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NATURALEZA MOLECULAR DE LA RESPUESTA INMUNE ESPECIFICA

La caracteristica mas destacada del sistema inmune de los
vertebrados es su capacidad para montar una respuesta altamente
especifica contra virtualmente cualquier entidad fordnea, aun
aquellas nunca antes vistas en el transcurso de su vida. Esta
especificidad estd determinada por 1los linfocitos B y T. Estas
celulas son morfoldgicamente similares, derivan de un precursor
hematopoyético comun pero se diferencian independientemente en 1la
médula osea y en el timo. Las células B fabricaﬁ inmuhoglobulinas
(Igs) y las celulas T realizan un conjunto heterogéneo de funcio-
nes que incluyen la cooperacidn con las células B, la produccidn
de distintas reacciones de hipersensibilidad y la lisis especifi-
ca (citotoxicidad) de cualquier estirpe celular infectada por un
patdgeno intracelular (ej, un virus). Las inmunoglobulinas son la
unica fuente de especificidad de las células B, mientras que el
receptor de las ceélulas T (RecT) vy las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) (dos glicoproteinas de super-
ficie que provienen de dos familias moleculares distintas), son
los elementos clave de la especificidad en la respuesta T a anti-
genos foraneos.

El RecT y las inmunoglobulinas son pfoducto del reordena -
miento somAtico de genes y se expresan clonalmente (Davis, 1988).
Esto significa que cada linfocito posee un receptor capaz de re-
conocer una sola especificidad antigénica. Existen, sin embargo,
dos importantes difefencias en el reconocimiento antigénico por
parte de ambos grupos de receptores. (a primera consiste en el
tipo de epitope o determinante antigénico reconocido. Los RecT
reconocen peptidos cortos, secuenciales, menores de 10 aminodci-
dos (Marrack, 1987; Rothbard, 1988), lo que usualmente requiere
del despliegue de la proteina antigénica y su protedlisis dentro
de la célula: esto se denomina "procesamiento del antigeno”
(Allen, 1987). Las Igs, por el contrario, interactuan comunmente

con epitopes formados por la propia estructura tridimensional de
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la proteina nativa, si bien pueden también hacerlo contra pépti-
dos. La segunda diferencia radica.en la intervencién de moléculas
que actuan como presentadoras del antigeno al receptor. Para las
células B tales moléculas no existen; la Ig en su funcidon de re-
ceptor forma un complejo bimolecular estable con la proteina an-
tigénica. Para 1las ceélulas T, en cambio;vel péptido antigeénico
debe estar unido a una molécula del MHC y es este complejo for-
mado por la molécula MHC mas el péptido, la estructura que es
reconocida por el RecT. Por lo tanto, las moléculas del MHC pose-
en la capacidad de unir péptidos y puede considerarse que su fun-—

cidn esencial es la de presentarlos a los linfocitos T.

Funcion de las moléculas codificadas en el complejo mayor de his-

tocompatibilidad

Existen dos tipos‘de glicoproteinas estrechamente relaciona-
das entre si y codificadas en el MHC. A pesar de ser estructural-
mente distintas ambas cumplen la funcidn de presentacion antigé-
nica. Se las denomina moléculas MHC de clase I y clase 11. Se
expresan en la superficie celular y exbhiben un enorme polimorfis-
mo poblacional. Las de clase I presentan antigenos a células T
que expresan en su superficie celular la glicoproteina CD8 y las
de clase II a los linfocitos T que presentan, en cambio, la gli-
coproteina CD4. (Parnes, 1989; Teh, 1988). Se distinguen tambieén,
si bien de un modo menos estricto,. por la forma en que han sido
procesados los anfigenos y por la actividad funcional de las ce-
lulas T que resultan asi activadasf Las moléculas de clase I ha-
bitualmente presentan péptidos derivados de proteinas sintetiza-
das enddgenamente, tales como componentes virales producidos lue-
go de una infeccibdn, y esto resulta en la activacidn de linfoci-
tos T citotdxicos (T_.) (Townsend, 1989). Por otfo lado, las mole-
culas de clase II presentan generalmente péptidos derivados de

proteinas exdgenas endocitadas y parcialmente degradadas por las
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celulas y esto estimula a 1los 1linfocitos colaboradores o
"helpers" (Th) (Unanue, 1987). Se presume que esta especificidad
en el tipo de antigéno presentado por moléculas de clase I o cla-
se 11 es el resultado de 1la segregacion de los compartimientos
intracelulares donde se produce el encuentro entre 1la moléculas
del MHC y el péptido. (Germain, 1986; Bevan, 1987).

En la década del ‘70 surgieron las primeras evidencias expe-—
rimentales que mostraron que 1los linfocitos T requieren para su
activacion del reconocimiento simultaneo del antigeno junto a
moléculas de histocompatibilidad presentes en la superficie celu-
lar, fendmeno que se denomind "restriccién en el reconocimiento
T" (Rosenthal, 1973; Zinkernagel, 1974). Comenzd entonces un ex-—
tenso debate acerca de las bases moleculares de este reconocim-
iento dual y si en él1 participaban uno o dos receptores T
(Matzinger P, 19815. El conocimiento de la estructura del RecT y
la conformacidén espacial de las moléchas de clase I permitiod
comprender con bastante claridad este fendmeno.

Experimentos de tranfecciodn convlos gehes que codifican para
las cadenas a y B. del RecT, demostraron que un unico RecT era
capaz de reconocer un complejo formado por el antigeno foraneo y
la molécula de histocompatibilidad (Dembic, 1986). Con respecto
al procesamiento del antigeno, se demostrd que la incubacidn de
celulas presentadoras de antigeno con pequeros péptidos permitia
soslayar los pasos de procesamiento proveyendo el blanco necesa-
rio para los RecT (Townsend, 1986). Estas observaciones conduje-
ron a postular que las moléculas MHC se wunian a fragmentos del
antigeno, conformando asi el ligando para los RecT. Los experi-
mentos de Babbit y col (1985) que demostraron la unidn especifica
de determinados péptidos a ciertas moléculas MHC de clase 11 mu-
rinas constituyeron la primera evidencia directa que corroboraba
este modelo. La cristalizacién de una _molécula de clase 1
(Bjorkman, 1987) moétro la .co-precipitacién de un material "elec-
tréon denso", de naturaleza extrafa a esta molécula, atrapado en

una zona muy precisa de su estructura, el ahora denominado "bol-
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sillo de presentaciédn antigénica”, lo que reafirmd la hipotesis.

El MHC fue descrito, originalmente, por el papel que estas
moléculas desempeRan como blanco del ataque inmunoldégico en el
rechazo de un transplante entre individuos hiétoincompatibles
(Snell, 1981). Estas respuestas alorreacticas en las que el sis-—
tema inmune de un ‘individuo produce anticuerpos y células T espe-
cificos contra las moléculas MHC de otro individuo se deben, en
parte, al enorme polimorfismo poblacional que exhiben sus genes.
El numero de alelos diferentes para cada uno de los loci del MHC
y el complejo patréon de sustituciones que los genera, convierte a
esta familia de genes en la mas polimérfica de los vertebrados
superiores. Las bases moleculares de esta enorme diversidad y su
significado funcional son motivo de andlisis en esta Tesis.

Se pudo observar que las diferencias polimérficas entre las
distintas moléculas afectan la presentacién antigénica, tanto en
lo referente a la afinidad por un péptido en particular, como en
la respuesta por parte de las células T (Zinkernagel, 1974;
Rothbard, 1?88; Guillet, 1986). La determinacion de la secuencia
nucleotidica de diferentes alelos MHC reveldé la presencia de re-
giones especificas de la proteina donde se concentra preferente-
mente esta diversidad (Parham, 1988). En estas mismas regiones se
observa, ademds, un marcado predominio de sustituciones codifi-
cantes sobre sustituciones silenciosas. Estas observaciones sugi-
rieron que esta diversificacidn ha sido el resultado de un proce-
so de seleccidn natural (Jaulin, 1985; Hughes, 1988). E1 modelo
mas aceptado para el reconocimiento T y su restriccion por MHC
postula que el RecT interactua con el complejo formado por un
péptido unido a una dada molécula MHC de clase I o clase II y que
el clon T asi seleccionado solo podria ser reestimulado por el
mismo complejo o por uno muy estrechamente relacionado (Fig. 1).
La especificidad de la restricciédn deberia ser, entonces, el re-
sultado de la variabilidad en la secuencia de las moléculas
MHC. Esta también determinara la capacidad de unirse a los pépti-

dos y el RecT seleccionado. La determinacién de la estructura
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tridimensional de HLA-A2, molécula MHC de clase 'I humana
(Bjorkman,1987), confirmd los principios generales de este modelo
y revelo detalles adicionales acerca de las interacciones molecu-

lares involucradas asi como del papel desempeidado por el polimor-

fismo.

Figura 1: Interaccion entre las moléculas del sistema inmune ante
la presencia de un antigeno fordneo. Funcidén de los moléculas del
MHC. AgPc: célula presentadora de un antigeno en el "contexto del
MHC de clase II". T4: linfocito T "helper" (regulador de la res-
puesta por interaccidn con las otras células del sistema inmune).
B: linfocito B. TB: linfocito T citotédxico responsable de la eli-

minacion de células que presentan antigenos foraneos en el "con-
texto de clase 1" :

MHC-1 b P

citotdxico

virus

I



ESTRUCTURA Y DISTRIBUCION DE LAS MOLECULAS DE HISTOCOMPATIBILIDAD
DE CLASE I Y II

Moléculas de clase I

Las moléculas MHC de clase I estdn constitujdas por dos ca-
denas unidas no covalentemente. Una de ellas, la cadena pesada,
denominada a, posee aproximadamente 340 aminoécidos; con un peso
molecular de 44 Kd. SOlo esta cadena estd codificada dentro del
MHC v es la que porta los residuos de hidratos de carbono. La
cadena pesada atraviesa la membrana plasmdtica como una proteina
integral, con su porci¢én N-terminal hacia afuera de la ceélula
(Fig. 2). Su porcion extracelular se divide en tres dominios lla-
mados a,, a5, Yy Qag :(Tragardh, 1979), compuestos por 90, 92, y 92
aminodcidos respectivamente; cada uno de ellos estd codificado
por un exon diferente (Malissen, 1982). El dominio a, es el mas
externo y contiene el extremo N-terminal. A continuacién del do-
minio ay;, el mds cercano a la membrana plasmdtica, se extiende
una region transmembrdnica de aproximadamente 25 aminodcidos y
una cola intracitoplasmatica de alrededor de 30 aminodcidos.

La cadena liviana, llamada B2 microblobulina, posee 99 ami-
nodcidos y una masa relativa de 12 kd (Grey, 1973). Los dominios °
G, Yy ay y la B-2 microglobulina poseen Qn puente disulfuro intra-
catenario, formado por cisteinas separadas entre si por unos 60
residuos. Los dominios a, Yy la B2 microglobulina presentan simi-
litud de secuencia con regiones constantes de las inmunoglobuli-
nas (Orr, 1979, Tragardh, 1979, Peterson, 1972). Es por esto que
las moléculas aqui descriptas forman parte de la superfamilia de
las Inmunoglobulinas, que incluye también al RecT y las moléculas
MHC de clase II.

La mayoria de las sustituciones de aminodcidos entre 1los
productos de diferentes alelos de clase‘_I se localizan en los
dominios a, y a,. E1 dominio a; es relativamente conservado y la

B-2 microglobulina es invariante (Parham, 1988; Michaelson,1983).
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Figura 2: Estructura de las moléculas de histocompatibilidad de
clase I y clase Il . insertados en la bicapa lipidica de la membra-
na plasmatica. B2m = B2 microglobulina. Los puntos negros repre-
sentan a los sitios de glicosilacién; S-S: enlaces disul furo.

CLASE | CLASE Il

P

-
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Tabla 1: Especificidades seroldgicas HLA de clase I reconocidos a
partir del X° Taller Internacional de Histocompatibilidad.

