hasta niveles detectables. Por tanto, se debe usar guantes
qesechables, tubos estériles desechables y material de
vidrio autoclavado. Asimismo, las soluciones deben estar

recién preparadas y autoclavadas siempre que sea posible.
4.1.2.1.- Muestra bioldgica v lisis celular
) Sanqre perlférzca

%fSe extraen 10 ml. de sangre por cada Lnd1v1duo, y sd

ﬁiai’&h,:;on > ml de EOTA 5% pH 7,4. Se centrifuga S miautm

_3:1 5@3 r.b.m.: se elimina la capa 5uporior dq plqsma

tncar a la cana de leuuacxtaﬂ.

“3:mgzgla bzen, y saz c-ntrlfuga 10 m'nutus a .1.500 r
'féﬁéVQllo” se elxm:na ul subrﬂnndante

&on el mxsmo tampbn, hasta que macrosfbpicamlntn‘;\

sucesivamente 25 upl de SDS al 22% (este de ergiﬂte
cﬁﬁpletamente todas las membranas) y 25 pl de_soluciaﬂ e;
protqinﬁgé K. Entonces, los tubos e colucan’horzzonti
sobre un rotor y se hacen girar suavumenté‘(sa r.p.m,%

16 horas.

b) Lineas celulares




Tras ser recogidas por centrifugacién, en un tubo de
polipropileno de 5@ ml, son resuspendidas en 3 ml de TLL, ¥y
se les ahnade la nmisma cantidad de SDS vy -SoluciOn de

proteinasa K gue cuando se estd tratando sangre periférica.

4.1.2.2.- Extracciéon con FS

Se adade 3 ml de FS a la solucion de lisado ccluiar,:'LT;
se agita unoz minutos hasta conseguir una émulii&;T
;ompleta, y se centrifuga 5 minutos a 1.500

_a fase acuosa (la superior), que es la que QQntﬁgb

50 ml., y se vuelve a repetir la extraccion.

¥

Por ultimo, se extrae una vez con S;v;q,i Y

recupera la fase acuosa.

4.1.2.3.- Precipitacion con isoprnpanbl Y ubtnncida ﬁel ;f

Se adade, una vez obtenida la fase acuosa, Lé‘fgjiéé
ClﬁiiSﬁ_ (concentracién final en la solucién: 0,1 ﬁ) y §
volamenls'de isopropanol 100%. Se agita, suavemente .#ﬂf
que las fifras 42 DNA no sufran roturas, hasta qﬁéf?
precipitado se haya formadoj éste “
vista como uné madeja que flota
proceso d= la precipitacion.

Este precipitado se "pesca' con una pipeta Pésteur
con la punta cerrada (flamedndola en un mechero de altohb{;{?

por ejemplo) para evitar que la madeja ascienda pafi,gl ;;ﬁj
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capilar (lo que dificultaria su recogida), Yy se transfiere
a un criotubo estéril. Se lava tres veces en 3 ml de
etanol al 70%, y tras decantarlc se coloca en una campana
de vacio para secarlo.

Cuando el DNA esté totalmente seco, se resuspende en

tampén TE (el volumen depende del botén de DNA obtenido;

partiendo de cantidades estdndard de muestras hiélbgi&a&,,:fL

'reﬁuspeﬁdemos en @,5 ml de TE; tras la cuantificaﬁién del
dNn;[sé “ajusta la concentracion). Antes dgw;omquar £§ 
t;aﬁbjar con eI.DNA, es aconsejable mantenérl&fﬁhoglqgas i'
;49C o bien incubaf a 429cC, preferiblemen;é” gg:u";E;%ﬁ?;‘

para due se disuelva bien en elltampbnt

Las cantidades cbtenidas oscilan‘entré

microgramos por cada 1@ millones de células. i

4.1.2.8.- Cuantificacion de ADN
‘Ge pueden utilizar altgrnati#amente dos ﬁtt§d$§1§ﬁf
la medicién del ADN obtenido. -
Si la muestra es pura (sin cantidades signif;edéi;if
de conﬁaminantes como proteinas, fenol, u ctf;i:@éééps

nucleicos) 'la mediciéon por espéctrofntometria de la"luz

ultravioleta absorbida por las bases es un netoso simple.y

ex;ctu.
Si 1a cantidad de ADN es muy pequefa, o sil
muestra contiene cantidades significativas de impdretaﬁ;,

podemos realizar la mediciérn comparando la inteniidad‘de"
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fluorescencia emitida por el ADN, en un gel con bromufo de
etidio, con patrones conocidos. Noe ha sido necesario
realizar esta técnica, debido al buen rendimiento obtenido
en la extraccién del DNA con la metodologia empleada.

Fara cuantificar la cantidad de ADN se toman
lecturas de longitud de onda de 260 nm y 280 nm. La lectura
a 260 nm permite calcular la concentracién de acidﬁs
nucleicus en la muestra. Una absorbancia 0D=1 corresponde
aproximadamente a 5@ ug/ml de ADN. La concentracion de ﬂbN
Qeria igual al producto A260 X 5@ ug, siempre quglla
relaciéon entre la lectura a 260 nm . vy 280 nm (09250109293)
sea mayor o igual a 1,5. e

Esta relacién prcporciona una 'estinaéian dgj i@;:_

pureza de acidos nucléicos. Preparaciones pu?a: de QDH: ,

tienen 0D260/0D280 de 1,8 a 2,0. Si hay contaminacién con

proteinas o fenol el OD260/280 seria significativaments
‘*cQ§pfificacién exacta de la cantidad de ADN nu'fié;i; 5
p&;ibic. HEor debajo de 1,5, las medidas obtenidas no ;on
fiables.

El volumen minimo de muestra es de 300 a 600 ui.
Hemos medido a una dilucidn dé 1:10@ en agua destilada.

Tras cuantificar las muestras, Se ajusté 1la
concentracién de DNA en todas ellas a @,5-1 m&/ml,

arRadiéndole el volumen necesario de solucion TE.

inferior a los valores expresados anteriormente y“‘ig_? ,



- AMPLIFICACION DEL DNA
4.,2.1.- MATERIALES

4.2.1.1.~ Iniciadores (Prinlrs)
Lp§ iniciadores emplqados : los dxi.raﬂt

figﬁn&q-gn la tabla I1I-4.

'f4 2 1 2.— Reactivos
 ~ Amplx-Taq DNA pollmerasa. :Phi

‘NSBL—GB&B

' _ peoxinuclestidos-trifasfato (dATP, dCTP, dGTP, TTP).

*,ppharmacxa F1ne Chemlcals. Ref. 27-2050-01, 27-206 01,
_2@7@—01. Y 27-2@30—01, respect;vamente.
- Kit de amplificacion de DNA "GeneAﬁb".

Eimer-Cetus. Ref. N801-0855.

- Agarosa tipo 11. (Medium EEU).-SLgma. Re :ﬂ*&B?!

(mezcla de

" 'pBR328 con Bgll vy pBR328 con Hinfl).
obtenidos tienen la siguiente longitud (en pares de hl!!!):g
154, 154, 220, 234;‘234,c 298, 298, 3;&,:§§3, 517,'5a;;
1033, 1230, "1766, 217a-§§;p§ par de Casth equivale a JNOS

660 d.).




TABLA III-4

PRIMERS EMPLEADOS EN LA AMPLIFICACION DE LOS DISTINTOS

LOCUS

Amplificacion

DR

G%*?ca DR1

Erupggspe-
cifica DR2

Grupoespe-—
cifica DR4

Grupoespeci-—
fica asocia-

do a DRwS2

DQA

DGB

DPA

La explxcacxén de las do
se encuentra en la seccion

Primer 1

DRBAMP-A
CCCCACAGCACGTTTCTT

DRBAMP-1

TTCTTGTGGCAGCTTAACGT™T

DRBAMP-2
TTCCTBTGGCAGCCTAAGAGE

DRBAMP-4
GTTTCTTGGAGCAGGTTAAAC

DRBAMP-3

CACGTTTCTTGGAGTACTCTAC

DGAAMP-A
CATGTGCTACTTCACCAACGE

D@BAMP-A
ATGGTGTAAACTTGTACCAGT

DPAAMP-A

GCGGACCATGTGTCAQCTTAT

DPBAMP-A
GAGAGTEGCECCTCCGCTCAT

mismo capitulo.

Primer 2

DRBAMP-B
CCGCTGCACTETGAAGCTCT

DRBAMP-B |
(genérico) .

DRBAMP-B
(genérico)

DRBAMP-B
(gené-ico)

DRBAMP-B
(genérico)
DGAAMP- B
CTGBTAGTTETGTCTGCAC&C_

DGBAMP-B

TTGGTAG"AGCGGTAGAGTTG o

DPAAMP-B
SCCTGAGTGTGGTTGGAACE

DPBAMP-B :
BCCBGCCCAAAGCCCTCACTE

s fases de tipaje del locus DRBI‘
"Marcaje de las sondas"

de este




4.2.1.3.— Soluciones

1@ x buffer para PCR
(incluido en el kit para amplificacior)
Tris-HCl pH 8,4, 100 mM
kCl, 500 mM |
MgCl., 15 mM
Gelatina, 1 mg/ml
NP-4Q @,2%
agua destilada hasta 20 ml.
Se ester«iiza por filtracion, se alicuota y se

conserva a —-209 C.

Solucién stock de dessoxirribonucleétidos
Es una solucién de 1,25 mM de cada uno de los dNTP,

en agua destilada.

Se toman 40 pl de uma solucion 1@ mM de cada und de

los dNTP, se mezclan y se llevan hasta 320 ul con agua

vestilada.

Disolucion stock de bromuro de etidio
Se prepara a una concentracion de 10 mg/ml
disolviendo 1 g de bromuro de etidio en agua destilada vy
enrasando a 100 ml tras disolucion completa.

Se almacena en frascos de color topacio a 4°C.

138




Tampon de carga para electroforesis
Se prepara 10 veces cnncentrado.
' Mezclar: @,125 g de azul de bromofenol. T f
@,125 g de xilenocianol. |
12,5 g de ficoll 400.

' en agua destilaca hasta 50 ml.

Tamp6n concentrado para electroforesis

Es una disolucién cuya concentracién final es 2 M en

—————

Tris-acetato y 2,85 M en EDTA.
i Se prepara mezclando: 242 g de Tris
57,1 ml de Acido Acé" co

glacial

100 m1 de EDTA @,5 M pr&

e ey o m—

en agua des‘ilada hasta 1

ml.

Esterilizar por autoclave.

Se conserva a temperatura ambiente. Para su

utilizacion en la electroforesis se diluye 50 veces.

4.2.1.4.- Aparatos 4 %

- Ciclador Térmico, con intervalo de temperaturas jﬂé-'T“

40C a 1209C. Perkin-Elme:-Cetus. Ref. N-801-0177.

Tubos e microcentrifuga de propileno para

amplificacion de DNA. Robbins. Ref. 1048-00-0.

-
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- Fuente para e}ect;pforesis Bio-Rad 3000 Xi.,

- Cubetas de electroforesis de Pharmacia, ﬁNﬁJIGB. v
GNA-200. : 5 - | L b O

6 1 . b

- Transilumihador de luz  ultravioieta. Ultra-violet . '

ey
- T M

Products, Inc. 4 s
- Camara fotografica Polarbid MP-4.Lanc, con

* -

+

regulable.

Pelicula fotografica de reve}add"iq_ antaneo, 7SO -

-3 il

ik

24000014203

para blanco vy negfd.ff'.i'i;f 867+ ef.

‘-2-2-— umm

4.2.2.1.- Preparacion de las suestras

10 x tampon PCR....
19 % ONTPascecocans
?rimers...;.......s- . .gﬁﬁﬂ ﬁmb}ég}
Taq DNA polimerasa. ;..é‘ﬁnidgdééﬂ
P Agua d!stilada...;é..............hasta:iﬂﬂipi:
La concentracioén final en la solucion de fnnccian?de
cada dNTP queda en 284 @', Yy Ya de cada iniciador (primer)

en 0,5-1 puM.




Se mezcla en un agitadcor y sé ceﬁfrifugan brevemente.
(1@ segundns); R

Se’ dapasltan 56*1@3 ul de aceite mineral para ev;tar

evaporaczones y condensac1ones en las muestras debxdo l‘lll
"altaé_temperaturasﬂ_

. #4.2.2.2.~ Ciclaje tefnico

Hay que cam.nzdr prngramanda ei ecf€1ddorf£érh$dh

tabla 11I-5.

Tras el cicfgje
m#ntiénen a 490,' o b##n

tx.mpo en utxl;zar. jHEs
en qel,

reaccion de ampl;fﬁéaci

en gel de agarosa'r

La 1ina11dad de las elactrofores;s nn' qclniﬁﬁﬂl‘

agarosa es _separar mezclas de fragmcntos de ADN en base 5 H.=

cu tamaRo. Nosotros 1la hemos utilizade para ‘comprobar la
‘presencia de un amplificado de lasf7éarhctlr£stica§_

adecuadas.




949C 30@seg

959C .1min

'DR4-DRB1

DRw5S2 asﬁc.;DREI

949C 3@seg

\959t Lein

S69C imin

éZQC 1 min




a) Factore e erminan v mi

electroforética del ADN a traves de los gelas de agarosa.

a-1) Factores dependientes del ADN
Los distintos tipos de ADN  tienen ' distinta
'jivglucidad de miéracicn, asi[ el ADN linea;.;io'ghicq a
Jiatinte, velocidad Vqﬁer el _c;réhlir. Nos&igpn» Benesi
trqbajadn sélo con ADN Ixneal. Sus mali;ulas ;;a}iﬁ a
HQJ gel a una velocidad 1nversamente proporci:”
‘q;cimal de sus pesos molecq;ares.
'2)Cinf;ulnci§ del gel |
'ah'.fragmentn”der ADN de un tam@ﬁﬁr determinado
, distintas velncidadés a través ;de_ geles #gﬁ
intasucuncentracxones de agarosa.
. Lcs qeles mas densos resuelven mejérnf=
dq pesns moleculares bajos ¥y los menég den'un'"
me;ar con fragmentos de DNA de peso molecular m‘
"do el tamaﬁo de l1os fragmantos amplez:adns (29
HSB@ bases), hemos ut;llzadn geles con concentracxonas de

agaraﬁc entre : 4 5 Y 24.

;3) Influencxa de la intensidad de la Eqrriintqi

aplic;da.

e

Para obtener una resolucion maxima de

fragmentcs de ADN, los geles deben ser .corridos a no méslﬂgf’

ool

5v.cm.:);No¢otros hemos realizado la mayoria de las

electrofuresis a 4,5v/cm.




b) Técnica de electroforesis
b-1) Preparacién del tampdn de electroforesis
El tampén para la electroforesis se prepara a
partir de la disolucion madre diluida 1/50. cen_ agu;.
destilada a la gque se le afade bromurn de ntidio de su

disulqcién madre de 10 mg/ml hasta una concentracién fina

 de 1 uq/ml. Este colorante es el meétodo mis conven;ent

La radlac;an uv absarblda por

afﬁbm nm por el colnranfé es emitida a 593 §®~..

:rbjovanaranjada del espectro visible.

| El bromuro

~%tpmo en el témpﬁﬁ antes de correr la: elcctrof

p terzormente se examina el gel
iluminacxdnnuv.

electrnferes;s o al f;nal dal recorr;do.

b—2) Preparac1an del gel.

Se utilizan geles de 250 ml de volumen,

cualqs <son preparados de la siguiente maneras 4 g
agarosa tipo II (queda al 1,6%) mas 5 ml de taﬁpdn3d 

electroforesis, se enrasa can égua destilada hasta 250 ml.

rambién se pueden realizar electroforesis en minigeles, de =

5@ ml., con las que se pueden analizar pequeﬁis cantidades

de ADN rapidamente; su preparacion es similar a los geles
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mas grandes: 0,8 g. de agarosa, mas 1 ml. de tampon de

electroforesis. E1 tamafo de gel empleadp dpp.nde del

numero de muestras a chequear, ya que el _jﬁéﬁgﬂ“pblo e

permite analizar hasta 16 muestras sxmulf&neamente,_.
m:entras que en el tamaRa norral podemos d;spone& de hasta
40 pocillos. ;
Se calienta hasta ebullxcxdn para qun sc dxluya;”
w;gcéaﬁléto la agaresa. Se deja enfr;ar hasta 53'8 y se ln

: :‘.,.-:. 7

entances el bromuro de etzd;n. Se vmcrtn entpnccs na

en el cual se ha co!ocado un pexne que forma -os-pucll;

la ciﬁta de ?autoclave, se

r(guladora 1 x

ﬁlas cabetas horzzontales. En ust;s, el

justo dcbajo de la superf1c1e del tampon de QIEc-ron

La resistencxg al

que la del témpan,

fraccion de la corriente aplicéda pasa a travées del ge
b-3) Preparacion de la mué;tra (

Las muestras se mezclan con una

respecto del volumen final de tampén de carga 10 X, el cual

- aumenta la densidad de la muestra para que pueda peﬂiérar

facilmente ®=n los pocillos. Esto se realiza en tuboi de
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microcentrifuga de @,5 o 1 mililitro.

