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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

|



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
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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.
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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.
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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-
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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.

49



- 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
siembra (95% formamida, 20 mM EDTA, O0.0S5% Bromophénol Blue, 0.05%

xilene Cyanol FF), y se mantuvo en hielo. Antes de sembrar, se

calent®d 2 min a 75 °cC.

Electroforesis

Las muestras se resolvieron utilizando geles desnaturali-
zantes de poliacrilamida, a una potencia constante de 50 watts.
- Se realizaron de cada muestra 2 corridas, una larga de 5 hs,
y una corta de 2 hs. El orden de siembra fue G, A, T, C.
- Luego de la corrida se fijé el gel en 107Z metanol/10%

ac.acetico durante 20 min y se lo secd en desecador de vacio. Los

resul tados se revelaron por exposicién sobre una placa radiogra-

fica.
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Sondas utilizadas

Las hibridizaciones fueron realizadas con diferenentes son-

das correspondientes a genes o fragmentos de genes de HLA.

pHLA-2: cDNA de 1400 bp (Sood, 1981), gentilmente cedido por el
Dr. S. Weissman. Este cDNA incluye secuencias desde parte del se-
gundo exon hasta la regibn 3’ no traducida del mRNA de un gen de
clase I y, bajo condiciones de hibridizacidén habituales, detecta

gran parte de toda la familia multigenética de clase I.

pB3UT : Sonda especifica para detectar genes del locus HLA-B
(Koller, 1984) fue gentilmente cedida por el Dr. H Orr. Se trata
de un fragmento de 358 bp derivados de la regidén 3° no traducida

un cDNA de un gen HLA-BB8. Este fragmento fue subclonado en el
vector pUCY.

pC250: Sonda especifica para detectar genes del locus HLA-C
(Strachan, 1986), fue gentilmente cedida por el Dr.B.Jordan. Se
trata de un fragmento de 250 bp derivados del exén 7 e intréon 7

de un clon gendmico correspondiente al gen HLA-Cw3.

pBBl: Comprende una zona de 450 bp que codifica para el dominio
a2 del pseudogen HLA 12.4 (posiciones +565 a +1024 respecto del
ATG iniciador,

A,B,C.

Malissen, 1979). No discrimina especificidad HLA-

pA3UT: Se trata de un fragmento de 400 bp de la regidn 3I'no tra-

ducida de un gen HLA-A (Parham, 198%a).

58



Dligonucledtidos especificos utilizados para secuenciacidn de

clones de DNA gendmico HLA Clase 1.

Secuencia (5 ———>3°) Homologia Permite secuenciar

bp N a- ... (Polaridad)
1 GAGGGTCGGGCGGGTCTCAGC 834-854 Exéon 2 (R)
2 GGGATGAGGGGTCGTGACCTG 829-854 Exdn 2 (C)
3 AAAATCCCCCCGGGTTGGTCGGGGC 1318-1342 Exdn 3 (R)
4 TCCCCTTCTTGTGGGAGGCCATCCC 1709-1733 Exdn 3 (C)
5 AGATGCAAAATGCCTGAATTTTCTGA 2199-2224 Exon 4 (R)
6 AGGCTCCTGCTTTCCCTAGAAGACAT 2538-2563 Exdn 4 (C)
7 CCGAGTGGACCTGGGGAC 1091-1108 Intréon 2 (R)
8 CGACCCCACGTCGCAGCC 1413-1430 Intrén 2 (C)
11 TGCGTCGGGTCCTTCTTCCTGGATACTC 514-541 Exon 1 (R)
12 GCTGAGACCCGCCCGACCCTCCTCLL 829-854 Exon 1 (C)
13 CTCACCCTGAGATGGGGTAAGGAGGE 2498-2523 Exdn S (R)
14 AARAAGAGTAAGTGCTGGCACACAGGE 2863-2888 Exédn S (C)
15 GGGTCCAAGACTAGGAGGTTCCTCTA 3094-3119 Exones 6,7 (R)
16 CCGGACCCATTACCTCTAACAAACTAACC 3419-3449 Exones 6,7 (C)
17 GGCCTAGGTAATGGAGATTCTTTGATTGE 3419-3449 Exon B (R)
18 CAGACACATTCAGAGTGCCTTTGCAGA 3622-3648 Exdon 8 (C)

R: secuencia homdloga al mRNA.
C: secuencia complementaria al mRNA.
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ESTUDIOS DE POLIMORFISMO GENOMICO EN GENES HLA DE CLASE I Y SU
CORRELACION CON LA SEROLOGIA ‘

Como se mencionara en la Introduccidn, hacia 1986 se descri-
bieron los primeros estudios de polimorfismos gendmicos en el
sistema HLA, sobre todo aquellos asociados a genés de clase
II. Sblo los trabajos de Cohen y Dausset (1983) y Dreisel y col.
(1985) mostraron la correlacidn de ciertos RFLP con determinados
alelos HLA de clase I definidos por la serologia cld&sica. Ness vy
col. (1987) describen por primera vez para genes de clase I, la
existencia de variantes polimérficas de restriccidn no distingui-
bles por serologia. ‘ _

Hacia 1987 nuestro laboratorio describid la asociacidn del
alelo HLA-B35 con la hepatitis crénica activa en poblacidn lati-
noamericana (Mota y col, 1987). Teniendo eﬁ cuenta que esta aso-
ciacidn no se observa en sajones (Van Hattum, 1987), nos plantea-
mos como hipotesis de trabajo la eventual existencia de variantes
del alelo B35: estos subtipos no serian distinguibles por serolo-
gia, estarian presentes con frecuencias diferentes en los distin-
tos grupos étnicos y explicarian la asociacién diferencial. Esta
idea se basa en los hallazgos de Cohen-Haguenauer y col (1985),
quienes habian demostrado la existencia de variantes de RFLP para
genes HLA-DR y -DQ en pacientes diabéticos de tipo 1.

Nuestro primer objetivo fue entonces encarar la busqueda de
posibles polimorfismos gendmicos del alelo HLA-B35. La estrategia

a seguir, sin embargo, no resultaba sencilla por varios motivos:

a) las moleculas HLA de clase I estdn codificadas por una familia
mul tigenética, con la presencia en el genoma humano de 15-20 ge-
nes muy homdlogos entre si. Como consecuencia de esto, las hibri-
dizaciones gendmicas en experimentos de Southern resultan en la

presencia de un complejo patrén de 15-30 bandas, a veces dificil

de interpretar.
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b) sequn se usen como sondas clones gendmicos o clones de cDNA,
sondas "completas'" o pequernas (representando los extremos 5° 6 3°

del gen de clase 1), los resultados que se obtienen son muy dife-

rentes.

c) el numero de enzimas de restriccidn a ensayar para el rastreo

de polimorfismos es muy grande.

d) los antecedentes experimentales hasta ese momento no sdlo in-
volucraban a pocos alelos de clase I, sino ademas, eran estudia-
dos por distintos laboratorios en condiciones experimentales no

siempre comparables entre si.

Afortunadamente, tuvimos la oportunidad de encarar una e§~
trategia ordenada para este proyecto, al poder participar del X
Taller Internacional de Histocompatibilidad. Por primera vez, en
estos trabajos colaborativos internacionales se incluy® una sec-—

cion de estudio del sistema HLA a nivel gendmico. Esta tuvo dos

objetivos principales:

~ introducir a la comunidad de inmunogenetistas condiciones

tecnoldgicas reproducibles y comparables .entre distintos labo

ratorios

- definir un patrdn de fragmentos de restricci®dn asociado con

las diferentes especificidades HLA

El trabajo comprendid: primero, el estudio de 70 lineas ce-
lulares homocigotas a nivel del HLA éon 12 enzimas de restric-
cidn; luego estudios de segregacién de patrones de RFLP en fami-
lias locales; y finalmente estudios opcionales de asociacidn a
enfermedad, genotipos recombinantes y haplotipos raros. Para la

hibridizacitén, todos los laboratorios usaron la misma coleccion

de 13 sondas derivadas de genes HLA de clase I, II y III.
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ESTUDIO DE LAS LINEAS CELULARES

Se estudiaron 70 lineas celulares (2 de ellas duplicadas)
homocigotas a nivel del HLA-DR, que cubren las especificidades
serolédgicas DR1 al DR8 (Tabla 3). Se utilizaron 12 enzimas de
restricciéon distintas (EcoRI, Mspl, BamHI, Pvull, BglII, HindIII,
Rsal, Taql, Pstl, EcoRVY, Kpnl y Sstl) con las 13 sondas HLA de
clase I, II vy III. Esto hace 12x13 = 156 combinaciones enzima/
sonda para cada ceélula. Las muestras fueron‘codificadas por los
organizadores de forma que el andlisis fue "ciego". Cada labora-
torio debid trabajar con una enzima de restriccidn (en nuestro
caso BglIl) y 9 sondas (nuestro laboratorio DRB, DGB, DPB, DQGA,
Clase I, C2, Bf, C4 y 210H).

Describiremos, a continuacidn los resultados generados en
nuestro laboratorio para este taller internacional, su analisis

local y centralizado y las conclusiones generales obtenidas para

los genes de clase I.

Andlisis de las condiciones metodoldgicas:

1. EI1 protocolo de referencia tomd en cuenta la complejidad ge-
nomica de esta familia multigenética, para facilitar el andlisis
de fragmentos numerososos y de tamafos moleculares desde 100 bp a
20-30 kb. Para ello, fue necesario realizar dos procedimientos de
electroforesis para las mismas muestras de DNA bajo diferentes
condiciones de concentracién de agarosa, voltaje y tiempo de mi-
gracion (L y S). También debieron buscarse marcadores de peso
molecular que abarcaran un amplio espectro de tamaros desde 500
bp a 30 kb (DNA de bacteridfago lambda digerido con Smal,
HindIII, Kpnl y BstEIl, marcadores Ml y M2, ver Mat.y Met).
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Tabla 3: Lineas celulares utilizadas para los estudios de RFLP
del X Workshop Internacional de Histocompatibilidad.

LINEAS 2} B c DR DRw DGw
QBL 26 18 57 3 52 2
RSH 68,30 42 2 3 5 4
L00B1785 3 18 5 3 52 2
WTS1 23 65 8 4 53 8
BM92 25 51 1 4 53 8
YAR 26 38 - 4 53 8
PE117 24 60 10 4 53 8
LKT3 24 54 1 4 53 4
BM14 3 7 7 4 53 8
BSM 2 62 % 4 53 8
SAVC 3 7 7 4 53 8
DEU 31 35 4 4 53 7
MLF 2 62 Q 4 53 7
BOLETH 2 - 62 10 4 53 8
JHAF 31 51 - 4 53 7
DEM 2 57 6 16 53 5
JVM 2 18 S 11 52 7
DHIF 31 38 - 11 52 7
BM15 1 49 7 11 52 7
SPO010 2 . 44 S5 - 11 52 5
SWEIGOO7 .29 61 2 11 52 7
BM21 1 41 - 11 52 7
TISI 24 35 4 11 52 7
FPAF 1 35 4 11 52 6
TUBO 2,3 51 7 11,12 52 7
BM1G 2 18 7 12 52 7
HO301 3 14 8 6 52 6
WDV 2 38 - 13 52 6
HHKB 2,3 51 7 13 52 6
MGAR 26 8 7 15 - 6
SCHU 3 7 7 15 - 6
AMA 28 53 4 15 - 6
RML 2 51 - 16 - 7
DUCAF 30 18 5 3 52 2
PF04015 1 8 - 3 52 2
CB6B 1 62 9 13 52 S5
OMW 2 45 - 13 52 6
WT47 32 44 5 13 52 6
SLEOOS 2 60 10 13 52 6
KOSE 2 35 - 13,14 52 5
AMALA 2 62 9 14 52 7
31227AB0 2 18 7 14 52 5
EK 2 44 5 14 52 5
TEM 26 38 - 14 52 1
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2. Cada laboratorio debiod hibridizar al menos 6 membranas simul-
tdneamente y realizar por lo menos 6 hibridizaciones sucesivas.
Por lo tanto se buscaron las membranas de mayor eficiencia de
rehibridizacidéon y el método de marcaciodn radiactiva‘de la sonda

que proveyera mayor actividad especifica.

I. A fin de poder comparar las diferentes autorradiografias con
la misma enzima y sonda, se decidid utilizar una técnica donde
los marcadores de peso molecular fueran detectados sobre cada
membrana luego de cada hibridizacidn: se sembrd una pequena can-
tidad de los marcadores M1 y M2 de fago lambda (ver Materiales vy
Métodos) y se agregd, en la marcacién de la sonda HLA especifica,
DNA total de fago lambda. Como los marcadores de peso molecular
no eran visibles a la luz UV y para que las distancias de migra-
cion recorridas por. las muestras en los distintos experimentos

fueran comparables, se sembrd en un carril 1 ug del plasmido PAT

153 linearizado como marcador.

Metodologia experimental y resul tados

Se digirid el DNA de las 72 1lineas con la enzima Bglll y se

sembraron 7 ug de DNA por calle junto con marcadores de tamafo

molecular segun el siguiente orden:

gel A: M1,M2, linea 1, 2, ...... etc. hasta la 24, M1, M2
gel B: M1,M2 1linea 25, 26, ... etc. hasta la 48, M1, M2
gel C: M1 M2 1linea 49, 50, ... etc. hasta la 72, M1, M2

Para la resolucidén de los fragmentos largos (L), se sembré
el DNA en un gel de 0.67 agarosa que se sometid a 40 volts du-
rante aproximadamente 40 hs. Para la resolucion de los fragmentos
cortos (S), la electroforesis se llevd a cabo geles de 0.9% aga-

rosa a 25 volts durante alrededor de 48 hs. Luego de la electro-
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foresis, el DNA se transfirid a membranas de nylon las cuales
fueron hibridizadas con las diferentes sondas. Ya que cada mues-—

tra se analizd en ambas condiciones, tuvimos un total de & mem-

branas que representaban las 72 lineas celulares en condiciones L
y S.

Los patrones de hibridizacién obtenidos en cada membrana

fueron analizados localmente y en forma centralizada por la co-
misidn organizadora del workshop. Esta informacion fue registrada
en programas de computacidn provistos por. los organizadores y fue
remitida para su andlisis en diskettes de 5 1/4. El1 programa con-
sistid en definir en primer lugar los datos de la migracidn (en
mm) de los fragmentos correspondientes a cada uno de los marcado-
res de tamarno molecular (M1 y M2) de cada una de las & autoradio-
grafias hibridizadas con una sonda dada. Para cada una de las
membranas, estos datos serdn los mismos con las distintas sondas
usadas. Se definieron luego, los fragmentos de restriccidn pre-
sentes numerados segun un orden creciente de migraﬁién y se colo-
cd, en mm, la distancia de migracidén correspondiente a los dis-—
tintos geles. Se analizd finalmente, para cada linea celular (en

cada carril) la presencia o ausencia de cada fragmento segun el

siguiente cdédigo:

= intensidad de fragmento asignable a simple copia.
= intensidad de fragmento asignable a doble copia.
= intensidad mayor que dos veces asumida como simple.

