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ESTRUCTURA Y FUNCION DEL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

El complejo mayor de histocompatibilidad humano (HLA) codifica
para varias glicoproteinas de la superficie celular y para algunas de
las proteinas componentes del sistema complemento, las cuales median una
variada gama de funciones inmunolégicas. En particular, 1la funcién
esencial de las moléculas de histocompatibilidad es la presentacién de
los péptidos antigénicos al repertorio de linfocitos T (Trowsdale 1985,
Korman 1985).

El sistema HLA se halla localizado en el brazo corto del cromosoma
6 (Kaufman 1984) (Fig.l). Las glicoproteinas de superficie codificadas
por el mismo han s8ldo divididas en does clases de acuerdo a su

estructura, distribucién tisular y funcién (Bodmer 18984).

Figura 1: Mapa del brazo corto del Cromosoma 6 Humano. Regién HLA.
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Las moléculas de clase I (denominadas anteriormente antigenos
clasicos de trasplante), se encuentran codificadas en los loci HLA-A, -
B, -C y 8e expresan en la superficie de todas las células nucleadas, en
asociacidén no covalente con una cadena de -2 microglobulina (la cual no
se halla codificada dentro del sistema HLA). Estas moléculas de clase I
presentan péptidos antigénicos a los linfocitos T citotbéxicos CDB8. Por
el contrario, las moléculas de clase II, son productos de los genes HLA-
DR, HLA-DQ y HLA-DP (comprendidos en la regién D) y presentan una

distribucién mucho més restringida, primariamente asociadas a 1la



superficie de linfocitos B, macrofagos y linfocitos T activados, v
participan en la respuesta inmunolégica durante el reconocimiento del
antigeno por los linfocitos T CD4 (Kaufman 1984). Algunos de los genes
que codifican para productos del sistema complemento, 8e encuentran
localizados entre los genes de clase II y de clase I y sus productos se

denominan moléculas de clase II1I.
Funcién de las moléculas de histocompatibilidad:

La funcién biolégica de las moléculas de histocompatibilidad es la
de presentar péptidos antigénicos para la activacién de los linfocitos T
(Fig.2).

Figura 2: Interaccién entre las células del sistema inmune ante 1la
presencia de un antigeno extrafio y rol de 1loes productos del
sistema HLA. AgPc: Célula presentadora de un antigeno en el
contexto del MHC de clase II. T4: Linfocito T "helper” (regulador
de la respuesta por interaccidén con las otras células del sistema
inmune). B: Linfocito B. TB: Linfocito T citotéxico responsable de
la eliminacién de antigenos asociados a superficies celulares que

ademds expresan antigenos HLA de clase 1I.
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Es a través del receptor de los linfocitos T que el antigeno es
reconocido en el contexto de una molécula de clase I o de clase II para
generar una respuesta inmunolégica. Los 1linfocitoe T capaces de
reconocer al antigeno en el contexto de una molécula de clase 1I,
presentan ademds moléculas de diferenciacién CD4 en su superficie vy
pertenecen en su mayoria a la subpoblacién inductora o “helper”. Los
linfocitos que reconocen al antigeno en el contexto de una molécula de
clase I, presentan moléculas de diferenciacién CD8 y pertenecen a la
subpoblacién supresora/citotéxica. Durante la etapa de reconocimiento
antigénico, las moléculas accesorias CD4 y CD8 se unen a determinantes
no polimérficos en las moléculas de histocompatibilidad, de manera tal
qQue confieren estabilidad entre la célula presentadora y la
respondedora. Estas moléculas accesorias también Jjuegan un rol
importante en la transduccién de sefiales al interior del linfocito T.

Una vez activados, 1los linfocitos T CD4 producen citogquinas que
permiten la activacién de linfocitos T CDB, de linfocitos B para su
diferenciacién en plasmocitos, y de macré6fagos capaces de generar las

respuestas inflamatorias (Balkwill 1989, Gromo 1987).

Estructura de las moléculas de clase II:

Son glicoproteinas constituidas por un heterodimero, con una
cadena a de 229 aminoacidos (32-34 kdal) y una cadena £ de 237
aminoacidos (28-289 kdal), unidas no covalentemente (Fig.3) (Kvist 1982).
Cada cadena posee dos dominios globulares externos, con puentes
disulfuro intracatenarios (entre cisteinas separadas por aproximadamente
65 residuos) en ambos dominios de la cadena B y en el dominio préximal
de membrana de la cadena a. El dominio distal a la membrana de las
cadenas 3 posee 894 residuos, mientras que el dominio proximal 84. La
molécula de clase II continGa luego con el llamado péptido de conexién
de 1@ residuos hidrofilicos, hacia el tramo transmembranico de 21
residuos hidrofébicos, para finalizar en el interior de la célula con
una cola citoplasmética de B8-18 aminoacidos (segun el producto) del
extremo carboxi-terminal. Las cadenas a poseen una organizacién similar.

No se conoce aun la estructura cristalografica de las moléculas de
clase II. Los modelos generados por computacién predicen que 1los
dominios méas distales al y Bl adoptarian en el espacio una estructura



como de fosa o de bolsillo, similar a la adoptada por los dominios al y
a2 en las moléculas de clase I (Bjorkman 1987, Brown 1988). En la
estructura de clase I los dominios al y a2 se combinan para ensamblar
una estructura tipo de "fosa acanalada”, 1localizada en la porcién més
externa de la molécula, la cual constituiria el sitio de wunién a
péptidos (Fig.3). Uno de los surcos estéd definido por una estructura de
a hélice del dominio al (entre los aminoacidos 50 y 84) y el otro esté
definido por wuna estructura de a hélice del dominio a2 (entre los
residuos 138 y 180). La base de la fosa esta constituida por 8 laminas 8
plegadas, cuatro aportadas por cada dominio. Las dimensiones de esta
estructura (25 A de largo, 10 A de ancho y 11 A de profundidad) brinda
s8itio suficiente para acomodar péptidos de 10 a 20 aminoacidos, en
estructura de a hélices o en otra conformacién mas extendida. Toda esta
conformacién estaria apoyada sobre un "armazén” determinado por los
dominios mas préximos a la membrana a3 y B2 microglobulina. En el caso
de 1las moléculas de clase II este bolsillo estaria formado por el
dominio al y 1 amino-terminal. En el fondo del saco estas cadenas
adquiririan una conformacién de lamina B8 plegada, mientras que las
raredes del mismo presentarian una conformecién de a hélice (Fig.3). Los
residuos conservados miran hacla afuera del sitio de unidén antigénico y
los residuos polimérficos miran hacia adentro del mismo. La 2zona de
unién antigénica se encuentra dentro del bolsillo tanto en la zona de a
hélice como de lamina B plegada de los dominios al y 81. En esta misma
zona o hacia arriba del bolsillo se encuentran los residuos responsables

de la interaccidén con el receptor T.

Distribucién de las moléculas de clase II:

Los primeros estudios de expresién de las moléculas de clase II
mostraron que las mismas se hallaban primariamente asociadas a
linfocitos B y macré6fagos (Winchester 1980). El1 mejoramiento de técnicas
seroldégicas usando anticuerpos monoclonales ha permitido realizar wun
andlisis méas exhaustivo de la distribucién tisular de estos antigenos
(Radka 1986). Se expresan constitutivamente en 1la superficie de
linfocitos B, monocitos, precursores eritroides, células de Langerhans,
células de Kupfer y linfocitos T activados. Su expresién puede inducirse

por la accién de interferén gama en linfocitos T, células natural



Figura 3: Estructura de las moléculas de histocompatibilidad. (A)
Dominios de las moléculas de clase I y de clase II. (B) Sitio de
presentacién de péptidos en una molécula de clase I, segin la
interpretacién de los estudios cristalograficos, tal como seria
visto por el receptor T. La flecha indica el extremo amino
terminal. La porcién alfa hélice superior y las cuatro laminas
beta plegadas de la izquierda provienen de al; las otras cuatro
laminas beta y el alfa hélice inferior corresponden al dominio aZ.
La hélice en el centro representa un péptido antigénico de 15 residuos.
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killer, células del endotelio vascular, del epitelio timico,
keratinocitos, melanocitos, astrocitos y fibroblastos (Houghton 1984).
También s8e los halla en la superficie de células tumorales, en
leucemias, melanomas. linfomas, carcinomas renal, de pulmén, de ovario,

de cbélon, de vejiga y de mama (Lee 1987).
Productos HLA de clase II humanos HLA-DR, -DQ y -DP :

Los productos de clase II son numerosos y se caracterizan por la
coexpresiétn simultédnea de 1los mismos en la membrana celular de los
tejidos en los cuales estan presentes (Radka 1986). Todos los individuos
expresan las moléculas llamadas HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP, cada una de
ellas constituida por un dimero DRa/DRB, DQa/DQB y DPa/DPB. Cada cadena
estd codificada por un gen respectivo en el sistema HLA, denominados
DRA/DRB1, DQA1/DQBl1 y DPA1/DPBl (Fig.4). Algunos individuos expresan
también un cuarto producto denominado DRw52Z2 o DRwS3, donde la cadena DRa
es la misma a la codificada por el gen DRA y la cadena B es el producto
de un gen denominado DRB3 6 DRB4 respectivamente (Fig.4) (Bell 1987).
Como se vera posteriormente, los genes de clase II presentan un gran
polimorfismo gendmico, el que se evidencia en la presencia de un gran
namero de variantes alélicas para cada una de estas moléculas (Marsh
1989). A nivel de la membrana celular en un individuo dado ese expresan
en co-dominancia los dos alelos de cada gen de clase II. Se denomina
haplotipo de clase II al conjunto de alelos de los genes HLA-DP, DQ y DR

presentes en el cromosoma 6 y que habitualmente segregan juntos.

Organizacién genémica de los genes de clase II:

Como se mencioné anteriormente, loe genes de clase 1II se
encuentran comprendidos en la region HLA-D ubicada hacia la porcidn
centromérica del sistema HLA, en el brazo corto del cromosoma 6 (Kaufman
1984). Esta regién comprende aproximadamente 1000 kb y se halla ubicada
a unas 350 kb del gen que codifica para la 210H (Fig.1). Hacia la regidn
centromérica (ver Fig.4) se halla en primer lugar en un tramo de 300 kb
al gen DRA el cual codifica para la cadena DRa. A una distancia variable
de 80-100 kb sigue un gen llamado DRB3, DRB4 6 DRB5. El producto de
estos genes junto con la cadena DRa generan las moléculas DRwbZ2 y DRwb3



respectivamente (Bell 1987). A menos de 109 kb se localiza otro par de
genes, denominados DRBII, que no es funcional, y DRBI, el gen méas
polimérfico de ia regidén y que codifica para la cadena DRB1l de todas las
moléculas HLA-DR. Resumiendo, hay un Unico gen DRA cuyo producto es
compartido por las moléculas HLA-DR y HLA-DRwb2/53.

Figura 4: Organizacién genética del sistema HLA de clase II. Se indican
los loci HLA-DP, -DQ y -DR. Dentro de cada locus se muestran los genes
localizados en los mismos. Las flechas indican el sentido de 1la
transcripcion de estos genes.
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A una distancia de 80-240 kb (segupn el haplotipo) sigue hacia el
centrémero la regién DQ. En primer lugar, se hallan los genes DQAl ¥y
DQBl1, que codifican para las moléculas HLA-DQ. En la misma regidén, se
halla otro par de genes DQAZ y DQB2, 1los cuales no parecen tener
defectos estructurales, pero cuyos productos aun no han sido hallados
(Lee 1987). Entre ambos pares de genes DQ, a una distancia de
aproximadamente 10 kb de DQA2, se ha localizado recientemente un
pseudogen para una cadena B, denominado DVB, el cual carece del primer
dominio B1 (Inoko 1989).

Hacia el centrémero, a unas 70 kb de DQBZ2 se halla un gen llamado
DOB, cuyo RNA se expresa en muy bajos niveles en linfocitos B y se



desconoce el producto proteico (Tonelle 1985).

A unas ?00 kb de DOB se halla el gen DNA (antes denominado DZ),
cuyo producto no se conoce (Trowsdale 1985). Inmediatamente vecinos a
este gen se hallan los genes de la region DP, los cuales se localizan en
un tramo de 65 kb. Para DP se hallaron dos pares de genes (Bell 1987):
DPAl y DPBl, que codifican para el producto HLA-DP, y otro par de genes
DPAZ y DPB2 los cuales no son funcionales.