Una vez afRadido el tampon de carga, se agitan
bien con un vortex los tubos eppendorf para homogeneizarlo
y se centrifuga posteriormente bgra"recogpr .hien li:H”

muestra.
'wehrsnger Mannheim. 3Se tratan de 1gua1

;&ikmiwms volumen que el resto de las muestra&
:'aﬁadlr el tampan.de carqa.n
-Una_vez preparadas ‘ias muestr;s Y
‘de Peis molecular se introducen en Ics p_,'
mergido gn el tampdn de electrofor251s.
micropxpeta. ® Todas las .e_lectrofor'dgigr

tcmperatura amb;ente.

hr4) Realxzac;ﬁn de la alectrcforusxs b

se conecta ista a
condi:xanus adecuadas, Y
separacibn entre las dos bandas de colorantu presentes

el tampén de carga praduc1da por el campo iltc rico sea la

suficientemente definidos.




Visualizacion

Los geles se fotografian sometidos a trgnsilu-
minacion UV a 26@0nm (Figuras III-1 a III-3). | Si  ha
existido amplificacién, se visualizard una banda, de un.

peso molecular determinadc, que: corresponderd al gran

numero de copias idénticas del DNA diana, generadas dukanteﬂ

p) proceso de amplificacion, migrando al unisong.




_?-;_F"igur'a 111-1s

= Chequeo de los ampl;fxcadns :

' mediante la reacci6n en cadena  de la polimerasa aplic
mcbre el locus DRB de varias muestras. Las bandas qu
,ahs&rvin correspanden a dichos amplificados; ep "
pnczllo se colocod el cqntrol de pesos molecula
Boehr;nger Mannheim) . La amplificacion ha s_d

.. pues el tamaso teérico del amplificado (274 p

" bases-) se corresponde con la. localizacidn de

{entre los fragmentos de 234 y 298 pb del. centro

.moleculares), La amplificacién ha sido ademas es

‘al no aparecer bandas adxcxonales. En el poﬁill _
la hilera 1nfer1or.no se deposito muestra alg na,
que aparece "vacio" : i X







"gel de agarosa de
DEt DPB. Esta amplaficacion
men correcta (el tamado tedrico, de 32
jonde con la posicién de las bandas, en
: & ) y 394 pb del control 'd
molecular y: especifica (no se aprecian
.adicionales de amplificacion). : .







Figqura 11i-3:

oo, § Chequeo en gel de agarosa de pequeRo tamafo
{minigel) de amplificados de DRB de algunas muestras.
Todas las consideraciones expuestas en la figura 3-1
pueden aplicarse aqui. El minigel as mas rdpido cuando el.

numero de muestras a chequear es pequefo (menos de B).




IS

b i W

FIGURA III-3




4.3.- TRANSFERENCIA DEL AMPLIFICADO A MEMBRANA (DOT BLOT)

4.3.1.- MATERIALES

4.3.1.1.- Soluciones

Solucién desnaturalizance

Es una solucién @,4N en NaOH y 25 mM en EDTA

Se mezclan: 10 ml de solucion NaOH 1@ N

12,5 ml de EDTA 3.5 M

Agua destilada hasta 250 ml.

4.3.1.2.- Aparatos

- Membrana de transferencia de acidos nucleicos para.

hibridacion Gene Screen. NEN-Dupont. Ref .NEF-976.
- Aparato de microfiltracion Bio-Dot. Bio-Rad. Ref.
170-6542.

- Sistema de vacio.

4.3.2.- METODOS

La concentracién de DNA amplificado debe monitor.i-
zarse por electroforesis, ya que debe depositarse la misma
cantidad de ampl._ ficado en todos los pocillos;

Para confeccionar 5 filtros, se mezclan 15 ul de
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amplificade con 250 pl de solucién de desnaturalizacioén.
Se hierve durante 5 minutos en un tubo con tapén de rosca
(por ejemplo, un criotubo) vy se introduce rédpidamente en

hielo, para evitar la renaturalizacion.

Se lava el aparato de microfiltracion con etanol*b? WJ -

a continuacién con agua destilada. Se escurre sobre papcl

secante. Seguidamente se ensambla, colocando dos papeles

3MM y sobre ellos la membrana de nylon, previamenf

empapados en agua destilada, encima de la mitad iﬂf'fi@?

del dispositivo. Se coloca la mitad iuperior, 'y se

atornilla, siempre en diagonal; a continuacion se cdhgcta_;
el vacio, para eliminar el agua que escurre ae loszpapéiqg

y membrana, y para asegurar el cierre del aparato. Egté”-

paso es importante, ya que si el aparato no est‘li s

adecuadamente cerrado, los pocillos nc estén'herméticamcnti
aislados de los edyacentes, y se corre Qel riesgo ¢e
contaminacién entre ellos. |

Seguidamente se carga el aparato depositando 50 pl
de la muestra en cada pocillo, evitando burbujas entre la
muegtra y el filtro. Se conecta el vacio "suave", y se
hacen pasar las muestras lentamente; si lo hacémos
répidamente, corremos el riesgo de que las maléculas_del
amplificado atraviesen la membrana y se eliminen jdnto a
los desechos.

Cuando las muestras han pasado completamente, se

lavan los pocillos una vez con TE, vy se conecta el vacio
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"fuerte'. Cuando la soluciédn de lavado haya pasado por
completq} ~se abre el dispositivo manteniendn el vacic
conectadc,a y se saca el filtro, cortandeo una e

esquinasr para identificar posteriormente su grientacion
correcta. Por Gltimo, e . fija @) DNA_ al Eifee@
;sometiéndnlc a un secado a B809oC duranﬁn ,pﬁh Hpﬁrai

(“Cocinado"), @ alternativamente, se ilumina con luz.

Ultrsvioleta (longitud de onda 254 nm o @.12 Jremz).




4.4.- MARCAJE DE LAS SONDAS

4.4.1.—- MATERIALES
4.4.1.1.- Sondas especificas de secuencia (SS0)
Las sondas empleadas figuran en las tablas IIT-5 a

I11-7 con sus especificidades. Debido a la complejidad Jel

polimorfismo en el locus DRB, no es posible por el mq@hq@o? ;'f

caracterizar completamente todos sus alelos en uﬁ 5919"?
pasg. Por ello, se ha dividido el tipaje de eate locus e
dos fases: una "genérica", con un nivel de deteccién de

alelos similar a la técnica serolégica, y enilﬁ_ que se

1

clasifican las muestras en ciertos “grupos de tipaje”i Déi,

DR?, DR4 y grupo de alelos asociados a DRwS2, yjét?”
"grupo—especifica”, por la cual se llega al maximo de
precision dentro de tales grupos. La tecnologia 'empleéda
en ambas fases es similar (excepto las condicicnes de
amﬁlificacién como ya describimos en la seccidﬁ
correspondiente). Para mayor claridad, en elrlocus DRB se
ha desglosado el panel de 5S0s empleado en ambas fases aun
teniendo gque repetir sondas incluidas en ambas fasq§; 
Todas ellas se han empleado de acuerdo con el protocolo del

Workshop Internacional de HLA.

4.4.1.2.- Reactivos

- Adenosin trifosfato (gamma-P®%). Amersnam.
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TABLA I1I-6

SONDAS SS0 PARA EL LOCUS DRB (GENERICO)

Oligo-

Secuencia

nucledtido

DRB1P@1
DRB1003

DRE1004
DRB1905

DRB1006
DRB10@7
DRB10@8
DRB1007
DRB101@
DRB1@11

DRB2801
' DRB2802
'DRB2803
DRB2804
DRB280@5
DRB2810
DRB3707
DRB3708
DRB3709
DRBS703
DRB7@11
DRB8&D2

TAAGTTTGAATGTCATTT
GTACTCTACGTCTGAGTG

GBAGCAGGT TARACATGAG
AGAAATAACACTCACCCG

TGGCAGGGTAAGTATAAG
GAAGCAGGATAAGTTTGA
GAGGAGGTTAAGTTTGAG
CAGCAGGATAAGTATGAG
GAGCTGCGTAAGTCTGAG
GAGCTGCTTAAGTCTGAG

CGGTTGCTGGAAAGATGL
GGTTACTGGAGAGACACT
TGGAAAGACTCTTCTATA
GTATCTGCACAGAGGCAT
GTTCCTGCACAGAGACAT
GCGAGTGTGGAACCTGAT
AACCAAGAGGAGAACGTG
GCGCGTACTCCTCTTGGT
GGAGGACTTGCGCTTCGA
GCCTGATGAGGAGTACTG
GACATCC TGGAGCAGGCG
AACTACGGGGBCTGTGGAG

SONDAS SSO ESTRUCTURALES

§50-1

§60-2

SER:

Mientras no se
especificidades indicada

CCACBTCGCTGTCGAAGC

AGCTCCGTCACCGCCCEE

Especificidad

Equiv.

especifique lo contrario,
s corresponden al locus DRB1.

gendmica t8%¥ serolégica

DR1
DR3,wll,wi3,wld
(salvo

DR4
DRwB,wl2,wld(so0lo
DRB1%14@4)

DRw?.
mﬂlﬁ s .' T
DR2
DRwS52a
DRwS2b

Locus DRBS
DRB3%0101
DRB3*0201 ,DRB3%0202
DRB3*@301

- DR1
DRwi2
DR7
DR9
DR2
DRwS3
DR?,DR2
DRwi@,DRwWS3
DR2
DRwll
DR2 & V%
DR2

DRBS5*0101
0901 ,DRB5%0101
DRB5%x0101

1501,1502
0102,1201,1222
DRB5*@2

DRB1 (salvo DRB1¥1001)
DRB3,DRBS5,DGB1,DPB1
DRB1,DRBS,DPB1
DRE3%0101 ,DRB3%0301

DRB1#1404)

- wS2c o .

todas las..



TABLA III-6 bis

SON" S SSO PARA EL LOCUS DRB (GRUPOESPECIFICO)

¢ ligo-

Secuencia

r .cledtido

DRB2801
DRB3701
DRBS7@1
DRB7001
DRB7007
DRBB&O1
' DRBB602.

DRB3702
DRBS706
DRBE7002

. DRB7003

" DRB7011
DRBB60D1
DRBB&0O3

DRB3701
DRB3704

DRB5701
DRBS5702
DRB7001
DRB70@5
DRB700&
DRB7@@7
DRBB60D1

DRB8&d3

%8

Mientras no se
especificidades indicadas correspon

CGGTTGCTGGAAAGATGC
CCAAGAGGAGTCCGTGCE
GCCTGATBCCGAGTACTG
TCCTGGAGCAGAGGCGGE
ACATCCTGGAAGACGAGC
AACTACGGGGTTGGTGAG
AACTACGGGEBCTGTGGAG

AACCAGGAGGAGTCCGTE
GCCTGACGCTGAGTACTG
GACTTCCTBGAAGACAGE
GACCTCCTGGAAGACAGE
GACATCCTGGAGCAGGCE
AACTACSGGBTTGGTGAG
AACTACGGGGTTGTGGAG

CCAAGAGGAGTCCGTBCE
ATCACCAAGAGGABTACG

BCCTGATGCCGAGTACTG

GCCTAGCGCCGAGTACTG
TCCTGGAGCAGAGGCGEE

ACCBCGGCCCBCTTCTGC
GCAGAGGCGGGCCGAGGT
ACATCCTGGAAGACGAGC
AACTACGGGGTTGGTGAG

AACTACGGGGT TGTGGAG

Especificidad
genomica $3%

2101,0102,0103
2101,0102,0103
9191,0102,0103
0101,0102
01083
0101,0103
0102

1501,1502,1601,1602
1501,1502,1601,1602
1601 :
1602
1501,1502
1502,1601,1602
151

0406
0401 ,0402,0403,0404
0405, 0407 ,0408 ,0409
0410,0411
0401,2402,0403,0404
0406,0 07,0408 , 0409
2410,0411
0405,0409,0410,0411
0403 ,0404,0405, 0406
0407 ,04C8,0410,0411
0401 ,2409
0403, 0406 ,0407 ,0411
0402
0401,0405,0407
0408 . 0409
- p4Q2,0403,0404
0406,0410,0411

especifique lo contrario,
den al leszus DRB1.

Equiv. .
seroldgica

DR1
DR1
DR1
DR1
DR1
DR1 :
DRI

DR2
DR2
DR2
DR2
DR2
DR2
DR2

DR4
DR4

todas las




TABLA III-6 bis

SONDAS SSO PARA EL LOCUS DR
L(continuacion)

Oligo-

Secuencia

nucledtido

. DRB2802

- DRB2807
DRB2807

. DRB37@3

‘*éﬁgé;iz
- DRB3701

DRBS702
DRB5703
DRBS704
DRBS7@5
DRB7001
DRB7002

DRB7003
DRB7004
DRB7007
DRB70@8
DRB700%
DRB7@10
DRBB601

DRBB6&0G3

GGTTACTGGAGAGACACT
GCGGTACCTGGACAGATA
T“TCCTGGAGAGATACTTC
ACCAGGAGGAGAACGTGC

CAGGAGGAGTTCGTGCGC
GCCTGATGCCGAGTACTG

GCCTAGCGCCGAGTACTG
GCCTGATGAGGAGTACTG
GCCTGCTGCGEBAGCACTR
GCCTGTCGCCGAGTCCTG
TCCTGGAGCAGAGGLGGEG
GACTTCCTGGAAGAC 1GG

GACCTCCTGGAAGACAGE
GGCCBGGTGGACAACTAC
ACATCC TGGAAGACGAGC
ACTTCCTGGAAGACGAGC
AGCGBAGGCGGGCCBAGE
BGACATCCTGGAAGACAG
AACTACGGGGTTGGTGAG

AACTACGGGGTTGTGGAG

Craosreazciona con alelos

(GRUPOESPECIFICO)

Especificidad
gentmica ¥3%%

@301 |
0302, 1402,1403
@301,0302,1301,1302
1304 ,1305,1402, 1403
1401 ,1404,1405
0301 ,0302, 1301
1302, 1305, 1402
1403 ,0802 , 0804
ouel,0803, 1303, 1304

1401,1404
1201,1202
1402
1101,1104,1202,1305
0801 ,06802,0804
1403 :
2301,0302

1102, 1301,1302, 1304

1103
1401 ,1404 ,140%
1201,0803 ¥
2302,1101,1302
1303,1402, 1403
@ee1,0802,0803
0301,1102,1103,1104
1301,1304,1305,1401
1404 ,1405,0804

y con el alelo DRB1%x1303.

b ¢ & &

Mientras no se

especifique lo contrario,

S

Equiv.

serologica

DRw12
DR3

DR3,wi4
DR;@QIS

DRwll,wl2

wl3, w8
DRwid

. DR3
DRwil,wi3

DRwi 1
DRw14

" DRw12,w8
DR3,wll
wil,wld

DR3,wil
wild,wid

wi

positivos para DRB70@@7

todas las

vespecificidades indicadas corresponden al locus DRB1.