1
2
3
8 = fragmento presente de intensidad débil.
9 = imposibilidad de leer.

B

lanco = fragmento ausente.

La Fig. B8 muestra un ejemplo de los resﬁltados obtenidos con
la sonda de clase I y la Tabla 4 el registro de las bandas obte-
nidas.

Luego de la estimacidén de los pardmetros para cada filtro,
el programa de computacidn estimd los tamamos moleculares de los

fragmentos experimentales vistos en el filtro correspondiente.
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Figura B8: Autorradiografia del patrdn de fragmentos obtenidos de
la hibridizacidon con la sonda de clase I. Los fragmentos Bglll se
resolvieron en un gel de agarosa al 0,97 (condiciones cortas). Ml
y M2 son maradores de tamano molecular (ver materiales y méto-
dos) .
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Tabla 4: Andlisis por computacidn de los fragmentos de restric-
ciodn.

a) Distancia recorrida en mm de los marcadores de PM en las dis-
tintas radiografias de las membranas hibridizadas con la sonda
pHLA-2.

ml= marcador Ml; m2= marcador M2; A= membrana que contiene a las
lineas celulares 1 a 24; B= membrana que contiene a las lineas
celulares 25 a 48B; C= membrana que contiene a las lineas celula-
res 49 a 72; S= condiciones de electroforesis para resolucion de
fragmentos cortos; L= condiciones de electroforesis para resolu-
cion de fragmentos largos. ,

b) Numeracitdn de todos los fragmentos de restriccidn Bglll pre-
sentes en la hibridizacién con pHLA-2 y la distancia de migracion
en mm en las distintas membranas.

c) Modelo para el andlisis del patrdn de fragmentos. En la segun-—
da linea se indica el nobre de la sonda utilizada: clase I y la
enzima: BglIl. En la tercera vy cuarta linea estan numeradas las
72 lineas celulares como calles o columnas. Debajo de cada una de
ellas se analiza por presencia o ausencia de cada uno de los 33
fragmentos definidos en b) segun el cédigo antes mencionado (se
muestra solamente los resultados para los diez primeros fragmen-—
tos).

A Marker Mobility
Probe Name: CLASSI Enzyme Name: BGLII
Frag ASm1 ASm2 BSml1 BSm2 CSml CSm2 ALm1 ALm2 BlLml BLm2 CLm1 CLm2
1 %) 7 ] 204 ] 110 ] 525 )] 547 ] 537
2 110 4] 215 Q 122 ] S77 ] S87 Q 578 %)
3 130 ] 228 @ 145 ] 610 %) 632 )] 619 )]
4 @ - 137 2 240 2 150 2 650 %] 675 7} 652
5 203 ("] 290 ] 212 ] 799 ] 821 4] 794 ]
6 272 ] 357 ] 278 ] 951 o 965 ] 939 ]
7 297 %) 386 )] 305 @ 1011 @ 1025 ] 995 )]
8 ] 308 ] 390 ] 310 @ 1020 @ 1036 @ 1005
9 317 ("] 403 Q 323 @ 1042 @ 1055 @ 1027 ]
10 ] 368 ] 445 0 363 @ 1142 @ 1150 @ 1122
11 412 ] 493 ] 410 @ 1226 @ 1230 Q0 1202 ]
12 ] 430 ] 507 - ] 415 @ 1247 @ 1256 @ 1224
13 0 476 ] 558 ] 470 0 1341 @ 1334 @ 1308
14 ] 567 ] 652 ] 553 @ 1497 @ 1485 @ 1448
15 ] 617 o 708 ] 610 @ 1582 @ 1557 @ 1548
16 625 ] 710 ("] 610 @ 1582 @ 1565 @ 1552 ]
17 0 728 4] 810 @ 708 @ 1740 @ 1705 @ 1705
18 @ 1012 0 1097 ] 375 ] o @ 2040 0 2102
19 1025 @ 1115 @ 1010 ] ] ] ] 4] ] 7]
20 1115 @ 1200 @ 1102 ] %) 7] ] ] ] ]
21 @ 1130 @ 1215 @ 114S )] 7] ] ] %) @
22 @ 1294 @ 1370 @ 1242 ] ] ] ] )] 2
23 @ 1352 @ 1425 @ 1295 ] 7] ] ] ] ]
24 @ 1402 @ 1472 @ 1340 ] 7] %) ] ] ]
25 o (1} ] ] )] ] ] %] ] ] 2 ]
26 Q %) )] ] %) 2 )] %] ] ] ] 2



B

Fragment Mobility

Probe Name: CLASSI Enzyme Name: BGLII
Frag AS BS CS AL BL cL
1 110 1] 1] 510 525 0
2 130 o "] 550 575 0
3 160 1] o 625 655 o
4 180 0 1] 660 700 0
5 195 265 192 730 740 720
6 205 268 196 755 755 740
7 234 302 220 810 815 800
8 237 1] 1] 825 0 : 0
9 242 328 235 850 855 835
10 250 335 250 878 880 860
11 295 0 1] 950 925 ]
12 300 360 - 288 970 955 935S
13 300 361 294 975 956 945
14 355 418 340 1090 1070 1055
15 375 422 364 1120 1130 1080
16 405 475 390 1195 1185 1150
17 420 482 403 1220 1205 1180
18 450 520 430 1285 1260 1250
19 473 538 450 1315 1295 1280
20 476 540 453 1320 1300 1285
21 510 580 - 4390 1335. 1370 1350
22 535 600 510 1425 1400 1385
23 560 620 1] 1450 1430 1410
24 577 645 545 1495 1445 1445
25 635 700 597 1590 1545 1535
26 655 720 615 0 1580 1550
27 683 750 645 1650 1600 1610
28 733 800 680 1725 1690 1680
29 750 818 700 1750 1715 1705
30 - 1015 1105 975 1] 2040 2115
31 1030 1125 © 985 1] 2055 2125
32 1076 1155 ‘ 1020 1] 2100 2180
33 1240 1310 1180 1] 1] 0

C

n
S
D

Qa

[
& O T DNOTUDUWUNPF

DNA Fragment Presense/Absense in Target Cells
Probe Name: CLASS 1 Enzyme Name: BGL II

000000000111111111122222222223333333333444444444455555555556666666666777

123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012
8 8 8 8 88
9 8 8 9 88 8 89 7 8 9 8
8 B 8 , 8 8
8 B 8 88 8 8 B8 B 8 8 8

868888888888 78888868888 B88888888888888887888888886868888 88688688888888888 B8
8111 1 11111 81111 111 1111 B11111111111181111111 11111111111811111111
1868888988 BB B8B8B888881 BBBBBB88BB8B1 BBE8BB8BBBB8818888888 188688888888 188888
8 8 8 8 . 8 8

86888888 B8BB B8888B8888888888 B8888888886886888888888888888 B888888888 888888
888888 88 88888888 B8B8B888BB888B88B88 B8B888B8B88B888688B BBBB8B8B8B8BB8BB8888 888888868
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Por lo tanto, para cada fragmento experimental, tendremos hasta 6
estimaciones de peso molecular, las cuales deberan ser utilizadas
para una estimaciéon final promedio obtenida de los 6 filtros. El
andlisis centralizado permitidé definir para cada enzima :

a) la correlacion fragmento/sonda.

b) la correlacidn entre la tipificacidn serolédgica de cada
linea celular con el tamarno de cada fragmento para cada sonda
(ver ej. en Tabla 6 A y B y Tabla 7). _

De esta manera se pudieron definir "clusters" de correlacidn
de determinados fragmentos asociados a determinadas tipificacio-
nes seroldgicas.

Esto datos fueron posteriormente analizados por 1los inves-—
tigadores participantes en el taller de discusidn del XWIH lleva-

do a cabo en noviembre de 1987 en Princeton, USA.

RFLP para los genes HLA de clase I obtenidos con la enzima Bqlll

A fin de ejemplificar como se realizd este estudio describi-
mos, en primer lugar, los resultados obtenidos en nuestro labora-
{orio con la sonda pHLA-2, de clase I y la enzima Bglll. Esta
sonda reconoce todos ios genes de clase I, no presenfa especifi-
cidad de locus. Este sistema identificd 25 fragmentos sobre las
70 lineas (Tabla 5). El patrén de bandas observaao fue muy difi-
cil de analizar especialmente para los fragmentos de alto PM, aun
en condiciones L de migracién. Los fragmentos 3, 4 y S5 asi como
10 y 11 estdn muy cercanos entre si, lo que dificulta su diferen-
ciacion. Siete de los 25 fragmentos fueron constantes (no poli-
morficos), esto es, estuvieron presentes en todas las lineas.

La Tabla 5 indica la distribucidn de los fragmentos en las
lineas celulares, no se incluyeron los 7 fragmentos constantes.
El fragmento 4 podria ser especifico para All (aunque en el panel
hubo sdlo una linea All). E1 fragmento 7 podria correlacionar con
el haplotipo A29, B44 (si bien el numero de células es sdélo

dos). El fragmento 20 parece especifico para A3 (n = 11) y para
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Figura 9: Fragmentos identificados con el sistema Clase 1/BgllIlI.
M1l y M2: marcadores de peso molecular. Todos los fragmentos es-
tandarizados estan indicados una vez al menos para la migracidn
corta (S) y/0o larga (L). La presencia de un fragmento estandari-

zado se indica por un guiodn.
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Tabla 5: RFLP para el sistema

Clasel/BgllII.

Distribucidén de las
bandas identificadas en el panel de lineas celulares del X° taller
internacional de histocompatibilidad.

234671111111222222 234671111111222222
LINEAS A Cw| B 0124689012345 LINEAS Al cw B 0124689012345
9018 3 5 | 18 [22]2 22 332 2 9039 2| 5| 18 22 2 28
9021 (w6B/30( 2 w42 22|z A2z 4=[228 9064 2| 9 |we2 22 2 28
9104 31| - | 38 22|9 B8 AR 22 9068 2| al 35 22 2 22
9048 30| 6| 13 22|12 B8 2224 22 9105 1| a4} 35 22 28
9034 3|7 7 222 B8 92234 28 9055 3| 8| 14 22 2
9082 3| 7 7 22|12 8 224 28 9056 2| -1 35 22 2
9013 3| 7 7 22|12 8 Z22d 2 9056 2| -] 35 22 2 28
9047 3| 6 |waz 22|12 8 Zzzd 2 9062 2| -| 38 22 2 28
9005 311 27 22|2 44 2 9026 26 | - | 38 22 2 28
9017 3| 7 7 22|2 24224 2 9057 26 | - | 38 22] 2 28
9065 3| 7 7 22| 2 2744 =2 9025 31 | a| 35 228
9033 3| 7 7 22|9 v.r¥.r. I 9063 32 | 5| aa 2 28
9045 2/3 | 7| s1 22|2 22274 (4 28 9042 24 | 4| 35 2 2
9092 25 | 1| s1 22|2 222 28 9075 24 | 10|wé0 2 2 8
9008 25 | - | 18 22|2 222 28 9029 23 | 8 |wbs 2 28
9038 2 7 18 22| 2 2272 28 9107 24 1 |wSa 2 2
9061 2| 7| 18 22| 2 227 28 9003 24 | - | s1 2 2 28
9058 2| - | as 22| 2 227 28 9028 24 | 10]|w60 2 22
9067 2 1 27 22| 2 222 28 9030 31 - 51 2 228
9009 1| 6] 37 22|2 222 28 9071 31 | 1 |we2 2 228
9011 1| - |ws2 22| 2 227 28 9072 31 1 |we2 99 9 228
9040 1| 7] a9 22| 2 222 28 9002 26 | 2| 14 2 2
9043 1| - |wat 22{2 222 28 9050 29 | - | aa 73 28
9106 3| - |ws0 99| 9 222 28 9051 29 | - | aa ; 28
9004 2| 1| 27 22| 2 4274 9 2
9016 2] -] s1 22| 2 24272 2
9066 2| 11|was 22122 224 |3 s
9019 30| s | 18 22|2 a2 [22F] _ 2
9014 26 | 7 8 22|22 |24 28
9020 26 | 75| 18 2212 2 |2 28
9069 2 10{ w60 22(2 2 (27 22
9031 2 | 10[{ws2 22|12 2 |22 28
9032 2| 9 |we2 22|22 |24 28
9032 2| 9 |wez2 222 92 |24 28
9091 2| 9 |ws2 22|22 |22 28
9036 2| 5| aa 22|22 |22 28
9054 2| s | aa 22|12 2 |23 28
9070 2| -1 s1 22(2 2 |23 28
9059 2 | 10| w60 22|22 |23 2
9022 1] 7 ] 22|2 2 (|23 28
9023 1 7 8 22|12 2 |24 28
9088 1| - 8 22|22 |24 28
9060 1] 9 |we2 | |22l2 2 |29 28
9006 11| 4| 35 22§ 2 |24 A3 2
9007 2| &6 |ws7 22 2 424 |4 s
9052 2| 6 |ws7 22 2 424 |4 s
9010 28 | 4 | w53 22 2 |24 242z
9037 29 | 2 |wesl 22 2 (23 A4 28
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AW30 (n = 3). E1 fragmento 22 parece correlacionar con A2, A25 vy
A26. Los fragmentos 18 y 19 estan presentes en todas las ceélulas
excepto A23 y algunas A24 (4/6). Los fragmentos 2 y 3 estan pre-
sentes en todas las células salvo Aw23, A24 (n=6), A29-B44 (n=2),
A32 (n=1), A3l (n=1). El1 fragmento 14 parece ser alélico con los
fragmentos 18 y 19. E1 fragmento 10 parece ser alélico con el
fragmento 24. La Figura 9 muestra 2 autorradiografias donde la

presencia fragmentos estandarizados estd sefralada al menos una

vez con un guiodn.

Conclusiones generales de los RFLP hallados para genes de Clase 1

El panel de lineas celulares estudiadas habia sido preselec-
cionado por los organizadores del XWIH de acuerdo a 1los alelos
del locus DR, cubriendo las espécificidades DR1 hasta DRB. Es por
ello que las especificidades de clase 1 representadas en las mis-
mas Nno cubrieron en forma pareja un gran numero de alelos. Esto
se observa en la Tabla 3: por ej. hay numerosas lineas Al, A2,
A24, B7, B18, B35S, B44, B51, Bwb2, Cwl, Cw3 Cwd4, CwS, Cwb, Cw7,
pero representan poco mds de una docena de alelos sobre un total
de alrededor. de cién existentes.  A pesar de esta limitacién, el
anadlisis permitid correlacionar numerosas bandas con determinados
alelos.