HLA-A HLA-B HLA-C

Al BS BwS0(21)- Cwi
A2 B7 BS1(5S) Cw2
A3 B8 . BwS2(93) Cw3
A? B12 BwS3 Cwé
A10 B13 Bw54 (w22) CwS
ALl B14 BwSS5(w22) Cwb
Awl9 B15S BwS&(w22) Cw7
A23(9) Bil6 BwS7(17) CwB
A24(F) B17 . BwSB(17) CWwP(w3)
A25(10) B18 ' BwS9 CwlO0(w3)
A26(10) B21 Bw&0(40) Cwiil
A28 Bw22 , . Bw61(40)
A29(wl) B35S Bwb2(195)
A30(wl9) B37 Bwb3(15)
A31(wl19) B38(16) Bwb4(14)
A32(wl?) B39(16) Bwb65(14)
AwW33(wlF) B40O Bwb7
Aw34(10) Bwa1l "Bw71(w70)
AW36 : Bw42 . Bw70
Awa3 B44(12) Bw72(w70)
AWbL(10) B45(12) "Bw73
AwoLB(28) Bwa4b Bw75(15)
AWL? (28) Bwa7 Bw76(15)
AW74(wWl9) Bwag Bw77(15)
B49(21)
Bw4g
Bwé
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Productos de clase 1I:

En el hombre, el MHC se demonina HLA 'y presenta tres molécu-
las clase I distintas, denominadas HLA-A, HLA-B y HLA-C. Las mis-
mas se expresan simultaneamente en la superficie de casi todas
las células, con excepciton de los glébulos rojos y el sincisio
trofoblasto (Flavel, 19846). Estas moléculas se diferencian entre
si por su cadenas a pues comparten la B2 microglobulina que, como
ya se menciond, es invariante. Las cadenas a estdn codificados
por los respectivos 1loci A, B y C, localizados dentro de la reg-
idn geneética de este sistema en el brazo corto 991 cromosoma 6
(Fig. 4, ver mas adelante en esta Introduccidn).

Como se menciond antes, la caracteristica sobresaliente de
estas moléculas es su enorme polimorfismo poblacional. La forma
cldsica de"distingﬁir las distintas variantes es mediante reac-
ciones seroldgicas, es decir, por medio de anticuerpos. Asi, se
han identificado hasta el presente mads de 20 especificidades dis-—
tintas para HLA-A, mads de 40 diferentes para HLA-B y mads de 10
para HLA-C (Tabla 1). Si se tiene en cuenta que la expresiéon de
estas moléculas es codominante, el multialelismo determina que la
mayoria de los individuos sean heterocigotas y exhiban en la su-

perficie celular seis productos diferentes de clase I: dos moleée-

culas HLA-A, dos HLA-B y dos HLA-C.

Moléculas de clase 11

Las moléculas de clase 11 son también heterodimeros unidos
no covalentemente. Estdn constituidas por una cadena a de 229
aminodcidos (32-34 kd) y wuna 8 de 237 aminodcidos (28-29 kd)
(Fig. 2) con sus extremos N-terminales hacia el exterior de la
célula. Cada cadena posee dos dominios extracelulares, la cadena
B presenta 2 puentes disulfuro intracatenarios (entre Cys separa-
das por aproximadamente 65 residuos) miéntras que la cadena «a

sdlo 1. E1 dominio mads externo de la cadena B posee 94 aminoaci-
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dos y 84, el mads proximo a la membrana plasmdtica. A continuacion
del mismo se identifica una pequef”a porcién del 10 aminodcidos
l1lamado péptido de conexidn y a su término una porcidon de trans-—
membrana de 21 residuos. El ultimo tramo, intracitoplasméatico,
presenta un tamafo variable (de B a 18 aminodcidos) de acuerdo al

producto codificado. La organizacidn de la cadena a es similar.

Productos de clase 11

Las moléculas de clase Il presentan una distribucidn tisular
muy restringida, limitada a ciertas células del sistema inmune,
como linfocitos B, macrofagos Yy células T activadas (Flavel,
1986). Con la excepcidn de ciertos células especializadas (como
las de Kuppfer en el higado y ceélulas de Langerhaﬁs en la piel),
la mayoria de los tejidos no expresan estas moléculas de clase 11
(Reith, 1988). El1 hombre puede expresar en la superficie celular
varios productos de clase 1II diferentes: las moléculas HLA-DR,
HLA-DQ y HLA-DP. Cada heterodimero estd constituido por distintas
cadenas denominadas DRa/DRB, DQa/DAB y DPa/DPB. Cada cadena, a su
vez, estd codificada por un locus dado, a saber: DRA/DRB1,
DQA/DAGB1 Y DPA/DPB1 (ver Fig. 4). Ciertos individuos expresan
ademas un cuarto producto denominado DRwS2, DRwS3 o DRBS, dondé
la cadena DRa es la misma qué estd presente en las moléculas DR y
la cadena 3 es el producto de un gen denominado DRB3, DRB4 o
DRB5, respectivamente (Bell, 1987) (Fig. 4).

Las moléculas de clase 11, de igual modo que las de clase I,
presentan un elevado polimorfismo. Se han identificado, por sero-
logia, 14 alelos diferentes para DR, 7 para DQ y &6 para DP. En

este caso la expresion es también codominante.



Estructura tridimensional de moléculas HLA de clase I

En los ultimos tres amos, utilizando técnicas cristalografi-
cas de difracciodon de rayos X, se determind la estructura tridi-
mensional de tres alelos HLA de clase 1, HLA-A2 (Bjorkman, 1987),
HLA-AW6B (Garret, 1989) y HLA-B27 (Madden, 1991). Los esqueletos
carbonados de las tres moléculas estudiadas resultaron muy simi-
lares, por lo que la descripcién general de ellas se aplica, pre-
sumiblemente, a la mayoria de las moléculas MHC de clase 1. Los
diferentes alelos HLA de un mismo locus difieren entre si en un
rango de 1-50 aminoAdcidos y los de diferentes loci en 60-100
(Lawlor, 1988).

Las molécula HLA de clase I esta4n organizadas espacialmente
por dos grupos de dominios estructuralmente homdlogos: uno de
ellos, préximo a la membrana plasmdtica, estd compuesto de los
dominios a3 y B2-m Yy el otro, mas externo, estd formado por los
dominios a, y a, (Fig 3). Los dominios ay Yy B2-m, plegados for-
mando estructuras '"B-sandwich", semejan & las regiones constantes
de las Igs, de acuerdo con lo que se dedujo a partir del conoci-
miento de sus secuencias primarias (Orr, 1979; Traghadh, 1979).

A pesar de que practicamente no existe homologia de secuen-
cias entre los dominios a, y a.,, éstos comparten una estructura
terciaria comun. Cada uno estd compuesto por 4 cadenas antipara-
lelas con estructura de fB-hélice que comprende la mitad N-termi-
nal de cada dominio{ seguido de wuna larga region de a-hélice.
Ambos dominios se combinan para formar una plataforma constituida
por las B cadenas B bordeada por las cadenas dispuestas en a—-hé-
lice. Esta estructura semeja una fosa abierta hacia afuera del
plano de 1la membrana gue se asienta sobré,el soporte determinado
por los dominios mds conservados ay Y B2-m. La cavidad de esta
estructura define el sitio de presentacidn antigénica de la moleé-
cula de clase I. Ademas del hecho obvio de situarse en la parte
mas externa de la molécula donde seria fdcilmente accesible a los

RecT, existen otras lineas que sostienen esta evidencia:



Figura 3: Representacién de 1la estructura tridimensional de la
molécula HLA-A2. Las cadenas B se muestran como flechas planas en
direccidn amino --> carboxi. Las regiones de a-hélice como cintas
rizadas. Los enlaces disul furo se indican como circulos.

A: Vista lateral. Se indica el sitio de unidn al peéptido y la
zona de interaccidn con el receptor T.

B: Sitio de presentacidn de péptidos tal como seria visto por el
receptor T. Se resaltan los residuos de alta variabilidad. Zonas
en negro: residuos cuyas cadenas laterales apuntan hacia 1la luz

de la cavidad, zonas cuadrilladas: residuos cuyas cadenas latera-
les apuntan hacia arriba de las a-hélices.
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1. La estructura cristalina de 1la molécula HLA-AZ muestra una
molécula o mezcla de moléculas ocupando este sitia que coprecipi-
taron con la proteina HLA. El1 hecho de haber permanecido unidas
durante todo el procedimiento de purificacion resulta consistente
con la baja_cinética de disociacién (con constante de disociacion

micromolares) Que se observa en el caso de péptidos unidos a mo-
léculas de clase 11 (Buus, 1986).

2. Este sitio posee un tamafo y forma adecuados para acomodar
peptidos cuyas dimensiones mostraron ser las apropiadas para ser
reconocidas por ceélulas T (Rothbard, 1988). Sus dimensiones son
25 A de largo, 10 A de ancho y 11 A de profundidad. Un péptido de
12-20 aminoacidos en conformacién a-helicoidal podria calzar ade-
cuadamente dentro del foso. Alternativamente este sitio podria
acomodar péptidos de alrededor de 8-9 residuos en una conforma-
cion extendida (Madden, 1991). Péptidos de mayor tamaro podrian

unirse al sitio, si bien parte de los mismos quedaria protruyente

del mismo.

3. Las moléculas HLA-A, B y C presentan la mayor frecuencia de
variacién entre sus secuencias en residuos ubicados sobre los
lados vy el piso de esta fosa. Estos hallazgos correlacionan y
proveen un mecanismo molecular para la especificidad observada en
la union de péptidos a diferentes productos alélicos HLA. En par-
ticular, en 18 de las 20 posiciones de residuos de "alta variabi-
lidad", los aminodcidos tienen sus grupos R apuntando hacia la
fosa y por lo tanto pueden potencialmente alterar el sitio de
unién al péptido. Cabe mencionar que 10 de las 13 sustituciones

que distinguen a HLA-A2 de Aw6B estdn presentes en estas posi-

ciones.

4. La sustitucion deliberada (mutagénesis dirigida) de residuos
en este sitio afecta el reconocimiento de-las moléculas HLA por

clones de ceélulas T. Las posiciones ocupadas por ellos podrian



hacer contacto directo con el péptido asociado o con un RecT es-
pecifico (Bjorkman, 1987). ' ‘

El piso de esta fosa esta formado por residuos cuyas cadenas
laterales apuntan hacia "arriba"; Las "baredes" de la misma, for-
madas por las cadenas en a-hélice poseen ciertos aminodcidos cu-
yas cadenas apuntan hacia "adentro" de la cavidad, otros hacia
arriba y algunos, intermedios a ambas posiciones. Aquellos resi-
duos del piso y las paredes gque apuntan hacia la luz de la cavi-
dad, han sido clasificados como responsables pofenciales de inte-
ractuar con los peéptidos. Aquellos aminodcidos de 1las a—-helices
que dirigen sus cadenas hacia arriba soﬁ los candidatos adecuados
para el reconocimiento directo por parte de los RecT (ambos tipos
de residuos son destacados en la Fig.3). Los de posiciones inter-
medias podrian interactuar tanto 1los péptidos como con los RecT
(Bjorkman, 1987)..Experimentos que ensayaron la capacidad de pre-
sentacidn de péptidos antigénicos por diversos alelds de clase 1
naturales o modificados por mutagénesis dirigida sobre sus genes,
parecen confirmar la relevancia funcional de. esta estructura
(Biddison, 1982; Bhayani, 1991). '

Por otra parte, el dominio a; posee un sitio de unidn para
la glicoproteina CD8, que explica 1la funcidn de molécula acceso-

ria que la misma posee (Salter, 1990).

PRESENTACION DE PEPTIDOS PROPIOS

El becho de haber cristalizado a la molécula HLA-A2 con su
sitio de unidn al péptido ocupado condujo a pensar que estas mo-
léculas en la superficie de las células podrian estar siempre
unidas a peéptidos propios, derivados de proteinas endégenas. La
presentacidn de péptidos propios, ademds de los fordneos ha sido
postulado por varios autores. Los estudios de Towsend vy col
(1989) y Kvist (1990) sugieren ademds que la unidn al péptido es

esencial para el plegamiento correcto de 1la cadena pesada y su



transporte " a la superficie celular. Los experimentos que demues-—
tran que se requiere de un tratamiento drastico (pH 2,5) para
disociar los peéptidos unidos a moléculas de clase Il ya purifica-
das (Buus, 198B8) conducen a pensar que toda preparacién de molé-
culas de histocompatibilidad purificadas, clase 1 y 11, contiene
peptidos unidos a ellas.

El aislamiento y la caracterizacidn de péptidos que normal-
mente ocupan las moléculas de clase I demostré que se trata en su
mayoria de peptidos de nueve residuos, derivados de proteinas
intracelulares abundantes (Jardetzky, 1991). Datos experimentales
muestran que so6lo una pequera fraccidn de moléculas MHC presenta
sitios accesibles a péptidos exdgenos (5-10%Z de moléculas purifi-
cadas de clase 11 y 0,3% ‘de las de clase 1) (Buus, 1988; Chen,
1989). Los ensayos de unidn de péptidos exdgenos a moleéculas de
clase 1 pueden ser interpretados como 1la unidn a este pequefo
porcentaje de moléculas de «clase I que lleganla la superficie
"desnudas" o bien como el desplazamiento de los péptidos enddge-
nos por otros de mayor afinidad.