TABLA III-7
SONDAS PARA LIS LOCI DGA Y D@B

Denominacion Secuencia

Especificidad

DBA2501

DQAZ25@2
DAA25@3
DGA3401
DQA3402
- DGRA3403
DOA41@2
- DAAS5501
. DQAS5@2
DAAS5A3
DAAS504
DGA&LT0O1
DQALIA2
DQALTRBI
DAAL724
DOA7502
DQA7504
DQA-LSO

DAB23@1
DGB23@2
DAB26@1
DAB26@2
DAB26@3
DAOB2604
DGB260é
DGB3701
DAB3702
D@B4501
DGB4701
DABS701
DAB57@82
DABS7@3
D@B5704
DQB570@5
DAB57@6

DGB57@7
DQB57@8
DGB7202
D@B7@03
DQB70@05
SS0-1

TGLCCAGTACACCCATGA

TGGCCAGTTCACCCATGA
TGGGCAGTACAGCCATGA
GAGATGAGGAGTTCTACG
GAGATGAGCAGTTCTACG
GAGACGAGCAGTTCTACG
ACCTGGAGAAGAAGGAGA
TCAGCAAATTTGGAGGTT
TCCACAGACTTAGATTTG
TCCGCAGATTTAGAAGAT
TCAGACAATTTAGATTTG
ATGGC TGTGGCAARAACAC
ATCGCTGTGCTAAARACAT
ATCGCTGTCCTAAAACAT
ATCGCTGTGACAAAACAC
CTTGAACATCCTGATTAA
CTTGAACAGTCTGATTAA
TCTCCATCAAATTCATGG

GACCGAGCTCGTGCGGGE
AACGGGACCGAGCGCGTE
C6GGGTGTGACCAGACAC
CGTTATGTGACCAGATAC
CGTCTTGTGACCAGATAC
CGTCTTGTAACCAGACAC
CGTCTTGTAACCAGATAC
AGGAGTACGTGCGCTTCG
AGGAGGACGTGCGCTTCG
GACGTGGAGGTGTACCGE
GGTGTACCGGGCAGTGAC
GCGGCCTGTTGCCGAGTA
GCGGCCTAGCGCCGAGTA
5GCGGCCTGACGCCGAGT
GCBGBCCTGATGCCGAGTA
GGCTGCCTGCCGCCGAGT
GGCCGCCTGACGCCGAGT

GGCCGCCTGCCGCCGAGT
GCGGCTTGACGCCGAGTA
GACCCGAGCGGAGTTGGA
GAGGBGACCCGGGCGGAG
GAAACGGGCGGLGGTGGA

2101,0102,0401,0501
DQAZ2
0103,0201,0601
03011,03012,0302
. 2101
2102,01023,0501
2401 ,05601
0103
0101,0102,0103
o201 ;
03011,03012,0@302
_@4@1,&5&1,3601
2101,0102,0123
2201,030£1,0302
2501,03012
2401 ,0601
0201,0401,0601
2501
Estructural

0401
23231 ,0402
0501 ,0502,05031 ,05032
2601 ,0301
0602 ,0302,03031 ,03032
0603, 0604 '
0605
0501 ,0502,05031,05032
0601
@301
@501
2501 ,0604 ,0605
2502, 0504
25031 ,0601
05032,0602,0603
0201
@301,03031,03032

Reaccién cruzada con @302

0302
0401 ,0402
2601
0602 ,0603
@201
Estructural




TABLA III-8

SONDAS PARA LOS LOCI DPA Y DPB

Denominacidn Secuencia

DPA3101
DPA319«
DPAS@1
DPAS002

DPB@2901

DPBA702
DPBOSO3
DPB@704
DPB35@1
DPB3502

DPB35@3
DPB3504
DPB35@5
DPBS55@1
DPB5502

DPBS55@3
DPBS5504
DPB&5@2
DPB&69@1
DPB&702

DPB&903
DPB&9@5
DPB&904&

DPB7601
DPB7602

DPB7603
DPBB501
DPB850@2
DPBBS@3
850-1
§80-2

AAGATGAGATGTTCTATG
AAGATGAGCAGTTCTATG
AGTTTGGCCAAGCCTTTT
AGTTTGGCCGAGCCTTTT

GAATTACCTTTTCCAGGGA

GTGTACCAGTTACGGCAG
GTGTACCAGGGACGGCAG
GTGCACCAGTTACGGCAG
GGGAGGAGTTCGCGCGCT
GGGAGGAGTTCGTGCGLT

GGGAGGAGCTCGTGCGCT
ACAACCGGCAGGAGTACEG
GGGAGGAGTACGCGCGCT
GGCCTGCTGCGGAGTACT
GGCCTGATGAGGAGTACT

GGCCTGAGGCGGAGTACT

Especificidad

0101,0102,0103
2201
0101,0102,C103
2201

0201 ,0202,0401 ,0402
@501 ,0801,1601,1901
0301,0601,1101,1301
0101,1501,1801
0901,1001,1401,1701
2401
0201,0301 ,0402,0601
2801,0901 ,1401,1601
1701,18@1,1901
0202,0501
1101,1501
2101 ,1301

2101,0401,1101,1301,1501

0201,0402,0801
1001,1601,1801
0202,0501,1901

GGCLUTGATGAGGACTACT 0381,0601,0901,1401 19“1
GCCAGAAGGACCTCCTGG ©301,0601,1101,1401, 1501
GACATCCTGGAGGAGAAGC 01@1,0401,0402,0501, 1801

GCTCCTCCTCCAGGATGTC

GACCTCCTSGAGGAGAAGCE

ACCTCCTGGAGGAGAGGC
GAGGAGAAGCGGGCAGTG

GGACAGGATGTGCAGACA
GGACAGGGTATGCAGACA

GGACAGGATATGCAGACA
AGCTGGGCGGGCCCATGA
AGCTGGTCGGGCCCATGA
AGCTGGACGAGGCCGTGA

2201,0202,0801
2901,1001,1301
16@1,1701,19&1_
o301,1401
11@1,1501
. 9101,0301,0401
0402,0501,1401,1801
No 7602 & 7603
2101,0301,0801
2901,1001,1401
1301,1901
0201 ,0202,0401,0402
1501 ,1801
No 8501 & 8502
Estructural
Estructural




Ref.PB 10218

- T4 Polinucleétido Kinasa (E. Coli B).

3

Amersham. Ref. T20202.

4.4.1.3.- Soluciones

Disolucién de ditiotreitnl (DTT) 1 M

Se disuelven 1,54 g de DTT en acetato sodico 0,01 M

pH=5,2 hasta un volumen final de 1@ =ml.
Se esteriliza por filtracién y se almacena en

alicunﬁés'a -20°C.

Témpdn concentrado para la T4 polinucleétido kinasa
. Se prepara 1@ veces concentrado respecto. de la_
concentracion en usOo.
Es una solucion 2.5 M en Tris-ClH pH 7.6, 0.1 ;M en
Clofurn Magnésico, 5@ mM en Ditiotreitol.
Se mezclan: 5 mlrde Tris-CiH 1 M pH 7,6
1 ml de MgCl_.1M
S00@ pl de DTT 1 M

Agua destilada hasta 10 ml.

4.4.1.4.- Aparatos
v Gradilla termostatizada para
microcentrifuga de 1 ml. Grant BT3.

- Protector para radioactividad de metacrilato.




Nalcerne 6700-2418.

4.4.2.- METODOS

Para el marcaje de oligonucledédtidos podemos usar dos
enzimas: la desoxirribonucleosidil t-ansferasa terminal
(TdT) ¥ la T4 polinucledtido kinasa (T4 éﬁK);"Hemos‘optadu
poflla Altima pues no introduce ningun nuﬁleétido en la
secécncia de la sonda, lo que alteraria el patrén de
hibridacién de la sonda; su accién.cansiste en tkansflrirr_
al extremo 5° de una cadena de nucléotidos el grupo fosfato
mas distal o T de una molécula de Adenqsin‘Trifgéfagg@ §i_
cual se le ha introducido un atomo de fosfc-o-32 (PLSZ) qg;
emite radiacién gamma. En cambio la TdTraétua encadgngﬁd& )
nucleétidos radioactivos al extremo 3° el oliqonucledti&é.

Para cada marcaje se adzclan  @n  ub tubo de
microcentrifuga de 1 ml. ,

~ Tampon de T4 PNK (10xj.:cenvcosncnscans ves2enpl

Uligﬂnucleétido---..-.....----..---;-...5-16 DMOI -..r"-: sl

ATP T—P-SZII'.'IIlIll.-lI..l...ll.'l...“".éa HCi

Tq‘ POliCUClEdtidO Kiﬂasa- s e s e s asveseasse -1“20 U “‘

AQua destilada......cseessascsscns.. hasta 25__;_;4171: :

Se incuba a 379C durante 3@ minutos, al cabo de los

cuales se detiene la reaccién afadiendo 1 pul de EDTA 0.5 M.
Los oligonuclectidos marcados pueden ser usados
directamente o tras elimipacion de nucledtidos radio-

activos no incorporados.




4.5.- HIBRIDACION
4.5.1.— MATERIALES
4.5.1.2.—- Soluciones

Solucién de fosfato monosédico 1 M
Se disuelven 120 g de NaH_(PO,) en un litro de agua

degtilada.

Id x SSPE
Es una disolucion 4,5 M en ClNa, 2.3 M en Fosfato
monosédico, y 3@ mM en EDTA. El1 pH final debe quedar n

A

Se disuslven: 263,25 g de ClNa

300 ml de NaH,.(PO,) 1 M
6@ ml de EDTA 0,5 M pH B
Agua destilads hasta 950 ml.
Se ajusta el pH a 7,4 con NalH, y se completa con
agua destilada hasta un 1itro.
5@ x Denhardt
Es una disolucidn cuya concentracicn final es 1% en
ficoll 40@, 1% en polivinil pirrolidona (mn 360.200),1% en
BSA (seroalbumina bovina).

Se prepara disolviendo:
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1 ¢ de ficoll 400
1 g de polivinilpirrolidona
1 g de BSA
disolver en agua destilada hasta 100
ml.
_Esterilizar por filtracion v dispensar en alicuoias.

Almacenar a -20°C.

Aroparacién de esperma de salmon

Se prepar. a u.)a concentraciodn de 1@ mg/ml en agua
‘dest .1ada.
Disolver 50@ mg de esperma de salmon en 5@ ml de
agua destilada y esparcirlo pasandoln repetidas veces por
na aguja.
Después, <se hierve 1® minutos y se guarda en
al. ..otas de 1 ml a - 2@°C. Antes o< usarlo se debe r aer
en ebullicidn rante 5 minu‘os y enfriarlo rapidamente en

hielo.

c3lucitn stock de clrruro de tetrametilamonio (CTMA)
Es una soluciédn al SM.
Se disuelven 1096 g en des litros de agua destilada.

Se rsteriliza =n satotlsve

Soluciéon TMAC

£s una solucién 50 mM en Tris-ClH pH 8.0,




Cloruroc de tetrametilamonio, Z mM en EDTA y @.1%
Se mezclan: 10@ ml de Tris-CiH pH 8
1200 ml de solucidn CTMA
8 ml de EDTA @,5 M pH B
1@ ml1 de SDS al 2@%

Agua destilada hasta 2002 ml

Solucidn 4 x SSPE
Se obtiene a partir de 3@ x SS5SPE, tomandose 135,33

ml de 3@ x SSPE y completandeose con agua destilada hasta un

litro.

Buffer de hibridacién A
£s una solucién 5@ mM en Tris-ClH pH 8.0, 3 M En 

cloruro de tetrametilamonio, 2mM en EDTA (pH 8.0), &.1 % de

SDS, y 5% de solucién de Denhardt, a 1los que seraﬁadeh‘lﬂﬂf

pug/ml de DNA de esperma de salmon desnaturalizado.
Se mezclan: 25 rl de Tris-ClH pH B
300 ml de solucidén CTMA
2 ml de EDTA @,5 M pH B
2,5 ml de SDS ai 20 %
5@ 1 de 5@ x Denhardt
5 ml. de esperma de salmén a 1@ mg/ml

Agua destilada hasta 500 ml

Buffer de hibridaciéon B




Es una solucién de & x SSPE, 5 x Denharct y @,5% de
SDS conteniendo 1@@ pg/ml de DNA de esperma de salmon.
Se mezclan: 100 ml de 3@ x SSPE
S@ ml de S@ x Denhardt
12,5 ml de SDS al 20 %
5 ml de esperma de salmén a 1@ mg/m]

Agua destilada hasta 50@ mi,

Solucion de lavado 1 (2 x SSPE, 0,1 % SDS)

Se mezclan 66,7 ml de 30 x SSPE, y S ml de SDS al

20%. Se completa con agua destilada hasta un litro.

Soulucién de lavado 2 {6 x SSPE, 1% SDS)
Se mezclan 200 ml1 de 3@ x SSPE y S@ ml de SDS al

20%, completdndose con agua destilada hasta un litro.

4.5.1.2.- Aparatos

- Bzfo termos:atizadc con agitacion Unitronic 3200R.
P-Selecta.

- Plataforma horizontal para lavados de membranas con
agitacion Luckham R1@@/TW

- Laminas de plastico especial para filtros
radiactivos.

- Chasis para placas radiograficas.

4.5.2.- METODOS




El1 ADN, en determinados medios Yy a determinadas
temperaturas es capaz de hibridar monocadena con monoca-
dena. La hibridacién depende del grado de complementa-
riedad de las secuencias.

Esta técnica sc utiliza para investigar en un ADN
problema si existen secuencias similares a un ADN conocido
(sonda) .

Hemos utilizado dos métodos, que difieren unicamente
en los componentes del buffer de hibridacién vy lavados, ¥y
en la temperatura a la que éstos ultimos se realizan.

'.a hibridacidn consta de varias failj}

orehibridacién, hibridacion propiamente dicha, lavadoif‘x

autorradiografia.
4.5.2.1.- METODO NUMERO 1

4.5.7.1.1.- Prehibridacion

La prehibridacién consiste en mantener el filtro en
contacto con el tampon de hibridacién A (1@ m1 para cada
19 cm?2 de membrana) a S4°C con agitacién constante,
durante al menos 3@ minutos con el fin de empapar bien el
filtro en este tampén. Para ello el filtro se introduce en
un recipiente de plastico rotulado (debido a las exiguas
dimensiones de los filtros, de aproximadamente 2 x 8 cm.
utilizamos tubos de polipropileno de 5@ ml) y se empapa con

la solucién 4 x SSPE, antes de humedecer con el tampon de




hibridacion.

4.5.2.1.2.—- Hibridacidn
Se abre el tubo donde esta el filtro prehibridando y
se amade 30-60 ng (5-1@ pmol) de sonda oligonucleotidica
marcada. Se agita para homogeneizacion, y se deja 1-3 horas
a S40C en un bafo con agitacién constante.
lJn periodo prolongado de hibridacién (por encima de

las 1@ horas) puede causar un elevado background.

4-5-2-1.3-_ Lavadﬂs

£l objetc de estos lavados es eliminar toda aquelle

hibridacién que se haya producido entre la sonca y el ADN

con bajo_ grado de complementariedad, dejando sdlo la
hibridacién que detecta secuencias muy homélogas a las de
la sonda. :

Es posible cambiar tanto la temperatura como la
composicidn de las disoluciones en las que se realizan los
lavados. A mayor temperatura 1la hibridacidn es mas
especifica, asi como lo es también si realizamos los
lavados con el tampon con @,1 x SDS. No se puede
sobrepasar la temperatura a la cuai se deshibrida el ADN,
pero canbiande los tampones de lavado y la temperatura,
podemos conszeguir hibridaciones mas o menos especificas.

Con el usc del Cloruro de Tetrametilamonio se facilita la

hibridacién vy el lavado independientemente de la secuencia
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del oligonucleotido (Wood y cols., 1983).
Después de realizada la hibridacion, se lava tada
filtro en las siguientes condiciones:

- dos veces an 20 ml, de solucién 1 de livado, a
‘temperatura ambiente durante 10 minutos cada vez, para
eliminar el exceso de sonda. Al terminar esta primera
+anda de lavados, se puede someter el filtro a una
autorradiografia para valorar la unién de la sonda al

filtro (todos los dots deben dar suficiente sefal).

- a continuacién, una vez con 20 ml. de solucion

TMAC durante 10 minufus, a temperatura ambiente.
- por ultimo, dos veces en esta misma solucaién,

1® minutos cada una, a S56-589C.

Todos deben efectuarse con agitacion suave continua.

Las temperaturas empleadas en 1a hibridacion Yy
lavados, dependen de la longitud de los oligonuclestidos
utilizados comoO sondasj las descritas oqui estan indi:adas
para sondas i8mer (18 r cleédtidos), grupo en el que se
incluyen la preéctica totalidad de las sondas empleadas en

este trabajo.

4.5.2.1.4.— Autorradiografia

Se coloca el filtro score un papel ZMM Whatman Pparad
eliminar el exceso de liquido, pero sin dejar secar
completamente. Se introducen varios filtros en una bolsa de

plastico, para evitar contaminaciones radioac tivas, Y Sé




colocan sobre un chasis con pantalla intensificadora.

Los filtros se exponen dos veces a pelicula
fotcgrafica para radiografiasj; lea primera exposicion es
breve (3@ min a 2 horas), y la segunda larga (16-24 h).

Tras cada una de ellas se revela la pelicula.

Se diferencia dezl métcdo numero 1 en los siguientes
puntos:

- La prehibridacién e hibridacion se realizan

con un tampén diferente (tampdn B), y a una temperatura

diferente al método anterior (42QC).

=" iLos tiempos <con diferentes también; 1la
prehibridacion lleva al menos 1 hora, y la hibridacion de 2
a 16 horas.

- Los dos primeros lavados son idénticos al
método. 1 (tampon 1), pero los dos siguientes se realizan
con el tampén 2 de lavado y a temperatura variable que
depende de la longitud vy secuencia de la sonda. Esfa
temperatura (Td), especifica para cada sonda, se calcula
con arreglo & la siguiente férmula:

T4 = 4 x (n@ de G + nQ de é) + 2 x (N8 de A + n2 de T)
(siendo G, C, A, ¥y T fianina, Citosina, Adenina 9
Timina).

En lo demds este método es idéntico al anterior.




4.6.— PROCEDIMIENTO DE TIPAJE

La reactividad se valora a partir de la seRales
obtenidas en las autorradiografias de exposicién breve, Yy
se le asigna un valor arbitrario, segun su intensidad, de

entre los que siguen (Figura I11-4):

(]

.