Se detectaron 204 fragmentos con la sonda de clase I utili-
zando 11 enzimas de restriccidén. A pesar no haberse utilizado
sondas especificas para los diferentes locus de clase 1, se pudo
establecer buena correlacidn entre conjuntos de fragmentos y ale-
los de los loci Ay C, si bien en 1la mayoria de los casos no
pudieron ser observados subtipos ("splits'") de especificidades
clasicas. La Tabla 6 muestra la presenéia de "clusters" de co-
rrelacion del total de fragmentos obtenidos frente a 68 lineas
listadas para las especificidades HLA-A. Los fragmentos asociados
con uno o un numero limitado de especificidades seroldgicas fue-—

ron reordenados para ilustrar las asociaciones. En la Tabla 7 los

73



*Rodnuad SepuUPILd BOP OWOD BEIUSUPEE. EOT UPLISEND aE DH-Y N ¥ SOpwEIIoaw
s0) uewbvway SO ep VYD e ep WY v (€ U3l (T2 184 Y 90T ADIA) D-—VY IH SOPPPEDFIFIedas uey
‘Tomg
“go@ s@-—-vIH UOD UPUOIDEPTasIod enb sojusedbevua, aod avprynbee Yo sSelEd "YU SedD b rTCcaen
&TPIT NAd @
OBt NND ®paep “wPpIlesNbixy VI U *,SUSIENTI, APIOAGL &P PEIOy TPy 6p UEIdDevindeod Jod sopep

voe> obeny PDURIUCD “(TUPZT Ndl ¥ PCEZT WVE) TPma ‘omg ‘soa@ “Te@ “‘LomE ‘voaa

BOPPYPEDFLFOISAdSSe UOD USFQ UPUOEDIPISGLIOD eoa onb sojuewbv., eassvAasesqo uvepend

—-—OWOdY UCosen, mojuawbway, ®OT]
SveulrY s SwpeIBSFY UeTIwY @& wpueynbxzxy wy v "mseIle ep vun wvped uvaeued
—Bway ep soxyvwey msoy «L UQFDDJAIBE S OP SPETIUS SPIUFISEP ewyY uesjysFo>edse

“Zomg

SIUSFPUCHSELIIOD I SSPID 6p YN BOdIIOUe, ENE £ sSeseINTeD

enb soj uew

eos JsJojFsedns

®@3jawd WY U3 "YU IH SSPPPIDILFOeduEe swv] vied SPPPISFT SEIPINTED WVOUFT 89 swy A (POZT=N)
v 9 wIqw,

x ®oswY> ep yNa ep sojuesbva, mOY mOpPpO SLIJIUS UDFIPTEIIOD ep XFAIWY (@ XL

RN 39908 " MW 9% e »
971999800139 " v s 3999 "
I19998F 4930y 134 9 ¢ 4 98598 18U
9 3919 (213 90 ¥ vy nv 3398 1634
9900 134 IR 1A . 2993 sy
N mku-« tH »0999 .c" -“.o " e iddde 111 ' o
999999
» vy 9y v 29281883 4 2883998991132 ’ L
" PI9VEINIIISNINS 999999 919 S¥P & DY 121 y
4 89999909389199099 9994 3 “
" 8 9931 9989999093 99901 99 ]
» 9 93 ¥ ¥ s 9% 919330099 3 . ®
1 9989909009y 3900} L1133 3
<4 1333 ] "oy "W -.” ~
9919998003 o 98 »oy (3%
’ 1) 199y st9re « H ses
4 99958 ¢ 19900 IEIN I (13 ]
PIYII9SYYY 0rs) 29839990 % 9 9b9 U 4 °
IMUR]L ' 1337 w; LI ’
y v 399y [ ] 199 9 v [ ] 1
PIY $399VP 9999 3 8193 N} u no (]
p 9 99009 "y w ] 3
by ? 3v9 I3 ° BN 13
<4 Y 193 ’ ) B 9999 e '
[3 9 y "y *9 y +4
v 0 o ey 99y 9 ]
9999 o ey 9y ]
9998 "I9S 43 8 BB 5 1
s 9% 3 1333 121 ]
4 v ’ 1334 9
3 14 [ B3I ] (1
p (113 o y I
Py © (434 (]
3 ° "o ’ w
> "My 3
999  39916399F 3% Siey LTI 13 1 4 °
9998 9159989930 Y 3] ? '
< w [ &1 133134 ’ 93 3 ’
by Y 9¢ NN » 23 ’ 1 ] ] |
4 14324 "o ¢ 9 1] "
3 PP9LEIIEIILYIY srss 99 ? m
{ IR 3% 13 138134 s . vy
Od 133333 13313 1314
p 99y 122124 14 1 ] 1224
ey s INrerI999y ° )
b 1998 133138 13 ] I13
b > 135313 13313333 (1) ’
p rra9y 9I9eY ] (3131 131
T "o NreNY ’ 3] ”"n s -
X ’ IINY " 3 H 'Sy
hoy 3333 1334134 I3y 30
<AL L3113 | I (1] * v
K 4 99 13 *9y
by " oY u-w b rey
Yy 134 1133334 3y 223 314
NIy [ ] 1333134 re 1] [ roy
Py e 9 13313313 [ [ 1313
"o ' .w ' " .“ 4 FLLINR 1 ] H g 339993899) ' “ .
'y [ 112 ] 3y 3 3
3 »y P11990999998 9 %Y $ 9 ¥ O 89 ° o 0o o060 o o [ ] 24
444 e Vr9Y (132144 13343331 R | ks %
w: s 9v9y vs9rrss 93118188 3 e 3s
v 59990Y99 L1333 9 rEryY "
> 131333311 1310 y¥89Y 3 v 2 se
BYS 39 539 $338333 14 133331000 | (] ]
3] (3214 9VESHY 9 *E999 9 (] (33 b1
bre 9 9990 HO RN HEIIIIINIE] ] 339 (1]
3] b 9%y SP 9V9999998 9909998 8 3y (1] ss
09019ZLSE1EB0LBI1650069SBTTIOLELITETISTINGOLSITIO 1T1CYTE06SLL CLBTLLBI860T6996LEI6CILITTILTIINTTILICE0SOTYOTTBIIBISOSPEIOTITLEICTSO6BT90
THLBTYOLYPTCTTISTOETISIYCLL6TI6ZCIONETTIILEILT0ISLY T6TL610LYEY 6P LLSTVLTLS6ERSTONENLLTRLTBSITIIBEB6TLITTIILI066TTIBLSEIBTI6EI88658STLOSLS
nzmuo: ¢ :.w:ﬁwz.z:ﬂmm.“ﬁ 1197 €2€59¢ TT N"n "_“:3 LTISEOLS ﬁ“:mw:mmma?“:.“-:Mn“ﬂw-mwmn:m:“m:“::m Nm JI.“M:.

IANALLIONNDOAGNRNKRL IWTLNDODNN JANADONAd4aNNNTONDddDALNLINLOONLGdTNLRN ITRANANLLIOG IAANGTLLIGLTRLINGLANNGLNNATTNNNGLINLING ILATTNALRANNTIGLTLNNNWLINNGTNO I IORNAATDdaN
DOADSSSYAAVYDIdVAASOVISAVYYYASIAOYVASSS 1AAADIAYSSYISASSASYVAS ISDISVAIDASASYSSI 100041 0SS I1SOVSSYISOVAISYADDIAAAISYSASISAIDIVSdIddD1SISAdVYSdA 1 DVVIOVYAIIIVS 1A
33d3SdSLAdLLIRYEANdINEIILLIAININILLYWNRARIAdIRAINRLISIISISLLIIAWA I dE43E vdd 333x @HSIGdRdEd3I3AYXIRSRSINISIIENBIAIXAGRSEIIACESYIHAALIILAAIIILWHL

LSRR R RS R R R E R R R a R R e RN R R R R R R R AR R et E R AR R RaRe st aenieaa R st e RS et R R Rs i RR R en R nns sl Rl e R Raaas R seaalssnaasaeRRiasasnsinisnasas
T171171711111T1111117117111111111171711111 111111111111 11 T 1T T 1111111111111 11111 111111 1 111 T 1111 1T 1111111111 111 117111 I 1111111111111 111111 1111111111111 111111111
953255222332532393332233232232233223233232223333332232333353352332339333332223332333333333333333332233333333223292333233233232223339233333922232393223322320

SINY

w

meowe

LA LKL LA L LKA C LR L LA KL LKL L L LA LCLLALCLL A A C

—_—
< <

01Nd

[ L]

CONOwON~O

o

°

NNoOwOowe

74



LLL
MPBTTTKPBBEPKPHAHETTPPTSPSEPEEPPPRKBSTPEPKHPUTPBHPBETMPMPHPSHPENUBEMKPPPNTME BAMM

I1010000080 0000002 0020202000 020 0Bl a2l a e iRl tl e il il i il il il ettty

LLLLLLLLLLL L L Ll L L L L L L L L Ll L LLL L L L L L L L LA LL L L L L L L L L L LLLLLLL L Ll LLLL L Ll L L L L L LA L L LLLLLLLLLL L LG LLLLLL LA LL L L LLLLLL L L LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL,
LIVUMTDUMVTOMTTMLTDTTLONVVIDOTTMPUPN LI UMTNLPOTUQQTNTTNTVQPPQUOLUUUDPPPNQQVNVPUMQUONTLMI TNUMNDVQQUUQTTTVUVIUUUNLTQTMTNOTLQTMDTLLQPUPUDUTOTVOLLI PNUUUDQPN LPPP

CCCCCCCCCCCLCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCLCCCCCCCCCCCCCCCCCCCLCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTCCCCCCCCCCCecce
GCCVASIVACSIASSACSISSGIPCCCIISSASVSPCCVASPGSISVAASPSSPSCASSAVIGVVVISSSPAACPCSVAAAAPSGACSPVAPICAAVVASSSCVCCVVVPCSASASPISCASATSCGASVSVIVSISCICCCSPYVVIASPGSSS

BELPHPHPBESHUPSDHESHPSHHKEEELHHPPIMPMKBEP UK KBMHPPTTSKSPKSETMMTPHBP PP HMMMK TTEKE

v L w e -

v ve ve ¢ wvewv w Y eewweew S &7

- ve @

~om | we v e geeg Crvusnsw

waNo - - wevvew - L 33-d Soeean

~eO - vevese wea @ wwwws
-

voweve Vew
~s e wevw wu - -

Y

2
9
S
(3R]

(11%1]
4

6

-
-

o6
66
[1]

el A - D R D e L T T P A R T T
-
-

- e wewe
ey w @ - - - @ - - wvove

WNOR NN WE BRSO EHD SRSOBS 5w wEnee

0w w00
-
P P PPTVITYUIIY VWOV PVOPOwE

PYIPPPY OPIPeveIVveere v v Ow

- woow -
TS P TP P T TP PP I Y V0P IO Y TO0OTPIO P T IO PO PP IIPPYPIPYOITIve00 O VPO CvevevVvw ow
o~~~ -
————— - e vew © .o - -
~Oor~ e -
PR | P I P P P I P I I P P I PP I PP P PP PP I I T PPV PO W POI I OI P PP PP IVIOI PP W vwow -
o~
~— - -
N I T I I I P I I I P I P Y P I PV P I P T IV P Y P P VTV PPV P VPP I P PP P I PP PP IPP PP PP
-

veevvevvevveuvrde

~“NO® PO wPIrTeeOPrvvrreverew vvv'-vvo-oe-o-vo¢.o--vo-¢
Ve |99 PPPY PICPYIILeve vVevevvvww -

vow eve vovew
SeSIIIIIIeeT vovveBveevverwyw

MO P I TP I vrdvrrvrdee verwvvwe PICPPIVEINII VP TP T OO TS
VP POYIO? VPP IPTIIITITYICTYIITTYTYTOSY TPe vvewvevveveveve
- - vow wee

- - - - - e

oo o=
vve
-
M STmas e
voven v -
.
OV [ PEOVICE DI ROW PP -
o~ - - -
*oon vow -
NPV lvvve wvvvvvewsw Qwe
nee T vTevreevrroWrvrvvrvsvrvvrvee o - vevewvew
N wwwe
NP |vevevvvey vevewr ve - . - e ovavveveve
MY PP PPPPPPOPVIIrTIT T ° -
e -
vmo (Ve v -
~~r~
-~ - v ww e - -
2% et
N~ B - - W
O YRV WLWww - - e
~ joe - ve TTeIIT.e
vvevevw Tvervevee v
- - v v rerrrvree TR voves
e - wwww v_v:v...:...'. ".V..V.' -
>ew GO W9 ]
——n e Rvensewe . . - feesvevwvesn avaTe -
O st - - - -
~ow leww @ weue Ouuuwuuoo weew » - ® e VUV VYHY wwe
~e veo e - v eve Vevey wvvew
mears vea \to“ovw“- wewe
~e e - - - Q
m~o - - e -
B~ -
wown o - - -
~Ne - - e W v - ey w -
BN MO r YW Bevee v we v @ T8 IuveNva wwee avvv ov ¥ owwaw
» moeonse
-
=3
o -
e
o - -
o cow -
e -noon..-c -
- e .o e wve ® we
- - rreeI e -
-
L
- T
- -
K
-
-
- o -
-
weove wwe

-
-
o
-3 - -
-
o - -
ad
- o o e
Ll
e
o
g3 bl - H
-4 -
- - - -
- . -
-
-. -
- Sewe
. it
>y
bt
-
-
=
-
- 3
2 2

-
LA L L C LA L LCCLLL L L L L L L L LKL L LKL LLCL L LA LA LA G € A € G o

°

° =

3 3

coo - )
~~ ~reoe FPERNVNAA d cd PO ot ot ot O O P ot [adadadadadadad- 2ol K Lo L R e R - NOWVNG e
ZX 22 AXXXTXRXRXIAXRATIIRXER azzzaa2ZaIX 223 XTI IZAX I IAAXI IR
LU VUL  LUVLULLLULVVLLULLLLL vVULULLUVULLLUL VUL VL VLU L vuLubL vou
[t S bt bt ieiuiniab i 444 3+ E 1+ E tarirt-da CERRN et £ hiint + elo it bt toiob tiirt + -4
ey EE et e e E P e e aa
DSt NP BB
T

75

Tabla 6 (cont.)



Tabla 7: Fragmentos de restriccidn de clase I asociados al locus
HLA-C (n=22) en las distintas lineas celulares. En la parte su-
perior se especifican las distintas enzimas de restriccidon y los
tamaros de fragmentos que generan cada una de ellas. A la 1z-
quierda se hallan listadas las lineas celulares y sus fenotipos
HLA de «clase I correspondientes ordenadas de acuerdo a las espe-
cificidades HLA-C. Para 1la mayoria de las mismas pueden verse
patrones de fragmentos distintivos. En la parte inferior de la
Tabla, 16 lineas celulares no poseen tipificacidén seroldgica para
este locus. Algunas de ellas poseen patrones de RFLP semejantes a
especificidades conocidas.
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fragmentos relacionados con HLA-C fueron tomados de las primeras
22 columnas de 15 Tabla 6 (ECV 1096 a PST 721) y las celulas re-
ordenadas de acuerdo a las especificidades HLA-C.

Fue posible definir RFLPs para los alelos Al, A2, A3, A9,
A10, All, A30 y A3l (Figura 10), algunos de ellos con fragmentos
unicos y otros a traveés de fragmentos compartidos por 2 o mas
especificidades. La Figura 11 representa esquemdticamente estas
observaciones.