En una celula sana, las moléculas de clase I muestran en la
membrana plasmatica una seleccidn de péptidos derivados de prote-
inas propias que No provoca una respuesta agresiva por parte de
las ceélulas T, vya que el sistema inmune desarrolla un estado de
no-respuesta o tolerancia a lo propio durante su ontogenia. Cuan-
do la misma célula es infectada por un virus, los péptidos vira-
les competirdn con los enddgenos por el sitio de unidn a la molé-
cula MHC de clase I;'Cuando estos péptidos son pfesentados en la
superficie celular, seran reconocidos como extrafmos y estimulardan
una respuesta agresiva por parte de las células T (Townsend,
1989). Hallazgos recientes demuestran que ée requiere de tan sdlo
200 complejos MHC-péptido fordneo (menos del 0,087 de las molécu-
las MHC presentes en la superficie celular) para disparar una

respuesta de células T (Christinck, 1991).



La presentaciéon de péptidos propios durante la ontogenia deter-

minaria el repertorio de reconocimiento de los linfocitos T madu-—

ros

Toda la evidencia apuhta a pensar que la discriminacidn en-—
tre lo propio y lo no propio se ejerce a nivel de las celulas T,
donde las moléculas del MHC y la presentacion de péptidos contri-
buyen a la seleccidon y el control del repertorio' de células T.
Las células T maduran en el timo. Es alli donde se produce el
reordenamiento y expresion de 1los genes del RecT y es también
alli donde sdélo Qna pequerna fraccidn de-células portadoras del
RecT se selecciona para diferenciarse a células maduras y expor-
tarse a la circulacidn periférica (Sprent, 1988). Durante 1la on-
togenia, ocurre una seleccidn de RecTs que reéonocen moléculas
clase 1 y II1 de un individuo, invocando elementos positivos y
negativos. Dentro del timo, los RecT de células T inmaduras se
exponen a moléculas de «clase I y II unidas a péptidos derivados
de proteinas enddgenas (Marrack, 19873 Sprent, 1988). Las células
T potencialmente autorreactivas cuyos receptores interactuan muy
fuertemente con alguno de estos .complejos son eliminadas. Esta
delecidn clonal es la contribucidn mas importanté a la toleran-
cia. (Kappler, 1987; Pullen, 1988). Por otro lado, aquellas célu-
las cuyos receptores muestran una interaccion relativamente débil
con las moléculas MHC propias, de modo que no sdn autorreactivas
pero que podrian ser estimuladas por un complejo formado esas
molécula MHC y un péptido fordneo, son seleccionadas positivamen-
te y exportadas. |

La seleccidn negativa que se produce en el timo permite ex-
plicar la tolerancia por las proteinas timicas y por todas aque-
llas que puedan llegar al mismo a través de la sangre. Sin embar-
go, existen proteinas propias que son procesadas Yy presentadas
sdlo en ciertas células y tejidos perb no en el timo. Por este
motivo las células T con receptores para estos nuevos complejos

MHC-péptido pueden abandonar el timo. Estudios con animales



transgénicos mostraron que existen mecanismos alternativos para
generar tolerancia a nivel periférico que no involucran procesos
de delecidn celular. Se- trata de inactivacioéon de células T
(anergia), un proceso que requiere la presentacion permanente del
antigeno y que en ciertos casos puede alterarse y conducir a re-
acciones de autoinmunidéd (Morahan, 198%9).

De este modo, es posible explicar la seleccidn y la activa-
cién de células T en términos de presentacidn de péptidos propios
y fordneos como puntos criticos en el deéarrollo de las células
T. Una consecuencia de este esquema es que no se puede inducir
tolerancia hacia peéptidos propios si los mismos no estan unidos a

las moléculas MHC del mismo individuo.

ORGANIZACION GENETiCA DEL SISTEMA HLA

Los genes del sistema HLA estan localizados en el brazo cor-
to del cromosoma & en las regiones 6p21.31 ----> 6p21.33. Esta
limitado por 1los genes HLA-DP hacia el centrédmero y los genes de
clase I hacia el teldmero, con una longitud estimada de 4 millon-
es de nucledtidos y unos 3 centiMorgans. Se lo ha dividido en
regiones que contienen a los loci de clase I, II y III (Fig. 4).
El conjunto de genes presentes en esta regidn del cromosoma & se
denomina haplotipo HLA. Debido al enorme polimorfismo poblacio-
nal, el conjunto de‘genes presentes en los diversos haplotipos
varia, no so¢lo en loé distintos alelos que posee cada locus, sino

también en el numero de genes que estdn presentes y la distancia

entre los mismos (Chimini, 1988)

Loci de claée I:

Los genes de <clase I constituyen una familia multigénica.
Estimaciones basadas en andlisis de Southern blot y aislamiento y
caracterizacidon de clones gendmicos en cosmidos, sugieren que

esta familia de genes contiene entre 17 y 20 miembros (Koller,
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Figura 4: Mapa genético del sistema HLA en el cromosoma 6. Se
indican las regiones de clase I, II y III. R= genes RING asocia-
dos a la protesdlisis y transporte de peéptidos. G7A= wvalil tRNA
sintetasa. Los genes DRB esquematizados corresponden a los haplo-
tipos DR1 y DR10; otros haplotipos poseen genes DRB adicionales.
En las vecindades del locus A existen otros genes de «clase I no

mostrados. Las flechas arriba de cada gen indican el sentido de
transcripcién de los mismos.

CLASE I CLASE llI
T T 1
DR _Dba . :
T 1 T L DR 1 -
3 ’ R
= - - - . - - - - - - - ! w
9 = = ) =
g§ 8% 3 - 8 g § = : g3s &
113l L i
1t 'MH-}—H—‘_—.—____HHMH—
I B & 4 '
a g ’ B Q l o - '
'53&‘!:::0
-
Distancia (Kb)
[ CLASE |
1
- - -
B c E - - - -
A HG F
: 3 e . Telémero
| . |
2000 3000 4000
Distancia (Kb)



1989; Chimini, 1988) que poseen una secuencia ‘hucleotidica muy
homologa entre si. No todas estas secuencias representan genes
completos, expresables o funcionales. Los genes que codifican
para los clasicos antigenos de clase I, HLA-A, -B y -C estan lo-
calizados hacia el extremo telomérico del sistema HLA. Los loci
HLA-B y -C estdn muy proximos entre si, a una distancia estimada
de 80 kb. El locus HLA-A estd a su vez a unas 1000 kb del locus
HLA-C (Lawrence, 1987; Carroll, 1987).

Recientemente se ha descrito el aislamiento de nuevos genes
de <clase 1I: HLA-E (Srivastava, 1987; Koller,. 1988), HLA-F
(Gerarthy D, 1990) y‘HLA—G (Gerarthy, 1987). Uno de ellos, HLA-E
estd localizado entre HLA-C y HLA-A, el resto mapea vecinos Yy
teloméericos al locus HLA-A (Fig. 4). El andlisis de secuencia de
clones gendmicos de cada uno de estos genés‘mostro que codifican
cadenas intactas de productos HLA de <clase I diferentes de los
cldsicos HLA-A, -B y -C. Exhiben, sin embargo, una distibucidn
tisular muy restringida, pudiendo ser secretados, retenidos den-
tro de la célula o expresados en su superficie, por ejemplo HLA-G
se expresa solo en tejido .extraembrionario) (Wei, 1990). Asimis-—
mo, se ha descrito el locus HLA-AR o HLA-H (Zemmour, 1990) estre-
chamente relacionado al locus HLA-A. Sus productos proteicos po-
seen defectos estructurales que hacen poco probable su funciona-
lidad (pseudogenes). Estos ultimos podrian jugar un papel impor-

‘tante en la evolucién de esta fémilia multigenética (ver mas ade-

lante).

Loci de clase I1I1I:

Esta region del sistema HLA codifica para la expresiédn de
moléculas que no cumplen con la funcidén de presentacidn antigéni-
ca, aunque algunos de ellos -intervienen en otros aspectos de 1la
respuesta inmune. Hacia el centrdmero, a wunas 300 kb del locus
HLA-B, se hallan los genes que codifican para dos citoquinas:

TNFB (linfotoxina) y TNFa, secretados en la respuesta inflamato-



ria por los linfocitos T y macréfagos, respectivamente. Reciente-
mente se ha localizado vecino a los loci para TNF genes que co-
difican para la proteinas de estreés térmico de la familia HSP70
(Spies, 1989).

Siguiendo hacia el centrémero, a unas 650 kb de TNFa, se
localiza el gen que codifica para C2, el segundo componente de la
via clasica del complemento y el factor B de la via alternativa
de activaciodn del complemento. A unas 30 kb del gen para el fac-
tor B, existe un tramo de DNA que posee los genes para C4, el
cuarto componente del sistema de complemento. Los genes para C4
se alternan con dos genes que codifican para la 21 hidroxilasa,

210HA y 210HB, que participa de la sintesis de esteroides adrena-
les (Carrol, 1987).

Loci de clase I1:

Hacia el centrdmero, a wunas 350 kb de 210HB, comienza la
regidn que codifica para los productos HLA-DR, -DQ y -DP, con
todos los genes localizados en un segmento de 1000 kb. En primer
lugar, en un tramo de 300 kb se halla el gen DRA, que codifica
para la cadena DRa. A wuna distancia variable de '80 a 100 kb se
puede ubicar el gen DRB3, alternativamente el DRB4 o el DRBS, de
acuerdo al haplotipo en cuestidn. .DRB3 estd presente en los ha-
plotipos DR3, DRSS y DR6; DRB4 en los haplotipos DR4, DR7 y DR?; y
DRBS en el haplotipo DR2. Los haplotipos DR1, B y w10 parecen
carecer de estos genes DRB adicionales.

A menos de 100 kb de DRB3 se ' localiza otro par de genes,
denominados DRBII, que no es funcional, y DRBI, el gen méds poli-
morfico de la regidn que codifica para las cadenas beta de las
moléculas DR1, DR2, DR3, etc. (Fig. 4).

Le sigue hacia el centrdmero la regidn DA, que dista de los
genes DR, recién descriptos una distancia variable de 80-240 kb,
segun el haplotipo. En primer lugar se hallan los genes DGAl1 vy

DGB1, que codifican para las moléculas HLA-DA. Como se menciond



antes, ambos genes exhiben un marcado polimorfismo. En la misma
region, se halla otro par de genes, denominados DQA2 y DQAB2, que
no parecen tener defectos estructurales, pero cuyos productos aun

no han sido hallados. Entre ambos pares de genes DQ, a unas 10 kb

-de DQA, se ha localizado recientemente un pseudogen para una ca-
dena B, denominado DVB, que carece del primer dominio B1 (Inoko,
1989).

Hacia el centrdémero, a unas 70 kb de DQ@B2 se halla un gen
llamado DOB, cuyo RNA ée expresa en muy bajos niveles'en linfoci-
tos B y se desconoce el producto proteico (Tonelle, 1985).

A unas 200 kb de DOB se halla el gen DNA cuyo producto no se
conoce (Trowsdale, 1985). Este gen se halla inmediatamente vecino
a los genes de la regidn DP. En un tramo de 65 kb estdn localiza-
dos dos pares de genes: DPAl1 y DPB1, que codifican para el pro-
ducto HLA-DP, y otro par de genes 1llamados DPA2 y DPB2 que no son
funcionales.

Entre DOB y DNA se han identificado en el ultimo afo genes
(denominados RING) que codifican moléculas 1involucradas en lé
protedlisis y el transporte de péptidos antigénicos a traveés de
las membranas del reticulo endopldsmico, los que jugarian un pa-

pel importante en 1la presentacidon antigénica (Brown, 1991,
Glynne, 1991). '

ESTRUCTURA DE LOS GENES HLA DE CLASE 1

La estructura de estos genes se describid a partir de la
caracterizacion del primer gen humano de clase I clonado, que,
aunque resultd ser un pseudogen, (Malissen 1982) coincidid con 1la
estructura descripta para genes de clase . I murinos y de otras
especies (Steinmetz, 1981; Singer, 1982);

Un gen de clase I est&d constituido por 7 exones que se co-
rresponden con los dominios proteicos de la cadena pesada: el
exdon 1 codifica para el peéptido seral (leader), los exones 2, 3 vy

4 codifican para los tres dominios externos al, a2 y a3. E1 quin-



to exon para el dominio transmembranico vy los exones 6 y 7 para
la porciédn intracitoplasmdtica. Existen algunos genes donde el
marco de lectura se continua en el exon B8 (HLA-A3, HLA-Cw3,
Strachan, 1984). En estos casos el exdon B8 codifica para un solo
aminoadcido, luego del cudl se ubica el coddn de terminacidn. A
continuacidn se observa una regidn no traducida de alrededor de
400 bp, seguida por una seral de poliadenilacidn convencional

(AATAAA). La longitud total del gen es de aproximadamente 4 kb
(Fig. S). '

Figura 5: Estructura de un gen de histocompatibilidad de clase
I. Se indican también los dominios proteicos codificados por cada
exén. E1 exdn B incluye al codédn de terminacién y a las secuen-
cias 3° presentes en el mRNA pero ausentes en la proteina (3°UT),

Se muestra también la sonda pHLA-2 utilizada frecuentemente a
lo largo de este trabajo: se trata de un cDNA de 1400 bp que cu-
bre parte del segundo exdn hasta la regidn I°UT.