Mecanismos moleculares de la regulacién de la expresién de los genes de

clase II:

Los mecanismos moleculares involucrados en la regulaci6tn de la
expresién de los genes de clase Il estan comenzando a ser elucidados. La
transferencia de los genes de clase II o de hibridos formados por
promotores de clase II y genes "reporter” a distintos tipos celulares,
ha permitido identificar en los promotores tramos de secuencia que
actuan en cis, las cuales afectan cuantitativamente la expresién génica
(Lee 1987). Se han postulado en estos estudios tanto elementos de
control positivos como negativos. Se han detectado también proteinas de
binding nucleares las cuales se unen a secuencias altamente conservadas
en todos los promotores de clase II (Dorn 1987). Mutaciones que resultan
en la falta de expresién de los genes de clase II en el sindrome de
linfocitos B "pelados"”, son consecuencia de la falta de unién de estos
factores proteicos a secuencias regulatorias consenso (Preval 1985).
Estudios realizados en genes de clase II murinos (Dorn 1987) mostraron
que para el gen de clase II Eak estas secuencias consenso son necesarias

para la induccién por interferdn gamma de este gen.
Polimorfismo de las moléculas de clase 1I1I:

Las moléculas HLA de clase II se encuentran entre las proteinas
mas polimérficas conocidas, con més de 50 variantes alélicas. Estos
alelos son producto de la unién a nivel de la membrana celular de alguna
de 1las variantes de las cadenas a con alguna de las variantes de las
cadenas B. Los genes que las codifican se expresan codominantemente, por
lo tanto las células exhiben tanto los productos maternos como paternos,

lo gque da por resultado la expresién de al menos 6 moléculas de clase II



en la membrana para un individuo heterozigota para DR, DQ y DP. Ademés,
se ha evidenciado en algunos casos la expresién en membrana de (por
ejemplo) una cadena DQa materna con una cadena DQB paterna, en un
fenémeno denominado trans-asociacién, lo que aumentaria el nimero de
moléculas de clase II presentes en la célula (Giles 1985).

Las variantes polimérficas de las moléculas de clase II han sido
identificadas Yy caracterizadas inicialmente por su capacidad de
estimular la proliferacién de linfocitos T alogeneicos, en un fenbémeno
denominado cultivo mixto linfocitario (CML). Posteriormente, se
establecidé que los epitopes responsables de estimular al CML se hallaban
sobre las moléculas HLA-DR presentes en una fraccidén minoritaria de las
células mononucleares de sangre periférica (monocitos y linfocitos B).
Con estas células purificadas se establecieron las condiciones adecuadas
para identificar las variantes alélicas de <clase II por técnicas
seroldgicas, de citotoxicidad mediada por anticuerpos y complemento. Los
anticuerpos capaces de distinguir las distintas variantes HLA de clase
II se hallan en suero de individuos politransfundidos o de mujeres luego
de varios embarazos (nétese que en estas situaciones el organismo se
expone a moléculas de histocompatibilidad "ajenas”, contra las cuales se
responde con la produccién de anticuerpos).

Mediante las técnicas seroldégicas, se han definido hasta el
presente 14 alelos diferentes para DR y 7 alelos para DQ (Milford 1989)

(Tabla 1).

Los diversos alelos capaces de estimular la reaccién de CML se
denominan especificidades Dw (Floremberg 1989). Estos epitopes Dw en las
moléculas de clase II no necesariamente son los mismos detectados por
anticuerpos. Estos determinantes son de gran importancia clinica en el
rechazo de trasplantes y se los ha llamado alelos del locus D ( Bach
1986). Hasta el presente se han identificado 24 alelos diferentes (Tabla

1).



Tabla 1: Lista completa de las especificidades HLA de clase II reconocidas.
"blank” g8e definen a todas aquellas especificidades que no generan respuesta
proliferativa por cultivo mixto linfocitario secundario.

Dw9
Dw10
Dwll(w7)
Dwl2
Dwl3
Dwl4
Dwl5
Dwl6
Dwl7(w7)
Dw18(w6)
Dwl1l9(w6)
Dw20
Dw21
Dw22
Dw23
Dw24
Dw25
Dw26

DRw19
DRw1l1l(5)
DRw12(5)
DRw1l3(w6)
DRwl4(w6)
DRw1b5(2)
DRw16(2)
DRw17(3)
DRw18(3)

DRwb52

DRw53

DQw4

DQwbS (wl)
DQw6 (wl)
DQw7 (w3)
DQw8 (w3)
DQwI (w3)

DPw6
DPw "blank’
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A diferencia de los estudios realizados para DQ y DR, los anélisis
de variacién alélica para el locus DP han presentado complicaciones
debido a 1la falta de reactivos seroldgicos y la baja estimulacién de
linfocitos T en CML primario. Estas moléculas HLA-DP fueron
originalmente definidas por 8u capacidad de estimular una fuerte
respuesta secundaria en cultivo mixto, donde las células T respondedoras
son pre-estimuladas in vitro (PLT= "primed lymphocyte typing”). Mediante
esta técnica ha sido posible definir 6 especificidades DP (Shaw 19890,
Hartzman 1984) (Tabla 1).

Los distintos alelos HLA de clase II fueron identificados por
reacciones serolégicas y de CML y definidos a lo largo de 10 Talleres
Internacionales de Histocompatibilidad. En los Ultimos Talleres se han
incorporado nuevas metodologias para caracterizar las distintas
variantes de clase II: 1isoelectroenfocado , geles de poliacrilamida
(Knowles 1989), polimorfismo de los fragmentos de restriccién (RFLP) en
el DNA (Cohen 1989) y determinacién de la secuencia nucleotidica de 1los
genes (Gregersen 1989).

Dentro de 1la regién DR, se ha establecido que el 1locus DRA
presenta escaso polimorfismo (Lee 1982). Existen cuatro loci DRB cuyos
productos se expresan en moléculas de clase II, denominados DRB1l, DRB3,
DRB4 y DRBS (Winchester 1980). El1 locus DRB1 esta presente en todos los
haplotipos y exhibe un enorme polimorfismo, con mas de 4@ alelos
presentes. El locus DRB3 estd presente en algunos haplotipos (DR3, 5, 6
y 8), codifica para las llamadas moléculas DRwS2 y presenta 4 alelos. El
locus DRB4 s6lo estd presente en los haplotipos DR4, 7 y 9, codifica
para la llamada molécula DRwb3 y no exhibe polimorfismo. El1 locus DRB5
s6lo esta presente en individuos portadores del haplotipo DR2 y hasta el
presente se han identificado 4 alelos del mismo (Lee 1987). El1 1locus
DRB2 posee un pseudogen, esta presente en algunos individuos y ausente
en otros. Como se ve, el polimorfismo del sistema no sélo afecta en
cambios puntuales a un producto génico sino incluye grandes variaciones,
con la presencia de distinto numero de genes en distintos individuos. La
regién DQ presenta polimorfismo tanto en el locus DQAl como en el DQB1
(Trucco 1986). La regién DP presenta escaso polimorfismo a nivel del gen
DPAl y un amplio polimorfismo en el gen DPBl (Bugawan 1988).

En las moléculas de clase II la mayor parte de polimorfismo se

encuentra localizado particularmente en el primer dominio al y B1 (Bell
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1987, Marsh 1989, Bugawan 1988). Dentro del mismo se han podido definir
regiones partiqulares de extenso polimorfismo ( Benoist 1983) las cuales
fueron denominadas regiones de hipervariabilidad alélica (AHVR). En los
genes DRB hay 3 AHVR. Estas se ven entre los residuos 9 y 13, 26 y 33, y
67 v 74 (Fig.5). Se puede observar variacién adicional en las posiciones
37 y 38, 47 y 56 a 60. Este patrén puede también observarse en los
alelos DQA y DQB, aunque difieren en el numero de regiones
hipervariables (Fig.6). Hay una séla regién AHVR para DQa (posiciones 45
a 56) y dos AHVR en DQB (53 a 57 y 66 a 77). El polimorfismo en el locus
DPB permite 1localizar 5 regiones con s6lo dos o tres aminoécidos
diferentes en cada posicién polimérfica (Fig.7); mientras que DPa
presenta escaso polimorfismo, el cual genera dos variantes alélicas las

cuales difieren en 3 aminoacidos la una de la otra (Bugawan 1988).

Origen del polimorfismo de los genes de clase II:

El origen y mantenimiento del extenso polimorfismo de los genes de
clase II ha sido objeto de numerosas controversias. La presencia de
regiones de extensa variabilidad (AHVR) intercaladas con zonas altamente
conservadas en todas las moleculas, 8sugiere la existencia de mecanismos
de recombinacién homéloga reciproca o no reciproca. Estudios realizados
en genes de clase II de ratén (Mc Intyre 1984) han aportado fuertes
evidencias de fenémenos de recombinacién no reciproca o conversién
génica. Este mecanismo involucra la copia de tramos de informacién del
DNA (durante la replicacién del mismo) a partir de genes homélogos. Los
genes interactuantes pueden estar en el mismo cromosoma O en cromosomas
distintos. Un ejemplo claro de ésto es lo que ocurre en los haplotipos
HLA-DR3 y HLA-DRwl3. Estudios de reactividad serolégica y de patrones de
restriccién por la técnica de Southern Blot muestran que ambos presentan
un origen evolutivo comun (Angellini 1984). Las secuencias nucleotidicas
de los dominios polimérficos de los dos loci activos DRB1 y DRB3 de los
haplotipos DR3 y DRwl3 muestran que el locus DRB1l del alelo HLA-DR3 pudo
ser generado mediante el intercambio de dos segmentos cortos de DNA de
los loci DRB1 y DRB3 pertenecientes al haplotipo DRwl3 (Gorski 1986). Un

esquema de este evento de conversion génica se muestra en la Figura 8 en

dénde el
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Figura 5: Secuencia aainoacidica del priaer doainio de las distintas variantes alélicas del Jocus DRB.
AHVR 1,2 vy 3 son las regiones de hipervariabilidad alélica.
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Figura &: Secuencia aminpacidica del dominio polimbrtico de las distintas variantes alélicas de los loci DOAI (a) y D@BL (b).
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Figura 7: Secuencis no]ipept{dica del oriser doainio polisérfico de los alelos de los loci DBAL (a) y DABL (b).
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dominio polim6érfico del locus DRwl3 DRB3 acttia como donante y el DRB1
actua como receptor, lo que genera la secuencia del gen DR3. Como es
esperado, por este mecanismo los loci DRB3 de los haplotipos HLA-DR3 vy

HLA-DRw13 son idénticos.

Figura 8: Representacién esquemética del evento de conversidn génica
intracromosomal entre dos genes que codifican para las cadenas beta del
loci DRwl3. La flecha muestra la direccidén en que ocurridé este evento
generando una nueva cadena DRB1 con la especificidad DR3. El gen no
estd esquematizado en intrones y exones.

PRBIL DR BZ DRB3
DRwi3a
P S I
1 , i
|
DR3 l

Como consecuencia de estos mecanismos de diversificacién, todas las
moléculas de clase II presentan un alto porcentaje de homologia (Bell
1987, Gyllesten 1990). La seleccién juega un papel importante en la
fijacién de estos polimorfismos en la poblacién, pero los mecanismos
exactos por los cuales se establecen estas variaciones permanecen aun
oscuros. Las 2zonas de AHVR podrian haberse generado por mutaciones
puntuales de un unico par de bases seguido por un evento de conversiédn
génica o de recombinacién homéloga (Gorski 1986, Lee 1987).

La historia evolutiva del polimorfismo en los loci DQAl, DQBl vy
DRB1 parece ser bastante diferente y refleja diferentes mecanismos

genéticos y presiones de seleccién para los distintos 1loci. Estudios
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comparativos a nivel de secuencias nucleotidicas del dominio polimérfico
del 1locus DQB en el hombre y en especies cercanas al hombre (Gyllesten
1990) (monos,gorilas y chimpanzé) muestran gque muchos de los tipos
alélicos (DQwl,2,3 y 4) han persistido por largos periodos de tiempo (al
menos 20 millones de afios) previo a la especiaci6tn y mantenidos por
alguna forma de seleccidén. Por otro lado, los subtipos o ‘“splits”
provenientes de los mismos son mas recientes y especificos de especie.
En el caso del 1locus DQAl sucede algo similar gque para DQBl: el
polimorfismo en el locus DQAl refleja el mantenimiento de antiguos tipos
alélicos con cambios minimos en la secuencia por mads de 5 millones de
afios y 1la aparicidén de nuevas subvariantes luego de la especiacibn
(Gyllesten 1989). El1 rol de 1la transferencia de segmentos en la
generacién de la diversidad alélica se encuentra mads dramaticamente
ilustrado en la evolucién del locus DRB. En este, el patréon de
polimorfismo encontrado proviene de eventos de recombinacién intra
exénicos entre segmentos conservados y antiguos que codifican la léamina
B plegada y segmentos mas recientemente generados que codifican para la
a hélice en el dominio a2 (Erlich 1991).

La activa evolucién de estos genes seria de fundamental importancia
para garantizar en la especie una mayor eficiencia la presentacion
antigénica y el reconocimiento T, disminuyendo la probabilidad de gue un
microorganismo capaz de mutar sus epitopes evite la asociacién de los
mismos a las moléculas de histocompatibilidad. Como se menciond

anteriormente, el mayor numero de cambios se localiza en el sitio de

presentacién antigénica, lo que apoyaria esta teoria.