Otros fragmentos tuvieron una distribucidn muy amplia y fue-
ron caracterizados por una correlacion neéativa con una O varias
especificidades bien definidas. Estos "clusters'" de fragmentos se
muestran en la Figura 12. Fue asi que 14 RFLP distintos estuvie-
ron presentes en todas las células a excepciédn de las tipificadas
como A9. En varios casos, se pudo observar un fragmento especifi-
co para un alelo dado como opuesto a un otro fragmento que co-
rrelaciona con las especificidades restantes. Tomando el mismo
ejemplo de las células tipificadas como A9, la enzima Sstl pudo
definir 2 fragmentos: Sstl de 5,92 kb que estuvo presente en to-
das las células A9 y Sstl de 5,06 kb encontrado en todas aquellas
lineas con especificidades seroldgicas distintas de A9.

Para los alelos HLA-B no se alcanzd una buena definicién con -
RFLPs. Se 1identificaron sélo siete fragmentos que presentaron
buena correlacidn con especificidades HLA-B (Tabla 8). El1 frag-
mento Sstl 1.62 kb asociado con Bi4 y B3B8 es aun tentativo ya que
todas las células B14 expresafon también Cw8, por lo que este
fragmento podria correlacionar con uno u otro alelo. En el caso
de los alelos del locus C, seis fragmentos mostraron buena co-
rrelacion con algunas especificidades HLA-C, (Tabla B8) y pudieron
definirse patrones distintivos de fragmentos para cada especifi-
cidad (Tabla 7). A

Se encontraroh cuatro nuevos patrones de RFLP que parecen
ser independientes de las especificidades HLA conocidas (Tabla
?). Uno de estos grupos muestra una débil asociacidn con Cwb y

otro con el resto de 1los alelos HLA-C; estos podrian ser alelos
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"supertipicos" del locus C. Los otros dos grupos son nuevos y nNO
correlacionan con ninguna especificidad de locus HLA-A, B, C o
Clase III. Estos grupos podrian definir nuevos loci de clase 1I.
Ciertos fragmentos de clase 1 se presentaron agrupados con
otros de clase‘III, reflejando la existencia de RFLP para haplo-

tipos extendidos.

Fiqura 10: Distribucidn de los RFLPs entre las especificificida-
des HLA-A. La altura de las barras representa el numero de célu-
las con un mismo tipo seroldgico HLA-A.

A2

ECI 287
EC1 1083
BAM 359

Al

A9

A0
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Figqura 11: Representacion esquematica de los fragmentos especifi-
COsS para wun cierto alelo o compartidos por alelos diferentes.
Ejemplo de ellos son: 1: Sst 5,92, 2: Pvull 8,81, 3: BamHI 3,59,
4: BamHI 8,55, S5: BamHI 5,36, KpnI 18,71, 7: Sstl 7,97.
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Figura 12: Algunos RFLPs con amplia distribucién entre las espe-
cificidades HLA-A. Los mismos son compartidos por varios alelos
pero estdn ausentes en otros. El1 ancho de las barras representa
el numero de fragmentos encontrados en el "cluster". Ejemplos de
cada uno son 1: BamHI 10,08; 2: BgllI 13,393 3: HindIII 5,35;
4: Sstl 5,06; 5: Pstl 4,05; 6: Taql 2,723 7: Hindlll 6,72.
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Tabla 8: Fragmentos especificos para alelos HLA-B o C. Seleccion
de los mejores fragmentos encontrados asociados a los alelos HLA
By C. E1 fragmento Sstl 1,62 estd presente en las lineas celu-
lares B3B8 y Bl4. Ya que todas las Bl4 son también CwB, la especi-
ficidad asignada podria ser B3B8 + CwB8.

HLA B o C Fragmento N® positivas/ Extra
N°® células

BS BamHI 23,56 4/4 . 1/6 BS1
EcoRV 7,86 4/4 1/6 B7
B35 Pvull 2,69 5/6 -———
B35 + Bl4 Sstl 1,62 6/6 : -
B4O Kpnl 26,44 3/5 -——
B6O HindIII 9,93 4/4 -
BS1 Sstl ' 2,78 3/6 -——
Cwa EcoRV 10,96 6/6 2/14 Cw7
EcoRV 4,44 b/6 1/15 CwX
Pvull 2,69 4/6 2/14 Cw7
' 1715 CwX
CwS + CwB EcoRI 7,96 10710 ~-—-
Cw7 Pstl 1,01 13713 ~ 1/15 CwX
BamHI 23,43 10/13 -—-
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Tabla ?: Clusters de fragmentos de clase I que no correlacionaron
con genes HLA de clase 1 ya definidos. Podria identificarse una
contraparte alélica para tres de estos clusters. Los mismos pue-
den indicar nuevos genes de clase 1.

HindIII 31,25 HindIII 43,87 KpnlI 14,92 Kpnl 6,67
Pstl 7,21 Pstl 5,73 BgllIlI 6,74 ‘BglII 5,37
HindIII 18,91 - HindIII 24,48 Mspl 5,19

Taql 1,34 Pvull 6,05 HindIII 5,46
Taql 0,31 HindIII 5,17

Taql 0,27 '

Para la tipificacidén HLA convencional, el objetivo es 1la
busqueda de reactivos que resulten unicos para especificidades
HLA individuales. La practiéa de la serologia evoluciona a traves
de la identificacidn de sueros que reaccionan con unNo O un numero
limitado de especificidades seroldgicas. Del mismo modo algunos
RFLPs pueden ser identificados como asociados a especificidades
serologicas discretas. Otros fragmentos son generados por células
que poseen una o mads especificidades dentro de un grupo dado y
son comparables en su utilidad a los sueros multiespecificos. Con
el tiempo se fueron identificando reactivos con especificidades
que se acercan progresivamente a la monoreactividad. El1 acceso
permanente a nueva informacidn acerca de secuencias nucleotidicas
de genes de clase I y el advenimiento de sondas y oligonucleOti—

dos locus especificos hardn posible la tipificacién por DNA de

los alelos HLA de clase 1.
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CONCLUSIONES GENERALES DEL XWIH

Desde un punto de vista practico, 1la técnica de Southern
resultd de gran utilidad en la tipificacidn de genes de clase I1l.
Se identificaron para estos antigenos, numerosos fragmentos de
restriccion alelo-especificos. Para los antigenos de clase I los
patrones de RFLP obtenidos no alcanzaron el poder discriminatorio
de alelos vy haplotipos'que se hubiera pretendido. Esto se debid,
fundamentalmente, a que para la tipificacidén por DNA de alelos
HLA-de clase I se utilizd una sonda especifica de clase y no son-—
das especificas de locus; ademds, pocos alelos estuvieron repre-
sentados en varias lineas. Sin embargo, como en el caso de clase
I, la combinacién de fragmentos unicos con la presencia o ausen-—
cia de fragmentos ampliamente reactivos permitid distinguir dife-
rentes haplotipos. En todos los casos, los datos obtenidos a par-
tir del XWIH constituyen un marco de referencia pafa el estudio
de los patrones de restriccidn asociados a distintos grupos étni-
cos, asi como también en el estudio de enfermedades asociadas al
sistema HLA.

La participacidn de nuestro laboratorio en este Taller per-
mitiod ademds, poner a punto esta metodologia, tomar contacto es-
trecho con el sistema y adquirir wun sélido entrenamiento en la

interpretacidn y comprensién de este complejo patréon de RFLP para
el sistema HLA.

Simul tdneamente, 'se inicid la caracterizaciéon genomica del
alelo HLA-B35 a fin de investigar la eventual presencia de va-

riantes preferentemente asociadas a patologias de etiologia

viral.
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BUSQUEDA DE RFLPs ASOCIADOS AL ALELO HLA-B3S

Los estudios del XIWH extendieron los hallazgos originales
de correlacién entre determinados RFLP y ciertas especificidades
de clase I. Para encarar la busqueda de variantes del B35 even-
tualmente asociadas a ciertas patologias, se tomaron en cuenta
las observaciones preliminares de Cohen y col. (1983). Alli se
describid la presencia de un fragmento EcoRV de 4.6 kb detectado
con la sonda pHLA-2, en 9/9 individuos que habian sido tipifica-
dos seroldgicamente como HLA-B3S5; se habian analizado un total de
68 individuos portadores de distintos alelos HLA y este fragmento
sdlo se observd en los portadores del B35. Los estudios del XWIH
confirmaron la presencia de este RFLP en 5/5 lineas HLA-B35. Se

analizd entonces este RFLP sobre un amplio panel de individuos

caucadsicos argentinos.

Panel de individuos tipificados: Se pfeparo el DNA de 69 indivi-

duos previamente caracterizados seroldgicamente para su fenotipo
HLA de clase I. La tipificacidn seroldgica se realizd sobre célu-
las mononucleares de sangre periférica y estuvo a cargo de la
Dra. A. Mota. Se seleccionaron para este estudio individuos cau-
casoides latinoamericanos (en su mayoria con background italiano,
espainol o argentino) portadores del alelo B35, como asi también
portadores de otros alelos del locus B, abarcando un total de 21
especificidades diferentes para este locus (Tabla 10). Las espe-
cificidades de todos 'los individuos fueron confirmadas por el
andlisis seroldgico del IV Taller latinoamericano de Histocompa-

tibilidad y del X Taller Internacional de Histocompatibilidad.

Se analizdé en primer lugar el DNA de 31 individuos previa-
mente tipificados como HLA-B35 (sanos Yy portadores de HCA) me-
diante la técnica de Southern. Las muestras se digirieron con la
enzima EcoRV y se hibridizaron con la sonda pHLA-2. De las 31

muestras estudiadas, 24 presentaron, entre otras, una banda de

84



Jabla 10: Fenotipo HLA de los individuos analizados para la pre-
sencia (+) o ausencia (-) del fragmento EcoRV/4.6 kb.

1.0, & HLA - A HLA -8B HLA - Cw 4,6 kb band
1 2, 15,35 34 +
2 T 1,x 39,35 34 +
3 3,28 7,35 Ax +
4 - 2,30 41,35 4,x +
5 1,24 49,35 4 .
6 28,x - 35x 4x +
7 11,24 18,35 47 +
8 24,26 22,38 41 N
9 24,x 51,35 46 +
10 1,2 40,35 24 +
1 2,3 13,35 A8 +
12 11,31 62,35 Ax +
13 2,28 35.x 4x +
14 2,29 4“3s Ax +
15 68,32 4435 a5 .
16 23,30 49,35 a7 +
17 24,30 13,35 4.8 .
18 3.33 35.x 4 x +
19 11,30 4235 12 +
20 224 44,35 a5 +
21 3,31 51,35 4 .x +
2 2,24 39,35 47, +
23 12 35.x 34 .
24 1,x 35x _l_'x +
25 2,24 44,35 %% -
26 324 7.35 1,7 -
27 28,30 35x 3, -
28 224 49,35 7.x -
29 2,24 60,35 3x -
30 1.2 45,35 X x -
31 12 8,35 3x -
R 11,23 51,44 4x -
33 2x 44 x 4Ax -
4 1,30 8,13 46 -
3s 26,31 27,44 Ax -
36 2,30 60,x 43 -
37 11,23 51,44 4.x -
38 28 ,x 53,44 Tx .
39 1,28 53,49 47 .
40 26,x 53,38 4x N
41 2,x 53.51 x.x +
42 2,x 3452 XX +
43 1,24 8.52 XX .
44 2,29 4452 x,x +
45 23,36 41,52 XX .
46 11,29 52,x 7x *
47 (32) 11,23 51,44 4.x -
48 (37) 11,23 5144 4x -
49 2,31 51,39 17 -
50 23 51,39 7.x -
51 3,11 51,44 X,x -
52 2,24 61,35 XX -
53 24,30 44,18 2x -
54 29,30 M,‘E X X -
55 2. x 41,18 7x -
56 2,32 44,78 5,7 -
57 2,28 39,18 7x -
58 2,29 448 7.x -
59 30,x 13,64 x X -
60 26,x 38 X, X -
61 3,26 38 .x 8,x -
62 124 8,62 37 -
63 12 8,44 5,7 -
64 29,32 37.64 8.x -
65 2,3 8,41 7x -
66 1,26 8,39 7 -
67 128 22,46 XX -
68 26,32 38,63 7.x -
69 3,24 7,62 3x -



Fiqura 13: Se analizd el DNA de 22 individuos previamente tipifi-
ca— dos como HLA-B3S, con la enzima EcoRV y con la sonda
pHLA-2. Se muestran los resultados de dos geles independientes.
Se 1ndica el fenotipo HLA de los individuos estudiados. En el
margen izquierdo de cada panel se hallan marcadores de tamano
molecular de lambda/HindIII. La flecha sermala 1la posicidén del
fragmento polimdrfico de 4.6 kb.
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4.6 kb similar a la descripta por Cohen vy cél. (1983) (Fig. 13 vy
Tabla 10). Los 7 individuos que carecian de esta banda, fueron
seroldgicamente indistinguibles de los otros 24 en lo referente a
la tipificacidn del antigeno HLA-B3S. Sin embargo, los 24 indivi-
duos positivos poseian en comun el fenotipo HLA-B35,Cwé4, mientras
que los 7 individuos que carecian de dicho fragmento, si bien
portaban el alelo HLA-B3S, mostraban en el locus C, alelos dife-
rentes al Cw4 (denominaremos aqui a este ultimo fenotipo como
"B35+,Cw4-"). En la poblacidn caucdsica, el alelo HLA-B35 se
presenta en fuerte desequilibrio de ligamiento con el alelo
HLA-Cw4: el 70% de los individuos HLA-B35 presentan en el locus C
al alelo Cw4 (MP Baur, 1984). Por lo tanto la banda Eco RV 4,6 kb

segrega, aparentemente, con el hapfotipo extendido B35,Cw4. Esto

fue investigado formalmente.

La banda EcoRV/4,6 kb seqreqa con el haplotipo HLA-B35,Cwéd

Con el objeto de estudiar si la banda EcoRV/4.6 kb segrega
con el haplotipo extendido HLA-B35,Cw4, se realizo el analisis de

la familia CAR. Esta familia presenta la siquiente constitucidn
de haplotipos HLA:

MADRE: a A24,B35,Cw4 PADRE: c - A1,B8,Cw7
A2,B39,Cw7 ' d A24,B62,Cw3

HIJO 1: a A24,B35,Cwa HIJO 2: c A1,BB,Cw7

d A24,B62,Cw3 b A2,B39,Cw7

El haplotipo B35,Cw4 esta presente en uno de los padres y
uno de los hijos. En la Fig. 14 se observa que este fragmento,
presente en el haplotipo A24,B35,Cw4 de la madre, tambien esta

presente en el hijo 1, que cOmparte el mismo haplotipo. Por lo
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tanto, el RFLP EcoRV/4.6 kb descripto aqui distingue los haploti-
pos HLA-B35+,Cwd4+ y HLA-B3I5+,Cwd4-.

Figura 14: E1 fragmento EcoRV/4.6 kb segrega con el haplotipo
B35+ ,Cw4 en la familia CAR. F = padre (A1,BB,Cw7/A24,B62,Cw3).