5'+3'
GEN exonexdn  exdn exdnexdn exdnexdn exdn
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REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES HLA DE CLASE I

Los genes de clase 1 se expresan constitutivamente en casi
todos los tejidos pero el nivel de su expresidn varia entre los
distintos tejidos o +tipos celulares. Existen células somdticas
que expresan muy bajos niveles, como por ejemplo células de mus-—
culo, de rifodn vy de higado. Las células del sistema inmune pre-
sentan en cambio los mads altos niveles de expresiédn (Guillemot,
1988). En el hombre, los eritrocitos, los espermatozoides y las
células del trofoblasto (frontera celular entre feto vy circula-
cion materna) no presentan moléculas de clase I en su superficie
(Bodmer,19B1). Se ha observado alteraciones en la expresidén de
estos antigenos en células tumorales y hay evidencias de algunos
sistemas experimentales que esto seria relevante para el escape
tumoral (Tanaka, 1988).

La regulacidn de la expresiodn de las moléculas de clase I es
un proceso complejo. Se considera que la misma se ejerce funda-
mentalmente a dos niveles: control transcripcional y del ensam-
blado de la proteina. En la requlacidn transcripcional existe un
primer control grosero, a nivel supragénico relacionado a
constricciones estructurales, tales como organizacidn de 1la cro-
matina y mecanismos regqulatorios que actuan en trans sobre grupos
de genes (Satz, 1983, Miyada, 1986). Estos mecanismos si bien son
especificos para una familia de secuencias relacionadas, resultan
.claramente no especificos para un uUnico gen. La regulacion fina
de los genes individﬁales es ejercida a traveés de la interaccidén
especifica entre elementos regulatorios presentes en la secuencia
de DNA (elementos de accidn en cis) yAfactores solubles que se

unen a las mismas (elementos de acciédn en trans).

Elementos de acci¢n en cis:

La transcripcidn de los genes eucaridticos estd regulada por

secuencias no codificantes asociadas a las secuencias codifican-



tes. Existen 3 secuencias importantes para la iniciacidon de la
transcripcion y se definen en conjunto como promotor: el sitio de
iniciacidon de la transcripcidon (sitio "cap"), la 1llamada "TATA
box" y la denomingda "CAAT box". Estas secuencias se ubican siem-
pre en la regién 5° que flanquea a 1los genes y sus posiciones
relativas no presentan grandes variaciones (Breathnach, 1981).
Estas secuencias estan también estan presentes en los genes MHC
de clase 1. La mayoria de los genes HLA presentan una secuencia
del tipo CAAT tipica y una variante de la secuencia TATAAA que es
TCTAAA, ubicadas a unas 50 y 20 bp del sitio "cap", respectiva-
mente (Ways, 1985; Malissen, 1982; Guillemot, 1988). En el gen
HLA-Cw3, las secuencias CAAT Y TATAAA han sido reemplazadas por
GGGT y TCGAA (Sodoyer, 1984), lo que se ha postulado como una po-
sible explicacidn del bajo nivel HLA-C en la supekficie celular
comparado con el nivel de HLA-A y B (Guillemot, 1988).

Ademds de los elementos comunes que 1los genes de clase 1
comparten con la mayoria de los genes eucaridticos, existen otros
elementos requlatorios, algunos de 1os cuales son unicos para
estos genes vy otros son compartidos con genes que pueden ser co-
rregulados con los de clase 1 (Fig. 6). Algunos se comportan como
elementos de regqulacién positivos ("enhancers") y otros como ele-
mentos negativos ("silencers"). Si bien no son funcionalmente
unicos, sus secuencias Yy sué factores asociados son especificos
para genes de clase I. En cierto numero " de genes de clase I (Is-—-
rael, 1986; Korber 1988; Shirayoshi, 1988) se identificd un tramo
de 13 bp, localizadoA entre los nuledtidos -169 a -181, que fun-
ciona como elemento requlatorio positivo, denominado Enhancer A.
La remocion del mismo reduce drasticamente la transcripcion de
promotores homdlogos ubicados a continuaciéon (3°) en el DNA
(Israel, 19B6). Experimentos de competicidn in vivo, demostraron
que se wunen a el factores celulares solubles. Este enhancer es
homdlogo al del gen de inmunoglobulina‘Kappa. Existe evidencia
para sugerir que el enh A puede contribuir a la regulaciédn tejido

especifica (Handy, 198%9). En lineas celulares embridnicas de ra-



tén, esta secuencia actua como elemento regulador negativo
(Miyazaki, 1986). Es asi que el EnhA ejerceria efectos regulato-
rios positivos y negativos segun el factor soluble que tenga
unido.

Se identificaron también otros enhancers asociados a genes
de clase‘I. El enhancer B, que se ubica alrededor de -B0O, posee
una actividad mds débil que el anterior del que aun se desconoce
su funcién in vivo. Adyacente al enhancer A, en el tramo ubicado
entre -185 y -203 se reconoce otra secuencia con actividad enhan-
cer denominada region II.

Se localizd un elemento de regulacién negativa (NRE) dentro
de la secuencia de respuesta a interferdn (Erlich, 1988; Weissman
1991 a). Recientemente se identificd un seqgundo elemento de regu-
lacidn negativa due parece estar.relacionado a un elemento seme-
jante en levaduras (Weissman, 1991 b). | |

La mayoria de los genes de clase I llevan asociada ademds
una secuencia (denominanda IRE) que les confiere respuesta al
interferén. La misma se definid originalmente para los genes de
HLA-A3, DRa, el pseudogen HLA12.4 vy el gen deAla metalotioneina
Il (Friedman, 1985). Estd localizada en el tramo -147 a -174 ha-
cia 3° del sitio de iniciacidn. Si bien es una secuencia necesa-
ria para conferir respuesta a los tres tipos de interferdn, no

siempre es suficiente para garantizar dicha respuesta (Klar,

1989). Requeriria secuencias como EnhA y/o0 sec presentes en zonas
codificantes, segun las circunstancias (Israel, 1986; Korber,
1987).

Elementos de accidn en trans

La regulacidn de la transcripciédn de los genes se realiza a
traves de la interaccidn entre las secuencias requlatorias en el
DNA y factores que se unen especificamente a esas secuencias. El
numero de factores transcripcionales paré genes HLA de clase I vy

la naturaleza de sus interacciones recién comienza a dilucidarse.



Se han analizado algunos factores que se unen a las dos secuen-
cias generales del promotor y permiten 1la acciédn de la RNA poli-
merasa 1I1. Se describieron también algunos factores que se unen a
tres de las secuencias requlatorias especificas. De estos estu-
dios surge que una dada secuencia regulatoria es capaz de unirse
a varios factores distintos y reciprocamente, que un dado factor
puede unirse a multiples secuencias en el DNA. A menudo es nece-
saria también la interaccidn entre factores de accidén en trans
como un prerrequisito para el funcionamiento diferencial de los
elementos de accidn en cis. Asi, una enorme diversidad de
interacciones entre factores de accidon en trans y entre estos

factores y elementos en el DNA, determina el patrén de expresién

de estos genes (Weissman, 1991 a).

Figura 6: Representaciodon esquemdtica de los elementos requlato-
rios identificados en las regiones 5° flanqueantes de un gen de
clase I. Las posiciones de 1los elementos est4dn dadas en para el
gen porcino, PD1. Todos los elementos ilustrados, con escepcién
del NRE, son comunes a todos los genes de clase I que han sido
analizados y estdn situados en posiciones similares. Promotor que
contiene 1los CAAT y TATA boxes; enh B: enhancer B; IRE: elemento

de respuesta a interferdn, enh A: enhancer A; NRE: elemento de
regulacidn negativa.
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Existen al menos 4 proteinas que sevunen a DNA que parecen
estimular la transcripcién. Tres de ellas, RIBP, RIIBP y NFB, se
unen a la regiédn que que contiene el enhancer A, si bien puede
distinguirse una de otra. En particular, la unidn de RIIBP parece
estar regulada durante el desarrollo. El1 cuarto factor, ICSBP, se
une al IRE. Los factores asociados a la regulacidon negativa estan
aun poco caracterizados (Singer, 1990).

Con respecto a la regulacidén a nivel del ensamblado de las
moléculas de clase 1, los estudios de Townsend (198%) mostraron
que se requiere de la presencia de un péptido pa?a el plegamiento
adecuado de la cadena a. Se observd que en ausencia de peptidos
el numero de cadena a unidas a 32 microglobulina es muy pequedro,
pero que a medida que se adiciona péptido se estimula dicha unién
(Kvist, 1990). Se demostrd también que si bien las moléculas de
clase 1 pueden unirse a una amplia gama de péptidos aparentemente
no relacionados, diferentes moléculas de clase I se unen a dis-

tintos sets de péptidos no relacionados (Coligan, 1990).

POLIMORFISMO DE LAS MOLECULAS HLA DE CLASE i

Como se ha mencionado en repetidas ocasiones, la peculiari-
dad de este sistema consiste en su alto grado de polimorfismo. E1l
metodo original que permitid la identificacion de las diversas
variantes fue la serologia, esto es, la identificacidn en estas
moléculas de epitopeé diferentes por medio de anticuerpos. La
gran homologia estructural determina la existencia de numerosos
epitopes comunes en las diversas moléculas, los que hicieron di-
ficil, en los comienzos, la identificacidn de los distintos pro-
ductos. Los anticuerpos contra estas moléculas (aloanticuerpos),
utilizados hoy en la identificacidn de rutina de 1las distintas
especificidades HLA, provienen usualmente de sueros de individuos

politransfundidos o de mujeres luego de multiples embarazos.



El conocimiento actual de la complejidad del sistema es fru-
to, en parte, de un trabajo colaborativo internacional en Talle-
res o Qorkshops, donde cientos de laboratorios intercambian sue-
ros para ser evaluados en un gran numero de ceélulas pertenecien-
tes a diversos grupos étnicos. La diversidad de las moléculas HLA
de clase 1 estd construida sobre dos niveles. Primero, existen
tres loci diferentes de clase I, HLA-A, B y C; segundo existen
numerosos alelos péra cada locus. Luego del 10° Taller Interna-
cional se definieron 20 especificidades seroldgica para el locus
HLA-A, 40 para HLA-B y'll para HLA-C (Bodmer, 1989). Estos nume-
ros, de todas maneras, subestiman el numero total ya que se ha
hecho permanente el hallazgo de alelos nuevos a medida que se
aplican métodos mds sensibles y precisos en la tipificacion de
moléculas HLA (Parham, 1989).

En los ultimos Talleres se ha estandarizado la aplicacidn de
nuevas metodologias permiten determinar la presencia de variantes
alélicas no siempre distiguibles por serologia. Fue muy importan-
te el desarrollo de la técnica de identificacidn de epitopes re-
conocidos por linfocitos T citotdxicos, pues refleja diferencias
en la funcionalidad de estas moléculas y por lo tanto poseen im-
plicancias clinicas en el caso de transplantes (Spits, 1982).

Se utilizan también en la deteccidn de nuevas variantes téc-
nicas de isoelectroenfoque en geles uni y bidireccionales, la
presencia de fragmentos polimérficos generados en el DNA por en-
zimas de restricciéon (Ness, 1986) y anticuerpos monoclonales para
identificar distitos epitopes (Salter, 1987). La determinacién de
la secuencia nucleotidica de los genes aislados o de sus cDNA,
permite verificar que los distintos subtipos definidos por otros
métodos analiticos son productos de ‘alelos nuevos (Taketani,
1984; van Schravendijk, 1985; Vega 1987; Cowan, 1985); también
permite identificar alelos con sustituciones silenciosas, aun no
detectadas por los otras metodologias. Asi, por ejemplo, se cono-
ce la secuencia nucleotidica de 7 variantes del HLA-B27, denomi-

nadas B2701, B2702, etc., que no se distinguen por serologia (Lo-



pez de Castro, 1989; Choo, 1989).