Q. i o TR wabiNe realizada
No valorable

...:Claramente négativo

.Probablemente negativo

.........f...Indefinido
......Probablemente positivo

.........Claramente positivq

&

La asignacion de un tipaje se realiza en base alla

plantilla que indica la esrecificidad de cada oligonb-

k o g U
cledtido (véase la seccion correspondier te al "Marqg;g-qg :

h

las sondas"). ‘ . ',” L

¢




Figura II[-4:

Autorradiografias correspondientes a
nibridaciones con los oligonucledtidos DEB3701 y DQGB4702,
realizadas con el método SSPE; el tiempo de exposicién 2%
de 2@ horas. Vienen a ilustrar los criterios seguidos en
la asignacion de valores (@, 1, 2, 4, y B) a las sefalesj
en el recuadro situado al lado derecho de cada una de las
autorradiografias se consignan las valoraciones
realizadas. En el ejemplo inferior la intensidad de las
sehales es algo mas baja que en el superior: cada
autorradiografia debe ser valorada por separado, de
acuerdo con la impresion que se obtenga de ella, pues los
valores rno se corresponden con tamafos absolutos ce senal.
. Estos criterios son aplicables a todos los locus,
independientemente de las condiciones de hibridacion.




FIGURA III-4

A) SSO DAB3701







1.- TIPAJE SEROLOGICO

En un primer término, realizamos el tipaje
serolégico a todos los individuos de los que pudimos
disponer de células frescas; en seis (n2 &6, 11, 33, 37, 38

y 39) s¢lo se pudo obtener DNA; se incluyeron para valorar

la eficacia del tipaje gendmico en ausencia de datos

serologicos.

En algunos casos en los que aparecia un ‘blanco en el -
locus DR se repitié el tipaje para intentar detectar
el/los alelos que faltaban. La mayor parte de los tipajes
ha sido realizado mediante la técnica de la fibra de
nylon; er el resto de las muestras y en laé repeticiones
antedichas se ha aplicado el método inmunomagnéticoj hémos
observado que ninguna de las dos técnicas mejuré. el
resultade del tipaje con respecto a la otra. Por ello,
los datos y tipajes obtenidos mediante técnica seroloégica
son expuestos conjuntamente.

El grupo de muestras incluia representaciones de
todos los alelos DR, incluyendo variantes poco frecuentes,
como DRwS n@ 3 y 4), DRw? (n2 9) y DRwiO (n2 22, 26 Yy
30); por ello podiamos considerarlo como adecuado para
experimentar sobre la eficacisa del tipaje genomico. En
cierto numero de casos aparecen alelos "blancos" en DR

asociados a DRwS2 (muestras n@ 14, 15, 20, 22, R Iy By
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31, 32, 34); en algunos casos mas, el alelo en blanco =@
asocia a DRwS3 (numeros 17, .25, 30). Fsto es una
indicaci!én de que tales muestras no son homozigatas para

DR, sino que en realidad poseen un alelo no detectado por

la metodologia aplicada; de hecho, era de supo.-r que

muchk s de los "blances" en DR asociados a DRwi2 sean

realhente DRwb . Esto fue confirmado posteriorment-
mediante el tipaje genomico.

Por otra parte existen otras muestras en las que no
fue posible detectar ninguno de los dos alelos DR (n@ 23,
24, @T vy 2Z2B)s En la tabla Iv-1 figuran los tipajes
asignados a las diferentes muestras (Todas las tablas d=

este capitulu se encuentran al final de éste).




TIPAJE GENOMICJ

Fueron realizados los tip jes gendmicos
cor: 2spondientes a todos los locus codificantes de clase

II que muestran polimorfismc, es decir: DRB, DGA, DGB, DPA

vy DPB. Vamos a peés 2 des~ribir los resultados obtenidos

hac ierdo hincapié en los gue presentan cierta relevancia
para cl estudio gue noé ocupa.

Se ha empleado el método de hibridacion SSPE en
todos los locus. La técnica TMAC sdlo ha sido aplicada en
el tipaje de DRB; por tanto solo en ese locus ha existido

la oportunidad de comparar resul tados.

2.1.- Valoraci6n de los resultados obtenidos con ambas

técnicas de hibridacion .

La fiabilidad de los resultados obtenidos con ambas
técnicas es similar, a juzgar por la consistencia de los
patrones de reacciodn de las diferentes muestras con la
pbateria de 65503 se considero como positiva toda reac=-i6r
cuyo valor asignado fuera igual o superior a 4. Sin
embargo la técnica numer. 2 proporciona serales méas
débiles que la numeru 1 (TMAC), de manera gue en @sta

uitima, la intensid.d de la reaccién a 1 hors de




posicién « la piaca radiografica es comparable a la
obtenida por el método numero 2 (SSPE) a las 16 horas de
exposicion.

Por otra parte, la heterogeneidad observada en las
seRales obtenidas ey dis intes sondas al hibridar con el
método G6SPE, mucho mayor a compararlo con la técnica
alternativa (TM™Z), impide terer referencias comunes a
todas las -ordas a 1. hora del tipaje, y obliga a valorar
cada autorradiografia por separado ®n relaciéon a la
impresién general obtenida al es* "arla en su conjuntoj;
es decir, la intensidad gque corresponde al valor 8 (maxima
hibridaciédn) o el | (minima hisridacién) por ejemplo, no
‘¢r4 igual en todas las sondas, Yy depender3 del SS0 que
estemos consider: do: esos dos extremos de intensidad
seran los que hay que tomar en cuenta como puntos de
referencia, siempre que . roatraste entre ambas sea
suficiete como para pensar Cue en la méas . .tensa ha
existido hibridacién y .n la mas “ébil no. Por otra parte,

es digno de destacar el hecho de que los SS0 ‘“estructura"

®
(framework) gue actuar’an como controles positivos al

hibridar con todos los alelos, han dado serales muy
débiles, sobre todo con DRB, en contraste cor las
proporcionadas por las otras sonaas.

En el método TMAC las reacciones fueron lo
suficientemente intensas, ) ¢ discrimina mas facilmente

entre lc presumit.emerte positivo y lo negativo; de todas
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maneras, los controles empleadoa tampoco funcior aron
adecuadamente. Hemos podido asimismo observar que el
numero de valoraciones intermedias (f?“,”"4" y en. menar
grado "6&6") obtenidas con el; fﬁhc es csensiblemente inferior
al método alternativo : {SSPE), lo que ha incidido
notableme ite en la precision en los tipajes conseguida por
el primer método; estas reacciones de intensidad
intermedia introducen un elemento de duda al no precisar
claramente si tal reaccion es mositiva o negativa.
[ i+ulo de ejemplo en las figuras IV-1 vy =2 =

podemos comparar las sedales cotenidas con las mismas

sondas empleando ambos métodos, Yy comprobar la diferente fﬁ

valoraciéon que es necesario realizar sobre difer:nfgs
sandas. En las figuras IV-3 a IV-4 podemos ver las
sefales obtenidas en 1las hibridaciones con :iéré&iTi '
oligonucladtidos seleccionados, todos ellos realizados ;anf?k
el método SSPE, para ilustrar que la asignacion de valores

a las distintas sefales @&s relativa a la impresion en su
conjunto.

Por afadidura, en la figura IV-7 hemos mostrado la
importancia gque el tiempo de axposiciéon a la pelicula
radiografica puede tener en las valoraciones, Yya que un
tiempo elevado puede dar lugar A& falsos positivos o un
elevado background (en algunas muestras, la valoracion se
eleva practicamente un nivel: de un o gube a un LRt

de un "4" a un nery . Hemos comprobado que el tiempo
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Fiqura [V=1:

Comparacioln entre las sefales
autorradingraficas obtenidas con la misma sonda (SSO
DRB1@@1) en las dos condiciones de hibridacion (SSPE Yy
TMAC) empleadas. Los tiempos de revelado han sido 20
horas para la hibridacién con SSPE v 1,5 horas para el
método  TMAC. Obsérvese que la intensidad de  la sefal ha
sido similar en ambos métodos a pesar de la dif@rgncia de
tiempo; esto sugiere que indica que el TMAC incrementa la
censibilidad del tipaje respecto al empleo del SSPE. AE N
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Figura I1Vv=-2:

Ilustra el mismo hecho que 1la figura -
anterior. Los tiempos de revelado son similares a los
axpuestos en la figura anterior (2@ horas para S8P% y 1,3
horas para TMAC). ce observa un cierto background en la
hibridacion con TMAC. El oligonucleodtido empleado como
sonda es, en esta ocasién, el DRBS703. : ot




FIGURA IV-2




Figuras IV-3 a IV-&1:

. En estas figuras Sse exponen las sefales
obtenidas con algunos olignnucleétidns’ que ilustran
algunos aspectos de los ~riterios empleados en la
asignacion de valores.

En la autorradiograftia 4-3 la intensidad de
la reaccién, valorada en "g" (es decir, claramenrte
positiva) es similar en todos los pocillos; corresponde a
un S50 que funcichaba como control positivo para el locus
DPB.

La figura 4-4 procede de la hibrida;iﬁﬁ'con~

g80 DPB&9@5; en todos los pocille= se observa una usedal
debil que fue considerada como p-rkgr.undj por tanto,
todas las muestras recibieron una valoracion de "1" (es
decir, claramente negativa).

En 4-5 aparecen 4 reacciones débiles, Qque,
por ausencia de sefal en el resto de muestras, han sido
consideradas positivasj con este ejemplo se puede apreciar
la dificultad en la valoracién de sefales débiles, er
ciertos £as0s. -

En la hibridacion 4-6 aparece sefal
generalizada de cierta intensidad, sobre la cual destacan
tres muestrasi unicamente eéstas han sido valeoradas como
positivas, mientras que el resto es considerado
background. ;




FIGURA IV-4

FIGURA IV-3




Figura IV-7:

Sedales obtenidas con la misma sonda, en l1las
mismas condiciones (SSPE), pero con diferente tiempo de
exposicion de la autorradiografia a los filtros (6 vy 20
horas). Las sefales obtenidas a las 20 horas son bastarte
mas intensas, incluyendo agquéllas que a8 las &6 horas
practicamente carecen de seRal, lo que puede conducir a
dudas sobre su positividad.  Esto ilustra la necesidad de
optimizar el tiempo de exposicion para que las muestras
positivas impresionen suficientemente a la vez que se
evita que lo hagan las negativas.




FIBURA IV-7
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idéneo es de unas 2 horas de exposicion.

2.2,- Tipaje del locus DRB

Esta parte del trabajo ha sido realizada en las dos

fases expuestas en el capitulo "Material y Métodos", en la

primera de las cuales (genérica) se han pfobado los dos

métodos diferentes de hibridacién, mientras que en la
segunda (grupoespecifica) se ha empleado la técnica que

mejores resultados dio en ld primera.
2.2.1.— Tipaje geneérico

Se procedio a amplificar las muestras. Por medio de
la electroforesis en agarosa se obtuvé una b;nda.
fluorescente del tamafdo previsto (274 pares de bases) en
la mayor parte de las ocasiones, Qque corresponde con las
moléculas del amplificado (Vease figura III-1 vy 111-2 en
el capitulo "Materiales Yy Métodos"); cuando no se
observaba dicha banda, 0O sSu intensidad era sensiblemente
inferior a la del resto de bandas (lo que indicaria una
menor concentracion de DNA presente en dicho amplificado),
se procedio a repetir el procedimiento de amplificacion,
con el objeto de conseguir la maxima homogeneidad en
cuanto a concentraciéon de DNA entre los amplificados (esta

homogeneidad es conveniente, por otra parte, para la
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elaboracién del dot blot); en muv pocas ocasiones fue
necesario repetir. No se apreciaron bandas anémalas ni
adicionales en ningun caso, lo que seria indicativo de la
existencia de reacciones de amplificacidn incorrectas.
Por tanto, 10S ampiificados se encontraban en condiciones
id yneas para ser sometidos a hibridacién. .

Sobre t&lés ' amplificados se realizo el tipaje
ggﬁgm;cq ge DR. Para la fase geﬁérica se dividia‘la serie
de_aﬁéﬁtras en dos grupos; en cadé unq‘de; ellas-se.empleé,
una dexlas dos técnicas de hibridacién: la técnica n2 2
(que emplea la soluciéon SSPE en el tampaﬁ ,d! hgbrxdagién)
fue utilizada paré el primer grupo (AQ 1;2é) y %a [g';
(que contiene TMAC) para las demisj(ng 23-395, incluypndg
en ééte ultimo gruﬁﬁ las :lineas ﬁeluigreé homozigatds,
Laé vgluraciones réalizadas édbfﬁ .Ias seﬁalés;

impresionadas en las autorradiografias estin expuestas eﬁ

Jas tablas V-2 y Iv-3.

g ¥ : 3 nfg..
A partir de estas valoraciones, fueron asignados

unos tipajes provisionales J(tablas Iv-5 y 1Iv-6), Qque
indicarian en que grupo especifico de DR se.incluirian las
muestras concretas (en la tabla Iv-4, figuran los patrones
que determinan tal inciusiton), para efectuar el tipaje
grupoespecificu de DRB1 pertinente (es decir, sugunda fase
del tipaje gendmico en este locus) . Cuando una muestra
reacciona de uné forma mas o menaos intensa Yy homogenea con

un grupo de uligonucleétidas que reconocen un alelo
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concreto, se le asigna dicho alelo; se denomina patrén de
reaccion de un alelo determinado a la reaccion que este
grupo de oligonucledtidos tiene con una nuestra
cua'fuaeraj la reaccidn extra seria agquélla gque se separa
de estos patrones definidos.,

La mayoria de los 580 empleados en esta fase ha dado
resultados consistentes. Solamente el DPBiE@9 v DRB2803
han dado sefales mas débiles que utrusu oligos RQue
comparten especificidad con éstos. El DRBZB@Z, especifico
para DRwi2, ha mostrado alto ruido de fondo, e incluso
algunbs posibles positivos (n2 9, 7, 13, 22) que
demostraron ser falsos al ser tipados posteriormeqta'gp la
fase grupoespecifica. | .

fAsimismo, en algunas muestras han surgido

en la valoracion de los cefales correspondientes a los S50

especificos para DRw9? (DRB1OOG7, DRB2804, Yy ﬁRBS7B7,
compartido con DR2), debido a la baja intensidad de la
sefal obtenida. En 1la ng 9 se asagno el tipaje DRw?, aun
cuando solo haya hibridado con uno de los tres SS0
esprecificos de DRwY (DRB3707, que ademas comparte con DR2,
aunque no da reaccion con los otros 850 para DRZ2, por lo
que 3€ descarta este udltimo alelo), ya Qque presenta
asociacién con DRwS3, y no hay reaccion con los S80
especificos de los otros alelos que S€ asocian a DRw33
(DR4 y DR7).

Para uno de los alelos en ei individuo nQ2 12 se
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planteaba la duda entre asignar DRZ vy DRw?, pues s6lo

existia reaccioén con uno de los 550 para DRY (DRB37@7),
que tambien reacciona cen DR2. EH la muestra n@ 22 este
mismo S50 parece proporcionar un falso positivo, toda vez
que también tiene reacciéon con L4 que podria explicar el
patrén de reaccion con los gs0 para DRw33 (lo gue
descartaria el alelo DRw?), ademas de que presumiblemente
aparece otro alelo que esta asatiado a DRwS23; no hay otraos
;ndicios de que este ipdividuo pudiera ser DRZ a juzgar
por las reacriones con el resto de SS0. Los tipajes de
ambos individuos fueron aclarados posteriormente al serles
practicado el tipaje grupoespecifico. .

Las muestras 9 y 1@ han presentado patranés de
reaccion atip;cos. ambos han reaccionado con DRBS703
especifico para DRwll, perc ~inguno de ellos lo ha hezhb
con los 5S0 especificos de DRw52 (DRB101@ vy DRB1@11), al
cual va asociado; en la 9 tampoco hay reaccion con los 850
especificos para los alelos asociados & DRwS52 (DRB10@3 y
DRB1O®S); en el tipaje grupoespecificu esto fue definido
satisfactoriamente; en cambic en 1a muestr3 1@ si hubo
senal con LRB12B3, lo gue SUpuUso asignarle dir tamente el
alelo DRwil.

Hemos podido observar que no hay diferencias
importantes can los resultados obtenidos por el tipaje
serologico, salvo que la gran mayoria Je alelos blancos

por serologia han sido detectados, incluyendo los casos
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ccn "blancos' en ambos alelos DR, y han sido catalogados
dentro del grupo asociado a DRwS2 (que incluye DR3, 9
[wll y wi2], wé [wl3 vy wild] y wB). Incluso en la muestra
n@ 16, cuyo tipaje serolédgico aparecia como DRi homozigoto
(al no haberse hallado asociacion con ninguna
especificidad supertipica DRw32 ni DRwS3), se detectd un
alelo perteneciente a este mismo g@rupo asociado a DRwS2.
FPar otra parte, eﬁ las muestras n2 17 y 3@, aparece un
“blancn“ serologico asociadc a DRwS3 en cada una de ellas,

que ha sido caracterizado genémicamente como DR4; tambieén

contamcs con un €aso (n2 26) en el que sEe ha detectado,

igualmente por métodos genémicos, un alelo DR4, aun sin .

sa2r DRwWS3 en serologia. En esta fase del tipaje s6lo
hemos encontrado un jndividuo gque podria ser catalogado
como homozigoto (n8 23), ya Qque s6lo es positivn para los

g0 DRL y no se asocia & las especificidades supertipicas

DRwSZ2 ni w53, ni en sernlogia ni mediante hibridacidn con

§60; ias lineas HTC dieron el resaltado esperado, de

acuerdo con su propio tipaje conocido.