Tipificacién del sistema HLA:

Se denomina tipificacidén a la determinacién del fenotipo HLA que
presenta un individuo. La identificacidén de los alelos se realiza por
reacciones seroldégicas, fundamentalmente de citotoxicidad mediada por
anticuerpos y complemento. Se debe disponer de una coleccidén muy amplia
de antisueros capaces de identificar todas 1las variantes HLA. Los
antisueros se obtienen de mujeres multiparas y de individuos
politransfundidos (Payne 1957). El analisis para la identificacidén de
las especificidades de estos sueros es muy complejo ya gque los mismos

contienen numerosos anticuerpos con multiples especificidades hacia 1los
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productos de 1los distintos loci del sistema HLA. La produccién de
anticuerpos monoclonales a partir de hibridomas murinos o humanos
(Kohler 1975) ha contribuido muy parcialmente a la identificacién de los
alelos HLA. Para tipificar los alelos de clase I y clase II se parte de
linfocitos de sangre periférica obtenidos por gradiente de Ficoll-
Hypaque. Para los alelos de clase I, 1las células se incuban con los
antisueros en policubetas donde cada fosita posee un suero distinto, se
agrega luego complemento y después de otra incubacién se analiza la
viabilidad de las células al microscopio ( Terasaki 1969). Las células
serédn lisadas en aquellas fosas en las cuales se encuentra el antisuero
portador de la especificidad hacia el alelo expresado en la superficie
celular. Si el individuo es heterozigota, habra lisis en fosas que
contienen antisueros contra dos especificidades distintas para un 1locus
dado. En caso de hallarse s6lo un alelo para un dado locus, el individuo
podria ser homozigota o portar un alelo no reconocido por los antisueros
sembrados en la policubeta. La tipificacién de las moléculas de clase II
DR y DQ también se lleva a cabo por la técnica de citotoxicidad mediada
por anticuerpo y complemento, pero la misma se realiza sobre linfocitos
B purificados o mediante técnicas combinadas de citotoxicidad y doble
fluorescencia que permitan la visuvalizacién simultanea de linfocitos T y
B (van Rood, 1978). Los alelos del 1locus D, como se menciond
anteriormente, se tipifica por cultivo mixto linfocitario mediante un
panel precaracterizado de células homozigotas para cada uno de los
alelos conocidos de este locus (Floremberg 1989). Estas células
(irradiadas para evitar su mitosis) se wusan para estimular la
proliferacion en cultivo de los linfocitos a tipificar: responderan ante
los alelos diferentes y no responderan ante los alelos iﬁénticos. Las
moléculas HLA-DP poseen epitopes que estimulan debilmente la
proliferacién de los linfocitos T, por lo que se los debe preestimular
in vitro y realizar una suerte de cultivo mixto linfocitario secundario
(Shaw 1980, Hartzman 1984).

Mediante el uso de la técnica del Southern, también es posible
analizar la variabilidad genética del sistema HLA a través de 1los
patrones generados por el uso de enzimas de restriccién (RFLP) y la
hibridizacién con sondas moleculares correspondientes a los distintos
genes HLA. Mediante esta técnica se han hallado numerosas correlaciones

entre alelos identificados por serologia y RFLP asi como también se han
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descripto variantes no detectadas por serologia (Immunobiology of HILA,
Springer Verlag, 1989). Con el conocimiento de la secuencia de los
dominios polimérficos de los alelos HLA, ha sido posible la sintesis de
oligonucledétidos especificos de cada alelo, y pueden ser utilizados para
la hibridizacién de los productos de amplificacién enzimatica mediada
por polimerasa (PCR) de los genes HLA (Saiki 1988, Le Call 1986). La
combinacién de esta técnica Jjunto con la hibridizacién con
oligonucleétidos especificos ha permitido la tipificacién de muestras a

partir de cantidades minimas de DNA.

HLA y genética poblacional:

La frecuencia de distribucién de los distintos alelos HLA varia
segun el grupo étnico estudiado (Helmuth 1990, Kohonen Corish 1986,
Tsuji 1986). Es decir, un determinado alelo HLA puede ser muy frecuente
en orientales pero ser poco frecuente o no encontrarse en sajones. Por
ejemplo, el antigeno HLA-DRZ presenta una alta frecuencia en los indios
americanos (46%). Esta frecuencia disminuye al 36% en la poblacién
Japonesa, 28% en los negros americanos, 25% en los caucasoides europeos,
17% en los judios ashkenazi y 14% en los mejicanos (Tiwari 1985). Se ha
observado también variaciones en la frecuencia de los antigenos HLA
dentro de areas geograficas pequetfias. Como veremos posteriormente, la
variacién racial de la frecuencia de los antigenos HLA tiene un efecto
significativo en 1la fuerza de las asociaciones de los mismos a
determinadas enfermedades (Tiwari 1985).

La frecuencia tedrica para calcular la presencia simultéanea de un
alelo de un locus junto a otro alelo de otro locus en una determinada
poblacidén, se calcula multiplicando las frecuencias individuales de esos
alelos en 1la poblacién. §Si el valor de 1las frecuencias conjuntas
presenta diferencias significativas respecto de la frecuencia observada
(el producto de las frecuencias alélicas individuales), se dice que los
dos alelos se encuentran en desequilibrio de ligamiento (Tiwari 1985).
Este fenémeno se debe al hecho de que loci cercanos en el genoma
segregan Jjuntos con mas frecuencia que la esperada por el azar. Por
ejemplo: el HLA-B8 estA presente en el 15% de los blancos caucéasicos, y
el alelo HLA-DR3 se halla en el 20%. La proporcién de individuos HLA-BS,
DR3 serd entonces: ©0.15 x ©.20 = .93 (3%). Sin embargo, esta
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combinacién se halla en un 7% de la poblacién (Tiwari 1985). Por 1lo
tanto 1los alelos HLA-B8 y HLA-DR3 se hallan en desequilibrio de

ligamiento.
Asociaciébn entre HLA y enfermedad:

Desde hace mas de 15 afios se ha establecido que una variada gama de
patologias se desencadenan preferentemente en individuos que heredan
determinados alelos del sistema HLA ya sea de clase I como de clase II
(Sejgaad 1980). Muchas de estas patologias, aunque no todas, involucran
la participacién del sistema inmune como en el caso de enfermedades
infecciosas y autoinmunes.

Se han propuesto numerosos mecanismos para explicar las

asociaciones HLA y enfermedad (Tiwari 1985):

a) Las moléculas de histocompatibilidad podrian actuar como receptores

para organismos patégenos (por ej. virus).

b) Las estructuras moleculares de determinados agentes infecciosos
podrian ser similares a las moléculas de histocompatibilidad presentes
en la membrana celular. Esto conduciria a que el organismo hospedador no
sea capaz de reconocer a los microorganismos como extrafios y por 1lo

tanto no se inicie la respuesta inmunolégica hacia los mismos (mimetismo

antigénico).

c) Las moléculas HLA podrian tener estructuras similares a las presentes
en los receptores para ciertas hormonas. Esto podria causar competencia
entre el antigeno HLA y el receptor para la hormona. Estas

interacciones, bajo ciertas condiciones, podrian conducir a enfermedades

no inmunolégicas.

d) En enfermedades autoinmunes se ha postulado la hipbétesis que
determinados antigenos HLA por unidén a moléculas extrafias podrian

generar una relacién "hapteno-carrier”. La misma podria dirigir la

respuesta inmunoldégica contra los tejidos propios.

e) Los antigenos HLA podrian no estar involucrados en la causa de la
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enfermedad, sino que podrian ser marcadores para los verdaderos genes de
suceptibilidad,. los cuales presentarian desequilibrio de ligamiento con
ciertos alelos HLA. Existen en el sistema HLA genes que codifican para
otras moléculas de relevancia inmunolégica (por ej. el factor de
necrosis tumoral, genes del sistema complemento, etc.). La hiperplasia
adrenal congénita es una enfermedad autosdémica recesiva producto de una
deficiencia en el gen que codifica para la 210H. Este gen se localiza en
los loci de clase III del sistema HLA, muy cercano al locus HLA-B. En
particular, existe un fuerte desequilibrio de ligamiento entre el gen de
la 210H deficiente y el gen que codifica para el alelo HLA-Bw47. Por 1lo
tanto, éste alelo HLA-B actuaria como marcador para el gen 210H

defectivo (Dupont 1977).

El hallazgo de una asociacidén entre una patologia y el sistema HLA
surge cuando al tipificar un grupo de pacientes, un determinado alelo se
halla en una frecuencia significativamente elevada respecto de un grupo
de controles normales del mismo grupo étnico que habitan en la misma
zona geografica. Debido a que la frecuencia de ciertos alelos varia en
distintos grupos étnicos, se puede mensurar la fuerza de la asociaciédn
independientemente de la frecuencia del alelo. ©Se define asi el "riesgo
relativo” (RR) que indica indica cuantas veces es mads frecuente la
enfermedad en individuos portadores de un determinado marcador respecto

de aquellos individuos que no lo portan. La férmula utilizada es la

siguiente:
RR=axb/cxd
a = nro. de pacientes portadores del alelo.
b = nro. de controles negativos para el alelo.
¢ = nro. de controles portadores del alelo.
d = nro. de pacientes negativos para el alelo.

Si las frecuencias son similares en pacientes y controles el valor
de RR se aproxima a la unidad. Si RR es menor que la unidad y se
aproxima a cero, entonces este alelo es menos frecuente en pacientes que
en controles y 8e habla de un alelo ‘“protector”. La significancia
estadistica de la diferencia de RR de la unidad se calcula por el test
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de Chi cuadrado de Fisher (Tiwari 1985), en dénde el nivel de
significacién esté medido en términos de probabilidad (p). A menor p (p
< ©.05), mayor es la seguridad que el valor RR estimado no es diferente

de la unidad por azar.

Enfermedades autoinmunes:

Algunas de las asociaciones HLA de clase II vy patologias
autoinmunes s8e muestran en la Tabla 2 (Todd 1988). Como se puede
observar, en la poblacién sajona un individuo portador del fenotipo HLA-
DR3.4 presenta wuna mayor predisposicion a la diabetes insulino
dependiente (RR= 20) que un individuo portador del alelo HLA-DR2 (RR=
0.25).

Con el desarrollo de nuevas técnicas en genética molecular y la
posibilidad de estudiar 1la secuencia nucleotidica de los alelos
asociados a las enfermedades, se ha podido conocer en mas detalle la
real asociacién de los alelos HLA a las mismas. Un ejemplo claro de esto
lo constituyen los estudios realizados en diabetes insulino dependiente
en los Ultimos 3 afios. Se conocia desde hace tiempo la asociaciébn con
los alelos HLA-DR3 y DR4 y la asociacion negativa con el alelo HLA-DR2.
Con 1la determinacion de la secuencia nucleotidica de los 12 alelos para
DQB y 8 para DQa se pudo concluir que en esta enfermedad 1la real
asociacién es con la molécula HLA-DQ (Todd 1987). Todos los haplotipos
de riesgo se caracterizan por poseer una cadena DQ3 en donde el residuo
57, que habitualmente es acido aspartico en los alelos no asociados, ha
sido reemplazado por otro aminoacido neutro. De esta forma, 1los alelos
que poseen aspartico en la posicién 57 actuarian como protectores,
siendo este efecto dominante y los que carecen de aspartico, como alelos
de riesgo siendo este efecto recesivo.

La fuerza de las asociaciones a enfermedades varia en los distintos
grupos étnicos pero en general son los mismos alelos los asociados
(Palavecino 1990, Zoschke 1986). De todas formas, solo una peguefia
proporcién de los individuos portadores de los alelos de riesgo
desarrollan la enfermedad (baja penetrancia). Estudios de asociacién
realizados en hermanos HLA idénticos y en gemelos wunivitelinos,
mostraron una discordancia de alrededor del 10 al 50% (segin la

enfermedad), indicando 1la participacién de otros factores genéticos y

22



ambientales que contribuyen al desarrollo de muchas de estas patologias

(Tiwari 1985). _

Tabla 2: Asociaciones de entre los alelos HLA vy enfermedades

autoinmunes (Todd 1988). RR= riesgo relativo.

Enfermedad Alelo de RR
clase 11
Enfermedad celiaca DR3 8-12
DR7 2.5
DQw2 25
Diabetes insulino dependiente DR3 4-6
DR4 4-6
DR3,4 20
DR2 0.25
Artritis reumatoidea DR4 4-6
DR1
Myastemia gravis DR3 2.5
DR7
Esclerosis miultiple DR2 4
Pemphingus vulgaris DR4 24
DR6 1.5
Lupus eritrematoso sistémico DR2 1-2
DR3 -
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ENFERMEDAD CELIACA.

Definicién y caracteristicas:

La enfermedad celiaca (EC), es una de las principales causas de la
malabsorcién intestinal en los paises desarrollados. Esta& causada por
una respuesta inmunopatolégica a la presencia de gliten en el lumen
intestinal. Esta proteina es el componente esencial de numerosos
cereales, especialmente trigo, centeno, cebada y avena.

La enfermedad cursa con alteraciones estructurales y funcionales
del intestino delgado causando malabsorcidén de nutrientes. Las
caracteristicas histoldégicas mas relevantes a nivel intestinal son las

siguientes (Lee 1980):

- Cambios degenerativos a nivel de los enterocitos
0 células absortivas epiteliales, las cuales pierden su forma de altas
columnas y se ven drasticamente reducidas en altura. El citoplasma de
las mismas se transforma en bas6filo y los nucleos toman formas vy
orientacién irregulares. Las microvellosidades presentan falta de

crecimiento y desarrollo.

-Es de considerable interés el marcado incremento
de 1linfocitos intraepiteliales, en algunos casos los mismos igualan o
exceden en numero a los enterocitos presentes y dan la impresién de un
gran incremento de células en la superficie del epitelio. En contraste,
los linfocitos se hallan dispersos en la lamina propia, en donde es muy

marcada la infiltracién de la misma con células mononucleares

plasmaticas.