Se conoce la secuencia aminoacidica de mas de B0 moléculas
HLA de <clase I. Todas ellas poseen una homologia global de apro-
ximadamente el 75-99%. El1 andlisis comparado de las " mismas mues-
tra un patrdn complejo de variaciones de aminodcidos que es dife-
rente del encontrédo en otras grandes familias de proteinas poli-
mérficas, como pof ejemplo las variantes de hemoglobinas. En ta-
les familias, variantés poco frecuentes difieren de una secuencia
salvaje predominante en sdlo uno o dos aminoacidos, y esta se-
cuencia salvaje es, claramente, el ancestro comun de todas las
variantes. Por el contrario, no existen alelos predominantes para
los loci HLA-A, By C vy todas las secuencias difieren de la con-
senso por sustituciones multiples (Parham, 1989). Existen posi-
ciones de polimorfismo a lo largo de toda la porcidn extracelular
de la molécula como también numerosas posiciones' altamente con-
servadas. Sobre un total de 274 residuos que componen los domi-
Nnios a,, a, ¥ &y, 165 posiciones resultaron invariantes entre las
25 HLA-A, 35 HLA-B y 18 HLA-C = secuencias comparadas (Parham,
1989). Estas posiciones incluyen al sitio de glicosilacién (posi-
cion 86 en a,), las Cys 101, 164, 203 y 259 que forman los enla-
ces disulfuro en a, vy a; Yy muchos residuos involucrados en el
contacto con B-2m.

Para visualizar mejor las caracteristicas de este polimor-
fismo se puede graficar la mégnitud de las variaciones en funciodn
del numero de posiciones sujetas a las mismas (Fig. 7) (Wu vy
Kabat, 1970). En es£e grafico se observa con claridad que la ma-
gnitud de tales variaciones es significativamente menor en el
dominio a3 cuando se lo compara con los dominios &, y a.. Sobre
esta base se definieron 1las posiciones polimérficas en dos gru-—
pos: posiciones de "alta variabilidad" que‘presentan una frecuen-
cia mayor gque la hallada en a3 vy posiéiones de "baja variabili-
dad", donde la magnitud es comparable con la hallada en a3. Si
bien 1las diferencias predominantes se encuentran en los dominios

mds externos, las variaciones en a, pueden ser importantes, par-



ticularmente, en lo que respecta a la interaccidn con la molécula
CD8. Por ejemplo, la sustitucion de Ala por Val en posicion 245

mostrd una reduccién de la afinidad por esta molécula (Salter,
1989).

Figura 7: Grafico de variabilidad de 39 secuencias HLA-A, B vy C.
Se muestran por separado los graficos para los dominios a,, a, VY
ay. La variabilidad se define como como el numero de aminodcidos
diferentes encontrados en una posicidn particular divido por 1la
frecuencia de los aminodcidos mds comunes. Las posiciones con una
variabilidad mayor o igual a 5 estan: indicados por (V).
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mente semejantes. Resultd sorprendente la gorrelacién encontrada
entre estas posiciones de alta variabilidad vy los residuos pro-
puestos como responsables potenciales de interactuar con el pep-
tido antigénico o con el TcR, a partir del andlisis de la estruc-
tura tridimensional de estas moleéculas (Bjyorkman, 1987). De las
20 posiciones de alta variabilidad reconocidas, 16 pueden clasi-
ficarse como de interaccién con el péptido, 2 de interaccioén con
el TcR y las 2 restantes poseen de situacidn intermedia que les
permitiria actuar con uno de ellos o ambos simultaneamente. La
alta frecuencia de variacidn puede servir, en estos casos, para
modificar estas interacciones 10 que explicaria, en esencia, la
funcion y ventaja selectiva del polimorfismo que exhiben las mo-
léculas HLA (Parham, 1989b). '

Existen, ademas, 71 posicionés de baja variabilidad disemi-
nadas a lo largo de toda la molééula, frecuentemente en posicio-
nes alejadas del bolsillo de presentacidon antigénica. Estas sus-—
tituciones podrian influir sobre las interacciones con péptidos vy
receptores T a través de perturbaciones conformacionales indirec-
tas. Es interesante destacar que 22 de las 31 posiciones asigna-
das como "especificas de locus" se encuentran en los dominios de
transmenbrana e intracitoplasmatico. Ellas podrian representar
mutaciones de caracter neutro adquiridas durante el proceso de
duplicacidn de los genes que di¢d 1lugar a los diferentes loci o,
alternativamente, reflejar diferencias funcionales aun desconoci-

das en las regiones C-terminal de sus productos.

EVOLUCION DE LAS MOLECULAS DE HISTOCOMPATIBIL IDAD

El origen y mantenimiento del extenso polimorfismo de los
genes de clase I ha sido objeto de numerosas controversias. Una
variedad de mecanismos mutagénicos que incluyen duplicaciones vy
deleciones de genes, mutaciones puntuales, recombinaciones y con-

versiones contribuyen a la evolucidn de estas moléculas. Sin em-



bargo, ninguno de estos mecanismos resulta ser especifico para
estos genes, como lo son los reodenamientos y otros mecanismos de
mutacidn somatica para los genes de inmunoglobulinas y RecT (Da-
vis, 1988B). Los eventos de conversidn génica no reciproca fueron
inicialmente interpretados como mecanismos hipermutacionales es-
pecificos (Weiss, 1983). Sin embargo se ha visto que los mismos
juegan un papel general en la evolucidn de los genes eucarioti-
cos. Es asi que los genes del MHC no estan evolucionando mas ra-
pido que otros genes; la extraordinaria diversidad observada en
las distintas especies es el resultado de una acumulacidn gradual
de cambios a lo largo del tiempo de vida de una especie Yy de sus
ancestros (Mayer,1988; Lawlor, 1988). E1 aspecto inusual de 1la
evolucién de estos genes no se encuentra en la frecuencia ni en
los mecanismos de mutacidn, sino en la seleccidn que actua sobre
la variacion (Lawlor, 1990). .

Las secuencias codificanted de los alelos HLA-A, B y C pue-
den ser divididas en dos grupos de acuerdo con sus patrones de
variacidn: una region I° (exones - 4-8) casi conservada entre ale-
los de un mismo locus pero que exhibe considerables diferencias
entre alelos de diferentes loci y una S5 (exones 1-3) que presenta
la mayoria de las sustituciones que distinguen los alelos de un
mismo locus. Los patrones de cambios en la secuencia de ambas
porciones, intercalados con regiones de indentidad total, sugie-
ren que mecanismos del tipo de conversidén génica cumplen un pa-
pel preponderante enAla generacion de diversidad. Este mecanismo,
demostrado formalmente en hongos (Egel, 1981), involucra la copia
de tramos de informacidn de DNA (durante la replicacidn del mis-
mo) a partir de genes homdlogos. Los genes que interactuan pueden
estar en el mismo cromosoma o en cromosomasAdistintos.

Los caminos evolutivos sequidos por los genes MHC de clase 1
presentan variaciones importantes entre las diferentes especies.
Los primates mAs evolucionados aparecen comparat;vamente mas es-—
tables que los roedores. La conversion intergénica no reciporca

entre genes fuertemente ligados parece ser el mecanismo preponde-



rante en la evolucién de esta familia multigenética en roedores
(Weiss, 1983). En contraste, para la generacidn de diversidad en
humanos este mecanismo tuvo una contribucién menor. Para los pri-
mates superiores el reordenamiento de sustituciones y segmentos
de secuencias por eventos de recombinacidn (incluyendo conversion
alélica no reciproca) entre alelos ha sido la fuente primaria de
diversificacion (Parham, 1988a, Parham, 198%a). En el caso de los
genes de clase 1 cldsicos la conversion alélica contribuye a 1la
diversificacion de los exones S'Vy a la homogenizacidn de los 3°.
En los genes quevhan perdido o estdn perdiendo funcionalidad, se
produciria la homogeinizacidon de ambas partes con la consiguiente
reduccion de polimorfismo. Muchos 1loci de <clase I no cldsicos
parecen pertenecer a esta ultima categoria. La evidencia actual
(Lawlor, 1990) sostiene un modelo en el cudl las unicas proteinas
funcionantes son las codificadas por genes de clase I clasicos.
Los productos de genes no clasicos HLA-E, F y G y tal vez HLA-C
probablemente fueron alguna vez activos en presentacidon antigeéni-
ca pero que actualmente estdn inactivos y en diversos estados de
decaimiento. Tales genes pueden aun sef usados como fuente de se-

cuencias donantes para conversiones génicas.

DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

Ademas del polimorfismo, existe otra caracteristica particu-
lar que presentan los genes de histocompatibilidad y es el 1llama-
do "desequilibrio de ligamiento” (linkage disequilibrium). Este
fendmeno consiste en la asociacidn de dos alelos de distintos
loci con wuna frecuencia mayor que la esberada para una poblacidn
en equilibrio. Tal es el caso, por ejemplo de los antigenos HLA-
Al y HLA-BB, donde la frecuencia esperadé para este haplotipo
(calculada en base a la frecuencia de aparicidon de cada alelo en
forma individual) es de 1,67 y sin embargo este haplotipo se ob-

serva en el B8,B8% de la poblacién. E1l origen de este fendmeno se



desconoce, si bien se han sugerido algunas explicaciones: que la
aparicion de una especificidad sea relativamente reciente y no
haya habido el tiempo suficiente para que los eventos de recombi-
nacion la distribuyan entre los distintos haplotipos, o que exis-—
tan mecanismos que favorezcan la seleccidn o asociacidn de cier-

tos alelos (Roith, 1985; Sachs, 1984).

HLA Y GENETICA POBLACIONAL

Los diversos alelos HLA estdn distribuidos en 1la poblacidn
con una frecuencia que varia de acuerdo a los distintos grupos
étnicos. Por ejemplo, el antigeno HLA-BB estd presente con una
frecuencia relativamente alta (17,1%) en caucasoides americanos,
es menos frecuente en judios ashkenazi y mejicanos (8,57 y 6,6%
respectivamente) y muy baja en indigenas sudamericanos y japone-
ses (2,972 y 0,2%) (Tiwari, 1985). Asimismo, la identidad definida
por serologia de un dado alelo en dos individuos pertenecientes a
grupos etnicos diferentes no indica necesariamente 1la presencia
de genes idénticos pues se han identificado variantes étnicas por

clones T, RFLP y secuencia (Holmes, 1987; Parham, 1988a; Kato,
1989).

HLA Y ENFERMEDAD

Se han descripto mds de 500 patologias que se desencadenan
preferentemente en individuos portadores de determinados alelos
HLA. Muchas de estas patologias, aunque no todas, involucran 1la
participacion de respuestas inmunes. La mayoria de estas asocia-
ciones son incompletas, lo que refleja la influencia de factores
ambientales y/o otros factores genéticos.

La fuerza de estas asociaciones, ademds, varia en los dis-

tintos grupos étnicos. Teniendo en cuenta que también hay varia-



ciones en la frecuencia de los distintos alelos, se puede calcu-
lar cuadntas veces mas frecuente aparece la enfermedad en portado-
res del alelo (denominado alelo de riesgo) respecto de los indi-
viduos que no lo llevan. Este numero se denomina riesgo relativo
(RR). Por ejemplo, alrededor del 90-95% dé los pacientes que pa-
decen espondilitiS'anquilosante de todos los grupos etnicos son
portadores ‘del alelo HLA-B27. La frecuencia de este antigeno es
de alrededor del 507 en indigenas americanos, del 7% en caucasoi-
des y de menos del 1% en japoneses. Esta variacion en los tres
grupos etnicos conduce a un riesgo relativo que es mas alto en
japoneses, sequido por caucasoides e indigenas americanos.

Existen otros alelos cuya frecuencia varia de acuerdo a las
distintas poblaciones pero que las patologias asociadas a ellos,
a diferencia de la espondilitis, no muestran asociacién en todas
las razas. Es el caso, por ejemplo, de la especificidad HLA-B3S y
su asociacion a hepatitis cronica activa secundaria a la infec-
cion por virus de hepatitis B en poblacidn de origen latino (Ma-
zzilli, 1977; Mota, 1987). La misma no se halld en individuos de
origen sajon afectados por esta misma patologia (van Hattum,
1987). Se han observado, en ciertos casos, asociaciones negati-
vas, es decir, donde la frecuencia de un alelo se halla signifi-
cativamente disminuida entre los individuos afectados por una da-
da patologia, a estos alelos se los denomina "protectores". La
especificidad HLA-B35, por ejemplo, se asocia negativamente (pro-
teje) a infecciones herpéticas recurrentés (Gallina, 1987).