M = madre (A2,B39,Cw7/A24,B35+,Cwd4). C1 = hijo 1 (A24,B62,-
Cw3/A24,B35+,Cwqd4). C2 = hijo 2 (A1,BB,Cw7/A2,B39,Cw7). Como sonda
se uso pHLA-2.

F-M Gy Co

88



La banda EcoRV/4.6 kb probablemente contiene al gen B35

De acuerdo a los resultados recién descriptos, la banda
EcoRV/74.6 kb podria correlacionar con el gen Cw4 (o a secuencias

fuertemente ligadas a ¢1), ya que estd ausente en los individuos

B35+,Cwd—; o alternativamente podria tratarse de un fragmento
polimdérfico que contiene al gen B35 (o a secuencias fuertemente
ligadas a el). Con el fin de discernir entre estas posibilidades,

se realizaron los siquientes experimentos.

Se analizd el DNA de 6 individuos tipificados como HLA-Cw4
pero portadores de otros alelos del locus HLA-B distintos al
HLA-B3S5 ("B35-,Cw4+"): como se observa en la Fig. 15, ninguno de

estos individuos presentd el fragmento EcoRV/4.6 kb.

Fiqura 15: El1 fragmento EcoRV/4.6 kb estd ausente en individuos
HLA-Cw4+ con alelos distintos al B35. Como controles se muestran

en el panel izquierdo cinco individuos HLA-B35+,Cwd4+. Como sonda
se uso pHLA-2.
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Este resultado tiene dos interpretaciones:
a) que este fragmento no posee secuencias del gen Cw4
b) que el fragmento representa una variante polimérfica del gen
HLA-Cw4 que distingue individuos B35+,Cw4+ e individuos B35,Cw4+.
Koller y col. (1984) vy Strachan y col. (1986), describieron
la presencia de secuencias de DNA especificas de cada locus de
clase I, en las regiones correspondiehtes al exoén 7, intrdon 7 y
region 3’ 60 traducida. Bajo condiciones de hibridizacién vy
lavado severas, las sondas defivadas de dichas regiones solo
hiBridizan a los genes especificos de cada lotus. Procedimos en-—
tonces al uso de dichas sondas con el propdsito de responder los
interrogantes planteados anteriormente. Se digirid el DNA de cua-
tro muestras HLA-B35+,Cwd4+ y cinco muestras B35+,Cw4-, con la
enzima EcoRV y se las analizd coh la sonda especifica para el
locus B (pB3UT). Como se observa en la Fig. 16A, los individuos
B35+,Cw4+ exhiben wuna intensa se”nal de "'un fragmento de 4.6 kb,
mientras que las muestras B35+,Cw4- poseen en cambio una banda de
11.5 kb. Por otro lado, cuando la misma membrana fue rehibridiza-
da con la sonda especifica para el locus C (pC250), no se observo
hibridizacion al fragmento de 4.6 kb. (Fig. 16B). Estos resulta-
dos constituyen una evidencia directa en favor de la interpreta-
cion que la banda EcoRV/4.6 kb contiene secuencias correspondien-—
tes al gen B35.

En otros experimentos se utilizdé una sonda de 100 bp deri-
vadas del exdn 2 del gen HLA-B7, (dominio'al, ver Fig. 5) (genti-
Imente cedida por el Dr. O.Burrone). Esta sonda también detecto
el fragmento de 4.6 kb (resultados no mostrados). Si se tiene ‘en
cuenta que un gen de clase I posee alrededor de 4 kb (Malissen,
1982) y que la sonda especifica de locus B deriva de la regioén 3°
no traducida, es probable entonces que la banda EcoRV de 4.6 kb
contenga a un gen B35 completo.

La mayoria de las muestras analizadas con la sonda especifi-
ca para el locus HLA-C (Fig. 16B) mostrd una banda de 15 kb. La

sonda especifica para el locus HLA-B detectd también un fragmento
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Fiqura 16: El1 fragmento EcoRV/4.6 kb contiene secuencias del gen

B35. (A) Se digirid el DNA de individuos HLA-B35+,Cwd4+ y HLA-B3S5,

Cw4— con la enzima EcoRV y se los analizd con la sonda especisfica

para genes del locus HLA-B. Se obtuvo hibridizacidn a una banda
de 4.6 kb s6lo en los individuos B35+,Cwid+, mientras que las
muestras B35+,Cw4— poseen una de 11.5 kb. (B) La misma membrana

usada en (A) fue rehibridizada con una sonda especifica para los
genes del locus HLA-C: no se obtuvo semal en la banda de 4.6 kb.
Los numeros indicados arriba de cada carril corresponde a los
individuos listados en la Tabla 1. En el margen izquierdo de cada

panel se muestran marcadores ' de tamamo molecular generados por
las digestiones lambda/Smal + lambda/HindIII.

B35+Cwd— BI5+Cwid+ B835— B35+, Cwd— B35+, Cwd+ BI6—
27 25 26 52 29 20 21 18 12 50 S0 27 25 26 52 29 20 21 18 12 59 50
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de igual tamarno, si bien con una seral muy débil (Fig. 16A). Se
trata, probablemente, de una hibridizacidn cruzada entre secuen-
cias de loci HLA-B y HLA-C. La presencia de este tipo de reaccién
cruazada ya Habia sido semnalada pof Strachan y col (1986), quie-
nes encontraron que los fragmentos de DNA derivados del exon 7 vy
del intrén 7 se comportaban como genuinas sondas especificas de
locus (tal el caso de pC250), mientras que secuencias provenien-
tes de la regidn 3° no traducida (como la pB3UT aqui utilizada
para el locus HLA-B) manifiestan una significativa reactividad
cruzada. Como también se observa en la Fig. 16B, 1luego de la hi-
bridizacién con la sonda especifica de locus C, solamente los
individuos B35+,Cw4+ presentaron una banda de 11.5 kb. Esto pod-
ria representar un RFLP para el alelo Cw4, si bien esta posibili-
dad deberia ser examinada en profuhdidad con estudios adiciona-
les. Nbtese que las muestras 1B y 12 en dicha Figura, exhibieron
este unico fragmento de 11.5 kb. Esto podria ser explicado en el
caso del individuo numero 18, tipificado como HLA-A3,33/B35,x—
/Cwd,x, por ser homocigota para los loci HLA-B y C, como fue de-
terminado por anadlisis seroldgico de su familia (padre: HLA-
A3,X/B35,18/Cw4,5; madre: HLA-A3,33/B35,X/Cw4,X). La homocigosis
del locus B en este individuo se advierte también en la Figura
16A, donde se observa el fragmento de 4.6 kb con una se”al de
gran intensidad. Por otro lado, el individuo numero 12 fue tipi-
ficado como HLA-Cw4,x; en consecuencia, podria ser homocigota
para este locus o portador de una especificidad "blanco" con una

banda polimérfica de 11.5 kb.

Localizacidn del sitio EcoRV polimédrfico (en la reqgiovon I’ del

gen)

Como ya hemos visto, los individuos HLA-B35+,Cwd4- contienen
al gen HLAB-35 en un fragmento gendmico de 11.5 kb en lugar del

de 4.6 kb. Esto significa que carecen de uno de los dos sitios
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EcoRV presenﬁes en .el haplotipo HLA-B35+,Cw4+, el localizado en
el extremo 5° o el presente en el extremo 3° del gen. La estrate-
gia sequida para determinar la posiciodn del sitio EcoRV polimér-
fico consistid en la digestiodon simultdnea de las muestras con dos
enzimas de restriécién. Para ello resultd necesario, en primer
lugar, determinar la posicién de los sitios reconocidos por otras
endonucleasas en los genes HLA de clase 1. Segun datos de 1la li-
teratura (Jordan,1985; Szots,19846) la mayoria de los genes HLA de
clase 1 poseen un sitio de restriccién conservado para la enzima
Kpnl en el exon 3 (dominio a,). Ademds, los genes del locus HLA-
-B, estan flanqueados por sitios EcoRI conservados, separados
entre si por aproximadamente 6.6 kb (Ways,1985; observaciones
personales de nuestro laboratorio). .
En primer 1lugar, hemos confirmado 1la presencia de estos sitios
conservados en el DNA de individuos B35+,Cw4+ y B35+,Cw4-, me-
diante la digestidn simple con EcoRI (datos no mostrados), y la
digestidn doble EcoRI + Kpnl: ambos haplotipos exhiben una inten-
sa banda de 5.5 kb luego de la hibridizacidén con la sonda especi-—
fica del locus HLA-B (Fig. 17; ver también en la Fig. 19 la posi-
cidn de los sitios EcoRI y Kpnl). A

Para el andlisis siguiente, se tuvo en cuenta qu el sitio
Kpnl conservado estd localizado en el exdn 3, esto es, entre am-
bos sitios EcoRV presentes en el haplotipo B35+,Cw4+. Notese
en la Fig. 19, que al realizar una doble digestién EcoRV + Kpnl
se puede predecir el tamaro del fragmento que se genera en el
haplotipo B35+,Cw4+: este serd de aproximadamente 3.5 kb luego de
hibridizar con la sonda especifica de locus B (téngase en cuenta
que esta sonda se une a secuencias de la reqgidn 3I°'del gen). Ade-
mas, la doble digéstién permitird determinar la posicidn del si-
tio EcoRV ausente en el haplotipo HLA-B35+,Cw4-: se generara un
fragmento de 3.5 kb si el sitio EcoRV ausente es el localizado en
el extremo 5°; si el sitio EcoRV ausente es el ubicado en el ex-—
tremo 3° del gen, el fragmento serd de un tamafo distinto a 3.5

kb. Como se observa en la Fig. 18, la doble digestidn EcoRV +
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Figura 17: Se realizd una doble digestién EcoRI + Kpnl de mues-—
tras B35+,Cwd4+ y B35+,Cwd4- y se las analizd con la sonda locus B
especifica. Se observa la presencia de un fragmento conservado de

5.5 kb en todas las muestras. Los numeros indicados arriba de
cada carril corresponden a los individuos listados en la Tabla 1.

B35+Cw4— B35+,Cw4+
2 & W 48 W 5 4 12 16 15 5
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Fiqura 18: Localizacidn del sitio EcoRV polimérfico. Se digirid
el DNA de individuos B35+,Cwd4+ y B35+,Cwd4- con Kpnl solamente o
con Kpnl + EcoRV, y se los analizd con la sonda locus B especifi-
ca. Los numeros indicados corresponden a los individuos listados

en la Tabla 1. (Ver mas detalles en el

texto).
Kpn | Kpn | + EcoRV Kpn |
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Kpnl de las muestras B35+,Cwd4+ generd en efecto una banda de 3.5
kb, mientras que las muestras B35+,Cwd4- generaron una banda de
6.6 kb, tanto con la digestidn doble como con la digestidn simple
con Kpnl (Fig. 1B). Los resultados sugieren entonces, que el si-
tio polimédrfico estd localizado en el extremo 3° del gen B35 (ver
Fig. 19).

Si se tiene en cuenta que los individuos B35+,Cw4- poseen al
gen B35S en un fragmento EcoRV de 11.5 kb, el prédximo sitio EcoRV
en este haplotipo estd ubicado aproximadamente a unas 7 kb hacia
3" del sitio EcoRV polimérfico (Fig. 19).

Por otro lado, al comparar los fragmentos de restriccidn
generados por las muestras. B35+,Cwd4+ y B35+,Cw4-, luego de la
digestion simple con Kpnl, los resultados muestran dos patrones
distintos para ambos haplotipos: se observd la presencia de una
intensa banda de 14 kb en 9/9 muestras B35+,Cwd4+, presente en
sdlo una de las cinco muestras B35+,Cw4- (Fig. 19). Por lo tanto,
Kpnl también exhibe polimorfismo en estos dos haplotipos. Si se
tiene en cuenta que ambos haplotipos poseen conservado el sitio
Kpnl en el exdn 3 (Fig. 17), se concluye que el sitio Kpnl poli-
morfico esta ubicado en la region 37 que flanquea al  gen B35S
(Fig. 19). Por 1lo tantb, ambos haplotipos se distinguen por 1la
presencia de dos sitios de restriccidn polimédrficos ubicados en

la region 3° al gen B35.

El fragmento EcoRV/4.6 kb también estd asociado a otros alelos

del locus HLA-B

Se investigd la presencia de esta banda en otras 3B muestras
de DNA provenientes de individuos portadores de un total de 21
alelos diferentes del locus HLA-B (Tabla 10). Este RFLP estd pre-
sente en portadores de otros dos alelos del locus B: en indivi-
duos portadores del alelo HLA-BS2 (5/5 muestras estudiadas) y del
alelo HLA-B53 (4/4 muestras). El1 HLA-B52 y HLA-B53 son miembros
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del llamado grupo serolédgico "4c" de reactividad antigénica cru-
zada (portadores de epitopes comunes entre si) que también inclu-
ye al HLA-B18, HLA-BS1 y HLA-B3IS (Bodmer, 1966; Rubinstein,
1984). No se . halld este fragmento ECDRV/4.6 kb en ninguna de las
cinco muestras B1lB y en ninguna dé la 6 muestras B51 estudiadas
(Tabla 10). Mediante el andlisis seroldgico el alelo HLA-BS3 es
muy similar al B35 y también exhibe un desequilibrio de ligamien-—
to con el alelo Cw4 (Baur, 1984). Por lo tanto, no es sorprenden-
.te la presencia del fragmento EcoRV/4.6 en los individuos
HLA-B53. Es interesante destacar que ninguna de las muestras
HLA-B52 poseia el alelo Cw4 y sin embargo todas presentaron dicho
fragmento.

El fragmento EcoRV/4,6 estd ausente en portadores de otros
21 alelos 'del locus HLA-B. Por otfo lado, su presencia no corre-
laciona con ninguno de los 16 alelos diferentes del locus HLA-A

presentes en los individuos aqui estudiados.

Naturaleza de este polimorfismo de restricidn

La Fig. 19 resume la posicidn de los sitios de restriccion
presentes en el genoma, en el gen HLA-B35 y en las regiones que
lo flanquean. AUNn cuando no se han estudiado otros sitios de res-—
triccidn en la regidn S5S° a este gen, es interesante el hallazgo
de dos sitios polimédrficos en la region flanqueante 3° al
mismo. Los polimorfismos permiten distinquir molecularmente a dos
alelos del gen HLA—BSS seroldgicamente idénticos, uno de ellos
ligado al alelo HLA-Cw4 y el otro asociado a otros alelos del
locus HLA-C. El1 sitio de restriccidon EcoRV que genera el fragmen-—
to de 4.6 kb esta preéente en indiv.iduos HLA-B35+,Cwd4+, asi como

también en individuos B33 vy BS2, mientras que esta ausente en

otros 21 alelos del locus HLA-B. Estos resul tados sugieren que

este sitio de restriccidn ha evolucionado junto a las secuencias
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exonicas, ya que B52, B53 y B35 pertenencenla un Mismo grupo an-—

tigénico de reactividad cruzada.