-En algunos casos, la presencia de densos
infiltrados leucocitarios en la lamina propia especialmente acompanado
por células linfoides atipicas evidencian el desarrollo de linfoma

intestinal, wuna de las complicaciones mé&s graves que puede acarrear la

EC.
La exclusidén absoluta del gluten en la dieta restaura en la gran

mayoria de los casos la completa funcionalidad y estructura del
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intestino delgado. Un retraso en el tratamiento resulta a veces en un
estado refractario de mal nutricién que no responde a la dieta libre de

glaten.
Las manifestaciones clinicas de la EC se evidencian por un déficit

en el crecimiento y desnutricién. Los efectos clinicos se observan

mayormente en nifios, pero pueden aparecer en la adolescencia o en la

vida adulta.

Diagnéstico de la enfermedad celiaca:

El diagnéstico certero aceptado actualmente es el denominado test
de ESPGAN (Meeuwise 1970). El mismo consiste en el estudio

histopatolégico de tres biopsias consecutivas del intestino delgado:
1) Primera biopsia positiva.

2) Segunda biopsia negativa luego de un tiempo prolongado bajo

dieta libre de gluten.

3) Tercer biopsia positiva ante el desafio con alimentos

conteniendo gluiten.

Todos 1los hermanos de un nifio afectado también deben someterse a
este analisis invasivo por biopsias con el fin de un diagnéstico certero
temprano para evitar el desencadenamiento o la progresiva manifestacién
de la enfermedad.

Durante mas de 30 afios se han estudiado numerosos tests posibles de
diagnosticar la EC de una forma menos invasiva. Los tests inmunolégicos
desarrollados, 1los cuales se basan en la medicién de anticuerpos anti
gliadina en suero, mostraron que si bién es posible detectar Ila
presencia de IgG e IgA anti gliadina con una alta sensibilidad, estas
pruebas detectan un alto porcentaje de falsos positivos (Labrooy, 1986;
Arranz, 1986). Recientemente ( Loft, 1990), ha sido desarrollada una
técnica diagnéstica alternativa 1la cual se basa en el estudio del
aumento en la cantidad de linfocitos infiltrantes en muestras de recto y
jejuno 6 horas después de la estimulacién con una fraccién de purificada

de gliadina. Este test no sé6lo permite diagnosticar la presencia de la
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enfermedad celiaca, sino también predecir la posibilidad de gque wun
individuo que. no manifiesta aun 1la clinica de 1la EC, presente
sensibilidad al gluten (caso de los hermanos de un nifio afectado). Este
test es de mucho valor en aquellos casos en que las biopsias
intestinales son dificultosas de realizar, ya sea por la corta edad del
paciente o porque en el caso de las mujeres embarazadas los rayos X

estan contraindicados.

Asociacién entre HLA y enfermedad celiaca:

La EC es una de las patologias que presenta una fuerte asociacidn
con determinados alelos del sistema HLA. Los primeros estudios
realizados mostraron la predominancia del alelo de clase 1 HLA-B8B en
estos pacientes (Falchuck 1972). Estudios posteriores (Keuming 1976,
Scholz 1983) mostraron una fuerte asociacién con el alelo de clase 1II
HLA-DR3. DR3 presenta desequilibrio de ligamiento con HLA-B8, de ahi la
presencia de este antigeno en la poblacién celiaca. Estudios realizados
en diferentes regiones (Keuming 1976, Betuel 1976, De Marchi 1979,
Brautbar 1981) mostraron que las especificidades del locus DR que se
asocian a la EC incluyen HLA-DR3 y DR7. En 1983, estudios realizados en
la poblacién italiana (Tosi 1983) mostraron que todos los pacientes
portadores de los alelos DR3 y DR7 presentaban la especificidad HLA-DQw2
la cual se halla en fuerte desequilibrio de ligamiento con estos alelos
HLA-DR. Por lo tanto, DQw2 parece ser la especificidad HLA primariamente
asociada a la EC. La Tabla 3 podemos observar los riesgos relativos que
presentan los alelos HLA-Al, -B8, -DR3, -DR7 y -DQw2Z2 en la poblacidn
caucasoide (Tiwari 1985). El menor riesgo relativo del alelo HLA-Al se
debe a que esta variante se encuentra en desequilibrio de ligamiento con
el alelo HLA-BS. En el 4to. Workshop Latinoamericano de
Histocompatibilidad (Buenos Aires, diciembre de 1985) se confirm6 la

asociacién entre EC y HLA-DQw2, el cual se encuentra presente en mas del

95% de los pacientes.
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Tabla 3: Riesgo relativo de distintos alelos HLA asociados a la EC en la

poblacidén caucasoide.

ALELO HLA RIESGO RELATIVO No.DE ESTUDIOS
Al 3.57 15
B8 7.6 15
DR3 11.6 8
DR7 2.5-4.1
DQw2 >25

*la asociacidén a la EC del alelo DR7 depende del grupo

estudiado, ya que en algunos no existe tal asociacién.

Otro estudio mostrdé que los pacientes celiacos que no son DR3 o DR7
son todos DR4, DQw3 positivos (De Marchi 1984). Por 1lo tanto la
presuncién de que DQwZ2 es el unico alelo de riesgo quedaria descartada a
menos que se asuma que la enfermedad incluye dos entidades separadas,

una asociada a DQw2 (+DR3 y/o DR7) y otra asociada a DR4,DQw3.

Expresién de antigenos de clase II en el intestino delgado de enfermos

celiacos:

En 1988, se utilizaron anticuerpos monoclonales dirigidos contra
determinantes monomérficos de las moléculas HLA de clase II con los
fines de investigar la expresién de los mismos sobre células del
intestino delgado tanto en individuos normales como en EC (Kelly 1988).
En el tejido epitelial del intestino normal hay una fuerte expresién de
antigenos DR y DP en la zona apical de las vellosidades intestinales y
ésta disminuye en intensidad hacia la base de las mismas. Las células
epiteliales de 1la cripta no expresan estos antigenos. En la léamina
propia también hay células positivas para DR y DP. Los antigenos HLA-DQ
no se hallan presentes en las células epiteliales pero si en la léamina
propia. En los pacientes celiacos, ademds de un aumento en la expresiédn
normal para estos antigenos, se encuentra expresién de HLA-DR y DP en
las células de la cripta. La expresién de HLA-DQ permanece inalterada.
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En los pacientes sometidos a una dieta libre de gluiten, la expresién de
estos antigenos es intermedia entre un paciente s8in tratar y un

individuo normal.
Un aumento de la expresién de estos antigenos en el epitelio

intestinal de los pacientes con EC, podria tener implicancia en un
aumento de la presentacién antigénica, conduciendo a un aumento de 1la
respuesta inmune a la gliadina y hacia componentes propios.

Ain cuando no estd claro el mecanismo de la patogénesis, las
evidencias sugieren una activa participacién de componentes

inmunolégicos.
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OBJETIVOS.

El objetivo amplio de este trabajo de tesis fue estudiar las bases
serolégicas y moleculares de la asociacién de la enfermedad celiaca

pediatrica y el sistema HLA. Especificamente se estudiaron los

siguientes aspectos:

a) Se determinaron por técnicas seroldgicas los alelos HLA-A, B, C, DR y
DQ en 62 enfermos celiacos pedidtricos argentinos. Teniendo en cuenta
que los alelos HLA asociados a esta patologia varian en distintos grupos
étnicos, resultaba importante en primer lugar definir la asociacién para
pacientes pedidtricos en nuestro medio, donde la enfermedad tiene una
fracuencia aproximada de 1/1800. El alelo DQw2 esta presente en mas del
95% de los pacientes celiacos pediatricos argentinos; sin embargo, 1los

alelos HLA-DR asociados, difieren de los presentes en otras poblaciones.

b) Se caracterizaron mediante hibridizacién gendémica de Southern 1los
patrones polimérficos de restriccién (RFLP) de los genes HLA de clase II
DRB, DQA, DQB, DPA y DPB de pacientes celiacos, y se compard con
aquellos de individuos normales. Este estudio, se realizé en el contexto
del X Workshop Internacional de Histocompatibilidad, donde varios
laboratorios analizaron en forma cooperativa los patrones RFLP de 1los
genes HLA en distintos grupos étnicos. Esto permitiod definir
correlaciones entre serologia y patrones RFLP y hallar variantes

gendémicas para alelos no distinguibles por serologia.

c) Los alelos HLA de clase II asociados a celiacos argentinos fueron
confirmados por amplificacién gendémica (PCR) e hibridizacién con
oligonucledétidos especificos de alelo. Los resultados obtenidos

permitieron explicar las bases genéticas del aumento del ftenotipo DRS/7

en nuestro medio.

d) Se determiné la secuencia nucleotidica de los dominios polimérficos
de 1los genes DRB, DQA y DQB de dos pacientes celiacos pediatricos

argentinos, portadores de alelos HLA no asociados en celiacos de otros

grupos étnicos.
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e) Excepcionalmente, menos del 5% de los pacientes no son portadores del
alelo de riesgo HLA-DQw2. Se estudiaron en estos individuos los dominios
polimérficos de los genes DRB, DQA y DQB, mediante amplificacién
gendémica, hibridizacién con oligonucleétidos especificos y determinacién
de la secuencia nucleotidica. Esto permitié6 confirmar la ausencia de las
cadenas DQA y DQB de riesgo y definir en otros alelos HLA-DQ tramos de
su estructura comunes a las moléculas de riesgo, que podrian ser

criticos en la asociacién a patologia.

El estudio de los alelos HLA asociados a la EC y la busqueda de
posibles diferencias a nivel molecular de los genes que codifican para
estos alelos HLA respecto de aquellos asociados negativamente a 1la
enfermedad, nos permitiria entender mejor los mecanismos inmunolégicos
involucrados en el desarrollo de la EC. Ademas, esto podria contribuir
al desarrollo de wuna estrategia diagnéstica alternativa, para

identificar a los nios afectados y sus familiares portadores de 1los

alelos de riesgo.
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TIPIFICACION SEROLOGICA DE LOS ALELOS HLA

a) Alelos de clase I: La técnica utilizada para la caracterizacién de
los alelos HLA-A, -B y -C presentes en un individuo es la de Terasaki
(1969) de citotoxicidad mediada por anticuerpos y complemento. Los
sueros utilizados para este estudio se obtienen de mujeres multiparas o
de hibridomas murinos, que son sometidos a una rigurosa caracterizacioén,
a través de workshops internacionales, de las especificidades HLA que
son capaces de reconocer. Un mismo alelo presente en dos individuos
distintos, no siempre presenta el mismo patr6é6n de reactividad. Por ello,
se usan varios sueros contra cada alelo, lo que resulta en el uso de més
de 190 sueros para cada estudio. Brevemente: los sueros se colocan cada
uno en pocillos de policubetas plasticas, 1las cuales luego se mantienen
congeladas hasta su uso. Se agregan luego a cada pocillo 1linfocitos
obtenidos a partir de sangre periférica (que expresan altos niveles de
moléculas HLA en su superficie) y luego de una breve incubacién se
agrega complemento. Se visualizan los pocillos mediante un microscopio y
se determinan aquellos que contienen células vivas vy muertas,

distinguibles mediante el uso de colorante vital.

b) Alelos de clase II: Los antigenos HLA-DR y -DQ también se tipifican
por citotoxicidad dependiente de anticuerpo y complemento (van Rood,
1978), pero la reaccién se hace identificando linfocitos B por doble
fluorescencia, ya que expresan altos niveles de moléculas de clase II y
s6lo representan el 5-15 % de los linfocitos periféricos. Los sueros al
igual que para clase I, son obtenidos a partir de mujeres multiparas o
de hibridomas murinos y pasan por los mismos controles de seleccién a

través de workshops internacionales que los avalen para 8u uso Yy

especificidad.

EXTRACCION DE DNA A PARTIR DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

El protocolo utilizado es el enviado por la Comisién Organizadora
del X Workshop Internacional de Histocompatibilidad (Bo Dupont 1989).
Se colecta entre 10 v 30 ml. de sangre periférica a la cual se le

agrega heparina como anticoagulante. Se elimina el plasma luego de
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centrifugar a 1500 rpm durante 5 min. Se le agregan 2 volumenes de
buffer de lisis_de glébulos rojos (10 mM Tris pH 7.6, 5 mM MgCl2, 10 mM
NaCl) y se mezcla por inversion y luego de centrifugar a 1500 rpm por 5
min. Se resuspende el pellet en buffer de lisis de gldébulos rojos y se
repite la centrifugacién. Se resuspende el pellet en 2 ml de buffer de
lisis de glébulos rojos y 15 ml de buffer de lisis de gldobulos blancos
(10 mM Tris pH 7.6, 10 mM EDTA pH 8, 50mM NaCl, ©0.2% SDS y 100 ug/ml de
proteinasa K). Se incuba 6-18 hs a 42C. Se extrae 2 veces el DNA con un
voluamen de fenol-cloroformo (3:1) y 2 veces con un volumen de
cloroformo-isoamil alcohol (24:1). Se agrega 5 M NaCl hasta una
concentracién final de 60 mM y se permite la precipitacién del DNA
agregando un volumen de isopropanol 100%. Se lava el precipitado dos
veces con etanol 70%. Se seca en vacio y se resuspende el DNA en 1 mM

Tris, ©.1 mM EDTA. Se mide concentracién del DNA por espectrofotémetro a
260 nm (1 OD= 40 ug/ml).