Se han postulado diversos mecanismos para explicar estas
asociaciones. Los mismos se dividen en dos grandes grupos: aque-
llos donde los antigenos HLA se encuentran involucrados directa-
mente en la patogeénesis Yy aquellos donde participan otros genes
fuertemente ligados a dicho sistema. Dentro de esta ultima cate-
goria, sovlo en la hiperplasia adrenal congénita = se conoce con
certeza el mecanismo -involucrado (White, 19846). En-esta enfer-
medad hay una deficiencia de 2l1-hidroxilasa (210HB, involucrada

en la sintesis de esteroides adrenales) asociada al alelo HLA-



Bw47. La asociaciédn se explica por desequilibrio de ligamiento
entre dicho alelo HLA y alelos defectivos del gén 210HB (ambos
genes se hallan separados entre si por tan s&dlo B80Okb). En otros
casos participarian distintos genes metabdlicos o que codifican
para otras moléculas de relevancia inmunoldgica (TNF, C2, C4,
HSP70, etc) ligados al sistema HLA.

Muchas de las enfermedades asociadas al HLA, como artritis
reumatoidea, diabetes insulino dependiente (IDDM), esclerosis
multiple, myastenia gravis, poseen fuertes rasgos autoinmunes. Se
ha propuesto que durante el proceso de aprendizaje en el timo, en
aquellos individuos que poséen el fenotipo asociado a la enferme-
dad, se seleccionarian positivamente clones T potencialmente au-
torreactivos escapando a la delecidn clonal (Boehmer, 1978). Mo-
ller y col (1990) sostienen que las bases de esta asociacidon se
encuentran en la interaccién de las moléculas HLA con peptidos
propios durante la maduracidén timica mds que en la unidn a peépti-
dos fordneos para la activacidn de una respuesta inmune. La auto-
rreactividad se concibe como una respuesta inmune dirigida contra
estructuras autdlogas presentes en células que no pueden ser re-
generadas de modo adecuado. La misma puede, en consecuencia, in-
ducirse contra células que han sido alteradas debido a una infec-
Cidn u otro proceso que conduzca a la presentacién de antigenos
"nuevos"” en la superficie de las ceélulas blanco.

Se han propuesto también otros mecanismos para explicar es-
tas y otras asociacio_nes. Entre ellos, la existencia de reaccio-
nes cruzadas entre ciertos microorganismos y ciertos alelos HLA
(Hirata, 1970) o bien que la unidn de determinados epitopes de
microorganismos a ciertos alelos HLA mimetizaria antigenos pro-
pios incapacitando al individuo de iniciar una respuesta inmune
frente a la infeccidn (Snell, 1968B) o por el contrario desatando
una respuesta cruzada contra antigenos propios (Van Eden,
1988). Asimismo se ha postulado la posible interaccién de las

moleéculas HLA con receptores hormonales de la superficie celular

(Tiwari, 1985).



Si bien los mecanismos moleculares aun permanecen inciertos
para la mayoria de las patologias asociadas, las técnicas de bio-
logia molecular permitieron, en el caso de la IDDM, hallar las
verdaderas moléculas involucradas en esta asociacion. Desde hace
tiempo se conocia una asociacidén con los alelos HLA-DR3 y/o DRA4,
con riesgos relativos moderados (entre 3 vy 6) y una asociacion
menor con otros alelos menos frecuentes. El1 conocimiento del
enorme polimorfismo de las moléculas HLA-DAQ y la determinacion
reciente de la secuencia nucleotidica de 12 alelos para DGB y B
para DOA, permitid concluir que. para esta enfermedad la verdadera
asociacion es con los alelos DQ. Todos los haplotipos de riesgo
se caracterizan por poseer una cadena DGB donde el residuo 57 lo
ocupa un aminoacido neutro, en lugar del Acido aspdrtico tipico
de los alelos no asociados (Tood, 1987). La. presencia de asparti-
co en posicidn 57 actua entonces como marcador de proteccion,
siendo este efecto dominante. Estﬁdios de amplificacidn enzima-
tica del gen DQGB en pacientes mostraron que el 967 de los haplo-
tipos diabeéticos era Asp-/Asp-, combinacidn presente sédlo en el

19,54 de los controles, esto determina un riesgo relativo de 107
(Morel, 1988).

El ALELO HLA-B3IS5 Y SU ASOCIACION A ENFERMEDAD

HLA-B35 es uno de los pocos alelos de clase I asociado a nu-
merosas enfermedades; varias de origen viral: tiroiditis subaguda
de DeQuervain (causada por un virus de la familia spumaretroviri-
dae), hepatitis B crdnica, riesgo de desarrollo acelerado de SIDA
en individuos HIV positivoé, azoospermia y enfermedad de Graves
en japoneses, leucemia linfAtica crdnica en judios Ashkenasi (Ta-
bla II).

Resul ta peculiar que varias de estas asociaciones ocurran en
forma diferencial en diversos grupos étnicos. Por ej. en las in-

fecciones a HBV y HIV, la asociacidn es significativa en indivi-

37



duos de origen mediterraneo-latino y nb lo es en pacientes de o-
rigen sajon (Mota, 1987; Mazzilli, 1977; van Hattum, 1988;
Scorza-Smeraldi, 1988). 4

E1 mecanismo responsable de -esta asociacion diferencial en
distintos grupos étnicos no se conoce. Como se discutid anterior-
mente numerosas especificidades de clase I definidas por serolo-
gia, representan en realidad varios grupos de alelos que no se
distinguen por anticuerpos pero si por otras metodologias bioqui-
micas o celulares. Asi por ejemplo para HLA-A2 se conocen 9 sub-
tipos distintos, que difieren entre si entre 1 y & aminodcidos;
todas estas moléculas no se distinguen en una tipificacidn sero-
ldgica clasica (simplemente se reconoce "HLA-A2") pero, por ejem-—
plo, pueden distinguirse por linfocitos T citotdxicos (Lopez de
Castro, 1989). Estos antecedentes conducen a pensar que una ex-—
plicacidn racional para la asociacién diferencial de la especifi-
cidad HLA-B35 a distintas patologias en diferentes grupos étni-
cos, podria deberse a la -eventual presencia de varios subtipos
B35 no discernibles por serologia. Las observaciones que apoyan
esta nocion son fundamentalmente dos: es bien sabido que esta
especificidad de clase I presenta un complejo patron serolégico
(Bodmer, 1966, Rubinstein, 1984); por otro lado, se detectaron
para este alelo variantes reconocidas por diversos clones de lin-
focitos T citotdxicos (Breuning,1984). El propdsito de este tra-

bajo de Tesis fue investigar 1la naturaleza polimérfica del alelo
HLA-B35S.



TABLA I1: Asociaciones entre el antigeno HLA-B35 y diversas enfe-

rmedades.

PATOLOGIA RIESGO REFERENCIAS
RELATIVO
Tiroiditis subaguda (de Quervain) 13,73 Ryder, 1979
(viral)
Enfermedad de Graves (jaboneses) 3,9 Nakao, 1978
Azoospermia (japoneses) 6,5 Kamidomo, 1980
Carcinoma de colon y recto 3,6 Hiwatashi, 1980
Hepatitis crdnica activa 4,1 Mota, 1987
Susceptibilidad a desarr. SIDA Scorza-Smeraldi,
en indiv. infectados por HIV 4,5 1988
Granuloma anular generalizado 22,5 Friedman
(judios) -Birnbaum, 1978

Dermatitis atdpica 4,35 Goudemand, 1977
Prolapso de valvula mitral

(negros americanos) 4,32 ) Kachru, 1979

(caucasoides americ) 3,28 Brawn, 1977
Periodontosis (negros ingleses) 6,0 Culligan, 1980
Leucemia lifocitica crdnica (ashkenazi) ?,0 Rosina, 1991
Bajo nivel de idén Mg en eritrocitos (p(10™7) Dausset, 1982
Suppressor activating determinant - Fainboim, 1981
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La asociaciodn diferencial del HLA-B3S con ciertas patologias
en diversos grupos étnicos y Ssu cémplejo patréon seroldgico, con-
dujeron a postular, como hipdtesis de trabajo, la eventual exis-
tencia de variantes polimdrficas ho distinguibles por serologia
que estarian presentes con frecuencias diferentes en los distin-
tos grupos étnicos. Resultaba de particular interés su asociaciodn
con hepatitis crédnica activa (secundaria a la infeccidn por HBV)
en nuestra poblacidn de origen latino. El1 objetivo de este traba-
jo de tesis fue, entonces, estudiar la naturaleza poliméorfica de

este alelo. Para alcanzar este objetivo se propuso:

a) En una primera etapa, la busqueda de posibles patrones poli-
morficos de fragmentos de restriccion (RFLP) del alelo HLA-B3S
mediante hibridizacidn gendmica de Southern. Este estudio se rea-
lizd en el contexto del X Taller Internacional de Histocompatibi-
lidad donde varios laboratorios analizaron en forma cooperativa
los patrones de RFLP de los genes HLA en diferentes grupos étni-
cos. Este trabajo permitid definir correlaciones entre determina-
dos RFLP y ciertas especificidades HLA de clase 1. Asi, hemos
hallado un polimorfismo del gen B35S, detectado con la enzima
EcoRV, que permite distinguir a dos alelos serolédgicamente idén-

ticos, uno de ellos ligado en haplotipo extendido al HLA-Cw4 y el

otro a otros alelos del locus C.

b) Encarar el aislamiento y caracterizaciéon de un gen HLA-B35 a
partir de wun individuo caucasoide latinoamericano con ancestros
esparnoles. El polimorfismo gendmico arriba mencionado constituyd
un excelente marcador que permitid investigar 1la presencia de

este gen en los clones aislados.

La determinacion de la secuencia nucleotidica de uno de di-
chos clones durante el presente trabajo de tesis, coincidid con

la documentacidn de 1la secuencia de un gen B35 aislado de un in-



dividuo japbnés.

Ambos alelos difieren entre si en sélo 3 nucledtidos que

ocasionan substituciones aminodcidicas, dos de ellas 1localizadas

en el bolsillo de presentacidn antigénica. La naturaleza de estos

cambios afecta la funcionalidad de ambos alelos como moleéculas

presentadoras de péptidos y sustenta la hipdtesis antes menciona-

da para explicar la asociacion diferencial.



Materiales

y
Métodos



AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Preparacion de DNA a partir de linfocitos de sanqgre periférica

Se colectaron muestras de 30 ml de sangre periférica a las
que se agregod EDTA al 5% como anticoagulante. Las mismas se pro-
cesaron de la siguiente manera: se centrifugd a 1500 rpm y se
descarto el plasma. Se agregaron 2 volumenes de buffer de lisis
de gldobulos rojos (RCLB: 10 MM Tris pH 7.6, S mM MgCl2, 10 mM
NaCl) y se descartd el sobrenadante luego de centrifugar a 1500
rpm por S5 min. EIl pellet sé resuspendid en RCLB y se repitid la
centrifugacidon. Finalmente, el pellet se resuspendid en 2 ml de
RCLB y se agregd 15 ml de buffer de lisis de gldbulos blancos
(WCLB: 10 mM Tris pH 7.6, 10 mM EDTA pH 8, 50 mM NaCl, 0.2% SDS).
Se incubd durante la noche a 42 °C.

Se realizaron dos extracciones de la fase acuosa con un
volumen de fenol—cioroformo J:1 ¥y otras 2 con un vol.de clorofor-
mo-isoamil alcohol 24:1.

Se agregd NaCl hasta una concentracidn final de 60 mM para
permitir la precipitacién del DNA con wun vol. de isopropanol
100%. El precipitado se lavd dos veces con etanol 70%, se secd en
vacio y se resuspendid en Tris 1 mM, EDTA 0.1 mM.

Se midid la concentraciédn del DNA en espectrofotémetro de

luz UV, considerando 1 0D.,,, = 40 ug/ml.

Preparacién de plasmidos

Se utilizd wuna modificacidn del método de Birnboim vy Doly
(1979) para trabajar en pequera escala (minipreparacién). Se par-
tid de S5 ml de cultivo crecido en LB/Ampicilina, con agitacidn
durante toda la noche a 37°C.

- Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacién a 4000

rpm durante 15 min. y resuspendidas en 100ul de: Tris-HC1 25 mM,
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pHB,0, EDTA 10 mM, glucosa 50 mM y lisozima 5 mg/ml.

- La suspension de bacterias ée incubd S min a temperatura
ambiente y posteriormente se le aérego 200 ul de SDS 1%-NaOH

0,2 N preparado en el momento. Se mezcld por inversion y se a-
greg¢ luego 150 ul de acetato de sodio 3N, se mezcld por inver-
sion y se dejo en hielo.