2.2.2.- Tipaje grupoespecifico

Ecta fase incluve 4 grupos: DRi1i, DR2, DR4, vy grupo
asociado a Mw5S2 (DR3, DRS, DR&, y DR8). La metodologia
usada para la hibridacion ha sido la TMAC, ya que en el

tipaje genérico fue la que ofrecio resul tados mas nicidos.




Las muestras a las Qque se les ha aplicado esta scgynﬁgl .

fase del tipaje fueron la totalidad de las muestras de. 'la’
segunda cerie (métodc TMAC) que fueron eanﬁdra&ag- hn e
algun grupo especifico de tipaje, junto con jl#ﬁﬁé;dg‘t |
primera serie (métoda SSPE) en i e
inte}esante conocer sus ~ tipajes més nrufunda;;6£§;
considerd necesario realizar tipaje _grupoggpe;ifiﬁ
la muastra 4, vya que el individuo déf
hermano de la n2 3, yx los ﬁatroﬁes de Eéi;ﬁién e.
tipaje genérico fueron idénticos, por in quélihia .
los tipajés grupoespecificos serian.asiﬁiimo simi

Antes de pasar adelante,
entre "DRwS2" y lo que hemos 1lamado gqﬁi
"grupo asociado a DRwS52"j; lo primernaiﬁ
especificidad supertipica, correspondiente aitﬁroﬁ
gen DRB3; lo segundo designa un grupo ‘6;1
codificados por el gen DRB1, lque se hallan aso&i&ﬂﬁi
especificidad DRwSZ vy Qque presentan gran similitﬁéi
secuencias de nucle6tidos; es decir, estamos o
genes parecidos Y estrechamente ligados, pero diferer
Por tanto, en esta fase del trabajo, 0O hemos éiﬁgﬂg;;éﬁ__
alelos de DRw52 (que es |
los que existe un grupo particular de

este locus, sino alelos de DRB1.

e

2

Las amplificaciones realizadas para esta fase del

tipaje rindieron productos de tamafo VY conceﬁirqcipﬁ
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adecuados, sin bandas adicionales. Solamente la muestra
ne 12, incluida en € grupo DR2, no obtuvo banda de
amplificacion, cOmo tampoco la muestra n2 30 en el grupo
DR4. Dentro de cada grupo sometimos § amplificado lineas
homozigotas cuyo tipaje no correspandia a ése gkdpo géﬁ'
sgancreto, a manera de controles de ampl;ficq¢ ’

néqativoa; en .ningun grupo de tipaje hubo amplifx qdo:da

sefales autoffadioquficiiﬁt?iw
..;%ﬂtabltcer valoracxunos con gran ncrgcn:;wr
pr&ctlcamente_ todas 7155. muestras. e TaL._
:jf;zentn reflejadas en las tablas ng 1v-7 a IV-
;onsistentes‘ entre s; salvo algunas e c
grupo DR1, el €SO 2aa1 na dia miks!
,4barthf tnda5 las espcificidades DR1.
;Dhﬁﬁ?ﬂé; incluido en el ﬁf&bo. DRQ!A-

dth;lg;; Dentrd &el grupo 'géﬁéiSdo & Dﬂdﬁz:
:DRBZBBQ no dzo seffal, a pesar fe qul las éspL
que_cuhre son Ldéntxcas a otros ESO. en 10#_:uale§ =
seﬁai compatxble cnn |

qenérxco. El DRB3712, con -idénticas

ntcrior. diod seﬁales muy débiles. - Por btra?k
DRB?BEB, presenta un alto ruido de fondo .Yy alﬁunuh-?a 505'

positivos, asi como en el DRB2807, en el

dificil trazar el umbral entre las mutiiras'pbsitiwiifiy7
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las negativas, debido al elevado background.
Los tipajes asignados tras esta segunda fase se
encuentran detallados en la tabla IV-11. Estos tipajes

son consistentes con los obtenidos tras la primera fase

(genérica), aclardandose algunas dudas como 1a dfrecida por...

1a muestra numero 12, en la que se descartd el alelo BRZ
al na haber amplificado, y POr lo tanto se ln at
alelo que estaba en dlscordxa, DRw? (vtatc

?Tipaje -qenérico“). En‘ la muestra “9, 1

tﬁj!tértado la posibilidad de qun sea Dwa

as;qnado por serolog;a), y por contra

‘a muestra ?ﬂ rnsultd ser DR4 pues se amplifico

*;c.badores (primers) espec;f;cos de estl grupo, por

“:il descarta el DRw? (que tambxén aparec;a :amo pos “lcl

wqxistzr' atro lelo asoczado a DRwS2,

e

ﬂaonaequlr -mplfficacxon en el gkupo DR4 en la

30, qulllhnl este alelo a dicha muestra,_
_-hctiﬁn obtenxdo en 1a fase genér;ca eé
whcmos observado un patrbn cénl
enx\el alelu DRul;, por io que noO ha s
nxﬁguna mu‘stra, y tﬂdas las reacc;onas que han apa_
ccn gmta son a han' sido consideradas extras (ﬂﬁﬂlﬂﬂ!
aamprdbar por‘iu»emplu, que" DRBZBB?. espec;f1co‘ #e Dﬂk‘z.

no da ninquna seﬂai con muestra nlguﬂa en law

grupotspcc;fxca, mientras que en la fove genérxca tn

qué también esta 1nc1uida, presenta una gran " cant




reacciones débiles; todo ello indica que tales reacciones
son falsas o cruzadas con otros alelos); esto confirma gque

los resultados obtenidos en el tipaje genérico en relacion

a este alelo son inespecificos vy obedecen exciusivamente. . .

bien a ruido de fondo, bien a crossreaccibn.

Por otra parte, la dxscrmmanacxén entre alelns a

nivel genémico (sobre todo en el qrupb DR4). nh *ue _

'gn ciertes muestras (n@ 12, 13, 20, 25, 2&,‘34‘

}a {igura,
las sefales obtenidaﬁ en
TMAC (n2 32, 33, 35 vy 36)

en la-gruﬁﬁgipecifica.

QiTablai IV*IZ y IV-14)

Se hn conseguiﬁo tipar con ciertg_gequﬁidadr a':
partc]de log casos aunque no en tDﬂuS los a‘elcs qp han
obtenido patrones de reacczén que perm;tan su a&ignacxén
clara a 1;s*mdestras. El ampl;flcado r;nﬂxa igualﬂ!nﬁe
bandas n:txdas dnl tamaﬁn esperado (229 pare! de basea). F

En la mayor partl- de las muestras hanﬂ : 1

R ]

extrarreaccxoness 4 1n¢1uso en clqunhs,- 1;&7

parecen seguirf ma- de dos posxbles patrones de r
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Figufa 1vV-8:

J&  contrath e las’
a h;b. dacxen de cuatro muestras

todos 1gs SS0 del: panel empl adn.pa'a; e
_R'_2'

_DRB genrérico, y DRB grupoesp«c
‘método de hibridacién empleado

' ‘ixpus;cibn. es 1,5 horas.
autnrradxoqraf;as

tipaJEs' prav;sxonales _de cada
tablas de resultadns _correspon
t.page genérico, V-6 para asignacion

Lcos prnv;sxnnalps.~i IV-10 . para
para asignas

seroléd |
rupunspgc;f1cu ERNSbZ. y Iv-11




TIPAJE B GRUPOESPECIFICDO DRwS2

DRB28@7

DRB370@3 DRB3712




TIPAJE DRB GENERICO

DRB1@@3 DRB1@@4 R DRB1@10Q

DRB2802

DRBS?BB.

DRBB6O1




lo que es imposible, dado Qque en nuestro genoma solo
contamos con dos copias de cada locus.

En general, con las sondas que constituyen el patron
de reaccién de los alelos DGOALXO1, DOA1%@2 y DOALXD3 hgmbs
obtenido resulfados coherentes, lo gue indica que e#toi
oligonuclettidos funcionan correctamente, Solamenta elj
alelo @103 se tipa con relativa debilidad con Su ﬁanda'
espécifica DOA41@2 (casos n2 S, 15y 19) al Lgual que el

aleln 9091*0201 con las suyas (casos ng 1 y 2). Asmm;smo,‘

el patrén ofrecido por las muestras n2 195 y 16 para -il

alelo @102 ha sido debil, por lo que en la tabla ?iqur_’

con iﬁtefro@acién. El panel disponible, pur atra,pdrt

no digtingue entre las variantes @3@11 y 0302, par

:gﬂ” la tabla los hemos colocado juntos cﬁhn

Por el contrarib, los alelos DGA1%04, B5 06 han

'difiqilet de caracterzzar “con claridad, ya quc‘ -

que los reconn;enn-tienen especifiéidadEsﬁ!fkbficadas;

DOAXP4 y @6 no han podido ser identificgqognpér '

dada la debilidad de la reaccion obtenid;'cbn_fi

que los réconécen independxentemente (sobre taﬁb ﬁnﬁzse1
Contamos con dos casos presumxblemente hamozxgatos

(n8 1@_;y 22)_ al prgsentarse solamente un

reaccion. En otros casos aparece un unxca wpﬂﬁrﬂn

compartido por varios alelo- (véase ptrrafu antcrxar), por

1o que no podemos'saberlsi son homoz;gotos o heternzagotos

(n@ 3, 4 vy 12).




Los u;igonucleotidus entre cuyas especificidades se
incluye DOA1%¥@5@1 (los 550 DG@A340Z y DOA 55@4) han tenido
un gran numero de extra-rreacciones (DQA3402 en las
muestras n2 3, 4, 9 vy 13; y DGAS504 en los casos 7, 19, 20
y 21) aunque sin llegar a conformar un patrén claro de
reacciéng de manera que sblo se h‘*'asignado tal
especificidad cuando gl patron de reaccion .har.sido
completo y nitido (casos 8 y 10; quiza pudiera ésigﬁﬁrléld:”
también a las muestras ng 5 -en el que.‘a pesar ﬂq; que  -
ufreég un patrén completo de DAA1x@5Q1, aunque débil .
otros dos alelos mas probables, pues 7
mas claros-, n€ 13 -patron 1ncompletu,
reacﬁibn con DOA&LFO3, que
;lelo'DGA1t05ml-, y n2 19 -es mas factxble la pp”'
de que sea DOA1¥@102 en lugar de nammsm Y.
esta esptcxfxc;dad est4 presente en muc hos SSﬂs‘que
ademés otras especxfxcxdades, ha sxdo en ocasiunes dlfﬁ
detcartarlo a la hora de ‘asignarlo como ‘
muestras en las que e: patréh préctlcamenﬁn
completo. .

Tambieén . ﬁiflCé 1a pena dhstbcar53 . falta Tde

reaccianes cfhfas presentada por el “SSU DﬂA?S@Z (que

teoricamente reconoce, alelos presentes en algunas

del estudlo), y la hete?ogeneidad mostrada’ por Dﬂﬁﬂﬁml, en

muestras ~con las que sobre ei pnpel deb;a riﬁcclqa r

(dando eh'unos casos resultadus intensos, al lado de otros -
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muy débiles o negativos).

2.4.- Tipaje lecus DGB

(Tablas IV-13 y IV-14)

En este locus muchas sondas han seguido un
comportamiento parécido al expuesto en DGA. Es decir, en
‘muchos casos, las reacciones son débiles O existen Qﬁtr'ﬁ

igéigﬁés que enmascaran ciertos patrones de reg&;iaﬂi
..;;iéﬁidn de amplificacion fue sitisf;ttgﬁgﬂ
'ahteniéﬁdase un amplificado del tamado _p;éyjéﬁél(z;l pares

de Eqses).

En genefhi, hemos oObtenido para caqé_ todos

%

alelos patrones nitidos con los oligos que .iﬁﬁtfgcoﬁocen;
ha habido algunas dificultades con algunos cuyos ‘
‘déu}eéﬁciOn estan imbricados entre Siy ;bbréi
.Ias valdraﬁioﬁes de las hibridacinﬁeqﬁg;rafiﬁ'5;su
ffintermedios ("4", sobre todo) que no pe?miteﬁiQdf;cri&inar“
fdcﬁlmgnte entra los positivos ; los negativbg; e;tbi,ha
ocurri&o‘ sobre todo con las variantes DQBI!B3BZ,E*£
@502, 0503, y @6.

En tres casos (A k7, ¥ ¥ 22) W hemﬁﬁ_;e§$gnii
reaccion alguna con el panéi de 6SS0s, y en §1 nQ Q; W;as'
reacciones pan sido muy débiles y sin formar -paﬁ;én

alguno, bhr' loe que no fue posible asignar alelos

seguridad.




Cinco casos aparecen como posibles homozigotos, VY&
que sélo se presenta un patrén de reaccion: n2 3, 4, 10,
13,y 10, En otros casos aparece un segundc patron de
reaccion deébil (n€ 11 Yy 16). En  algunos ﬁasos mas,
aparece un patron incompleta: en la muestra n@ 5 aparece
un alelo claro y se dudaba entre dos posibilidades para el
segqndu alelo, DOB1x0602 y D603, cuyos patrones de.
re;ccién son muy semejantes; en ambos aielns falta la
reatcibn con uno de los oligos que hubiera ;discriminado
entre ambos (DGB2602 Y 2603, respectivamente) y ﬁubigra.‘

cnmpletado el patron; en 1a muestra n2" 21, 5e.pansd qud sg.-

segundo alelo podria ser el DGE1%@301, pero presdnta Qﬁ':“”

patrédn deébil, vy ademas no presenta reacc;én con unn de lai'

850 que forman parte de él (DGB?&BZ). En los casos nQ 7 ly_ f w :

8 tenemos dos patrones incompletos para el segundo aleio?m
el primer alelo esta claramente definido (DGBI*Q?BI‘, ﬁafo 
para el segundo existian dos posibilidadeéﬁ _Dﬁgi | ‘
@5032, ya que existe reaccion con .lui oligos

reconocen (DOB57@03 vy 5704, respectivamente)j como tquiera
que solo buede haber dos copias del locus DGB1, alguna de

ellas es una extrarreaccion, pero con el panel dispon1b19_fT

no podemos saber cull es. Todos estos casos, en los qguf{?fV

no hay seguridad sobre los tipajes asignados aparecen

reflejados en la tabla con un s;gno da interrogacion.

Algunos ollgonucleotzﬂos mnstraron falsas reaccibnesﬂ3*

(aquéllas que no se corresponden con un patrén de
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reaccion, 3ino que aparecen aisladamente) sobre todo el
DOB37@2 (casos nQ 6, 7, 8, 18 y 21), que mostré un elevado
background; tambieén los SSO DOB2602, DAB3701, DABS701, Y
DGB7002 presentan reacciones extra en los casos n2 19, 14,

11 y 15, respectivamente.

2.5.— Tipaje del locus DPA

(Tabla IV-15 y Iv-17).

i'ggte locus no ha ofr?ciﬁaiﬂinguna
el‘égcgso“numero .de a;élos téracterizj"
_lésffeéonocen. El amﬁliticado_es
tamaﬁo.. : ‘

Sélo cabé resalfgkxjddeléﬁ la ‘§f§6';;;oria,ddf
estudiadus.sélo'se ha idéntificado éfﬁgrupo DPAKGI;
aleloS nﬁ puedeﬁ ser diécrgmfﬁéao§. con.éﬁ_ panel
disponible. Por otra 'aifte, séiu hemég: ﬁeﬁgﬁ-
individuos DPA%@201, uno dé%'ellbs hetérozigoté,
Déﬂtal). En 1la anic§ muestra DPA#@ZQl presum
pura, los SSDsu'pafa DPAX@1 han mostrado cier£§ n QI  de

ruido de fongn.