SOUTHERN BLOT

En un tubo Eppendorff se agrega la cantidad de DNA a digerir (entre
7-10 ug de DNA por calle de gel), buffer de digestién (especifico de
cada enzima) 10x hasta concentracién final 1x, 5 U de enzima por ug de
DNA y H20 para completar el volumen final de la digestién (100 wul). Se
incuba 18 hs a la temperatura 6ptima de 1la enzima wutilizada. La
digestién se finaliza por el agregado de 5x buffer de siembra (50 mM
Tris pH 7.6, 50 mM EDTA, ©.5% SDS, ©.1% azul de bromo fenol, 15%
sacarosa) hasta una concentracién final de 1x. La muestra se concentra

bajo vacio hasta un volumen apropiado para la siembra en el gel (40 a 69

ul).

Se prepara un gel de agarosa de concentracién final entre ©.6-0.9%
(dependiendo del tamario de fragmentos de DNA que se desea resolver) en
buffer 1x TBE (10x: 1 M Tris, 1M acido bérico, 20 mM EDTA) y H20 hasta
el volumen deseado. Se siembran 7 a 10 ug del DNA digerido por calle del
gel. La electroforesis submarina se realiza a 25 volts en presencia de
buffer TBE 1x durante 20-24 hs para un gel de 12 x 20 cm de tamafio. En

paralelo se siembra en el mismo gel 100 ng de marcadores de tamafio
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molecular (M1, M2 o lambda/Hind III). Estos generan los siguientes

fragmentos:

-M1: DNA de fago lambda digerido individualmente con HindIII y Smal
(fragmentos de 23.1, 19.4, 12.2, 9.4, 8.6, 8.3, 6.6, 4.45, 2.3, 2 kb).

-M2: DNA de fago 1lambda digerido con Kpnl y BstEII por separado
(fragmentos de 29.2, 17, 8.4, 7.2, 6.4, 5.7, 4.8, 4.5, 3.7, 2.4, 1.9,
1.5, 1.4, 1.3 kb)

-Lambda HindIII: 23, 9.4, 6.6, 4.2, 2.3, 2 y 0.5 kb.

Se siembran estos marcadores de tamafio molecular, los cuales se
detectan posteriormente por hibridizacién con una sonda de DNA de fago

lambda radiactiva.

Luego de la corrida electroforética, se incuba el gel en 9.15 M HCl
por 19 min, se lava con H20 y se lo incuba 30 min en ©.4N NaOH. En
paralelo se humedece en H20 destilada la membrana de nylon (Biotrace RP,

Gelman) sobre la cual se transferira el DNA.

El sistema de transferencia incluye desde la base hasta 1la parte
superior: una placa de vidrio apoyada sobre los extremos de una bandeja
de plastico conteniendo ©.4N NaOH, un puente de papel Whatman 3 MM cuyos
extremos se encuentran embebidos en la cuba con NaOH, el gel, la
membrana de nylon, 2 papeles Whatmann cuyos extremos no sobrepasen los
limites de la membrana, 10 cm de servilletas de papel y una placa de
vidrio y 0.5 kg de peso. ©Se realiza la transferencia o/n. Luego de la
misma, se desmonta la estructura y se lavan los restos de agarosa
pegados a la membrana con 2xSSPE (30x: 5.4M NaCl, @.3 M NaH2PO4, 390 mM

EDTA) durante 10 min. Se seca la membrana al aire.

HIBRIDIZACION CON SONDAS RADIACTIVAS

A) Marcacién de 1la sonda: se realizé por el método de Random

multipriming ( Felnberg 1984):



Se mezclan 25 ng de la sonda (inserto purificado) con 250 pg de DNA
de fago lambda. Se hierve 2 min. Se incuba en hielo 5 min. Se agrega 5
ul de 5x OLB (x), 8.7 ul de H20, 4 ul de aP32 4CTP 10 uCi/ul (actividad
especifica de mas de 3000 ci/mMol). Finalmente se agregan 2.5 U de
Klenow y se incuba desde 3 hs a o/n a temperatura ambiente. Se eliminan
los nucleétidos no incorporados pasando la muestra por una columna de
Sephadex G200 o Elutip (S & S).

x5x OLB:
-Solucién "0": 1.25 M Tris pH8, ©.125 M MgClZ2.

-Solucién "A": 1 ml de solucidén "0, 18 ul b2-mercaptoetanol 3 M, 5 ul
de cada dinucleétido trifosfato (dATP, dTTP, dGTP) previamente disuelto
hasta 6.1 M en 3 mM Tris pH 7, 0.2 mM EDTA

-Solucién "B": 2 M Hepes pH 6.6.

-Solucién "C": Hexadeoxinucledétidos (Pharmacia: pd(N)6, 50 unidades)
suspendidos en 3 mM Tris pH 7, 0.2 mM EDTA a 990 OD unidades/ml.

La solucién 5x OLB se obtiene mezclando las soluciones A:B:C en la

proporcién 100:250:150.

B) Sondas utilizadas: La siguiente Tabla resume las caracteristicas de 1las

sondas utilizadas. En todos 1los casos se utilizaron 1los insertos

purificados.
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Caracteristicas de las

sondas moleculares utilizadas.

Vector

Antibioético

Sitio

Tamafio (bp)

Clase I

DRB

DQB

DQA

DOB

DNA(DZA)

DPB

DPA

C4

21-CH

1074

Sood y col,
1981.

Long y col,
1983.

Sheldon y col,
1986.

Auffray y col,
1887.

Tonelle y col,
1985.

Trowsdale y col,

1985.

Roux y col,
1983.

Erlich y col,
1984.

Belt y col,
1984.

White y col,
1986.

Bentley y col,
1985.

Morley y col,
1984.

PBR322

M13-mpl0

POC9

PUC12

pAT153

PUC13

PBR328

PAT153

PBR322

pAT153

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

HindIII
Sal I

EcoRI

BamHI
HindIII

BamHI

Pstl

EcoRI
HindIII
EcoRI
BamH1I
KpnlI
BamHI
Kpnl
BamHI

Clal
BamHI

400+800

16090

1400

1600

1000

1450

500

1700

359

1600+660
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C) Hibridizacién y lavados:

Se prehibridiza la membrana en una bolsa plastica con una solucién
que contiene 50 % formamida, @.1% Denhardt (0.1% Ficoll, 0.1%
seroalbumina bovina, ©.1% polivinil pirrolidona), 5x SSPE, 5% Dextran
sulfato, 1% SDS, 200 ug/ml de DNA de esperma de salmén desnaturalizado.
Luego de prehibridizar durante 4 hs o mas a 42C, se agrega a la bolsa la
sonda marcada radiactivamente desnaturalizada 10 min a 100C. La

hibridizacidén se realiza durante 20-24 hs a 42C.

Se lava la membrana 2 veces de 5 min cada una, con 2xSSPE a
temperatura ambiente, 1 vez 15 min con 2x SSPE, ©0.5% SDS a 65C, 1 vez 15
min con ©0.5x GSSPE a 65C. Se deja secar la membrana al aire y se la
expone a una placa radiografica X-OMAT-AR (Kodak) en wun chasis con

pantallas amplificadoras, durante 2 a 6 dias a -70C.

Cuando una misma membrana se desea rehibridizar a otras sondas, se
procede a lavarla con una solucién de ©@.4 N NaOH por 39 min a 42C y
luego en 8.2 M Tris pH 7.5, ©.5% SDS, ©.1x SSPE por 39min a 42C. Luego

se la prehibridiza e hibridiza como se indic6é antes.

PURIFICACION DE RNA A PARTIR DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

Se realizdé por la técnica de Chomczynski y Sacchi (1987).
Preparacion de los linfocitos: se diluye la sangre en medio con PBS y se
la centrifuga sobre un colchén de Ficoll-Hypague durante 20 min a 1300
g. La interfase de linfocitos se lava dos veces con PBS. A un pellet de
linfocitos de sangre periférica (aprox. 20 millones de células), se
agrega 1.2 ml de solucién D (2 M acetato de sodio pH=4, fenol-cloroformo
1:9.2) y se incuba 10min a temperatura ambiente. Luego se agrega 120 ul
de 2 M acetato de sodio pH=4, 1.2 ml de fenol saturado en agua y 249 ul
de cloroformo. Se agita 10 a 15 seg. Se centrifuga 10 min a 10000 rpm.
Se recuperar la fase superior y se la precipita con un volumen de
isopropanol. Al pellet se le agrega 209 ul de solucién D y se la
solubiliza 15 min. Se precipita con un volumen de isopropanol. Se lava
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el pellet con etanol 70% y se resuspende el pellet en 25 ul de 10 mM
Tris, ©.1 mM EPTA. Se evalua la integridad mediante electroforesis en

geles de agarosa y se cuantifica por espectrofotometria a 260 nm.

SINTESIS DE cDNA

A 1 ug de RNA se le agregan: 1 ul de 0.1 M DTT, 10 ul de 10x buffer
(0.5 M KCl1, ©.1 M Tris pH=8, 15 mM MgCl2, 0.1% de gelatina), 16 ul de
mezcla de dANTP (1.25 mM de cada uno), 20 uM de cada primer (los primers
5° y 3° son 1los oligonucle6étidos sintéticos utilizados para la
amplificacién de los genes DQ beta DR beta y DQ alfa descriptos en la
seccién Resultados), 8 U de inhibidor de RNAsa (Amersham), 10 U de
transcriptasa reversa (MMLV, BRL), agua hasta completar los 100 ul. Se

incuba a 37 C por 1 h.

AMPLIFICACION ENZIMATICA DEL DNA (PCR)

Las reacciones se realizan en tubos Eppendorff de 0.5 ml. Para la
amplificaci6én del DNA gendmico se usan 0.5 a 1 ug de DNA en un volumen

final de 100 ul.

-DNA 0.5 a 1 ug

-10x Buffer PCR x 10 ul

-10x dANTP *x 10 ul

~-PRIMERS 5 pmoles de c/primer
-Tag DNA polimerasa 2 unidades

-H20 destilada hasta 100 ul

x: 100 mM Tris pH 8.3, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2, ©.1% P/V gelatina.

Xk: 1.25 mM de cada dNTP.

La reaccién de amplificacidén se realiza en un blogque térmico con

variacién de temperatura programable. Las condiciones de amplificaciodn
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para cada uno de los genes fueron las siguientes:

-Se desnaturaliza el DNA durante 5 min a 95C.

-Se incuba la muestra sucesivamente a 94C por 1 min, a 42-50C
(dependiendo de los primers) por 1 min (annealing) y a 72C por 1-2 min
(extensidén). Se repiten estos pasos de incubacidén por 30 veces.

-5e incuban las muestras a 72C por 5 min, para completar el

ultimo paso de extensidén luego del ultimo ciclo.

Luego de la reaccién de amplificacién, se toma una alicuota de 5 ul
de la muestra y se la analiza por electroforesis en gel de 2% agarosa
con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) para controlar la correcta

amplificacidén del DNA.

Los "primers"” o iniciadores utilizados para la amplificacién a partir de

DNA gendmico fueron los siguientes:
DQa:

-primer 3 : es una modificacién del primer GH27 (29 Scharf 1988) al cual

se le modificaron algunas bases para crear un sitio EcoRI.

5 " GACACATAgaATTcGTAGCAGCGGTAGAGTTGG3” (aminoacido 80 al 99).

-primer 5°: modificacién con sitio EcoRI del primer GH26 (29 Scharf
1988).

5" CACGTTGCgaaTTcGGTGTAAACTTGTACCAG3 ™ (aa 7 a 17).

DQB:

-primer 3°: modificacién del primer AMPDQB7 (28 Todd 1987) con sitio

EcoRI y extensidén hacia 5°.
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5 GTCACTGAGaAttCCAGCAGGTTGTGGTGGTTGAGGGCCTC3” (aa 77 a 90)

-primer 5°: modificacién del primer LPDQR3 (28 Todd 1987).

5 ACCTTGaATTCGATGCTGAGCACCCCAGTGGCTGAGGG3” (aa 3 al 16)

DRB:

-primer 5°: modificacién para generar un sitio EcoRI en la zona

conservada en la mayoria de los alelos DR entre los aminoacidos 13 al

25 (Todd 1987).

5 TGAGTGTgAaTTCTTCAATGGGACGGAGCGGGTGC3 "~

~primer 3°: modificacién del primer GAMPDRB1 (28 Todd 1987).

5 "CGCCGCGCTgAatTCGCCGCTGCACTGTGAAGCTCTCTC3” (aa B2 al 94).

Para la amplificacidén a partir de cDNA se utilizaron 1los siguientes

“"primers’:

-DQB: los mismos utilizados para la amplificacién a partir de DNA

gendomico.