Figura 19: Resumen de los sitios de restriccidn localizados den-
tro del gen B35 y las regiones que lo flanquean. R = EcoRI, K =
Kpnl, E =EcoRV. También se muestran los haplotipos portadores de
los sitios de restriccidon encontrados en este trabajo. La pequena
barra bajo la regidén 3I° del gen representa la sonda locus B espe-
cifica. El1 gen no estd esquematizado en exones e intrones a fin
de simplificar el diagrama.
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Los sitios de restriccioén distintos presentes en el haploti-
po B35+,Cw4-, pudieron haber surgido por eventos del tipo de con-
version geénica (como los que parecen contribuir a la evolucién de
estos genes) o por mutaciones puntuales. Por otro lado, reciente-

mente se ha podido localizar con precisioéon al gen HLA-C, en posi-
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cion 3° relativo al gen del locds HLA-B, a wuna distancia de
804100 kb (Dunham, 1987). La presehcia de sitios de restriccidn
diferentes en el flanco 3° del gen B35 asociado a alelos distin-—
tos del Cwéd4, también podria sugerir que los eventos de crossing
over que generaron los haplotipos HLA-B35+,Cw4—- han afectado las

secuencias del sitio de reconocimiento EcoRV y aquellas hacia 3°

del mismo.

El RFLP EcoRV/4,6 kb no constituye un marcador de pacientes por-
tadores de HCA

Como ya se menciond anteriormente, nuestro laboratorio des-
cribid la asociacidn entre hepatitis crédnica activa por HBV y el
alelo HLA-B35: el 457 de los afectados eran portadores HLA-B3S5,
comparado con un 16.57 de presencia de este.alelo en un.panel de
poblacidn normal. Esta observacién confirmd el resultado prelimi-
nar comunicado en 1977 por Mazzilli y col. en poblacidn medite-
rranea vy reafirmd, ademds, la naturaleza étnica de esta asocia-
cién, ya que esta asociacién no fue hallada en poblacién de pa-
cientes holandeses (Van Hattum, 1987).

Se planted el andlisis del polimorfismo antes descripto en
pacientes portadores de esta patologia de etiologia viral, a fin
de establecer una eventual correlacidn con el mismo.

Se compararon un total de 17 individuos sanos y 14 portado-

res de HCA, todos ellos HLA-B35. Los haplotipos hallados fueron

los siguientes:

B35, Cwd+ B3S,Cw4- TOTAL

Sanos 13 q 17
HCA 11 K 14

TOTAL 24 7 31
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Por lo tanto, la presencia de este fragmento polimérfico
asociado a distintos alelos del locus C no correlaciona con esta
patologia.

Es importante recordar que este alelo muestra una gran hete-
rogeneidad. Esta se manifiesta no sdlo por su complejo patron
seroldgico sino por todas las variantes del mismo halladas por .
medio de distintas metodologias como asi también por la naturale-
za étnica de sus asociaciones a patologiaé. Esto conduce a bus-
queda de una caracterizacion mds fina de posibles variantes lati-
nas o latinoamericanas para un posterior andlisis de frecuencias
en poblacidn normal y portadora de patologias asociadas. Con este
fin nos abocamos al aislamiento y caracterizacién de un gen B35

de un individuo B35 de origen hispano.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UN CLON GENOMICO QUE CODIFICA
PARA HLA-B35.

Con el fin de estudiar la complejidad alélica de la especi-
ficidad HLA-B35 en distintos grupos eétnicos, se decidid aislar
este gen a partir de un individuo caucasoide latinoamericano con
ancestros hispanos y determinar su secuencia nucleotidica. Para
la construccidn de 1la biblioteca gendmica, se selecciond un in-
dividuo, denominado D.L., homocigota para los alelos HLA-B35 vy
Cw4, segun se determind de la tipificacidén seroldgica del mismo y

sus padres:

PADRE: A3,X/B35,B44/Cwd,CwS MADRE: A3,A33/B35,X/Cw4, X

HIJA: A3,A33/B35,X/Cw4,X

Los estudios previos de RFLP en.© este individuo aportaron
evidencia adicional acerca de su homocigosis a nivel del locus

HLA-B (muestra 18 en Fig. 16 A y B), reflejado como una intensa

banda EcoRV/4,6 kb.

CONSTRUCCION DE UNA BIBLIOTECA GENOMICA PARCIAL A PARTIR DE DL

Como se demostrd en el capitulo precedente, la mayoria de
los alelos del locus B estdn contenidos en un fragmento EcoRI de
6,6 kb (los sitios EcoRI se encuentran en regiones 5 y 3° flan-
queantes al gen, Fig. 17 y 19). Estos datos facilitan la estrate-
gia de aislamiento de los genes que pertenecen a este locus, pues

permiten realizarlo a partir de genotecas parciales construidas
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sobre digestos completos de DNA gendmico. En el caso particular
del gen B35, a partir de 1los hallazgos de RFLP descriptos en el
capitulo anterior, se contd con un marcador adicional que permi-
tia confirmar que el gen que se estaba clonando se trataba de un
B35.

Se procedid entonces a la construccidn de una genoteca res-—
tringida a fragmentos gendmicos EcoRI de 5 a 9 kb de longitud,
usando como vector de clonado al fago lambda gtWES. Para ello se
utilizd la siguiente estrategia (Parham, 198%a): se preparo DNA
gendmico a partir de leucocitos de sangre periférica de DL. Se
realizd una digestidon completa de 200 ug del mismo con la enzima
EcoRI. E1 DNA digerido se fracciond a través de un gradiente de
sacarosa 10-40%. Alicuotas de las fracciones asi obtenidas se
analizaron por electroforesis en geles de 0,67 agarosa (Fig. 20).
Se seleccionaron aquellas que contenian los fragmentos de DNA de
5-9 kb (muestras 3, 6y 7 en la Fig. 20). Estas muestras fueron
reunidas en un solo tubo, se purificd el DNA de las mismas, el
que se utilizd para ligar a los brazos EcoRI del fago vector vy
empaquetar in . vitro, como se describe en M & M. La genoteca se
tituld en bacterias E.coli Y1090, dbteniéndose un total de 1.5 x

10° fagos recombinantes independientes.

RASTREOQ DE LA GENOTECA

Se analizaron 9 x 107 placas de lisis mediante la sonda pHLA-2.
El rastreo de 1los clones se realizd por medio de la técnica de
hibridizacidén in situ sobre membranas de nitrocelulosa, por du-
plicado. Se obtuvieron 13 clones positivds, 6 de los cuales mos-
traron una muy intensa sernal de hibridizacidén (ver Fig. 21A). Ca-
da uno de los mismos fue aislado mediante cuatro pasos de purifi-
cacion hasta que el 1007 de las placas de lisis mostraron hibri-
dizacion positiva (Fig. 218}. Estas diferencias en la intensidad

de las senales de hibridizacidn se mantuvieron a lo largo de las
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Figura 20: Electroforesis en gel de agarosa 0.67%Z de fracciones de
0.5 ml obtenidas de dos gradientes de sacarosa 10-407. Carriles 1
a 4: muestras provenientes de 4 fracciones consecutivas del gra-
diente A. Carriles 5 a 10: muestras provenientes de 5 fracciones
consecutivas del gradiente B. Marcadores: DNA de lambda digerido
con HindIII + DNA de lambda digerido con Smal.

6.6 kb
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Figura 21: (A) Autoradiografia de un filtro conteniendo aproxima-
damente 20000 placas de lisis luego de la hibridizacion con la
sonda pHLA-2 (primer screening). Las flechas semnalan las placas
con diferente intensidad de semnal. (B) Autoradiografia de un fil-
tro conteniendo aproximadamente 50 placas de lisis luego de cua-
tro etapas de purificacidon de un cloéon positivo.

A
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purificaciones.

CARACTERIZACION DE LOS CLONES POSITIVOS

Se prepard DNA a partir del crecimiento en E. coli cepa
LE392, de cada uno de los fagos recombinantes. Para su caracte-
rizacion, se digirieron alicuotas de los mismos con EcoRI y EcoRV
separadamente. EL objetivo de la digestién con EcoRI fue la iden-—
tificacidn del tamaro del inserto. La digestidn con EcoRV se rea-
lizd para 1identificar a los eventuales clones portadores de un
fragmento de 4.6kb. Los fragmentos se resolvieron en geles 0,8%
agarosa (Fig. 22A vy 23A) vy se transfirieron a membranas de
Nylon. Las mismas se hibridizaron sucesivamente con las sondas
pHLA-2 (Fig. 22B y 23B), pB3UT (especifica para genes del locus
HLA-B, Figs. 22C y 23C), pA3UT (esbecifica para genes del locus
HLA-A, Figs. 22D vy 23D) y pC250 (especifica para genes del locus
HLA-C). Los 13 clones presentaron insertos positivos para la son-
da pHLA-2, 6 de los cuales exhibieron una ser”al muy intensa en un
fragmento EcoRI de 6.6kb (Fig. 22, carriles 4,5,9,12,14 y 16). Se
trataba de los mismos clones que mostraron este tipo de seral
durante el rastreo de la genoteca. Cabe mencionar que la sonda
pHLA-2 proviene de un gen de locus B porblo que podria esperarse
una mayor afinidad por genes de este locus. Estos mismos &6 clones
presentaron senal especifica con la sonda pB3UT en la misma banda
EcoRI y en una banda EcoRV de 4.&6kb (Fig. 22C y 23C).

S6lo uno de los clones mostrd una hibridizacidn preferencial
con la sonda pA3UT (Figs. 22D y 23D, carril 13) identificando un
fragmento EcoRV de 8.3 kb. Los 6 clones restantes generaron frag-
mentos EcoRV de 1 + 1,7 kb (2 clones), 3kb (1 clon) y 9kb (un
clon) que hibidizaron con‘secuencias HLA de clase 1. Ninguno de
ellos mostrd seral positiva con la sonda pC250.

En el capitulo anterior se habia demostrado que el gen que
codifica para el antigeno HLA-B3S5 en individuos portadores del
haplotipo extendido HLA-B35, Cw4 (incluido el individuo DL, mues-

tra 18) estad contenido dentro de un fragmento gendmico EcoRV de
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Fiqura 22 : (A) Productos de 1la digestion de 16 clones, con
EcoRI, resueltos en gel de agarosa al 0,8%. Las dos bandas de
mayor tamano corresponden a los brazos del vector. Marcador: DNA
de lambda digerido con HindIII. E1 DNA fue transferido e hibri-
dizado sucesivamente con la sonda: (B) pHLA-2. EI1 DNA de los
carriles 1, 7 vy 15 no mostrd hibridizacion. (C) pB3UT. (D)
pA3UT. E1 carril 13 mostrd hibridizacidn preferencial con esta
sonda (comparar con panel C, carril 13); las otras seis senales
pueden deberse a senal residual debida a la sonda anterior o
hibridizacidn cruzada.
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Figura 23: Andlisis de los 16 clones con la enzima EcoRV. A) Tin-
cidn con Bromuro de Ethidio. (B) Autoradiografia obtenida luego
de la hibridizacidén con la sonda pHLA-2. (C) Hibridizacidn con la
sonda pB3UT. (D) Hibridizacidn con la sonda pA3UT.
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4,6 kb. Por lo tanto, todos los clones recombinantes que contie-
nen dicho fragmento visualizado con la sonda especifica del locus
B, son candidatos a codificar este alelo. Estas 'observaciones
sugieren que los &6 clones mencionados son portadores del gen
HLA-B35. Se .eligi® uno de ellos para una mejor caracterizacidn vy
anadlisis de su secuencia nucletidiﬁa.

Es bien sabido, a traveés del analisis de Southern blot (Orr,
1982), que la familia de genes de clase I contiene muchos mas
segmentos de DNA que hibridizan con una sonda de clase I que las
que corresponden a los antigenos cldsicos HLA-A, -B y -C. Algunos
de ellos ya han sido clonados y caracterizados permitiendo loca-
lizar 4 nuevos loci: HLA-E, -F, -6 y —-H. Cabe destacar, por ejem-—-
plo, que el aislamiento del locus H resulto de elegir para su
caracterizacién aquellos clones de una genoteca que hibridizaban
debilmente con una sonda HLA-A especifica (Zemour, 1990). Por lo
tanto, no seria extramo que alguno de estos clones que no hibri-

dizaron con las sondas HLA-A,-B y -C especificas, pueda contener

alguno de los genes HLA no clAsicos.

SUBCLONADO Y MAPEO_DE RESTRICCION

El inserto EcoRI de &6.6kb del clon N°4 de las Fig. 22 y 23
fue subclonado en el vector pUC13, y el pldsmido recombinante se
denomind 621. Se procedid a la caracterizaciédn del mismo con va-
rias enzimas de restricciédn. Los resul tados obtenidos se muestran
en la Fig. 24. El udnico sitio Kpnl localizado coincidié con el
descripto para otros genes HLA de clase I. El sitio BglIl vy 2
sitios Smal coincidieron con 1los descritos para el gen HLA-BwS8
(Ways,1985). Los sitios EcoRV se localizaron en el clon gendmico
de acuerdo a lo previsto por el analisis de RFLP. La posterior
determinacién de la secuencia nucleotidica de este clon identifi-
co un tercer sitio Smal que no habia sido detectado por andlisis

de restriccidn ya que generaba un fragmento de 40-bp.
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Figqura 24: Mapa de restriccidn parcial generado sobre uno de los
clones que posee un inserto positivo EcoRV de 4.6kb. No existen
sitios de corte para Sall y HindIIl. Las flechas indican la es-

trategia de secuenciaciodn.
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DETERMINACION DE LA SECUENCIA NUCLEOQTIDICA DEL CLON 621

Los fragmentos de restriccidn EcoRI-EcoRV (600 bp del extre-
mo 5°), EcoRV-KpnI (1,1 kb)), KpnI-EcoRV (3,5 kb), KpnI-BglII (1,5
kb) y BglII-EcoRV (2 kb), fueron subclonados en plasmidos pUC18 o
19 sequn los requerimientos de compatibilidad de los extremos
generados por las distintas enzimas. La determinacidn de la se-
cuencia nucleotidica se realizd mediante la técnica de Sanger
sobre DNA plasmidico (doble cadena). La estrategia de secuencia-
cidon se muestra en la Fig. 24. Se utilizaron los "primers" uni-
versales directo y reverso cuyas zonas de homologia se encuentran
sobre el vector. Los mismos permiten iniciar la sintesis a ambos
lados del sitio de clonado y secuenciar ambas cadenas del inser-—
to. Se wutilizaron también oligonucledtidos ‘especificos, gentil-
mente cedidos por el Dr. P. Parham, para determinar las secuen-
cias exdnicas. Los mismos fueron diserados sobre regiones flan-
queantes a 1los exones, teniendo en cuenta que estuvieran conser-
vadas en la mayoria de los genes de HLA. (Ennis, 1990). La
secuencia nucleotidica de los exones vy parte de los intrones se

determind sobre ambas cadenas de DNA.