2.5.- Tipaje del locus DPB

(Tablas IV-16 y Iv=17)

Al 1§ualtque en el resto de locus, la reaccién de
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amplificacion fue muy especifica.. no apareciendo mas que
una unica banda del tamafo esperado (527 pares de bases).
Si bien en todos los locus de HLA clase 1II el
polimorfismo se locaiiza en una serie de secuencias, unas
alelo-especificas y otras compartidas cada wuna de ellas
por 2-3. alelos (rara vez mas), en el locus DPB1 apenaf

exiqten gsecuencias alelo-especificas. Cada SSO especifica_

gahi estas secuencias reconoce, por tanto a una sgrxe de

éiefms,ﬁ.existiendo un numero muy escaso de ellns que sea
'é%pﬁﬁi?ico de uno o dos alelos a lo sumo; ademés exxsten
Tﬁruﬁos de alelos reconocidos préctlcamente por los mlsmgs
SSO. Por lo tanto, los patrones de reaccion especificpg,
rde un buen numero de alalus se hallan muy imbric;éés ent?u
si, lo que dificulta su igentiflcac1on. Pnr esta¥;razany
;in'ﬁﬁn graﬁ numero de casos s6lo ha ‘sido pos;ble
iﬁentificar claramenéa uno dﬁ:ius alelos, quedando el otrd
iﬁudoso entre varias pOElbllldadES, solo en tres casai h”
sido posible la 1dent1f1cac16n de ambos alelos. e
Por otra parte, los ~esul tados obtenidos en algunns
de los SS0s (por ejemplo, el DPBOY@1) han sidq- muy
débiles, lo que no ha permitido discriminar nitidaﬁente
entre 1los positivos ¥ los negativosj; debido a elloﬁilos
‘patrones de reacciédn para algunos alelos han podido qgnddr
;n tanto desdibujados, prestandose a cgnfusién con utrds‘

alelos cuyos patrones de reacc;én sean muy similares y se

diferencien precisamente en esos: §£50s de reaccién débil.
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En otros casos el patron de reaccitdn es incompleto, de
manera que el tipaje asignado puede considerarse tan solo
provisional. Debido a esta imbricacion en las
especificidades de los S50s y a la dificultad de hallar
patrones de reaccién - homogeneos, s MUy complejo el
estudio de éstos, asi comog de las posibles falsas
re;cciﬂnes que pudieran presentar las diferentes sonéas,
por lo que no pasamos A describir en detalle los
difargnfes casps, ni a explicar los batrenes de reaﬁciﬁn
de los alelos. '

De todas maneras ha sido posible descartar 1«

presencia de una serie de alelos (DPB1%@9@1, ige1, 11?1,

1591, 1701, 1801, y 19@1) dentro de nuestra serie, da i

muestras, al no existir patrones de reaccilon especificgs,”“

en ninguna de ellas; en muchos casos esto ha facilitade'léh;

asignacién de otros alelos al simplificar el numero

especificidades de cada SS0 que teniamos Que b;rajaf  é%
cada muestra. En cambio, es nutrida la 4ﬁr¢5¢n£§§l e
patrones de reaccion compatibles con ciertns alelos, ta!i§
como DPB1x@401. En algun caso (n@ 5), los patrones ;&;>5
reaccién indican hompzigocia para un alel> concreto. &
Entre las parejas de hermanos incluidas dentro d;i
estudio, no se_ﬁan deteﬁtadb diferencias en Sus tip&jes en
ninguqu dg lﬁs loci, incluyendo DPB; estb indica ausencia
de recombinacién, entre este locus vy el resto de los loci

de clase 11.
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TABLA N2 IV-1

RESULTADOS DEL TIPAJE SEROLOGTCO

B

Muestra Locus DR Locus DRw52/53 ?ngg@fbﬂ"f’

177 -/93 1/-
177 -/953 ;
3/w8 52/-
3/w8 852/~
3/ .
o s ar ologs
3/7wb W ik
I/wb o 1) e

w?/5 527953

we/5 52/-

N o serologidi
2/4 -/53 v
5/wé 52/- A
1/- 52/=
D 928
i -f

-/53
5. &
52/-
52/53

A —
oer—

.../...
52/~
52/53

_/...
52/-
52/-
e e

. I53
92/-
52/~

s e

5 e

s e
5 o
52/~
52/-

OO ~NOA BN




.DRB

w
A
L+
o
e
=

GENERICO

TABLA N2 IV-2

TIPAJE GENOMICO DRB GENeRICO (SSPE)

i iy A S S 00

N AN A" A A AT O TN T T

AN A AN O ANA A" AN A~ 00
Tl UNHMAT O AT AN NS H00

141...&.9._111161.4.11.41112111144
1.4.11..21111‘4...21.1..11211111&&
14162111.16.4..?_111..1111111&8
5111411111414116241111649

611141111141#1142.4111166




TABLA N2 1V-2

§
i
& B
c 8
m
5
2
m.”.
W
g

e

PRSI 12|l...w.‘.4 (N 1_2 “P NSO

_”___118112211.3.”..‘._..,1”11_&4‘4&411143

gy

6411....Lmﬁ_ﬂ.%w,_bnw1121111111163
14..1.12114621112.6.121B1.42.a9
.6424..,.1.1216.2.41.111111111169

141411.1.12614111112261.18_8




TIPAJE BENOMICO DRB GENERICO (TMAC)

¥

M
B
N
£
=
n
2
w.....
R
~
™
0
N
0
N
&
N
N




1@&1.L.&1.1(&1ht_§f¥9.x1.1(4&.

inuacion)

111.;&.9;&«;WM1.1@1.+1;1.1.11‘4
@Em)1f1‘¢1*1.xn.1.;n.1ﬂu1.1.11;1
Lflﬁ%1i4_61441;1¢1.L1.1.L1.11;4
11126..1211111219114
1L”.,im_........na1?.11111211114
LW;1,ﬂﬁjl.4{51.&1.1.Lt.¢‘11.2
Ilfﬂf.llzlﬁia.l.alllavld.“

,lgld.kﬁ;BrLBf#t.ﬂi;z

g
m...;
:
2
S
E
g
&
w
d
e

TABLA N2 IV-3




TABLA IV-4

PATRON DE ASIGNACION A LOS DIFERENTES GRUPOS

Brupo

DR4

Grupo asbciéda

- a DRwS2

Patrén de rgiccié@ﬁ-
con uliqonuclqpyidaﬁ¥

DRB1O@L 77
2801 -

DRB10@Y
2805
3707
3709
7011
DRB1004
DRB10@3
1005
1010
1011

2802
5703




TABLA N2 IV-5

TIPAJE GENERICO DEL LOCUS DRB:

ASIGNACION PROVISIONAL DE ALELOS SEROLOGICOS DR CON
METODOLOGIA GENOMICA (SSPE)

Mues— DR
tra

1

& 1
3,11,13,14%
3,11,13,14%

L 3,48, 13 14%

23 11 13,14s
13,11,13,14%

w?
3,11,13,14%
2 (DRBS*2101)

4

wil

_ i
2 (DRB5*@101)

: 1
4 (DRBSx@101)

; oot |

_ 2
) {No DRE&#BIBL)

AONCAB AN

NN

Grupo DR1
Grupo DR2
- Grupo DRA4

TR A ST SO I S NS RS ™

DR

7
e
12,8,14%
12,8, 14%
3,11,13,14%
4
3,11,13,14%
3,11,13,14%
wil

awll
we b 27
B,12,144%
3,11,13,14%
3,11,13,14%
3,11,13,14%

4

Powll
3, 11 13,14%

Xy 11,13 148

wil
3,8,11,12

‘GuDRw52=

DRw52/353 TLp.ﬁmcsa

”a,reafizir
_)53
. =/93
52b 6 &
52b & €
52b a_¢ |
-/93

S52a / 5&b Q c

$2b 6 c
52? Pl 53

s2b 6 c / 53
; ﬁgb o c

o

Grupo ﬂﬁﬁﬁ?;i

Grupo DRwS2

Incluye exclusxvamente el alelo DRB*14B4 i
Incluye todos los alelos DRBx14 excepto DRB$14B4
DRB3%0101

DRB3x0201 y @202

DRB3%x@321

S52a:
52b:
S2¢ !

Tip.g.esp.: Tipaje grupoespecifico
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TABLA N2 IV-6

TIPAJE GENERICO DEL LOCUS DRB:

ASIGNACION PROVISIONAL DE ALELOS

METODOLOGIA GENOMICA (TMAC)

Mues-— DR

. tra

23 .

24 3,11,13,14%

wil
4

3,11,13,14%
3,11,13,14%
3,11,13,148

4
i

.. DR

3,11,13,14s
3,11,13,14%
wi@ :
3,11,13,14%
3,11,13,14%
3,11,13,14%
wi@
3I,11,13,14%

DRwS2/53

SEROLOGICOS DR CON

Tip.g.esp.
a realizar

nooonNoobd

NNNNNNNSSN

m»

(Ne DRBS*@101)
A 3,11,13,14%
o

3,11,13,14%

3,11,13,14%
3,11,13,14¢
3,11,13,148
3,11,13,14¢

A

4
o 2
(No DPRBS*©101)
3,11,13,14%
3,11,13,14¢%
o wilil ,
. 3,11,13,14%
i 7
1
4 .
2(DRB5%0101)
3,11,13,14%
: 4

NN NN

3,11,13,14%
3,11,13,14%

3,11,13,14¢

4

N R e e

Letras minusculas - lineas HTC:
a:  DHI d: LAN
‘b: BGEV ¥ e: T s . KY
c: HMI f: P.EMB ' :

{etras mayusculas - grupos DRz . : '
A: Grupo DR1 "B.DRw523 Grupa DRw52
B:  Grupo DR2 S52a: *  DRB3x0121 :
£ Grupo DR4 ; 52b: ' DRE3%0201 y @202
D: Grupo DRwS2 52c: DRB3*@301

%1 No incluye el alelo DRBXx1404 " '

Tip.g.esp.: Tipaje grupoespecifico
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TIPAJES GRUPODESPECIFICOS

TABLA N2 IV-7

TIPAJE GENOMICO DRB GRUPOESPECIFICO - GRUPO DR!

- ASO
DRB1

-
o

2801
3701
7001
7007
8601
8602

R, OO0
e L

d: Linea HTC “LAN"

TABLA No 1V-8

TIPAJE GENOMICO DRB GRUPOESPECIFICO - GRUPO DRZ,

ASO 8 o eyt ¥ & s
DRB1

f: Lin~-a HTC “P.EMB"

$:  Se incluyé la muestra n2@ 12 pero no S€ obtuvo
amplificado.




TABLA N2 IV-9
TIPAJE GENOMICO DRB GRUPDESPECIFICO - GRUPO DR4

ASO
DRB1

-
N
N
(]
(1)
n

3701
3704
5701
5702
7001
7005
7006
7027
8601

@O0~ 0P~
CH,ORO~OR-
OO~ 0OP-
~@O~O-~0CH~0ORF
o»HmH&PQQH
&wuN%&fﬂbw-

8603

Linea HTC "MT"
" [ 1] n KY 1]

$: Se incluyd 1la muestra ng
amplificado.




_GRUPO ASOCIADOD

I.ui‘B.4@??.;1.1u;rélr1au4;xn.8a48

. rme1.1ﬂ¢n_81xq;ﬂ.B.zsﬁl.xr.lﬂuo.b

9 13 ,247‘25,52§

1;4¢;1r42.L8pLLdkﬁx&ifl1*1L¢3asl
181&43.11312118115.1113
1*B.¢Au4.B.thﬁyxo.l.xnalfxnut.;rtB
1_U1‘B.Lnﬂl.;fr1f11;1.9.aoaLau.;1.B

181619811128281111826

Ne IV-10

3
:
Q
W
&
8
:
)
w
2
:

TABLA




-

- @ 11&.1«&1 Bw 2 ek 11 - D .._.1._. m

e

D HDHD A AAANAADAAA A A D

idﬁ}

5
=

DRwS2 (continuac

Iv-i@a

m..
m
B

TABLA NQ




TABLA N2 IV-11

ASIGNACION DEFINITIVA DE ALELOS GENOMICOS DR A _'th
MUESTRAS, JUNTO A SU EQUIVALENCIA SEROLOGICA '

DRB Equiv. DRB Equiv.
: serol. e serol ..

‘@io1 DR1
8101 DR1
2301 DR3
2301 DR3
2301 DR3

e DR1

0701,0722  DRT
0701,87@2 . DR7

o mgg1_ D
. o801 ‘

1301
R W o
/- 1801

1401
09011,09¢

/
/

!

/

/

/
@301 DR3 ’
a3e1r DR3 /
1101 DRwil /
) DRwil /
DRBS*@101 DR2 /
/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

2 . 0403,0404 DRA4
= b -2404 DRw11l
o101 DR1
1501 DRwW1S

-

. ;.1 DR1
1501 DRw15
181 DR1
1502 DRw1S

0403,0404 DR4
2101 DR1
1001 DRw1@

-

2 3% 3 9 3% 3% 3w % 6 K m

%: no realizado el tipaje grupoespecifico 3

x%: hermano HLA-idéntico por serologia, y pPOr tipaje T;

genomico genérico del numero 3 : ' =
no realizado expresamente el tipaje grupoespecifico

¥; Se realizé la amplificacion (DR4) pero no aparecio
banda : :




TABLA N2 IV-11

ASIGNACION DEFINITIVA DE ALELOS GENDOMICOS DR A LAS
MUCSTRAS, JUNTO a SuU EQUIVALENCIA SEROLOGICA
(continuacién) . et

Muestra DRB EqQuiv. ‘ - Equiv.
: serol.

e 2103 DR1
24 ; 1301 DRw13
25 B 1104 DRwil
26 2403 ,0404 DR4
27 1301 DRw13
28 0301 DR3
29 1321 DRw13
38 ¥ DR4
31 2102 DR1
32 3¢l DR3
33 1401 DRwi4
34 2407 ,0408 DR4
35 2403 ,0404 DR4
36 1502 DRw15
S g 1302 DRw13
38 2301 DR3
a ¥ g.DRwS2
\ . (DRwil)
14@1 DRwlé4
0701 ,0702 DR7
2101 DR1
2404 DR4
1501 DRwl1S
@301 DRI
9404 DR4

R NN T, T e e e

NN N NNNS

Se realizé la amplificacion pero no aparecio banda
no realizado el tipaje grupoespecifico




TABLA NQ IV-12

TIPAJE GENOMICO DEL LOCUS DGA

9 10 11

O -0

DA-ANIN

N AN

~ D -0

i 0

0M~

— 0

- vi <

- ~

- 0 ~

- M ~

At A OAN

- —A@0DAND

19 28 21 22

i8

13 14 15 16 17

12

DA ND

- ONN-ENO

QOO0

~ g0~ N

- MNONN

0~

0 ~

293




IV-13

TABLA NO

m
0
=
Q
(=]
-
m
Q
Q
=t
b =
=]
<
w
(O]
w
)
<
o
=
-

1.lnzo.z.xa.l.xnua.11.2414.6,b

111161112124112116

1.1.#1.2.11A1~£1;2.11¢1.11A1.b

1434.4a11.1.Lnuﬂw8.11;1.1~£Au4

114411119681111186

11*8,bqu6,o111q41;6.;1.11¢1.6

NAArd A A" ADID A A AT D

lngoglaiqa1.1.11;4.11;1.11;&.6

112111111161111146

114216411281112244

126126611261111266




1-;1*14kr.1.Li.l.xt.l‘x1.1.11‘1.¥f.l.o
11;8-49-1.&5.4.9Au4.Lt;2n44dil.2.11¢4
1.&1‘1.11;1.1.11.1.11;1.11‘1.;1.1.11.6

1.;1;4.1.;1;1.9.11*1.14.2,91;1.14.1p~6

18 19 20 21 22

11641118986611218111118

11111111111111111111116

17

1.L9u1.1541.6ﬂzv.6.b.L1+4.L1‘1.17_1.1a

15 16

12118211121111811114416

1.;1;4.11.1.09&8.11¢2.;1;B,o«;ﬂ~l.1a.b

i4

1.2.14.1.;1;2H49u1.;1.1.;1.8.;1*1.L1‘6

16118111111111124612116

12 13

§
=
u
o
3
c
=
+
c
(=}
-
o
=
2
8
-
-
&
o
Q
[
E
Q
<
&
w
L )
a
o
(]
-

TABLA N2 IV-13




TABLA N2 IV-14

ﬁSIBNRCiﬂN DE ALELOS EN LOS LOCUS DGA Y DaB

Muestras DaB
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% La equivalencia serolégica establ=ce
exclusivamente con los alelos DGB.
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TABLA NO IV-16
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TABLA N2 IV-17

ASIGNACION DE ALELOS EN LOS LOCUS DPA Y DPB
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kX : No se puede distinguir entre 1los tres alelos
pertenecientes al grupo DPAXx@1 con el panel de §S0s
disponible. y







Desde la descripcion inicial de los factores de
histoccmpatibilidad, Yy el descubrimiento de sSUs
aplicaciones clinicas, se ha intentado caracterizar estas
moléculas vy genes de la manera mas precisa posible. A lo
largo del tiempc se han utilizado una serie de técnicas,
cuya sensibilidad ha ido en aumento, lo que ha redundado
en un mayor conocimiento de las variantes aleélicas de

tales factores en una poblacion.

La técnica geroldgica clasica también ha iao

per feccionandose, incorrnorando algunas navedédes
metodolégicas. De esta manera, nosotros hemos empleado en
nuestro trabojo dos variantes de la misma técnica, usando
en la primera la clasica fibra de nylon en la separacion
celular y lectura mediante luz visible, y €n 1a segunda,
la reciente introduccion de esferas inmunomagnétiﬁas Y
visualizacion por luz ultravioleta; Y hemos_ccmparado su
eficacia.