-DQa: Son modificaciones de los primers LPDQA y AMPDQA (28 Todd 1987)

para insertar un sitio EcoRI.
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primer 5 : 5 TGCTGCCTGaatTCGCCCTGACCACCGTGATGAGCCC3~
(posici6n -10 a 2)

primer 37: 5°GTCACTGAgAaTTCAGCAGGTTGTGGTGGTTGAGGGCCTC3"
(posicidén 147 a 159)

-DRB: Son modificaciones de los primers DRBLP1 y DRBAMP1 (28 Todd 1987)

para la insercién de un sitio EcoRI.

primer 5°: 5 GTCCTGTCgAAtTCTCCAGCATGGTGTGTCTGAAGCTCCC3-

(posicidén -29 a -17)

primer 3" : 5 CTTAGGATgaattcGCCGCTGCACTGTGAAGCTCTC3"
(posicién 87 a 98)

TIPIFICACION DEL. DNA  AMPLIFICADO POR HIBRIDIZACION CON
OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS

A) Siembra del DNA amplificado en soportes sélidos ("dot blot"):

La concentracién del DNA amplificado debe ser monitoreada por
electroforesis en gel, a fin de sembrar cantidades iguales de DNA por
spot en la membrana de nylon (Biotrace RP, Gelman Science). Se moja la
membrana de nylon en H20 destilada. Luego se la incuba 15 min en 10x
SSPE. Se seca el filtro a 60C. Se siembra sobre la membrana 1 a 2 ul
(20-25 ng) del DNA amplificado. Se seca el filtro a temperatura
ambiente. Se incuba el filtro en 0.4 N NaOH por 5 min y luego por 10 min

en 10x SSPE. Se seca el filtro a 80C por 1 h.

B) Marcacién de los oligonucledétidos en 5° con 32P:
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-Mezclar:-Oligonucleétido 10 pmol
10x buffer kinasa * 2.5 ul
32P gama ATP (+4000Ci/mmol) 60 a 100 uCi
T4 Polinucledétido kinasa 2 unidades
dH20 hasta 25 ul de volumen final.

*190x buffer kinasa: .5 M Tris pH 7.6, 0.1 M MgCl2, 50 mM DTT.

Se incuba por 30 min a 37C. Se detiene la reaccibébn agregando 1 ul
de ©.5 M EDTA pH 8. No se purifica el producto marcado, ya que 1los

nucleétidos libres no incorporados no afectan la hibridizacién.

C) Hibridizacién y lavados:

Se preincuba la membrana al menos por 1 h a 42C en 10 ml de
solucién de hibridizacién ( 6x SSPE, 5x Denhardt, ©.5% SDS, 100 ug/ml de
DNA de esperma de salmén desnaturalizado). Se agrega el oligonucledétido
marcado Yy se incuba a 42C de 2 a 16 hs. Se realizan luego 2 lavados de
10 min a temperatura ambiente en 109 ml de 2x SSPE, ©.1% SDS. Luego se
lavan 2 veces (10 min cada) con 109 ml de 6x SSPE, 1% SDS a la Td ( se
calcula segun la siguiente férmula: Td= 4 x (numero de GC en el SSO) + 2
x (numero de AT en el SSO). Se expone a una pelicula Kodak XAR-5 durante
1 a 5 hs. En caso de ser necesaria la rehibridizacién, se procede de la

misma forma que para las membranas descriptas por 1la técnica del

Southern.
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Los oligonucleétidos utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

No. SECUENCIA CODONES CADENA QUE RECONOCE
234 5" CGTGCGTTATGTGACCA3” 23-29 DQB1 0301
233 5 "GCTGGGGCTGCCTGCC3” 52-58 DQB1 0302
242 5 TGTTTGCCTGTTCTCAGAC3” 47-53 DQAl1 0501
238 5"GGCGGCCTGTTGCCGAG3~ 54-59 DQB1 0501
2302 5 "GACCGAGCGCGTGCGGGG3 - 22-27 DQB1 9402
3702 5 "AGGAGGACGTGCGCTTCG3" 36-40 DQB1 0601
5707 5 GGCCGCCTGCCGCCGAGT3" 53-59 DQB1 0302

PURIFICACION Y SUBCLONADO DEL DNA AMPLIFICADO POR PCR

a)Purificacién del producto de amplificacién por PCR:

Se toma la mitad del volumen amplificado por PCR (50 ul) y se le
agrega igual volumen de H20. Se extrae con un volumen de cloroformo. Se
centrifuga 5 min a 10909rpm y se recupera la fase acuosa. Se agrega 7.5
M acetato de amonio hasta una concentracién final 3.7 M y 3 volumenes de
isopropanol. Luego de incubar 20 min a temperatura ambiente se
centrifuga 2 min a 10009 rpm. Se recupera el pellet y se lo lava 2 veces
con etanol 70%. Se seca bajo vacio y se resuspende en 8 ul de 10 mM Tris
pH 7.5. Para aquellas situaciones en que los primers contienen sitios
reconocibles por enzimas de restriccién, se agrega 1 ul de 10x buffer de
digestion y 55U de la enzima. Se incuba a la temperatura Oéptima de
digestién durante 1 h. La digestién enzimética se detiene con 5x buffer
de siembra hasta concentracién final 1x. Se prepara un minigel de 2%
agarosa ultrapura (GTG, F.M.corp) y se siembra el DNA junto con un
marcador de tamafio molecular (multimeros de 123 bp, BRL). ©Se corre el
gel a 50 volts por 90 min en buffer TBE 1x. Luego de tefiir el gel con
bromuro de etidio, se aisla el fragmento de DNA gque ha migrado a 1la

distancia correspondiente al tamafio del producto amplificado. Bajo luz
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UV se hace una insici6n justo frente (delante) a 1la banda a ser
purificada. Se inserta en la incicién un trozo de membrana NA45
(Scheleicher and Schull) humedecido en buffer de electroforesis. Se
continia la corrida por 20 min a 5@ volts. Se retira el papel
conteniendo el fragmento y se lo lava 3 veces con 1 ml de HZ20 en un tubo
Eppendorf.Se 1lo lava 1luego vuna vez con 1 ml de buffer NET baja sal
(0.15 M NaCl, ©.1 mM EDTA, 20 mM Tris pH 8), se descarta el NET y se
agrega 300 ul de NET alta sal (1M NaCl, ©.1 mM EDTA, 20 mM Tris pH 8).
Se incuba 20 min a 65 C. Se recupera el buffer de elucién y se 1lo
transfiere a un Eppendorf nuevo.

Se agrega como “carrier” 1 ul de RNA de levadura (19 mg/ml), y se
extrae: 1 vez con fenol, 1 vez con fenol-cloroformo y 1 vez con
cloroformo. Se precipita con 2.5 vol de etanol durante 39 min a -20 C.
Se centrifuga, se descarta el sobrenadante, se disuelve el pellet en 18@
ul de H20, se agregan 20 ul de 3 M Acetato de sodio y se precipita con 2
vol de etanol. Luego de 30 min a -20C, se centrifuga 30 min a 10009 rpm,

se lava el pellet con etanol 790%, se lo seca bajo vacio y se lo disuelve

en 19 ul de 19 mM Tris pH 8.

b) Ligado del DNA al vector:

Se 1liga el fragmento purificado a un plasmido pUC13 previamente
digerido con la enzima apropiada y defosforilado con BAP. Para ello se
toman 5 ul de DNA purificado, se agregan 109 ng de vector, 1 ul de
buffer 10x ligasa (0.6 M Tris pH 7.6, 70 mM MgCl2, 0.1 M DTT), H20 hasta
9.5 ul y 1 unidad de T4 ligasa. Se incuba 3 hs. a T amb. o 18 hs a 15C.

c) Preparacién y transformacién de bacterias competentes con el vector

recombinante:

Se realizdé segun el método de Hannahan (1885). ©Se utilizé la cepa
DHS5a que permite una eficiente replicacién del plasmido pUC asi como 1la

seleccién por color de las colonias recombinantes en medio conteniendo

IPTG y X-Gal.

1) Soluciones:
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Tpbl: 30 mM KAc, loomM KC1, 1o mM CaClz, 506 mM MnCl2, 15%

glicerol. Ajustgr PH a 5.8 con 9.2M ac. acético.

Ipbil: 1¢ mM MOPS, 75 mM CaCl2, 16 mM KCl, 15% glicerol.
Ajustar pH a 6.5 con KOH.

2) Células:

Se toma una colonia de DHS5 a partir de un cultivo en placa de LB
agar y se inocula en 5 ml de LB. El cultivo se crece a 37C hasta OD600=
0.3. Se subcultivan 1:20 en 199 ml de LB y se las deja crecer a 37C
hasta OD600= ©.48. Se incuban 5 min en hielo y centrifugan 5 min a 1500
rpm. Se resuspende el pellet en 40 ml de Tpbl y se incuba en hielo 5
min. Se centrifuga 5 min a 1500 rpm. Se resuspende el pellet en 4 ml de
TpbII y se incuba 15 min en hielo. Las células se guardan en pequefias

alicuotas (190 ul) en tubos Eppendorf y se almacenan a -70C hasta su

uso.

3) Transformacién:

Se diluye el DNA ligado a 59 ul con 10 mM Tris pH 8 y se usan 5 ul
para transformar bacterias DHb5a competentes. Para la seleccién de
colonias s8e utilizan placas de agar LB con ampicilina 100 ug/ml. Se
descongelan las células a T ambiente, se agrega el DNA (hasta 2/5 del
vol de las células y no mads de 25 ng del DNA) y se incuban 3¢ min en
hielo. Luego se incuba 90 segundos a 42 C y 2 min en hielo nuevamente.
Se agregan 200 ul de LBy 2 ul 9.1 M IPTG y se incuba 1 h a 37 C. Luego
de agregar 20 ul de X-gal al 2% (en dimetilformamida) se siembra todo el
volumen en una placa de LB agar mas ampicilina.Se deja crecer o/n a 37C.
Al dia siguiente se seleccionan las colonias blancas y se las repica con
escarbadientes en posiciones idénticas a dos placas con LB agar
ampicilina, las cuales portan en su superficie un filtro de
nitrocelulosa. Se deja crecer o/n a 37C. Se repican también colonias

azules, como control negativo de hibridizacidn.
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Rastreo e identificacién de las colonias portadoras de inserto:

El filtro que ©posee 1las colonias crecidas se procesa para
hibridizacidén con sondas radiactivas. Para ello se lo coloca sobre: un
secante embebido en 10% SDS durante 3 min; un secante embebido en 0.5 M
NaOH, 1.5M NaCl durante 5 min; un secante embebido en 0.5 M Tris pH 8,
1.5 M NaCl durante 5 min; finalmente se lo sumerge en 2x SSPE; se seca a
T amb 30 min y hornea a 80C por 2 hs.

Se hibridiza con la sonda apropiada a 60C o/n en medio acuoso
conteniendo 19x Denhardt, 6x SSPE, ©.2% SDS, 100 ug/ml DNA de esperma de
salmén. Se lava a 60C con 2x SSPE, 0.2% SDS. El1 filtro se expone 2-18 hs
y s8e detectan por radiografia las colonias positivas. Las mismas se
repican a partir de la placa de Petri duplicado para su crecimiento vy

posterior extraccién de plédsmido en medio ligquido (LB+amp).

EXTRACCION DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES.

Se utilizé el método de Birnboim y Doli modificado segin Maniatis
(1982).

Se repica una colonia bacteriana a 5 ml de medio LB con ampicilina
y se cultiva o/n con agitacién rotatoria. Se centrifuga el cultivo
durante 5 min a 4000 rpm y se descarta el sobrenadante. Se agregan 90 ul
de solucién 25 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA, 50 mM glucosa. Se transfiere a
un tubo Eppendorf y se agregan 10 ul de lisozima 5@ mg/ml preparada en
la solucidén anterior. Se incuba 5min a T amb. Se agregan 200 ul de 0.2 N
NaOH, 1% SDS. Se agregan 150 ul de 3 M acetato de sodio y se incuba en
hielo 15 min. Se centrifuga 10 min a 14000 rpm. Se recupera el
sobrenadante y se extrae una vez con fenol-cloroformo. Se recupera la
fase acuosa y se precipita con 2 vol de etanol durante 5 min a T amb.
Se centrifuga 10 min a 14000 rpm y se descarta el sobrenadante. Se
disuelve el pellet en 100 ul de TE (10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA). G5Se
agregan 2.5 ul de 10mg/ml RNAsa durante 10 min a T amb. Se agregan 80 ul
de H20, 20 ul de 3 M acetato de sodio pH 5 y se extrae 1 vez con fenol y
1 vez con cloroformo. Se recupera la fase acuosa y se precipita con 2
vol de etanol. Se lava el pellet con etanol 70% y luego de secar en

vacio, se resuspende en 20 ul de 10 mM Tris pH 8.
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DETERMINACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL DNA AMPLIFICADO.

Se realizdé por la técnica de Sanger sobre DNA plasmidico
bicatenario. Para ello se utilizdé un kit comercial (Sequenase 2.0, USB
corp.) Vv "primers’ sintéticos que permiten iniciar la sintesis a ambos

lados del sitio clonado y secuenciar ambas cadenas del DNA del inserto.

a)"Annealing” del primer al templado: se mezclan 4 ug de templado

con H20 hasta un vol de 8 ul. Se agregan 2 ul de 2N NaOH y se incuba 5
min a T amb. Se agregan @.5 pmoles de primer, 3 ul de 3 M acetato de
sodio pPH 5 y 9 ul de H20. Se precipita con 75 ul de etanol y se incuba
30 min a -70 C. Se centrifuga 5 min a 10000 rpm, se descarta el
sobrenadante y 8e lava el pellet 2 veces con etanol 790%. Se seca al
vacio vy resuspende en 10 ul de buffer 1x ( 200 mM Tris pH 7.5, 100 mM
MgCl2, 250 mM NaCl). La reaccidén de secuenciacién se realizd segun las

instrucciones del fabricante del kit.

b) Marcacién: se diluye la mezcla de marcacién (7.5 uM dGTP, 7.5 uM
dCTP, 7.5 uM dTTP) 5 veces con H20. Se diluye la enzima secuenasa 1:8 en
10 mM Tris, 1 mM EDTA. Se mezclan: 10 ul de mezcla de annealing, 2 ul de
la mezcla de marcacién diluida, 10 uCi de (a32P) o (a355) dATP 1000

Ci/mmol, 1 ul de secuenasa diluida. Se incuba 5 min a Tamb.