Andlisis de la secuencia nucleotidica del clon 621. Caracteris-

ticas generales

La Fig. 25 muestra la secuencia nucleotidica de 3950 bp, a
partir del extremo 5° del clon 621, y la secuencia de aminodcidos
que de ella se deduce. El gen estd organizado de un modo similar
a otros genes HLA (Parham, 198%a). El mismo consta de ocho exaones
caracterizados por las semnales de splicing épropiadas. El coddn
de terminacidn de la traducciédn estd localizado al final del exén
7 en la misma posicidn que otros genes del locus B (Sood, 1985;
Ways, 1985). Presenta las secuencias transcripcionales TATA vy

CAAT en posiciones equivalentes a otros genes de clase 1 asi como
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Fiqura 25: Secuencia nucleotidica y la secuencia deducida de ami-
nodcidos del clon gendmico 621 (3950 bp). Se subrayan, comenzando
en la posicion 370 en la secuencia de este clon, las secuencias
que corresponden al tramo de polipurinas a -229 del sitio de ini-
ciacion, enhancer A, enhancer B, CCAAT box, coddn de iniciacion,
sitios de '"splincing" AG/GT y la seral de poliadenilaciodn.

1 AATCATTCAGGGATTACCAATATTGTGCTACCTACTGTATCAATAAACAA
) AAAGGAAACTGGTCTCTATGAGAATCTCTGTGTGGTGGCTTCAGACAAAA
101 CTTCGCCAGGTTTAGAGAGAAAACCCCTGTCTCTACACCTCCATTCCCAG
GGCGAGCTCACTCTCTGGCATCAAGTTCTCCGTGATCAGTTTCCCTACAC
201 AAGATCCAAGAGGAGAGGTAAGGAGTGAGAGGCAGGGAGTCCAGTTCAGG
GACAGGGATTCCAGGAGGAGAAGTGAAGGGGAAGCGGGTCGGGCAGCCTG
301 GGGGTCTCTCCCTGGTTTCCACAGACAGATCCTTGTGCAGGACTCAGGCA
GACAGTGTGACAAAGAGGCIGGTGTAGGAGAAGAGGGATCAGGACGAAGT
401 CCCAGCCGCGGGCGGGGCTCTCAGGGTCTCAGGCTCCGAGAGCCTTGTCT
GCATTGGGGAGGCGCAGCGTIGGGGATTCCCCACTCCCACG
501 JCTTCTCCCAACCTATGTCGGGTCCTTCTTCCAGGATACTCGTGACGCGT
CCCCATTTCCCACTCCATTGGGTGTCGGATATCTAGAGAAGCCAATCAGT
601 GTCGCCGGGGTCCCAGTICTAAAGTCCCCACGCACCCACCCGGACTCAGA
ATCTCCTCAGACGCCGAGATGCGGGTCACGGCGCCCCGAACCGTCCTCCT
exon 1 M R Y T A PR TV L L
701 GCTGCTCTGGGGGGCAGTGGCCCTGACCGAGACCTGGGCCGGTGAGTGCG
L L W G AV A L T E T W A
GGGTCGGGAGGGAAATGGCCTCTGTGGGGAGGAGCGAGGGGACCGCAGGC
801 GGGGGCGCAGGACCTGAGGAGCCGCGCCGGGAGGAGGGTCGGGCGGGTCT
CAGCCCCTCCTCGCCCCCAGGCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTACACCG
. exon 2 G S H S M RY F Y T
901 CCATGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCAGTGGGCTAC
A M S R P GR G E PR F I AV G Y
GTGGACGACACCCAGTTCGTGAGGTTCGACAGCGACGCCGCGAGTCCGAG
vV DD T @ F YV R F D S D A A S P R
1001 GACGGAGCCCCGGGCGCCATGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGG
T E P R A P W I E Q E G P E Y W
ACCGGAACACACAGATCTTCAAGACCAACACACAGACTTACCGAGAGAGC
DR NT QI F K TNTQQTY R E S
1101 CTGCGGAACCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTGAGTGACC
LR NL R GY Y N Q S E A
CCGGCCCGGGGCGCAGGTCACGACTCCCCATCCCCCACGTACGGCCCGGG

1201 GTCGCCCCGAGTCTCCGGGTCCGAGATCCGCCTCCCTGAGGCCGCGGGAC
- CCGCCCAGACCCTCGACCGGCGAGAGCCCCAGGCGCGTTTACCCGGTTTC
1301 ATTTTCAGTTGAGGCCAAAATCCCCGCGGGTTGGTCGGGGCGGGGCGGGG
CTCGGGGGACGGGGCTGACCGCGGGGCCGGGGCCAGGGTCTCACATCATC

exon 3 G S H I I
1401 CAGAGGATGTATGGCTGCGACCTGGGGCCCGACGGGCGCTTCCTCCGCGG

Q R MY GCDULGPDGRTFULRSG
GCATAACCAGTACGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAACGAGG
. H N Q Y A Y DG K D Y I A L N E
1501 ACCTGAGCTCCTGGACCGCGGCGGACACCGCGGCTCAGATCACCCAGCGC
D L s S W TAADTAAQI T QR
AAGTGGGAGGCGGCCCGTGTGGCGGAGCAGCTGAGAGCCTACCTGGAGGG
K W E A AR Y A E Q L R AY L E G
1601 CCTGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGC
L C V E W LRRY L ENUGIKETT
TGCAGCGCGCGGGTACCAGGGGCAGTGGGGAGCCTTCCCCATCTCCTATA®

L Q R A
1701 GGTCGCCGGGGATGGCCTCCCACGAGAAGAGGAGGAAAATGGGATCAGCG
CTAGAATGTCGCCCTCCCTTGAATGGAGAATGGCATGAGTTTTCCTGAGT
1801 TTCCTCTGAGGGCCCCCTCTTCTCTCTAGGACAATTAAGGGATGACGTCT
CTGAGGAAATGGAGGGGAAGACAGTCCCTAGAATACTGATCAGGGGTCCC
1901 " CTTTGACCCCTGCAGCAGCCTTGGGAACCGTGACTTTTCCTCTCAGGCCT
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2001
2101

2201

2301

2401

2501

2601

2701

2801
2901
3001

3101

3201

3301

3401
3501
3601
3701
3801

3901

TGTTCTCTGCCTCACACTCAGTGTGTTTGGGGCTCTGATTCCAGCACTTC
TGAGTCACTTTACCTCCACTCAGATCAGGAGCAGAAGTCCCTGTTCCCCG
CTCAGAGACTCGAACTTTCCAATGAATAGGAGATTATCCCAGGTGCCTGC
GTCCAGGCTGGTGTCTGGGTTCTGTGCCCCTTCCCCACACCAGGTGTCCT
GTCCATTCTCAGGCTGGTCACATGGGTGGTCCTAGGGTGTCCCATGAGAG
ATGCAAAGCGCCTGAATTTTCTGACTCTTCCCATCAGACCCCCCAAAGAC
exon 4 D P P K T
ACACGTGACCCACCACCCCGTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCT
H vV T H H P VYV S D H E AT L RC
GGGCCCTGGGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGAT
W A L G F Y P A E I T LT W Q@R D
GGCGAGGACCAAACTCAGGACACTGAGCTTGTGGAGACCAGACCAGCAGG
G E D Q T QO T E L V ETRUP A G
AGATAGAACCTTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGAGAAG
DR T F Q K W A A V V V P S G E
AGCAGAGATACACATGCCATGTACAGCATGAGGGGCTGCCGAAGCCCCTC
E Q R Y T C H VYV Q H E G L P K P L
ACCCTGAGATGGGGTAAGGAGGGGGATGAGGGGTCATATCTCTTCTCAGG
T L R W
GAAAGCAGGAGCCCTTCTGGAGCCCTTCAGCAGGGTCAGGGCCCCTCGTC
TTCCCCTCCTTTCCCAGAGCCATCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGG
exon 5 E P S S Q $S T 1 P IV
GCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCATCGGAGCTGTG
G I vV A G L AV L AV V VI G AV
GTCGCTACTGTGATGTGTAGGAGGAAGAGCTCAGGTAGGGAAGGGGTGAG
vV AT V. M C R R K §8 S
GGGTGGGGATCTGGGTTTTCTTGTCCCACTGGGGGTTTCAAGCCCCAGGTA
GAAGTGTTCCCTGCCTCATTACTGGGAAGCAGCATCCACACAGGGGCTAA
CGCAGCCTGGGACCCTGTGTGCCAGCACTTACTCTTTTGTGCAGCACATG
TGACAATGAAGGACGGATGTATCACCTTGATGGTTGTGGTGTTGGGGTCC
TGATTTCAGCATTCATGAGTCAGGGGAAGGTCCCTGCTAAGGACAGACCT
TAGGAGGGCAGTTGGTCCAGGACCCACACTTGCTTTCCTCGTGTTTCCTG
ATCCTGCCTTGGGTCTGTAGTCATACTTCTGGAAATTCCTTTTGGGTCCA
AGACGAGGAGGTTCCTCTAAGATCTTAAGGCCCTGCTTCCTCCCAGTCCC
CTCACAGGACATTTTCTTCCCACAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCA
exon 6 G G K G G S Y S§S aQ
GGCTGCGTGTAAGTGGTGGGGGTGGGAGTGTGGAGGAGCTCACCCACCCC
A A
ATAATTCCTCCTGTCCCACGTCTCCTGCGGGCTCTGACCAGGTCCTGTTT
TTGTTCTACTCCAGCCAGCGACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCA
axon 7 S S DS A Q G S D V s L
CAGCTTGAAAAGGTGAGATTCTTGGGGTCTAGAGTGGGCGGGGGGGGCGG
T A U
GGAGGGGGCAGAGGGGAAAGGCCTGGGTAATGGAGATTCTTTGATTGGGA
TGTTTCGCGTGTGTCGTGGGCTGTTCAGAGTGTCATCACTTACCATGACT
AACCAGAATTTGTTCATGACTGTTGTTTTCTGTAGCCTGAGACAGCTGTC
TTGTGAGGGACTGAGATGCAGGATTTCTTCACTCCTCCCCTTTGTGACTT
CAAGAGCCTCTGGCATCTCTTTCTGCAAACGGCACCTGAATGTGTCTGCG ™
TCCCTGTTAGCCTAATGTGAGGAGGTGGAGAGACAGCCCACCCCCGTGTC
CACTGTGACCCCTGTTCCCATGCTGACCTGTGTTTCCTCCCCAGTCATCT
TTCTTGTTCCAGAGAGGTGGGGCTGGATGTCTCCATCTCTGTCTCAACTT
TATGTGCACTGAGCTGCAACTTCTTACTTCCCTACTGAAAATAAGAATCT
GAATATAAACTTGTTTTCTCAAATATTTGCTATGAGAGGTTGATGGATTA
ATTAAATAAGTCAATTCCTGGAATTTGAGAGAGCAAATAAAGACCTGAGA
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el sitio de poliadenilacién. En el transcurso de la caracteriza-
cién de este clon, Ooba y col (1989) documentaron la secuencia
exédnica de un gen HLA-B35 aislado de un individuo japonés. Dicha
secuencia recibid la designacién de HLA-B%3501 por el comite de
nomenclatura de 1la Organizacidn Mundial de la Salud para genes
HLA. La comparacion de la secuencia nucleotidica de Bx3501 por
aquella del clon 621 reveld 1007 de idientidad en los exones 1,
2, 4, 5, b6y 7. E1l ex6n 3, en cambio, presentd diferencias en
sdlo 3 nucledtidos localizados en un tramo de 23 bp. Estos cam-—
bios introducen 3 substituciones de aminoacidos, en las posicio-
nes 109 (Leu--> Phe), 114 (Asp --> Asn) y 116 (Ser --> Tyr) (Fig.
26). El comiteée de nomenclatura de la Organizacion Mundial de 1la
Salud para productos del sistema HLA designd a este nuevo alelo

definido en el clon 621 como Bx3502.

Figqura 26: Comparacion de las secuencias de aminodcidos entre las
dos variantes HLA-B35, HLA-B51 y una secuencia consenso para el
locus HLA-A (A-con) (Zemmour, 1990). E1 tramo de secuencias com-
paradas comprende desde el aminodcido 108 al 118. Rayas y puntos
indican identidad con B3501. La secuencia de los alelos HLA-BS,
B4002, B41, B42, Bw52 y BwbO son idénticas en esta region al BS1

(Parham, 198%9a y Fig. 28). HLA-BwSB es idéntico en esta regién al
a HLA-B3S501.

108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118
B3501 CGC CTC CTC CGC 6BG CAT GAC CAG TCC GCC TAC
Arg Leu Leu Arg Gly His Asp Gln Ser Ala Tyr
B3502 -—= T== —== === == ——= A-= == A == ==
... Phe ... . “oe ... Asn - Tyr ... e
B5101 - T === === —e= == A-= == == e -
... . .. . . o e ... Asn ees Tyr .. .o
A-con - T=-- --= —-== -—-— T-C C-= =-==. -A- -== ——=
... Phe ... e e Tyr His ... Tyr ... . .o
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Andlisis de las diferencias entre B3501 y B3502.

Implicancias estructurales

El aminodcido 109 es un residuo relativamente conservado
dentro de la familia de genes HLA de clase I. El andlisis de mas
de 60 secuencias HLA-A,-B y -C, realizado recientemente (Fig.27),
muestra que el aminodcido Leu estd presente en 44 de ellas y Phe
en las 27 restantes. Cabe destacar que las 27 secuencias con Phe
en esta posicidn son productos del locus HLA-A (ver Fig. 27) Por
lo tanto, la variante que aqui se describe representa el primer
alelo que no pertenece al locus HLA-A pero que contiene Phe en
posicion 109. Esta posicidn estd muy cercana a uno de los "lazos"
expuestos (aminoacidos 105 a 108) que fueron identificados por
fuera del bolsillo de wunidn al péptido a través del andlisis de
la estructura tridimensional de moléculas de clase I. Esta re-
gidn, que se extiende entre los residuos 95 a 107 posee epitopes
reconocidos por anticuerpos monoclonales especificos y por lin-
focitos T aloreactivos (Salter, 1987; Mattson, 1987). En particu-
lar, el aminodcido 107 fue considerado critico para el reconoci-
miento por anticuerpos monoclonales en laé moléculas HLA-A2 vy
HLA-A&69 (Bjorkman, 1987). Estudio de mutagénesis dirigida sobre
estas moléculas mostraron que la simple sustitucién de este ami-
nodcido en la 601écula HLA-AW6B es capaz de introducir ciertos
epitopes definidos para HLA-A2 por células T y anticuerpos
(Salter, 1987). Experimentos con células transfectadas con las
dos variantes HLA-B35 permitirian analizar en qué medida el cam-
bio de Leu por Phe puede afectar al reconocimiento serolégico de
estas moléculas; las substituciones en 114 y 116, al estar en la
base del sitio de unidn de péptidos, no debieran afectar la mis-
ma.