Ninguna de ellas ha demostrado ser superior a la
alternativa en cuanto a sensibilidad © capacidad de
discriminacion entre patrones de reacciéon, pero la segunda
posee algunas ventajas sustanciales sobre la anterior: el
rendimiento en cuanto a la cantidad de células obtenidas

es mucho mayor, lo que permite disminuir ostensiblemente

la cantidad de sangre necesaria de cada individuo. Por




otra parte, los tiempos de incubacién sor menores Qque en
1a técnica de fibra de nylon, recortando de esta manera la
duracion de cada tipaje.

Ademas 1la viabilidad celular es mayor, puUes las
células se ven sometidas a manipulaciones mucho menos
cruentas; este hecho es importante para reducir la
martalidad celular, la cual enmascararia las reacciones

con los sueros, pues éstas van a ser valoradas

arbéfsamente en funcién del porcentaje de mortalidad =

celular.

En  muchos individuos de nuestro estudio aparéc?
serolégicamente un alelo "planco" {es decir,  no
caracterizable con el panel de sueros dispun;ble), junto a
reacciones con las especificidades 5upertiﬁicas DRwS2 o
DRwS53, sin concordancia con el alelo ya detectado. Estos
individuos, por tanto, no son homozigotos reales, sino que
poseen dos alelos diferentes, uno de los cuales solo esta
desvelado por su asociacion a dicha especificidad
supertipica; esto hace pensar que el grado de homozigocia
real en la poblacidn, en el locus DR, es menor del que se
deduce del tipaje serolagico de la serie DR1-DRwi1B. Al
emplear la metodologia genomica, practicamente en todos
ellos se ha conseguido tipar un segundo alelo, consistente
con la especi.icidad supertipica detectada, lo que
confirma el reducido numero de homozigotos reales que

existen en lea poblacién; tenemos en nuestra serie casos en
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los que se ha identificado genémicamente un segundo alelo
aun cuando no era siquiera intuida serolégicamente; la
mayoria de los blancos en el panel de muestras estudiado
se asocian a DRwSZ; dadc el bajo numero de Sueros anti-
DRwé incluidos en el panel utilizado se pensd que tales
blancos corresponden en realidad DRwé; estp se confirmd
mas tarde con el tipaje gentmico.

En <igun que otro caso, existe discrepancia entre la

asignacion de alelos por métodos genomico vy serologico.

El tipaje genomico por lo general ha mostrado en estos

casos un patron consistente de reaccién, que puede ser m{é
concluyente gque los resultados serologicos, cuando sqp 
débiles o incompletos.

Todas estas deficiencias en el tipaje saroldqito
pueden ser debidas a un complemento débil o sueros
antiguos o débiles que proporcionan reacciones de baja
intensidad las cuales dan lugar a patrqnes de rea;;idn
equivocos, Y lleven a asignar alelos erroneass; o' Eien
podrian ser variantes polimérficas, encuadradas dentro de
un tipo serolégico, Qque reaccionan débilmente con ios
sueros especificos de dicho tipo (por ejemplo, en el casd
n 23, en el que no SE conseguia caracterizar ninguno de
los dos alelos DR serolégicamente, conseguimos identificar
genémicamente una variante rara de DR1). Los métodos de

biologia molecular podrian, por tanto, de acuerdo con

nuestros resul tados, ser utiles en el laboratorio
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asistencial de histocompatibilidad, para completar los
tipajes en los que la serologia es incapaz de identificar
ciertos alelos, O dicha deteccion no s conc luyente, Y
confirmar aqueéllos en loe gque los alelos no estén
satisfgcturiamente definidos; también podria emplearse sin
serplogia, cOomo método de tipaje autdonomo, coOmo nos lo
sugieren las muestras incluidas en nuestro estudio para
las que no existen datos serolégicos, y en las cuales
aparecen patrones de reaccion con los g60 claramente
consistentes con ciertos alelos, gque permitian ser
asignados a dichas muestras.

El interés prestado a la caracterizacion axhaustiva
de los alelos DR en los enfermos en lista de espe-a para
un trasplante renal (de la cual hemos seleccionado un buen
numera de muestras para nuestro trabajo) deriva del heche
de gque el locus DR es el elemento pr.omordial que dicta la
compatibilidad entre el donante y el receptor:s el
conocimiento de ambos alelos DR en un receptor facilita el
poder conseguir un ridon adecuado rapidamente, ya Qque

tiene dos posibilidades de compatibilidad, mientras que

aquel recéptar con unoc o los dos alelos DR descorocidas

tendra menos oportunidades para encontrar un donante.
Légizamente, los homozigotos tienen menos probabilidades
al respec-to, por lo que es interesante, en lo posible,

destapar los posibles alelos "ocultos” en los homozigotos.




Exiaten u'a serie de ventajas sobreadadides, pu.stas

de manifiest en nuestro esi{ dic, al usar rutinariamente

el tipaje gendmico. Una de ellas es el prccedihiento de

obtencién de reactivos: mier tras » obtienen
sintéticament _, por lo gue no hay probliemas de
abaste_imiento, los sueros SE obtienen de individuos, cuya
disponibtilidad es manos segut a, Sobre todo de los que
reconccen alelos mas raros (DMwé&, DRwE, CRw9, por
ejemplo), gue sOn también los mas dific..es de encontrar y
caracterizar.

Por otra parte, "1 no ser requisito indispensable la
obtencién de celulas frescas, Se pueden rea’izar tipajes
sobre muestras biold,icas que SE hayan mantenido varios
dias sin haber sido sometidas a ningun procedimiento de
conservacion. De heci.o, en nue o trabajo, se ha logrado
extraer una buens -cantidad de DNA a partir de muestras
celu!a?es que han estado hasta 4 dias en frigorifico,
tiempo en €’ que un gran porcentaje de las células han
perdido viabilidad. Gracias a ello, se pueden efectuar
tipajes de muestras procedentes de Areas geog ficas de
dific’ 1 acceso, O cuando el meétodo de recogida de la
muestra hace improbable la viabilidad de las ceélulas; en
estacs condiciones resulta préacticamente imposible realizar
el método seroldgico que requiere células viables para su,
gjecucion.

Sin embargo, presenta algunos inconvenientes, COMO
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es el 50 s productos radicactivos, lo qgue no esta al
alcance de muchos laboratorios. Esto se puede obviar
empleando métodos NO radioactivos para el marcaje de las

sondas, mediante digoxigenina-duUTF.

En nuestro trabajo hemos estudiado el polimorfismo

todos los locus de HLA clase II con producto conoc ido
(DRBL1, DOA1, D@Bi, DPAl Y DPB1). Hemos profundizado mas
21 locus DRB1 (gue codifica los antigenos de la serie

DR) por ser el mas informativo en 10O programas de

trasplante, y poder contar con el tipaje serolégico como

referencia aseguible para valorar los resultados nbtenidos
mediante la hibridacion de 4cidos nucleicos. Para ello,
el procedimiento del tipaje gentmico ha sido programado en
fases: a) una primera, genérica, en 1a gque se intenta

gl polimorfismo a un nivel similar al serologico

NRwl:i, incluyendo DRwS2Z ¥y DRwWS3, VY, rarcialmente,

DRBS), y b) una segunda O grupoespecifica, en la

ce buscsa caracterizar a un segundo nivel (que

. amos denomirar nivel "genémico™) el polimorfismo en
grupos DR, hasta lleg incluso a detectar la

posible entre dos alelos: un unico

cledtid: 5 programacion del trabajo obedece al gran
numero de variantes polimA-ficas detectadas hasta la fecha
locus DR, haciendose de esta forma muy engorroso

intentar tipar- todas ollas de una sola vez. En cada una




de las dos fases del tipaje se ha valorado la eficaria de
los S50 empleados para seleccionar de entre ellos un panel
basico suficientemente sensible, especifico y amplio de
550 para intentar cubrir todas o la mayor parte de
especificidades conocidas con un minimo de sondas SS0,
vistas a una eventual wutilizacion rutinaria en
laboratorio asistencial de histocompatibilidad (vease

adelante).

En la primera fase, y con el panel de S50 disponible

'en este trabajo, SO0N, tedgricamente, susceptibleé de ser
tipados todos 1los aly ‘o8 caracterizados serolégicamente,
¢ xcepto los asociados al grupo DRwS2 (DRI, ORwll, DRw12,
DRw13, DRwl4d vy DRwB8! en los que, debido a poseer grandes
cemejanzas en su cecuencia de nucleotidos, los £50 que
sirven para detectarles son comunes a varios de ellos, Y
s€ requiere necesariamente el tipaje grupoespecifico para
distinguirlos (sobre todo los alelos genémicos que
constituyen los tipos serolégicos DR3, DRw1i3, DRwlg vy
DRwS, los cuales so0lo pueden ser identificados mediante
patrones de reaccidén con ciertbs S50 cuyas especificidades
estan muy imbricadas entre si; en cambio, los alelocs
pertenecientes a los tipos DRwll vy DRw1? si lo tienen).
£1 €S0 especifico para los alelos DRwi2 (DRo280%Z) presenta
falsos positivos (en relacién a otros 580 que tambien
detectan dicho grupo de alelos) vy un elevado background,

teniendo en cuenta que DRwl2Z se presenta con baja




frecuencia en nuestra poblacidn, Esto aconseja realizar
el tipaje grupo-especifico para caracterizar dicho 74yrupo
de alelos y no incluir tal SSO0O dentro del panel
asistencial para tipaje genérico de DR. En cambio el
resto de S50 aque reconoce este gyrupo ofrece patrones
consistentes de reaccion.

En esta fase, hemos tenido en cuenta para la
valoracién de los patrones de reaccion los resul tados
obtenidos con los SSO especificos para los genes que
codifican DRwS52 y DRw3S3 (es decir los locus DRB3 ¥y DRB411
incluidos en el panel de tipaje genérico, Yya Que en
algunas ocasiones rOsS han permitido asignar alelos ‘#
ciertas muestras, basandose en el fendmena -del
desequilibrio de unién (algo similar a lo que se hace
normalmente en serologia).

Por otra parte, las dificultades experimentadas en

la definicién de ciertos alelos, como es el caso de - DRw%,

a pesar de contar cor varios 5S0 especificos, debido a la
baja intensidad de la sernal autorradiogréflca, podrian ser
achacadas a hibridaciones entre zonas de la misma
seciuencia del SSO cuando se les somete a la tehperatura d=
hibridacion. Esto se produce cuando existen regiones
complementarias entre si en la secuencia del §S80,
conformandose de esta manera una estructura
tridimensional; de esta manera el 5SSO0 dejaria de ser

lineal, condicion indispensable para 13 hibridacion con el
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DNA problema. Si estas hibridaciones andmalas en el seno
del SS0 se originan a nivel del extremo 5', se veria
entorpecida 1a incorporacion del grupo fosfato
radicactivo; por eilc, debido a la reducida actividad
radioactiva unida a la sonda, la sefal impresionada seria

debil, aun cuando la re.ccion de hibridacién fuera

adecuada. Tambiér podrian ser atribuidas a problemas de

ajuste en la temperatura de los lavados, de 1lo cual
hablaremos mas abajo. Todo esto podria explicar la
diferencia de intensidad en las serales proporcionadas
entre unas sondas Yy otras.

Los patrones de reaccion con los S50 en cada uno de
los demas alelos (DR1, DR2, DRA4, DR7 y DRwl@) estan
claramente definidos, y_permitew el tipaje de todos ellos,
con falsos positivos excepcionales, Y algunos fll_lpﬁ4
negativos que no enmascara el patrén basico de reééciéﬁ en
cada uno de los alelos. $i{ hemos detectado, en cambio,
diferencias entre los 530 en cuanto a intensidad de sefal
obtenida; para la seleccion de un panel basico de SS0O se
descartarian agquellos que proporcionen sefales de menor
intensidad.

Las reacciones de amplificacion para la segunda fase
del tipaje (grupc—especifico) han servido como controles
de 1los resultados obtenidos en la primera fase, PuUes

has reacciones Sse pbtienen exclusivamente cuando el

alelo a identificar =e encuadra dentro de alguno de los
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grupos, de acuerdo con resultados obtenidos en el tipaje
genérico, Yy S€ le somete a las concdiciones especificas de
amplificacion de ese grupo concreto. Por el contrario,
las muestras que posean alelos en DR no pertenecientes a
dicho grupo no deben de amplificarse en las tales
condiciones. Er caso contrario es recomendable volver a
estudiar el tipaje inferido en la fase genérica por si es
conveniente modificarlo: en nuestro estudio tuvimos un
caso especial al que se le asignd un grupo ce tipaje de
acuerdo con los resul tados de la fase genérica, pero no se
obtuvo amplificacion en el grupo especifico
correspondiente; sin embargo, hubo que conservar el alelo
jnicialmente atribuido ante la rlaridad del patréon de
reaccién obtenido en el tipaje genérico. Constituiria de
alguna manera. una técnica para el tipaje del locus DRB1
complementaria a la hibridacién de acidos nucleicos.

Con el tipaje grupoespecifico nos aproximamos al

maximo nivel de precision en la caracterizacion de alelos.

Con el panel de S5S0s empleado, el gfupc de alelos asociado

a DRwS2 es caracterizado de manera muy precisa. Sin
embargo, debicdo a la gran cantidad de variantes
polimérficas descritas en este grupo (y coyo namero sigue
incrementdndose aun) cuyos patrones de reaccidn se solapan
entre si, existen individuos heterozigotos en los que
ambos alelos se encuadran en este grupo ¥y no es posible

caracterizarlos con plena definicidn debido a la similitud




d-~ sus patrones especificos respectivos. No cobstante, aun
an la mayor parte de estos casos, podemos realizar un
tipaje a un nivel similar al conseguido por el meétodo
se-olégico, incluyendo los splits de DRS y DRwé.

Ocurre lo mismo en el grupo DR4, donde no hay S50s

suficientes para discriminar todas las variantes. Seria

necesario incluir nuevos S50s para Qque cada alelo gendmico
tuviera su patrén de reaccion especifico.

No exisie pste problema en los demds grupos
especificos de tipaje, pues cada uno de ellos estan :
constituidos por un Jnico alelo serocldgico y un reducido
numero de alelos gendmicos. Los respectivos paneies de
550 para estos grupos son suficientes para cubrir la giﬂ;
de variantes polimérficas encuadradas en ellos.

La programacion del tipaje gentomico en dos fases
permit: dos niveles de sensibilidad: se puede emplear el
primero de forma aislada para comprobar identidades a
nivel de locus DR entre individuos, cuando no sea
necesario caracterizar a fondo los alelos en DR (por
ejemplo, entre hermanos pertenecientes a familias
incluidas en programas de trasplante de médula tGsea, en
los que la identidad en DR es requisito previo a {a
realizacion del cultivo mixto linfocitario, el cual
determinard la idoneidac del eventual donante); hemos
incluido trés parejas de hermanos en el estudio,

cerolégicamente iguales para DR cuyos patrones de reaccion




en la fase genérica del tipaje gendmico SO0 idénticos
entre si.

€1 segundo nivel podria ser aplicado en los casos en
que se requiera conocer en detalle su locus DRB1, como por
ejemplo, en asociaciones HLA-enfermedad, @€ incluso en

trasplante renal completando los datos serolégicos.

Los falsos positivos O negativos que aparecen en

ciertas muestras pueden ser debidas a reacciones cruzadas
entre distintos 880, © bien, excepcionalmente, a la
presencia de un nuevo alelo, no descrito con antericoridad,
que presente un patrén de reaccion caracteriético, pero
aun sin estudiar. Estas reacciones anémalas pueden ser
identificadas a través de modificaciones en los patrones
de reaccién tedricos, caracteristicos de cada alelo

reconocido.

La intensidad de la seral obtenida con los mismos
§S0s entre ambos metodos de hibridacién (TMAC vy HBSTE) ha
cido diferente. Esto puede deberse a gue en el segundo
método es necesario ajustarse estrictamente a la
temperatura de lavado, distinta Yy especifica para cada
oligonucledtido, de ocuerdos con sSu secuenciaj pequenos
cambios en esta temperaturs altera sensiblemente la
cantidad de sonda Qque gquada hibridando, y PpOr ende, la
csefal obtenida: el 650 deshibridara total o parcialmente

de los amplificados presentes en el ftiltro i la
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temperatura de lavado es superior a la suya especifica, Yy
la sefal serd muy deébil o incluso nula -falsos negativo-j
por el contrario, cuando la temperatura es inferior a la
especifica, el 880 se mantendra hibridando incluso con
alelos no incluidns'entre las especificidades que reconoce
-falsos positivos-. Feto <ce ha ‘intentado evitar
controlando exhaustivamente la temperatura de los bafnos
mediante termémetros manuales, pero es de suponer que en
algunas sondas la temperatura con la que se ha lavado no

ee ha ajustado a la especifica de cada 580, y de ahi la

baja intensidad de las impresiones autorradiograficas

obtenidas en unos Casos, Y el background presente en
otros.