¢) Terminacién: se rotulan 4 tubos G, A, T, C. Se agrega a c/u 2.5 ul
del dideoxinucleétido correspondiente. Se precalientan 2 min a 37 C. Se
agrega a c¢/u 3.5 ul de la marcacién hecha en el punto anterior. Se
incuban 5 min a 37C. Se finaliza la reaccién con 4 ul de buffer de
siembra ( 95% formamida, 20 mM EDTA, ©.05% Bromofenol Blue, 0.05% xilene
Cyanol FF). Se mantienen en hielo hasta la siembra. Antes de sembrar,las

muestras se calientan 2 min a 75 C.

d) Gel da poliacrilamida: se prepara un gel al 6% poliacrilamida ( 15
ml solucidén 38% acrilamida/ 2% bisacrilamida, 5@ g de urea, 10 ml 10x
TBE, 45 ml H20). Se induce la polimerizacién con el agregado de 1 ml de
persulfato de amonio al 10% p/v y 1@ ul de TEMED. El1 gel se arma  entre 2
vidrios de 33 x 40 y 33 x 43 cm respectivamente. Luego de la

polimerizacidén, se coloca el gel en una cuba de electroforesis modelo S2
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(BRL) con buffer TBE 1x.

@) Electroforeeis: Se realiza a 1500 volts, 30-45 mA y 50 watts. De
cada muestra se realizan 2 descargas: una que migra 5 hs, y una corta de
2 hs. El orden de siembra de cada nucleétido es G, A, T, C. Luego de la
corrida se fija el gel en 10% metanol/10% ac.acético durante 20 min y se
lo seca bajo en vacio durante el tiempo que sea necesario. Los

resultados se obtienen por exposicidén autoradiogréafica.
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ESTUDIO DEL POLIMORFISMO GENOMICO DE LAS MOLECULAS DE HISTOCOMPATIBILIDAD
DE CLASE II.

Por medio de la técnica de Southern (1975) es posible analizar
fragmentos en el DNA celular humano obtenidos por digestién con
endonucleasas de restriccidn. Con esta técnica se pudo demostrar un
complejo patrén de fragmentos de restriccién que hibridizan con sondas
moleculares clonadas de 1los genes HLA de clase I y clase II (Cohen
1987). A los fragmentos que se encuentran en ciertos individuos y no en
otros, se 1los denomind alogenotipos. Se ha encontrado correlacién de
ciertos alogenotipos con ciertos alelos del sistema HLA definidos por la
serologia clasica (Kohonen-Corish, 1986). También se han podido definir
variantes polimérficas (RFLP) no distinguibles por técnicas .serologicas
clasicas (Chertkoff, 1988). Estos estudios preliminares se limitaron a
analizar muestras de unos pocos individuos, mediante el uso de unas
pocas nucleasas de restriccién. El hecho que los distintos laboratorios
utilizaran sondas diferentes (cDNA, gendmicas, de distintas longitudes,
etc) y muestras de individuos de variados origenes étnicos, limité
enormemente la posibilidad de comparar los resultados obtenidos vy
generalizar las conclusiones. Resulté entonces obvio hacia 1987 1la
necesidad de realizar estos estudios de Southern en un gran numero de
individuos que en su conjunto representen todas las variantes de los
alelos HLA de clase 1 (més de 70) y clase II (mads de 39), analizados con
una variada gama de endonucleasas de restriccién para aumentar las
posibilidades de hallar fragmentos propios de cada alelo. Finalmente,
este estudio debia incluir también individuos portadores de idénticos
alelos HLA, pero pertenecientes a distintos grupos étnicos. De esta
forma, cualguier estudio molecular del sistema HLA podia ser encarado
conociendo todas las posibles variantes alelicas descriptas en las
distintas poblaciones. Por otro lado, estudios pioneros en este tema
(Cohen 1984, Nepom 1986) demostraron la presencia de ciertos RFLPs en
patologias asociadas al HLA. Por ejemplo: en la diabetes tipo I insulino
dependiente nepom y col. hallaron una banda de 12 kb/BamHI detectada con
la sonda DQB presente en mas del 90% de los pacientes portadores del
alelo HLA-DR4 (Nepom 1986), mientras que una banda EcoRI de 2.2 kb
presente en la mayoria de los individuos portadores del alelo HLA-DRZ en

la poblacién normal, se halla ausente en los pacientes diabéticos HLA-
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DR2 (Cohen 1984). Estas observaciones motivaron enormemente la necesidad
de extender los estudios de RFLP de los genes HLA.

Un proyéﬁto de semejante magnitud s6lo podia ser realizado en
forma colaborativa internacional. en el marco de los clasicos Talleres
(Workshop) Internacionales de Histocompatibilidad. Fue asi que 1los
organizadores del X Workshop Internacional de Histocompatibilidad (XWIH
1987) decidieron incluir en el mismo estudios de polimorfismo gendmico
como complemento al analisis tradicional de las moléculas HLA por
serologia, bioquimica, cultivo mixto linfocitario y citotoxicidad.

Es asi como 58 1laboratorios de todo el mundo participaron
colaborativamente en este programa. Para el mismo, los organizadores han
provisto a todos los laboratorios participantes protocolos
estandarizados para la extracciétn de DNA gendmico, digestidén con enzimas
de restriccidén, electroforesis en geles de agarosa, Southern bloting e
hibridizacién con sondas moleculares radiactivas. Asimismo, los
organizadores proveyeron de las 13 sondas moleculares HLA de clase I, II
y III con las cuales se realizaron todos los estudios en condiciones

comparables por todos los laboratorios participantes.

Los objetivos amplios de estos estudios genébmicos comprendieron

el:

a) Anadlisis de 72 lineas celulares homozigotas a nivel
del HLA.
b) Andlisis de familias locales.

c) Anadlisis de genotipos recombinantes.

El objetivo amplio de este trabajo de tesis fue conocer las bases
moleculares de la asociacidén entre la enfermedad celiaca pediatrica y el
sistema HLA. La posibilidad de participar en el XWIH nos permitié no
so0lo conocer los patrones de RFLP presentes en individuos normales, sino
también disponer de las condiciones experimentales (incluyendo las
sondas necesarias) para lograr una comparacidén valida de nuestros
resultados obtenidos en pacientes. Describiremos a continuacidén los
resultados generados en nuestro laboratorio para este Taller

Internacional, su analisis local vy centralizado y 1las conclusiones
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generales obtenidas.

a) Analisis de lineas celulares:

Se estudiaron 72 lineas celulares homozigotas a nivel del HLA que
cubren las variantes alélicas serologicamente definidas desde HLA-DR1l al
DR8 ( Tabla 4). Se usaron 12 enzimas de restriccién distintas ( EcoRI,
Mspl, BamHI, Pvull, BglII, HindIII, Rsal, Taql, PstI, EcoRV, KpnI ¥y
Sstl) con las 13 sondas HLA de clase I, 1II y III (DRA, DQA, DPA, DQB,
DRB, DOB, DPB, <clase I, C2, BF, 210H, C4 y ). Esto hace 12x13=156
combinaciones enzima/sonda para cada célula. El objeto de este estudio
fue definir wun tamano molecular de referencia para cada fragmento de
DNA, necesario para toda evaluacién futura del polimorfismo que exhiben
estos genes. Cada laboratorio participante usdé una sola enzima (en
nuestro caso BglIIl) sobre las 72 lineas celulares y 9 sondas diferentes
(en nuestro caso: DRB, DQB, DPB, DQA, clasel, C2, Bf, C4 y 210H) (ver
Materiales y Métodos).

Se digirié el DNA de las 72 lineas con la enzima BglIIl y se

sembraron 7 ug de DNA por calle junto con marcadores de tamafio molecular

M1l y M2 segun el siguiente orden:

-gel A: M1 M2 muestras 1 a 24 M1 M2
-gel B: M1 M2 muestras 25 a 48 M1 M2
-gel C: M1 M2 muestras 49 a 72 M1 M2

Esto es, cada gel incluyé 24 muestras y en ambos costados los
marcadores de tamafio molecular. Para la resolucién de los fragmentos
largos, se sembraron los DNA en geles de ©.6% agarosa, la corrida se
realizé a 40 volts durante 40 hs. Para la resolucién de los fragmentos
cortos, se sembraron las muestras en geles de ©0.9% agarosa y sSe 1los
corrié a 25 volts durante 48 hs. Luego de la corrida, se transfirié el
DNA a membranas de nylon las cuales fueron tratadas e hibridizadas con
las sondas de clase Il segun los protocolos detallados en los Materiales
y Métodos. Para cada sonda se prepard un total de 6 membranas que

representan la corridas de las 72 1lineas celulares en condiciones

"largas'" y '‘cortas’.
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Lineas celulares utilizadas para los
Internacional de Histocompatibilidad.

estudios de RFLP del X Workshop

Tabla 4:

LINEA DR
QBL 3
RSH 3
Loo81785 3
WT51 4
BM92 4
YAR 4
PE117 4
LKT3 4
BM14 4
BSM 4
SAVC 4
DEU 4
MLF 4
BOLETH 4
JHAF 4
DEM 16
JVM 11
DHIF 11
BM15 11
SP0O010 11
SWEIGOQ7 11
BM21 11
TISI 11
FPAF 11
TUBO 11,12
BM1G 12
HO301 6
WDV 13
HHKB 13
MGAR 15
SCHU 15
AMAI 15
RML 16
DUCAF 3
PF04015 3

WT47
SLE0®S
KOSE
AMALA
31227ABO
EK

TEM

MOU

PLH

DBB
PITOUT
MANIKA
LBUF
TABO89
BMS
MADURA
BTB

OLGA

LOY
SPACH
DXB
KAS116
JESTHOM
WT100BIS
MZ070782
HOMZ2
KASO11
D0208915
HO1l104
E418324
Cox

VAVY

DD~~~ ~I~I~3

2 e ) b b e b (0D D

WWOOoOwm
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.Para el analisis de los fragmentos de restriccién obtenidos en
cada autorradiograma, se recurrié a programas de computacién provistos
por el comité organizador del XWIH. La informacidén fue recogida en
diskettes de 5 1/4" y remitida para su andlisis preliminar conjunto por
el comité organizador. Para el andlisis, se definidé en primer lugar los
datos de la migraciéon (en mm) de los fragmentos correspondientes a cada
uno de los marcadores de tamafio molecular (M1 y M2) de cada una de las 6
autoradiografias hibridizadas con una sonda dada; estos valores son los
mismos con las distintas sondas en la medida en que la misma membrana se
hibridiza con varias sondas. Se definieron (en mm) luego, los fragmentos
de restriccidén presentes numerados segun un orden creciente de migracién
correspondientes a los distintos geles y sondas. Se analizdé entonces, en
cada linea celular (en cada calle) la presencia o ausencia de cada

fragmento segun el siguiente cédigo:

1= intensidad de fragmento asignable a simple copia.
2= intensidad de fragmento asignable a doble copia.

3= intensidad mayor qQue dos veces asumida como simple.
8= fragmento presente de intensidad débil.

9= imposibilidad de leer.

Blanco= fragmento ausente.

La Figura 9 muestra un ejemplo de los resultados con la sonda DPB y
la Tabla § el registro de las bandas obtenidas.

Luego de la estimacion de los parametros para cada filtro, el
programa de computacién estimé los tamafios moleculares de los fragmentos
experimentales presentes en el filtro correspondiente. Ya que 1los
resultados obtenidos con cada sonda estan presentes en 6 membranas, para
la mayor parte de los fragmentos de restriccién presentes en las células
existen hasta 6 estimaciones de peso molecular, las cuales fueron
utilizadas para una estimacién final promedio obtenida de los 6 filtros.
El andlisis centralizado permitié definir para cada enzima:

a) la correlacién fragmento/sonda (ver ej. Tabla 6)
b) la correlacién entre la tipificacién serolégica de

cada linea celular con el tamano de cada fragmento para cada sonda (ver

ej. en Tabla 7).
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Figura 9: Autorradiografia del patrén de fragmentos obtenidos de la
hibridizacién con la sonda DQA. Los fragmentos Bglll se resolvieron en
un gel 0.9 % agarosa (condiciones cortas). M1 y M2 son marcadores de
tamafio molecular (ver materiales y métodos)
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Tabla 5: Analisis por computacidén de los fragmentos de restriccién.

a) Distancia recorrida en mm. de los marcadores de peso molecular en

las distintas radiografias de las membranas hibridizadas con la sonda

DQA.

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

48; C= membrana que contiene a las lineas celulares 49 a 72; S =

condiciones de corrida electroforética para fragmentos cortos; L=

condiciones de electroforesis para fragmentos largos.

b) Numeracién de todos los fragmentos de restriccién BglIIl presentes en

la hibridizacién con DQA y la distancia de migracién en mm. en las

distintas membranas.