Los aminodcidos 114 y 116, en cambio, son residuos conside-
rados de muy alta variabilidad dentro del dominio a, de las molé-
culas de clase I (Parham, 198%9). La presencia de Asn en posiciodn

114 v Tyr en 116 se encontr¢ tambien en HLA-B8, B41, B42,
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Figura 27: Secuencia de aminoadcidos del dominio a, de 27 molecu-
las HLA-A, 31 HLA-B, 14 HLA-C, &6 HLA-H/AR, 3 HLA-E, HLA-F Y HLA-
G. Cada secuencia es comparada a una consenso a partir de los
aminodcidos mds frecuentes en cada posiciédn. Los guiones indican
identidad con la secuencia consenso. Los residuos 109, 114 y 116
estdn sermalados con un(¥). Las secuencias aminodcidicas fueron

tomadas de los reportes del DNA Component-XI International His-
tocompatibility Workshop, Japdn, 1991.
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B4002, B51, Bw52, Bwb&O (Parham, 198%9a). Estos residuos, ademas,
son 2 de las 47 posiciones que, por andlisis cristalografico,
Bjorkman vy col. (1987) juzgan de relevancia funcional. Todas
ellas son posiciones que intervienen en la union al peptido y en
la interacciédn con el receptor de los linfocitos T. Los residuos
de las posiciones 114 y 116 estdn localizados en la base del bol-
sillo de presentacion antigénica, formando parte de una de las
dos estructuras en hoja plegada que conforman este sitio (Fig.
28). Con respecto a la secuencia del gen B3501, el cambio del
aminodcido Asp por Asn en la posicidén 114, involucra un cambio en
la carga neta de la molécula y el reemplazo de Ser por Tyr intro-
duce un residuo polar mds voluminoso. La sustitucidén de un amino-
acido cargado negativémente por uno con carga positiva podria
explicar el patron heterogéneo de bandas de isoelectroenfoque
(IEF) que posee HLAfBSS; la secuencia descripta aqui podria co-
rresponder a wuna de las variantes mas bdasicas entré las cuatro

descriptas para los antigenos HLA-B3S (Néefjers, 1986; Yang,
1989; Lederer, 1989).

Implicancias funcionales

El analisis de la relacidn entre estructura y funcioén en

otras moléculas de clase I, por medio de distintas metodologias,

provee fuerte evidencia para suponer que sustituciones en las
posiciones 114 y 116 pueden afectar la unién a péptidos y en con-
secuencia el reconocimiento por parte de los linfocitos T. El
analisis cristalografico comparado de la estructura de las mole-

culas HLA-A2Z y HLA-Aw6B, mostrd que una substituciédn de Tyr

por
Asp en posicidn 116 causa una alteracidn estructural en una de
las cavidades internas dentro del bolsillo de presentacidn anti-

genica (Garret, 1989). Otros datos acerca del

moléculas de clase 1 que

comportamiento de
difieren en estos residuos proviene de

los estudios sobre distintas variantes del antigeno HLA-B27. Se
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conocen hoy en dia 7 subtipos del HLA-B27 que difieren entre si
en 11 aminoadcidos (Léopez de Castro, 1989; Choo, 1989). Algunos
clones de linfocitos T citotédxicos aloespecificos pueden dis-—
tinguir la variante B%2704 de la B*2706. Estos subtipos difieren
entre si sélo en las posiciones 114 (His —--> Asp) y 116 (Asp ——>
Tyr) (Vega, 1986). Del mismo modo, ciertos clones T citotdxicos
pueden distinguir entre las variantes HLA-B701 y -B702, las mis-
mas parecen diferir solamente en el residuo 116 (van Seventer,
1986; Taketani! 1984).

Hay evidencias que sugieren que cambios en estas posiciones
también pueden afectar el reconocimiento de antigenos "convencio-
nales". En ratones, clones de linfocitos T citotéxicos especifi-
cos para células de la cepa H-2K° infectadas con el virus ectro-
melia, lisan con una eficiencia marcadamente menor a células
blanco H-2K°™® infectadas con este virus. H-2K""® es una mutante
de la H-2K° que difiere sélo en la posicién 116 (Nathenson,
1986).

Finalmente, experimentos muy recientes realizados en colabo-
racion con el Dr. Takiguchi (Univ. de Tokio, Japdn) muestran que
las dos variantes B3501 y 02 son reconocidas diferencialmente por
clones de linfocitos T citotdxicos (datos no mostrados).

Como se menciond en la Introduccidén, el alelo ‘HLA-B35 mues-—
tra asociaciodn a varias enfermedades en distintos grupos étnicos.
Tanto hepatitis croédnica activa como el riesgo de desarollar SIDA
en pacientes infectados esta prefefentemente asociado a indivi-
duos de background latino. En japonses se observa asociacién a
enfermedad de Graves Yy azoospermia. La presencia de dos alelos
que poseen diferente comportamiento funcional apoyaria la hipote-
sis que esta asociacidn diferencial pueda deberse a diferencias
en la capacidad de presentacidon antigénica. A partir de la des-—
cripcion de esta variante HLA-B3502, serd interesante analizar la
frecuencia de ambas variantes B35 en diferentes grupos étnicos y
en diversas patologias, ya que desconocemos la representatividad

que tienen B3501 y B3502 en japoneses e hispanos respectivamente.
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Datos preliminares de nuestro laboratorio indican que B3501 esta
presente en otros dos individuos B35 japoneses y que B3502 es la

variante presente en dos individuos B35 de ancestros latinos.

Andlisis comparativo de las secuencias intrdénicas v 3° no tradu-

cida

La secuencia nucleotidica de los intrones 1, .2, 3, 4, 5y 6
de esta variante latina HLA-B35, es idéntica a la publicada para
el antigeno HLA-BwWS8 (Ways, 1985), con la excepcidén de un solo
nucledtido en el intrén 5 (Fig. 25, Tabla 11). Ambos genes difie-
ren entre si en 11 nucledtidos en el intréon 7 y en 9 nucledtidos
en la regién 3I° no traducida. Esto es consistente con la estrecha
relacion evolutiva entre Bw38 y B35 (ver més adelante).

La Tabla 11 muestra los porcentajes de homologia para las
secuencias intrdnicas del B35 respecto de otros genes de clase
I. Se observa una mayor homologia con los productos de los loci
HLA-B y -C que con aquellos que provienen de HLA-A y genes de
clase I no clasicos (HLA-E, -F, -G y “H). Estos hallazgos confir-
man la relacidén mas éstrecha que, desde un punto de vista filoge-

netico, mostrd el andlisis de las secuencias codificantes de los

loci -B y -C, similar a la observada entre -A y -H (Zemmour J,
1990).
Comparacion de las secuencias 5° flanqueantes con aquella de

otros genes de clase 1

Las secuencias flanqueantes de la regitdon 5° contienen 1los
elementos requlatorios descritos para otros genes de clase I
(Fig. 29). El1 tracto de polipurinas cercano a la posiciéon  -300
(respecto del coddén de inici;cién) es idéntico al que estad pre-

sente en HLA-B27 y Cw2, pero difiere de los HLA-A2 y HLA no cla-
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Tabla 11: Homologia entre los intronés del gen HLA-B3502 y otros
genes de clase I.

INTRONES

1 2 3 4 S 6 7
Comparado con:
HLA-BWSB 100 100 100 100 100 100 94
HLA-B27 96 ?4 100 97 98 98 91
HLA-AZ2 84 88 81 85 83 87 67
HLA-Cw3 88 91 89 90 89 91 82
HLA-E 85 83 73 91 85 88 81
HLA-F 88 84 85 0 82 82 65
HLA-AR/H - B85 88 78 81 82 66 6B
HLA-G 88 76 81 68 84 68 66

Los resultados estdn expresados como porcentaje de homologi-
a. Las secuencias se obtuvieron de las siquientes fuentes: HLA-
BwS8 (Ways, 1985), HLA-B27 (Weiss, 1985), HLA-A2 (Koller, 1985),
HLA-Cw3 (Sodoyer, 1984), HLA-E (Koller, 1988), HLA-F (Geraghty,
1990), HLA-G (Geraghty, 1990), HLA-H/AR (Chorney, 1990).
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sicos en 7 a 12 nucledtidos. Se observd también, 1007 de homolo-
gia entre HLA-B3502 y B27 en las regiones "ehhancér A", secuencia
consenso para interferdn (IRE), "enhancer B", CCAAT box y TATAA
box (Fig. 29). Recientemente, Hakem y col. (1990) mostraron que
el comportamiento de la secuencia consenso sensible a interferodn
se ve afectado (con un aumento de la respuesta al IFN) por la
sustitucion de sélo dos nucledtidos en esta secuencia del " gen
HLA-A3 por aquella presente en B7. Ya que HLA-B7, B35, B27 y Cw2
poseen secuencias IRE idénticas es probable que todos estos genes
se comporten de un modo similar ante el estimulo con interferdn.
De cualquier modo, estas especulaciones deberdn esperar la comu-
nicacion de nuevas secuencias provenientes de otros clones genod-

micos y de datos experimentales sobre su respuesta a interferodn.

Consideraciones acerca del origen evolutivo de B3502

El subtipo HLA-B3502 aqui descrito difiere de la variante
HLA-B3501 en tres posiciones que se extienden en un tramo de 23
bp dentro del tercer exdn. Esto genera la sustitucidn de tres
aminodcidos en las posiciones 109, 114 vy 116. La proximidad de
estos cambios y el hecho que secuencias similares estan presentes
en otras moléculaé de clase I para cada uno de estos residuos,
podria sugerir que esta variante surgid por un evento del tipo de
conversion genica. Sin embargo, entre los genes HLA de clase I
cldsicos vy no clasicos descriptos hasta hoy, ninguno de ellos
mostro tener simultdneamente los residuos Phe en posicion 109,
Asn en 114 y Tyr en 116. Es asi que por ahora no se conoce ningun
alelo con wuna secuencia que pudiera haber actuado como donante
para generar esta variante. Para responder a este interrogante se
debera investigar la presencia de esta secuencia en el genoma de
individuos que carecen del alelo HLA-B35. Para ello podria usarse

un oligonucledtido apropiado como sonda sobre el exéon 3 amplifi-
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Figura 30: Esquema que muestra el posible origen evolutivo del
alelo HLA-B3502. E1 alelo BwS3 se origind a partir de Bw3B8 por un
evento de recombinacién con BS1% en o alrededor del intron 2 (pa-
so 1) y B3501 se formd a partir de BwS3 por un evento de conver-
sidn génica con alqgun alelo portador del epitope publico Bwé (pa-
50 2) (descripto previamente por Hagashi, 1990). B3502 pudo haber
surgido a partir de B3501 por un unico evento de conversidn geni-
ca con un alelo portador de 1los tres cambios, aun desconocido
(paso 3) o bien por dos eventos de conversidn génica independien-—

tes, uno de ellos interlocus (paso 4) y otro con alelos del mismo
locus HLA-B (paso 95).
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{2
o3
A > oy
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B V7 I )
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cado por la técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR). Tambien
es posible que B3502 haya surgido de dos eventos del tipo conver-
sion génica independientes: la Phe 109 pudo ser aportada por un
gen del locus HLA-A y los aminodcidos Asn 114‘y Tyr 116 de varios
donantes potenciales como B8, B41, BS1, etc.

Por otro 1lado, la identidad de la secuencia intrdénica con
Bw5B confirma las especulaciones acerca de la estrecha relacion
evolutiva que existiria entre B35 y BwS8 (Ooba, 1989). Estos au-
tores sostienen que B35 pudo haber derivado del HLA-BwS8 en dos
pasos evolutivos de conversion géniéa: HLA-BwS8 --> HLA-BS3 -->
HLA-B3S5 (Hayashi, 1990). Sin embargo, no hay evidencias soélidas
que sugieran que Bw5B sea ancestral con respecto a B35, por lo
que el camino evolutivo bien podria haber sido el inverso. La Fi-
gura 30 resume la relacidn evolutiva entre los genes B5S1, BwS5S8,
B33 y ambos subtipos de B35.
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El sistema HLA codifica para la expresidon de una serie de
glicoproteinas superficiales que participan en la presentacion de
péptidos antigénicos a los linfocitos T. A fin de lograr una
desempefo eficiente a nivel poblacional, el sistema ha evolucio-
nado con la creacidn de decenas de alelos para las moléculas de
clase I y «clase II. Pero las consecuencias adversas de este
notable polimorfismo se reflejan en situaciones clinicas: trans-
plante de &drganos y enfermedades asociadas al HLA.'

Hasta hace unos pocos anos, las reacciones seroldgicas
constituian la unica Herramienta para la identificacidén de 1los
alelos HLA. MAs recientemente, la biologia molecular aporto
estrategias de tipificacidn complementarias. Las mismas fueron
utilizadas en este trabajo de Tesis para.investigar la compleji-
dad alélica de la especificidad denominada HLA-B35S y tratar de
explicar 1la naturaleza diferencial de su asociacién a diversas
patologias en distintos grupos étnicos.

Los primeros experimentos fueron realizados a fin de buscar
variantes polimérficas de restricciéon (RFLP) de HLA-B3S, no
discernibles por serologia; Esta estrategia formd vparte de un
trabajo colaborativo mundial en el marco del X Taller Inter-
nacional de Histocompatibilidad. Nuestra participacién en el
mismo nos permitid contar con reactivos, protocolos y métodos de
analisis estandarizados. Para HLA-B3S, los resultados obtenidos
demostraron la existencia de un RFLP EcoRV 4,6kb, que distingue
dos haplotipos extendidos: aquel presente en individuos B35,Cw4
del presente en individuos B35,Cw"otro" (Cw distinto de Cw4).

Este RFLP surge de un sitio de restriccién localizado en la
region 3'no traducida del gen y no se correlaciona, aparentemente
con diferencias funcionales de esta molécula de «clase I. La
busqueda de subtipos alélicos de HLA-B3S fue directamente en-
carada entonces, mediante la preparacién de una genoteca, el
aislamiento y 1la cara&terizacién de un clon QEnOmicb para HLA-
B35. Para la identificacién de clones porg?dores del gen se

consider® concluyente 1la presencia en los mismos del RFLP
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EcoRV/4.6kb.

Se identificd asi un nuevo alelo HLA (denominado BX3502 por
el Comité de Nomenclatura de la WHO) aislado de un individuo de
ancestros hispanos. BXx3501 (aislado de un individuo japonés) vy
Bx3502 definen a dos subtipos alélicos de B35 no discernibles por
serologia. Ambos alelos difieren en toda su extensidén en sdélo
tres nucledtidos, que se traducen en tres sustituciones aminoaci-
dicas; dos de las mismas estdn localizadas en el bolsillo de
presentacidn antigénica (residuos 114 y 116) en un sitio que esta
involucrado directamente con el contacto de péptidos antigénicos.
Experimentos recientes con células transfectadas con los genes de
ambas variantes demostraron directamente. su comportamiento
inmunoldgico diferencial.

Teniendo en cuenta que HLA-B3S en individuos japoneses se
asocia a un conjunto de patologias Yy en individuos hispanos, a
patologias deferentes, 1los resultados aqui descriptos sugieren
que esta asociacidn diferencial podria deberse a la existencia de
variantes alélicas de diferente comportamiento funcional pero
idéntico reconocimiento seroldgico. El anélisis de la frecuencia

poblacional de estos dos alelos permitird confirmar esta hipé-

tesis.
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