En cambio, en el segundo método, el cloruro de
tetrametilamonio facilita la hibridacién y lavado a la
misma temperatura parsa tcdos los S5S0s independientemente
del contenido de Guanina-Citosina de la sonda (Woad Yy
cols., 1985), aungue i varia segun la longitud del 880

en nuestro trabajo no necesitamos tener en cuenta esto
altimo, ya que practicamente todas las sondas con de 18mer

.B oligonucleotidos de longitud-];3 esto, obviamente, dara
lugar a unos resultados muchos mas homogéneos que con el
primer método, Yy sin necesidad de alcanzar una elevada
precisién enr la temperatura de lavado, con los riesgos Que
eso lleva consigo para obtener una hibridacion especifica

y con un nivel de sefal adecuado, como Yya expusimos




anteriormente.

Por otra parte, la homogeneizacicen de las
temperaturas de lavado para todas las sondas,
proporcionada por el cloruro de tetrametilamonio, facilita
el manejo simultdneo de un gran numero de SS0s (si todos
tienen la misma longitud, como es nuestro caso) pues las
mismas condiciones son aplicables a todos ellos, mientras

con el GSPE, cada oligonucledtido tiene unas condiciones

propias y precisa ser manejado por separado, 1o que lo

hace muy engorroso.

Otra ventaja sustancial observada con .él
procedimiento TMAC es la menor duracién del proceso de
hibridacién, lo gque redunda en una mayor rapidez de
obtenciéon de resultados; esto es interesante a la:hora de
poner esta técnica en marcha con objetivos asistenciales,
en los que es crucial relizar el maximo de tipaies en- el
minimo de tiempo.

Nuestros resultndos nos sugieren que el tipaje
genomico empleando FCR e hibridacién con SSO caracteriza
eficazmente el polimorfismo en el locus DR, alcanzando una
precision mucho mayor gque la conseguida ;or la serologia,
y c€con una csensibilidad razonablej podemos protocolizar
las condiciones técnicas Yy elaborar un panel provisional
de SS0s idoneos para poder llevar las técnicas de tipaje

gendmico a un laboratorio asistencial de

histocompatibilidad, y de esta forma conseguir el max 1mo
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?detalle en 1la caracterizacién alelica de HLA (en la Tabla
V-1 hemos formulado algunas recomendaciones a tal fin).

El panel de SSOs ha sido seleccionado a partir del
conjunto de S50s empleados en este trabajo; se han
escogido de entre los SS0s que tienen 1la misma
especificaidad, los que muestran un menor numero der
reaccliones Ccruzadas Yy faleos positivos (elevado nivel de

especificidad), Y simultdneamente, ofrecen una sefal

nitida en la autorradiografia (elevada sensibilidad). Los

demas se han eliminado para evitar redundancias.

De todas maneras, este panel es teérico, formulado a
nivel experimental Y estaria siempre sujeto a
modificaciones, ante la posible aparicion de nuevos
alelos, que obliguen & cambiar algun SSO o© introducir
otros nuevos, € incluso récuperar algunos de los que Se
han descartado en este trabajo, para obtener un patroéon
tearico determinadoj; ad=mas cada laboratorio, segun Su
experiencia propia, podria cambiar algun S$S80 concreto por
otro que tenga 1la misma especificidad. Por otra parte, el
uso de 880s adicionales con especificidades redundantes
pueden ayudar a establercer patrones de reaccidn en casos
dudosos en los que este panel pueda ser demasiado ajustado
en cuanto a numero de elementos, y MO proporcione una
informaciétn suficiente.

La segunda fase (grupoezpecifica) podria Sser

empleada directamente, sin pasar por la fase genérica, en
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TABLA V-1
RECOMENDACIONES PARA UN PROTOCOLO PROVISIONAL DE TIPAJE
ASISTENCIAL DEL LOCUS DRB DE HLA

1.- Tipaje serolégico
Técnica de concentracion
capitulo "Material y Métodos").

inmunomagnética (ver

2.—- Tipaje gentmico: 2 fases:
a) Tipaje genérico
- Amplificacion genérica
- Hibridacién con los sigui~ntes §S0s

DRB10O1
DRB10@3
DRB10@4
DRB10@@5
DRB1@@&
DRB10®7

DRB1028
DRB1009
DRE1010@
DRB1@11
DRBZ6@4
DRB2810@

DRB370@8
DRB3709
DRBS70@3
DRB7011
CTRL-1

b) VTipaje especifico
- Amplificacion especifica para cada grupo
- Hibridacién con los siguientes SSOs

DR1

DRES701
DRB7001

DRB57@6
DRB7@@Z

DRB3701
DRB3704
DRBS701
DRBS5702

DRB2807
DRB37@3
DRB5701
DRB57@2
DRBS7G4

DRB7007
DRBB6O1L

NRB701@3
DRB7611

DRB700@1
DRB7@@5
DRB7006&6

DRBS705
DRB7Q01
DRB7202
DRB70@3
DRB7004

DRBB&02

DRBB&O3

DRB7@07
DRBB&A1
DRBB&O3

DRB7Q@@7
DRB700%9
DRBB&O1
DRBB6@3

¥kx Condiciones técnicas
- Extraccién del DNA vy Amplificacion: veéase
"Material y Métodos".
- Hibridacien (Ver
- Método TMAC
- Prehibridacidn 30 minutos 548C
— Hibridacidn 3 horas 54CEC
— 5 lavados: 2 en solucion

capitulo

"Material y Métodos')

1 a T8 ambiente
1 en solucion TMAC a T2 ambiente
2 en solucion TMAC a 5682C.

- Autorradiografia. exposicién 2 horas.
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caso de que por metodo sernlogico obtengamos

concluyentemente ambos alelos DR.

El resto de los locus ha sido estudiado
exclusivamente con la técnica SSPE. Por lo general los
patrones de reaccion para muchos alelos son adecuados, Y
en los locus DGA y DGEB hemos podido :aracterizar?con gran
margen de seguridad .casi todas las muestras, dea.ro de las
posibilidades del panel de cS0s con el que c ntdbamos.
Sin embargo en un importante numero de muestras se han
obtenido reacciones débiles ~on algunos 550, que no sé
pueden descartar (pues no se puede asegurar que la baja
irtensidad se deba a background o indique realmente una

sefqal positiva pero débil) a la hora de configurar

patrones de reaccion junto con las reaccilones obtenidas

con el resto de §50. Esto ha propiciado que ©n algunas

muestras se obtergan vasta tres patrones (es decir, se l=s
asignarian tres alelos, cosa imposible al contar
unicamente con dos copias de cada gen), o bien en otras
muestras, los patrones de reaccion son incompletos O
desdibujados, lo que lleva a confusién entre alelos que
tienen patrones muy similares o incluso idénticos entre
si; en estos casos sSe ha asignado el alelo correspondiente
ai patron de reaccion mas completo © mas intenso. Todos
ellos han sido consignados como dudosos en las tablas de

tipajes prouvisionales (véase en el capitulo "Resultados").

-
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La falta de purtos de referencia, como ha sido la
serolog. "~ para DRB1, ha impedido wuna asignacion mas
precisa de alelos en estos loci, pues no hay otro medic de
confirmar 108 patrones de reaccitn; s6l nos iimitamos a
decidir queée alelo es el mas probable, entre todus 10%
posibles que barajamos, de acuerdao con las reacciones
ohte drs. En la gran mayoria de los cazos en pPB, Yy en
aléunés muestras, tambien en L y D@k, aparecia un patran

de reaccidn qu>2 correspondia claramente a un alelc, pero

para el segundo era mas dificil la asignacion, debido a la

debilidad de las reacciones, Yy a la conplejidad de los

patrones de reaccién, al tener cada S50 una gran cantidad
de especificidadesz, de manera Qque no era posible en
algunas reacciones decidir si se debian a background O
realmente se tenian que t+omar en cuenta., Dado el escaso
polimorfismo presentado por el lgcus pPA, no ha existido
ningun problema en jdentificar agui los alelos.

Por todo esto, aungue €s bactante probable que la
asigna. 6n cde alelos efectuada sea la correcta, estos
resultados deben considerarse provisionales, como una
primera aproximacinsn experimental al tipaje de estos locus
gue hace vislumbrar su potencial como técnica de tipaje
fino en locus HLA que hasta ahora habpian sido muy
parcialmente caracterizados. La aplicacion @& un
laboratorio asistencial de manera similar a la que hemns

formulado en este trabajo para DrBl de una forma tedrica
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quede. ia & '~ espera de la pu sta a punto de una técnicea
alternativa ‘uvnmo es el uso del TMAD en la hibridacion),
que eventus.mente confirme lOS resultaios obtenidos,

aclare los dudosos, arroje algun. resultado €N aquellas

muestras en las que nNno hemos obtenido ninguno (por

ejemplo, no hubo resccién con ningdn S87  en tres muestras
del locus pDaB) vy est.ndarice definitivamente las

condicionesy ya hemos vieto como este método mejara lcs

a’

resultadous en DRBL. Sihg

La selecciéon de sondas en estcs  tres !bggs,g para
establecer un panel basico, ta! y cono lc "emos hegho para
DRB1, es mAs dificil, teniendo en cuenta lo-expficadc en
los parrafos anteriores. Por otra parte, al no contar con
na segunda fase como €s el -—aso de DRBl; nr:esitaaos ce
mas informacion para poder obtener patrones de reaccion
con un numero suficiente de S50, por lo gque en estos locus
se permitiria cierta redundancia. Excepcionalmente,
aquellos grupos ss0 tengan las mismnas
especificidades sSon susceptiblés de ser simplificados,
dejando solamente el que mejores patrones de reaccion haya
mostrado (por ejemplo, entre los SS0s DAB26@1 Yy DCBR370L,
ambos especificos fara los alelos DOB1Xx@5, se podria
eliminar el primero, Va Qque laz senales obtenidas al
hibridar con &1 son mas heterogéneas que 9N el segundc, .

Ademas, cada oligonuclectido presenta diferentes

especificidades, hr -iendo gue los patrones de reac. On de




ciertos alelos estén muy imbricados entre si (sobre todo
en DPB vya que en este locus apenas hay SS0s alelo-
especificos, mientras Qque en DRBL1, por ejemplo, hay

bastantes; también se hace dificil t par, por ejemplo,

DOALXQ4@1, ©0S@1, y @601, junto con. algunos del grupo !

DOALX@3); esto hace que practicamente ningun §80 sea
prescindible en el panel de tipaje pars 2stos lnciLJ :

El1 estudio de todos estos locus, ccnjuntameﬁté con
el vya realizado sobre DRBI puede ser interesante en.Jbg;i
estudins de awociacién HL_A-enfermedad, @ incluso para su.
incorporacién en los programas de trasplant-
observado que existen rechazos de injerto contra hués d
en ciertos casos en los que hay compatibilidad 'éh:dg‘fﬁ
incompatibilidad en DP (Odum y‘ cols., 1987). Coﬁifi#"x
incorporacisn de estas técnicas se facilitara la déte&ciﬁn
de estas incompatibilidades, Qque hasta ahora eraﬁ muf‘_
dificiles de caracterizar. |

Se esta rcniendo en marcha en nuest: . !bpfjtbfiﬁ
una técnica similar a la descrita en este tfabajﬁ béro
empleando productos no radioactivos - para el revelado.
Esto representa una ventaja sustancial a 1a hora de su
aplicacion en 1a clinica, ya que él uén de productos
radicactivos es un obstaculo para 1la rimplantancidn de
técnicas gendmicas €N muchos laboratorios. El emplec del
Southern blotting quedaria relegado a fines experimentaies

y a busqueda de identijades en los antigenns de HLA clase
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1l entre individuos; ya que es una técnica mas engorrosa
que la amplificacion génica y tipaje por oligorucleodtidos,
y no es tan informativa a la hora de asignar alelos.
Existen otra serie de técnicas que a nivel experimental se
estan utilizando en el tipaje genomico, como por ejemplo,
.la AFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccioén sobre Productoﬁ de amplificacion génica).

La mejora de las tecnicas de tipaje genotmico

permitira realizar los tipajes en tiempos mas cortos, ya

que con la tecnologia actual € necesario realizar dos

tandas de hibridacion, genérica y grupaespa;ifica, con u@f
gran numero de sS0. Se han publicado experimentos en los

que la reaccién de hibridaciéon se invierte, es decir, se

colocan los SS0 en el filtro, Yy se hibrida can lbsl

amplificados marcados, a modo de sondas (Saiki y :als,,.f

1589)3y en nuestro laboratorio se han lle vado a cabo
gxperimentos de este tipo, aun sir tyito. E<"a .é;b'ga

e

reduciria al maximo el numero de hibr. ‘aciones (en ii 2
genérica habria que realizar stlo una hibridacion fr‘nté‘;
las 20-30 necesarias en el método convenciané?) Y i
permitiria realizar ambos tipajes en un tiempo razonable;
también se eliminarian todas 1 s heterogeneidades
implicitas en el procedimiento de hibridacién de S50
indivicduales (método empleado en este trabajo), como son

las ligeras diferencias en la cantid.d de tampon de

hibridacién entre las distintas reacciones, O pequera%s
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variaciones en los tiempos de lavado, por el simple hecho
de no poder decantar simultéﬁeamente varios filtros en
proceso de lavado, entre otras;i estos detalles pueden
cambiar ligeraménte ia~ fisonamia de las seRale!
autorradiograficas; la valoracioéh también seria mas
al disponer de todas las hibfidac;qnes'en_Qp solo filtro.
Estos avances puéden hacer f;;tigig._ l
,cgﬁhlémehta?, y posiblemente sustituif. gkilas.
 ;§;§1¢§§Eas, a nivel asistencial,.hbdf su

dé” digéfiminacian y precisién; Boyr‘ﬁpr
descartar el tipéje serolégico débid?

técnicas que se van introduciendo Qque
réalizacién, csobre todo en los casos en

precise una informacién muy exhaustiva.
-tipaie genédmico ha aclarado muchéﬁﬂiéQHipﬁ sobre
azpciacion HLA-enfermedad, en cuyo':...
. descrito ciertos marcadores ég -Qﬁférmedades

(Toud ¥ cpls., 1?88). ‘Asimi;mc, puede
ldesarrcllo de los trasp!anfes de meédula
individuos nﬁ emparentados, al poder

instrumeﬁtcvque_ pérmite conocer con el maximo dettlléfgl

‘polimorfismo en el locus HLA.  Por altimo, ‘ﬁT'biép*pugdemy"

ayudar a cénocer en profundidad la funcion de

moléculas HLA.







Hemos aplicado la técnica de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) e Hibridacidn con Oligonucledtidos
para el tipaje gendmico HLA DR, DG vy DP, con las

siguientes conclusiones:

{.- La utilizacién del cloruro de Tetrametilamonio en el
:proceso de tipaje genémico faciiita la asignacion de

alelos al presentar. resultados mas claros Y especificos

que con el empleo del SSPE .

5.- Los tipes serologicos DRi, DR2, DR4, DRwli, DR7, DRW?,

y DRw1@ pueden ser caracterizados gendmicamente en un solo_”ﬂ

paso al presentar patrones de reaccion caracteristicos con

los Oligonucleétidos Especificos de Secuerncia (550) del

panel genérico; es necesaria una ﬁuqﬁnda " fase
(gfﬁpoespecifica) para poder distinguir entre ios aleloQ:
gentdmiccs que integran los tipos DRl,‘DRé y DR4.

5.- Por el contrario, la definicién- de los tiposr DRS3,
DRwi2, DRwi3, DRwi4, y DRw8 requiere l1a realizacioén de dbé
fases: genérica Y especifica para el grupo de alelos
asociados a DRw52, pues la primera fase, por si sola es

incapaz de definir dichos tipos serolégicos. La segunda

fase discrimina ademas entre 1lo0S alelos gendmicos que
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constituyen dicho grupo.

4,- Se puede obtener un panel basico minimo de
Oligonucledtidos especificos de secuencia (8S0) para
tipaje gendmico de todas los tipos HLA-DR serolégicos. El

panel bésico lo hemos fijado en 31 pligonucleotidos.

5.- E1 tipaje gentmico puede utilizarse independiﬁntementq
del serolégico con gran fiabilidad. Varias muestras'éin 
datos serolégicos han sido caracterizadas mediante ﬁCR;et
hibridacién con SS0. Por tanto, esta ultima mét;dulogia:%
puede completar los tipajes serolégicos incompletos

("blancos") o modificar aquellos que no sean concluyentes.,

Al

&.- E1 panel de SSO empleado sclo permite la asign&tiéb dé\
i %

alelos genémicos en cierto numero de heterozigotos.
wcesario ampliar en un futuro dicho panel para cu
) Ei i i

totalidad de combinaciones .heterozigotas posiPiQi

5 - En el resto de los locus HLA clase 11, (96 y DP), la
actual metocologia genédmica solo permite corocer el tipaje 7

completo en algunos casos.
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