- Luego de 15 min de incubacidn, se centrifugd en microcentri-
fuga a 12000 rpm durante 10 min. Al sobrenadante obtenido (400ul)
se lo extrajo con 1 vol de fenol:cloroformo 3:1 y luego con 1 vol

de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1.

A la fase acuosa obtenida se le agregd 2 vol de etanol. Lue-
go de 10 min a temp ambiente se centrifugd en microcentrifuga a
12000 rpm durante 15 min.

- El precipitado se resuspendid en 100 ul de TE, se le agregod
2,5 ul de RNAsa A (10 mg/ml) libre de DNAsa y se incubd 10 min a
femp. ambiente. Se agregaron BO ul de H,0 y 20 ul de acetato de
Na 3 M.

- Luego de una extraccidon con fenol:clofoformo 3:1 y una con
cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 se precipitd el DNA por el
agregado de 500 ul de etanol.

- El plasmido se recuperd por centrifugacién en microcentri-

fuga durante 10 min y se resuspendid en 20 ul de 10 mM Tris pH
7,5.

Purificacion del DNA de faqos recombinantes: preparacién en pe-

quera escala (Basado en el método de Yamamoto, 1970)

- Se inocularon 10 ml LB/Mg/maltosa en tubo Falcon de 50 ml
con 200 ul de ceélulas crecidas toda la noche en LB/Mgz+/Maltosa y
un taquito de agar conteniendo una placa de lisis del fago co-
rrespondiente.

Se utilizd la cepa LE3I?2, realizandose la infeccion a 37°C,

con agitacidn a 200 rpm por 9-12 hs. Se incluyd siempre un tubo
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conteniendo s6lo células como control de lisis.

- Luego de que la lisis fue evidente, se agregd 200 ul CHCI13 vy
se incubd 5-10 min més a 37°C, para lisar las bacterias remanen-
tes.

- Se centrifugd 5 min a 3000 rpm, para eliminar los restos
celulares y una alicuota del sobrenadante se guardd a 4°C como
stock de fagos (titulo arpox 10*°-10"''pfu/ml).

- Con el resto del sobrenadante se prdcedié a la purificacion
del DNA.

- Se tomaron B8 ml del sobrenadante, se mezclaron con B8 ml de
buffer ™ (Tris 50 mM, pH 7,4, SO,Mg 10 mM) y el contenido total
se pasd a un tubo Corex de 30 ml.

- Se agregd 320 ul DNAsal/RNAsaA (1mg/ml de cada uno en TM) vy
se incubd 15-30 min a temperatura ambiente.

- Los fagos se éoncentraron luego por precipitacion en
PEG-C1Na, por agregado de 1,6 ml NaCl SN, y 1,8 g9 PEG-B000 o PEG
6000 solido.

- Una vez disuelto el PEG, se incubd 15 min en hielo, reco -

giéndose los fagos luego por centrifugacién a 10000 rpm por 10
min a 4°C.

- Se descartd el sobrenadante y al precipitado de fagos resus-
pendido en 300 ul de TM, se ‘le realizaron 2 extracciones con
C1,CH para extraer el PEG residual.

- A la fase acuosa final se le agregd 15 ul EDTA O,SN, pH 8B,
30 ul NaCl 5N y 360 ul de fenol equilibrado con buffer Tris.

- Luego de esta extraccion fendlica, se realizaron 2 extrac-
ciones con Cl1,CH, y a la fase acuosa final se le agreqd¢ 875 ul de

etanol y se recogid el DNA por centrifugacién por 5 min en micro-

centrifuga. El1 precipitado se resuspendié en 50 ul H.O0 y se guar-
do a -20°C.

El rendimiento fue de 3-5 ug, suficientes para una restric-

cién y posterior subclonado.
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METODOS ELECTROFORETICOS

Agarosa nativa

- Se utilizaron geles de agarosa entre 0,6-1,5 7 dependiendo
del tamano de.los fragmentos a resolver.

- El buffer que se utilizé fue TBE que contenia 20 mM de Tris-
borato, 20 mM de 4cido bdrico y 20 mM de EDTA, y los geles con-
tenian 0,5 ug/ml de Bromuro de Etidio (BrEt). El1 buffer de corri-
da contenia también 1,5 ug/ml de BrEt. Las corridas se realizaron
en general, a un campo de 1-5 V/cm, a temperatura ambiente.

- Como buffer de siembra 5X se uso SOZ.Ficcol o 607 sacarosa,
S5X TBE y 1% azul de bromofenol.

- Los geies fueron fotografiados a través de un transilumina-
dor de luz ultravioleta de 300 nm, utilizando una cdmara Polaroid

MP-4 con filtro rojo (RPC4) con pelicula Polaroid 667.

Aislamiento de fragmentos de DNA por electroelucidn

La banda de DNA a purificar fue resuelta en un gel nativo de
agarosa conteniendo 0,5 ug/ml BrEt, en las condiciones previa-
mente descriptas.

- Finalizada la corrida, se extrajo un taco de agarosa conte-
niendo la banda a purificar, y se la depositd sobre un pocillo
(hecho en otro gel sin BrEt), que habia sido previamente tapizado
con una membrana de didlisis. La membrana se prepard hirviéndola
durante 5-10 min en 2% de COHNa y 10 mM de EDTA y fue lavada
luego con H.O0 deionizada. ’

- El buffer de corrida (TBE 1X) tenia un nivel minimo, sdlo el
suficiente para hacer un correcto contacto, salvo en el pocillo
cuyo nivel se mantenia constantemente por adicién de TBE 1X.

- La electroelucidn se llevd a cabo a 5 V/em durante 30-90

min, dependiendo del tamafo de la banda, y fue controlado por
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iluminacidn con una lampara UV de mano.

- Confirmada la electroelucidn por la fluorescencia del BrEt
sobre la membrana de dialisis, se procedid a la purificacidn del
DNA. Para ello, sin cortar la corriente, se retird la membrana y
se lavd la misma 3 veces con 150 ul H,0, se extrajo con 1 vol de
fenol:cloroformo:alcohol isocamilico (25:24:1), vy 'se precipitd
luego con 1/10 vol ACONa 3 M mds 2 vol etanol. La muestra resus-
pendida en H.0, fue guardada a -20°C hasta su uso.

- El rendimiento de la electroelucidén fue aproximadamente del
60-807%, estimada la concentracion de banda por comparacidn con
masas conocida de £ DNA, en un gel nativo de agarosa.

- El1 DNA asi aislado, resulta lo suficientemente puro como

para ser usado en restricciones, ligaciones y marcaciones para

sondas.

Geles desnaturalizantes

- Para las técnicas de secuenciacidn se prepararon geles de
poliacrilamida al 6% a partir de 15 ml de una soluciédn 3IB%L a-—
crilamida/2% bisacrilamida, 50 g de urea, 10 ml 10x TBE y 45 ml
H20.

- La polimerizacidn se llevo a cabo por el agregado de 1 ml
de persulfato de amonio al 10% p/v y 10 ul de TEMED.

- Se wutilizaron vidrioé de 33 x 40 cm vy espaciadofes de 0,3~
0,4mm de espesor. |

- Luego de polimerizados se montaron en una cuba para elec-

troforesis modelo S2 (BRL) y se wutilizd como buffer de corrida
TBE 1X.
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SUBCLONADO DE FRAGMENTDS DE _DNA EN PLASMIDOS

Preparacion del vector e inserto

- Se utilizaron, en general, los siguientes vectores: pUC13,
pUC18 y pUC19.

Se cortd 1 ug de plésmido con la/s enzima/s adecuada/s en el
buffer adecuado.

- En caso de cortes simples, el vector fue defosforilado con
fosfatasa alcalina, wutilizando 10 mU CIP/pmol extremo 5°.

- En caso de digestiones dobles, la banda correspondiente a la
forma lineal fue aislada del gel nativo de agarosa.

- Los vectores se resuspendieron en H,0 a una concentracion
50 ng/ul.

- Los insertos fueron, en general, purificados en geles de

agarosa, o bien eran digeridos de clones originales, sin purifi-

cacion de banda.

Reaccidn de ligado

Para las reacciones de ligado se utilizaron 20-100 ng vector
(20 ng para el vector con corte simple defosforilado y 100 ng
para vector con corte doble).

- El volumen de reaccidon fue 10-20 ul, utilizando 0,5 ul (1li-
gacion de extremos cohesivos), ¢ 1 ul (extrembs romos) de DNA

ligasa de T, (1 U/ul).

- La temperatura y el tiempo de reaccidn dependid de cada
caso:

- las ligaciones que involucraban extremos romos (blunt end)

se realizaron por 12 hs a temp amb.

las ligaciones que involucraban extremos cohesivos ("sticky

ends”") se realizaron por 12 hs a 14-16°C.
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- Se incluyd siempre un control de vector, sin inserto, como
estimaciéon de background del vector (plasmido remanente sin cor-
tar o religado).

- La relacidn vector:inserto utilizada fue de aproximadamente
1:2 a 1:5 y se realizaron varias reacciones, manteniendo constan-
te la masa de vector, y variando la cantidad de inserto.

- Luego de la reaccidn de ligado se proﬁedié inmediatamente a

la transformacidén, o se guardaron las muestras a -20°C.

Preparacion de bacterias competentes (Hannahan, 1983).

Se prepararon bacterias E coli de diferentes cepas: MC1061 vy
DHS5a. :
- Se centrifugaron 100 ml de «cultivo bacteriano D.0.pe, = 0,5
(medio de cultivo LB) durante 5 minutos a 4°C y 3000 rpm. E1 pe-
llet se resuspendid en 40 ml de solucidn TPbil (30 mM acetato de
K, 100 mM KC1, 10 mM CaCl., 15% glicerol, pH=5,8).
- Luego de 5 minutos a 4°C la suspensiodn se centrifugd duran-—
te 5 min. a 3000 rpm y las células se resuspendieron en 4 ml de
solucidn TPb2 (10 mM Pipes; pH 6,5, 75 mM CaCl,, 10 mM KCL, 15%
glicerol) y se dejd nuevamante 5 min en hielo.
- La preparacion se utilizd en el momento o se tomaron alicuo-

tas y se congelaron en nitrégeno liquido. Las bacterias se man-

tuvieronde este modo o a -70°C por un periodo de hasta & meses.

Transformacion

Las transformaciones se realizaron incubando 10 ng de DNA

con 50 ul de células competentes durante 30 min. a 0°C.

- Se realizd luego un shock de temperatura a 42°C durante 90

segundos y posteriormente se incubd 5 min a 0°C.
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- La recuperacion de las células se realizd por el agregado de
200 ul de medio LB y la incubacidn de las mismas durante 1 hora a
37°C. | '

- Una alicuota del cultivo se esparcid sobre una placa Petri
con medio LB-agar y 100 ug/ml de ampiciliﬁa. En el caso de plas-
midos derivados de pUC se agregd a la placa 10 ul de 100 mM IPTG
(isopropil—-B-D-tiogalactdsido) y 10 ul de 2% X-gal (5-Br, 4-C1,
3-indolilgalactédsido) como indicadores de plasmidos recombinantes

carentes de actividad de beta—-galactosidasa.

CONSTRUCCION DE UNA GENOTECA PARCIAL DE DNA HUMANO EN EL FAGO
VECTOR £gtWES

Preparacién de insertos a partir de DNA gendmico: separacidn de

los mismos por tamaro utilizando gradiente de sacarosa

Se digirieron 200 ug de DNA gendmico con 5 u/ug de EcoRI,
incubando a 37 °C durante toda la noche. Luego de confirmar que
la reacciodn ' fue completa, se realizd una extracciédn con un volu-
men de fenol:cloroformo 3:1 y dos extracciones con igual volumen
de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1.

- El DNA se precipitd por el agregado de acetato de Na hasta
concentraciéon final de 0,3M y 2,5 vol. de etanol y se resuspendid
en 500 wul de buffer STE (1 M NaCl, 20.mM Tris-HC1 pH B8, 5 mM
EDTA). .
- Se prepard un gradiente lineal de sacarosa 10-40% en buffer
STE en tubos de centrifuga Beckman SW-41.

- Se sembraron 100 ug de DNA digerido en cada tubo y se cen-
trifugd a 35000 rpm durante 20 hs a 20°C. Previamente, la muestra
fue calentada a 65 °C durante 10 min, a fin de evitar la agrega-

cion del DNA.

- El gradiente fue fraccionado tomando alicuotas de 500 ul.
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- El tamamso del DNA de las distintas fracciones colectadas se
determind por electroforesis en geles de agarosa 0.6%. A los mar-
cadores de PM, se agrego NaCl a fin de igualar la concentracion
del mismo en las muestras. v

- Las fraccionés que contenian los fragmentos de DNA de tamaro
apropiado se reunieron y dializaron frente a 6 1 de buffer TE, se
precipitaron con acetato de Na/etanol y finalmente se resuspen-—

dieron en 100 ul de TE.

Ligacion del DNA inserto a los brazos del fago £qtWES

En una primera etapa, se determind la relacidn dptima de
inserto/brazos del vector, es decir aquella con la que se obtu-
viera el mayor numero de fagos recombinantes. Para ello, se rea-
lizaron una serie de reacciones de ligacidn utilizando cantidades

constantes de vector (100 ng) y distintas cantidades de inserto

(50 ng, 25 ng, 10 ng, 5Sng).

Empaquetamiento in vitro del DNA ligado

Se utilizaron 1los extractos Packagene (Promega) siguiendo
las instrucciones del fabricante: 2 ul de cada mezcla de ligacidn
(incluyendo también en este paso DNA £gtil como control) se mez-
claron con 10 ul de éxtractos de Packagene inmediatamente después
de descongelado de -70°C y se incubd 20 hs a 22°C. A continuaciodn

se le agregd a cada tubo 0,3 ml de SM y 10 ul de cloroformo.

Titulacion de la genoteca

Para la titulacion se utilizaron bacterias E. coli Y1090;
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las mismas fueron preparadas de la siguiente manera: 100ml de un
cultivo en LB-Maltosa 0,2% crecido hasta saturacion, se centrifu-
garon durante 10 min. a 4000 rpm 7 se resuspendieron en 40 ml de
10 mM MgSO, . '

Para la infeccidn se incubaron 100 ul de la preparacion an-
terior con 1 y 10 ul de la preparaciéon de fagos durante 20 min a
37 °C. Las mezclas se plaquearon utilizando 4 ml LB/10OmM MgSQ -
0,77 agarosa, 100 ug/ml ampicilina y se incubaron durante 10 a 14
hs a 37 °C

El resto de 1la mezcla de ligacidn con la que se obtuvo la

mayor eficiencia se empaquetd y tituld de manera similar a la

descripta.

Amplificacidn de la genoteca (Maniatis, 1982).

Conocido el titulo de la genoteca, se procedid a plaguear la
misma en cajas de 15 cm (aproximadamente 30000 pfu/caja). Se pro-
cedid de manera andloga al paso anterior. En estas placas se rea-
1iz6 el primer rastreo o screening de los fagos recombinantes. -

A continuacidn se agregaron 8 ml de SM a cada caja, y se las
incubd a 4°C durante la noche. Al dia siguiente, se colectd el SM
de las cajas, cada caja se enjuagd con 2 ml adicionales de SM que
se juntd con el resto, y se centrifugd a 7000 rpm. El precipitado

(restos bacterianos) se descartd, y se le agregd al sobrenadante

30 ul/ml de cloroforho.

- La genoteca asi amplificada se quardé a 4°C.
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IDENTIFICACION DE SECUENCIAS POR HIBRIDIZACION

Identificacion de fagos recombinantes (Benton-Davis, 1977)

- Se utilizaron para el primer rastreo o "screening'" de fagos
recombinantes placas de 150 mm. Se plaquearon aproximadamente
40000 pfu/placa.

- Las placas se incubaron a 37°C, durante 8-10 hs, dejandose
luego a 4°C durante por 1lo menos 1 hora, antes de comenzar la
transferencia.

- Para la transferencia se utilizaron filtros de nitrocelulosa
previamente rotulados, y por duplicado. Se apoyd suavemente el
filtro sobre la placa, y se transfirid durante 1 min, tiempo en
el cual se marcaron en forma asimétrica mediante una aguja con
tinta china, atravesando ef filtro y el agar. El1 filtro duplicado
se transfirid 1,5 min, y se marcd de la misma forma que el ante-
rior sobre las primeras marcas. '

- Una vez transcurrido el tiempo de transferencia, los filtros
con los fagos hacia arriba se embebieron con 0,5 N NaOH - 1,5 N
NaCl a temperatura ambiente, durante 1 min, luego con 0,5 N
Tris-HC1l, pH B8, CINa 1,5 N en las mismas cbndiciones y luego, con
SSC 2X (NaCl 0,3 N - citrato de sodio 0,03 N).

- Los filtros se secaron a temperatura ambiente sobre papel
Whatmann 1 y luego se calentaron 2 hs a 80°C, entre papeles
Whatmann 3MM. Los filtros se guardaron a temperatura ambiente
hasta someterlos a la hibridacidn.

- Para el rescreening, se plaquearon los fagbs positivos a

baja densidad, 50-100pfu/placa de 90 mm y se procesaron de la

forma ya descripta.
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Identificacion de colonias recombinantes (Grunstein-Hogness,
1975)

En algunos casos de subclonado en plasmidos, se utilizd la
hibridacién como forma de screening del subcldn correcto.
- Las placas crecidas, con colonias de 1-2 mm, se dejaron a
4°C durante 30 min, y luego se procesaron.
- Se utilizd, como soborte de transferencia, filtros de nitro-
celulosa, marcados y rotulados previameﬁte, y no se hicieron du-
plicados.
- Se apoyd suavemente el filtro sobre la placa, y se dejo a
temperatura ambiente durante 2 min. Luego de la transferencia se
procesaron los filtros como en el punto anterior.
- La placa de Petri se dejd luego 1-2 hs a 37°C, para hacer
visibles nuevamente las colonias, y se guardd a 4°C hasta el

rescreening.

Identificacidn de secuencias de DNA. Southern blot (Southern,
1975)

La técnica de Southern blot fue utilizada para 1la identifi-
cacion de secuencias homdlogas a una sonda determinada.
- En el caso de DNA gendmico, muestras de 7-10 ug previamente
digerido, fueron fraccionadas en geles de agarosa A0,6—0,9Z, en
presencia de BrEt a Qﬁa concentracidén final de 0,5 wug/ml. En el
caso de DNAs clonados, las muestras contenian 100-500 ng de DNA.
Junto a las muestras se sembraron marcadores de tama®o molecular.
- Los geles se fotografiaron antes de ser transferidos.
- Luego de la corrida electroforética, se procedid a incubar
los geles en HC1 0,15 N, a temperatura ambiente durante 10 min.
En el caso de DNAs clonados se omitid este paso.
- Luego de la hidrdlisis Aacida, se desnaturalizd el DNA con

NaOH 0,4 N, durante 30 min a temperatura ambiente.
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- En paralelo se humedecieron en H20 destilada membranas de
nylon (Biotrace RP, Gelman), destinadas a retener el DNA.

- Las transferencias se realizaron en 0,4M NaOH durante 1la
noche, en forma andloga al procedimiento de Southern.

- Se marcaron los lugareé de siembra. Los restos de agarosa
pegados a la membrana se lavaron con 2X SSPE (30X: 5.4 M NaCl,
0.3 M NaH_PQ , 30 mM EDTA) durante 10 min. Las membranas se seca-

ron al aire.

- Las membranas se gquardaron a temperatura ambiente hasta su

uso en la hibridacidn.

HIBRIDIZACION CON SONDAS MOLECULARES RADIACTIVAS

Marcacidén de las‘ sondas por el meétodo de "Random-Priming"

(Feinberg y Vogelstein 1984).

Se mezclaron 25 ng de la sonda con 250 pg de lambda DNA. El
DNA se hirvid durante 2 min y se incubd en hielo durante S5 min.
- Se agregaron 5 ul de 5x OLB (%), 8.7 ul de H20, 4 ul de
aP32 dCTP 10 uCi/ul (mds de 3000 ci/mMol). Finalmente se agrega-
ron 2.5 U de Klenow y se incubd durante 3 hs a temperatura am-—
biente.
- La sonda marcada se separd de los nucledtidos no incorpora-
dos pasando la muestra por una columna de Sephadex G200 o una de
intercambio iénico (Elutip, S & S). La solucidn .de 5X OLB (Xx) se

prepard de la siguiente forma:

-Solucion "0": 1.25 M Tris pHB, 0.125 M MgCl2.

—-Solucién "A": 1 ml de solucién 0", 18 ul 2-mer-—

captoetanol 3 M, 5 ul de cada trifosfato (dATP, dTTP, dGTP) pre-

viamente disuelto hasta 0.1 M en 3 mM Tris pH 7, 0.2 mM EDTA
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-Soluciédn "C": Hexadeoxinucleodtidos (Pharmacia:
pd(N)6, 50 unidades) solubilizados en 3 mM Tris pH 7, 0.2 mM
EDTA, a 90 OD unidades/ml. '

La solucién Sx OLB, se obtiene mezclando las soluciones
A:B:C en la proporcion 100:230:150.

Condiciones de hibridizacidédn y lavados

En el caso de Southern-blot de DNA gendmico, la membrana se
prehibridizé a 42°C durante 4 hs en una bolsa coh 'una solucidn
que contenia S50 % formamida, O0.1% Denhart (0,1% Ficoll, 0,17 se-
roalbumina bovina, 0,17 polivinilpirrolidona), Sx SSPE, 57 Dex-—
tran sulfato, 1% SDS, 200 ug/ml de DNA de esperma de salmédn des-
naturalizado a 100 OC durante S5 min. Luego de prehibridizar du-
rante 4 hs o mds a 42°C, se agregd a la bolsa, la sonda y se in-
cub®d durante 12 a 18 horas a 42°C.

- En los otros casos, rastreo de fagos y colonias, ®etc., la
hibridizacidon se realizd en medio acuoso: 10X Denhardt, 6X SSPE,
0,27 SDS, 100 ug/ml de DNA de esperma de salmédn desnaturalizado.
Se prehibridizd¢ durante 2 hs. a 60-65°C y se hibridizé durante 12

hs. a la misma temperatura.

Se realizaron ' 2 lavados sucesivos con ZX SSPE a Temp. ambi-
ente durante 5 min, 'luego 1 con 2X SSPE, 0.5% SDS a 65°C durante
15 min. y 1 con 0.5X SSPE también a 65°C durante 15 min.

- Se obtuvieron autorradiografias de las membranas utilizando
placas radiograficas X-OMAT-AR (Kodak) y pantallas intensifica-

doras y un tiempo de exposicién de entre 2 a &6 dias a -70°C.

- Una misma membrana de nylon pudo ser rehibridizada hasta 6
veces. La dehibridizacidn de las membranas se realizd en baro a
42°C durante 30 min en 0.4 N NaOH y luego en 0.2 M Tris pH 7.5,

0.5% SDS, 0O0.1x SSPE. Luego se prehibridizaron e hibridizaron como
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se menciond antes.

DETERMINACION DE SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE DNA

Se realizd por el método de Sanger sobre DNA plasmidico,

utilizando un kit comercial (Sequenase 2.0, USB Corp.)

Hibridacion del oligonucledtido iniciador _al DNA molde

Se mezclaron 4 ug de DNA con H20 hasta wun vol de 8 ul, se
agregaron 2 ul de 2 N NaOH y se incubd 5 min a T amb.
- Se agregaron 0.5 pmoles del iniciador, se neutralizd por el
agregado de 3 ul de AcoNa 3 M pH S y 9 ul de H20.
- Se precipitd por el agregado de 75 ul de etanol y se colocod
durante 30 min a -70 C.
- Se centrifugd 5 min a 15000 rpm, se descartd el sobrenadante
y se lavo el pellet 2 veces con etanol 70%.
- El pellet se secd al vacio y se resuspendid en 10 ul de bu-

ffer: 200 mM Tris pH 7.5, 100 mM MgCl2, 250 mM NaCl. (Buffer 1X

Sequenase)

Extensidn del iniciador y marcacion
r

A la mezcla anterior se le agregd 1ul de DTT 0.1 M, 2 ul de
mezcla de marcacion (7.5 uM dGTP, 7.5 uM dCTP, 7.5 uM dTTP) di-
luida 1:5, 0.5 ul de a”"SdATP (actividad especifica 1100-1300
Ci/mmol), 2 ul de DNA polimerasa de fagb T7 (US B) diluida 1:8

en buffer TE. La reaccidn se incubd 5 minutos a temperatura am-

biente.
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Reaccidn de terminacion

Se rotularon cuatro tubos de Eppendorf con las letras A, C,
G y T yvse les agregd a cada wuno 2.5 ul de la respectiva mezcla
de terminacidn. Se dejaron preincubando a 37°C durante 2 min.
- Se les agregd 3.5 ul de la mezcla de vmarcacidn (paso ante-
rior) a cada uno de estos tubos y se incubd por S minutos a 37°C.
- Se detuvo 1la reaccidn por agregado de 4 ul de buffer de
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