¢) Andlisis del patréon de fragmentos. En la segunda linea se indica el

nombre de la sonda utilizada: DQA y de la enzima: BglII. En la tercera y
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 14 fragmentos definidos en b) segin el
c6digo antes mencionado.

Marker Mobility

obe Name: DQA Enzyme Name: BGLII
ASml ASm2 BSml BSmZ2 CSml CSm2 ALml ALn2 BLml BLm2 CLml CLmZ2
0 139 Q 113 Q 121 (7} 531 (%] 565 0 490
135 7 130 o 122 (%] 570 %] 605 7 536 %]
150 0 150 o 149 %] 600 0 650 0 578 %]
(7] 158 0 165 0 155 0 637 (4] 688 9 615
212 7} 224 %] 202 0 771 0 835 (%) 765 0
275 0 290 (%] 266 (7} 917 0 998 7} 915 0
305 7] 324 (7} 291 (7] 971 Q@ 1060 0 975 0
] 310 0 332 (7] 297 9 983 Q0 1078 0 986
325 Q 341 0 308 0 1002 Q@ 1098 Q@ 1005 9
%] 370 %] 385 ) 355 Q0 1100 0 1208 9 1194
410 (7} 435 9 400 © 1183 0 1294 © 1180 0
0 425 9 447 0 410 Q@ 1205 0 1320 © 1204
(4} 478 (7} 487 9 456 @ 1296 Q0 1422 © 1293
Q 568 (7} 589 Q 547 © 1463 @ 1605 © 1452
(7] 615 9 635 0 595 Q@ 1550 Q@ 1700 9 1532
615 (%) 637 %] 600 © 1552 0 1705 9 15635 9
9 715 (7} 739 (7} 696 Q0 1723 © 1895 @ 1695
Q 985 0 1005 7] 970 (7} 7} (%] 9 (7] 0
1000 © 1037 9 985 (%} 0 0 Q o 0 %]
1082 0 1102 Q@ 1070 (Y Q 9 0 7 0 0
Q0 1100 Q@ 1119 © 1086 0 0 7] 0 0 )
Q0 1259 Q@ 1275 © 1248 0 7} (7} 0 %) Q
@ 1310 Qo 1327 Q@ 1300 0 0 9 %) 7} 0
@ 1350 @ 1375 © 1350 (%) %] Q (%] %] 0
9 (% 0 9 0 % %] 0 (7] 0 (7} %]
] 0 (7} 9 0 9 ) 0 (7} 9 0 9
Page Up = Top Page Dn = Bottom Ctrl/E = Exit to Menu
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l Fragment Mobility
Probe Name: DQRA Enzyme Name: BGLII
Frag AS BS Cs AL BL CL
1 195 190 195 672 720 655
2 218 195 205 710 775 700
3 222 218 216 720 790 705
4 272 270 252 849 935 805
5 299 2890 260 915 Q 835
6 305 306 300 922 1025 920
7 330 335 320 980 1075 975
8 375 385 365 1080 11990 1070
9 395 410 390 1112 1225 1105
19 449 445 425 1200 1322 1200
11 699 705 675 1670 1840 1645
12 697 720 680 1690 1855 1659
13 960 972 950 2130 0 2050
14 1209 1217 1195 %] Q0 %}
15 Q 0 Q 0 7} 9
16 7} 9 7] 0 0 %]
17 Q 0 0 0 0 Q
18 (%] %] 0 0 () Q
Page Up = Top Page Dn = Bottom Ctrl/E = Exit to Menu

DNA Fragment Presence/Absence in Target Cells
Probe Name: DQA Enzyme Name: BGLII
000000000111111111122222222223333333333444444444455555555556666666666777
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012

Frag

1 1 888 2 22 2 B8 8 1 2 88 81 8 18
2 1 2 2 2 111 122 2 2 2 21 11

3 2223112121 2 1 22 21 1 2 22 2 2 2222 2222 2222 2 132223822222 2 2 3
4 88 8 8 88888 888 8 8 8 8
5 1 88 8 8 8 8

6 1 1 1 11 1 1 1 11 1 1 1 11 1 1 1
7 1 1 22 1 2 2
8 1 111 19 111 19 1 8 1

9 111 1131111 11 1111111 911111 2 2 1 11 91 1 2111111 22 111 111111 1 28
10 222 2222212222222 22 22912 22231322 22291 22 221222 33 222 22222212 1
11 2 2 2 1 9 991 1
12 2 22 8 2 1 82 81 319 99 2 1 11 11 8 2

13 2222 222 22 2222 22 2 2 22 1212 922222 22 222222 21 22 122 221291 2
14 3111 222 11 2221311 3 2 11 2122 912222 12 211112 12 11 121 2222 1 1

15
16
17
18
Page Up = Top Page Dn = Bottom Ctrl/E = Exit to Menu
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Tabla 6: matriz correlacién entre los fragmentos de DNA DRB y las
enzimas utilizadas. Los fragmentos fueron acomodados por computacién de
tal forma de revelar "clusters".

1DDDODODDODDDDDDODDDDDDDEODDDDNODODVEDDNDDDDDDD

1 e RRFRRRRAIRANRRERRRRR

loceBe a8 }DBOE
|

base row
base col

-

2bbbabaccccbcOcbbababeecebddebl
bbbabaccccbcOcbbabaheeebddcebl

2bbbabaccccbecOcbbababesebddach s
2bbbabaccccbecdcbbababeeebddcbl
cbbbabaccecbcOcbbababeechddedl
bbbabaccccbeOcbbababecebudchbO
43aa32bbbababbbubbocbbabatideccddehs

JRB 411 DROD HIC 115444344494 3aA308888405022240883338a0LEDELLAL
DRB !S5 DRB PST 1155555653 3aaaaasbbbaabaasassaa.cc ubaad
DRB 703 RO TAQ lCo333?330& 508848A028433A4300a8%3bLL3sART
RO J60 DRPB TAQ 10833333 50a8a3334833%300a 103 abLLIZasda ]
VU 150 Ry M5P 1o 31455 vaaanaalbbLabassassranatccUbbasl
DR 17. DkD KID 11a222222203000 00000028880803C000(:saalaa808
DKB 0S7 DPO PVU | dabbbbbbbaaaaad K 3

DRB 61v DPD HID 1dabbbbbbbaaaaad

DR9 1006 DRB 1 Idabbbbbbbaaaaa

0R3 567 DRB TAQ IcOasaaasaaaaraOp

DRB 493 LRB MSP IcbbbbbbbbaaaaaOgk

uRD S5 DRB PST IbOasaaasaaasaaltidd

nRp 478 JRD BAM labccccccbabaabas5S540k

URB 11id4  LRB NGL  labececccbabaababseoa |

DR 513 URB €CI {abccccccbabaabasbn

LR 44Q  DRD 1nQ Ibbcccecchaaashe 5lalasasascccdhccaa
peB 142 DRO TAQ 12bbbbbbbasasacaaaasags baaaaaacbbribaaa0
DRB 47. DRB ECI I 1bccccccbabaabaaaab0 11 40bbad4baaabbtbav
DRB 169 DRB T1RQ 10100000002a00a0aa0a24449aa4 aaa0adabbbLasaa2
URB 1035 DRD [24"] 1icccccecccaad0aad443320001b0a 5542502222001a80
DRB 1¢7 DRB PS1 |t aas0aaaaaabbbaabas asa1443222a2
DRB <¢’/2 DR8 KPN IF asaaavaaasaabbbaaba aand443222a2
DRB 2196 DWB SST |daaaannsasadadasaaassanaaadd 20a83332a03a)
ORD 270 DRB HID laab ----\-u‘---h---u.:u;ﬂﬂaasaaxzz.p
DR 164 DRB mMSP Ibaaaaaaaanadoadaaasaaaaaaadoas az3l2a00as
DRB 538 DRB PST 12bbbbbbbbaaaaadaaasaabbbaababaasaa 4343545aa
DRB 1133 DRB 0AM laceeoeecdbiLbbabbbcccdddccab2441324 RiETEgs 31
DRB :534 DRE (194 ibdeeecseebcbbcabbbbbbdddebali244333 1 ¥E31
kB 940  URB ECI ladeereeeebehbcabbbeccdddecbab2443324K08 ehi:p 1
oN® 412 DFG TRQ | aebbbbbbcb32201ccccccooeddhb2II2il 1424
ORB 1953 DO SST l1cdy aab. cbbbad22ala 3 [BRe0
DRB 331 DRL ECI 10cddddyddbbaadb caba220204Edllg S10
DRD 456 URBD ECI l0cccc baa aba1223205¢% 43
DPE 255 DORB HID 11abbbbbbbaaasadsaaraassaansasadassaajiiedle 4
DRE 243 DRD mMSP 1ab111110ab4331abbbbbad00a0020223baa11142034
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Tabla 7: Distribucién de los fragmentos de restriccién DRB en las
distintas lineas celulares. En la parte superior se especifican las
distintas enzimas de restricciétn y los tamarios de fragmentos que
generan cada una de ellas. A la izquierda se hallan listadas las lineas
celulares y sus fenotipos HLA-DR correspondientes. Los datos han sido
ordenados por la computadora tal que se puedan definir ‘“clusters’ de
fragmentos asociados a los distintos fenotipos serolégicos. Noétese que
los primeros 19 fragmentos definen la especificidad DR4 (numeros en
negro).
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1
1
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fUTDrMv 4 1QC TQAPDUD ISP TML ISQISUINIDPIMVIQI L IDP
1

i 1 1 1 12 1
11)164410242721166084 41°.41410617321515949342
14B15%627961126075100967114476307976333415)864
13839386Hh915302270603684 10719577604034023168)
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De esta manera, se pudieron definir "clusters" de correlacién de
determinados fragmentos asociados a determinadas tipificaciones
serolégicas.

Estos datos fueron posteriormente analizados por investigadores
participantes en el Taller de discusién del XWIH llevado a cabo a fines
del ario 1987 en Princeton (USA). Las conclusiones obtenidas para cada
combinacién enzima/sonda fueron publicados como "Informes de
estandarizacién de RFLP" en el libro "Histocompatibility Testing, 1987",
publicado por Springer Verlag, USA.

Como ya se menciondé antes, nuestro laboratorio realizdé estudios con
la enzima BglIl sobre 1las 72 1lineas celulares. Discutiremos a

continuacidon los resultados obtenidos con esta enzima para las sondas de

clase II.
b) Patrones RFLP generados por la sonda DQA:

El sistema DQA/BgllIl identificé 8 fragmentos en las lineas
celulares (Fig.1@). No se encontré ningin fragmento comin a todas 1las
lineas. La Tabla B8 indica la distribucidén de las bandas observadas en

las 1lineas celulares. El analisis de las mismas permitié obtener 1las

siguientes conclusiones:

1) No se halldé un fragmento especifico que definiera las especificidades
DQ. Ademas, hay patrones de bandas compartidos entre especificidades

seroldgicas distintas. Por ejemplo, la banda 8 es compartida tanto por

DQwl como por DQw3.

2) Para el alelo DQwl definido por serologia se observaron 2 patrones de
RFLP diferentes (bandas n=3, 5 y B8). Uno de estos patrones es especifico

de este alelo. El otro (bandas n=4, 5 y 8) es compartido por todas las
células DQw3-DR4.

3) Se hallaron 3 patrones de bandas para 1la especificidad DQw2. Un
patron especifico de bandas es encontrado en las lineas DR7-DQw2 (bandas
n=2, 4 vy 8) distinto del encontrado en las lineas B8-DR3-DQw2 (bandas
n=3, 5 y 7) distinto del encontrado en las lineas B18-DR3-DQw2
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Figura 10: Autoradiografia de los fragmentos de restriccidén obtenidos
por la digestién del DNA de las lineas celulares con la enzima BglII y
la hibridizacién con una s8sonda DQA. El patrén de la izquierda

corresponde a la electroforesis del gel en condiciones ‘“cortas”. El
patrén de 1la derecha fue obtenido luego de la electroforesis en
condiciones "largas"”. Los numeros enteros indican los 8 fragmentos

definidos por este sistema. En la figura se sefialan los marcadores de
tamafio molecular M1 y M2.
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Tabla 8: Distribucién de los fragmentos DQA/BglIl hallados por
RFLP para las 72 lineas celulares homozigotas.

HLA Fragmentos n=
Lineas DQw DR 1 2 3 4 5 6 7 8
9017 1 wld 1 1 2 2
9002 5 1 2 2 2
9054 5 wld 2 2 2
9060 5 wl3 2 2 2
9065 6 wl3 2 2 2
9055 6 wb 2 2 2
9009 1 2 2 2 2
9036 5 wll 2 2 2
9004 5 1 2 2 2
9003 5 1 2 2 2
9006 5 1 2 2 2
9005 5 1 2 2 2
9061 5 wld 2 2 2
9057 1 wld 2 2 2
9056 5 wl3/wld 2 2 2
9063 6 wl3 2 2 2
9062 6 wl3 2 2 2
9058 6 wl3 2 2 2
9082 6 wlb 2 2 2
9010 6 wlb 2 2 2
9013 6 wlb 2 2 2
9014 6 wlb 2 2 2
99011 6 wlb 2 2 2
9008 6 wlbd 2 2 2
8105 6 wll 2 2 2
9066 6 w8 2 2 2
9007 5/8 wl6/4 2 2 2 2
9048 2 7 2 2 2
9047 2 7 2 2 2
9050 2 7 2 2 2
9051 2 7 2 2 2
9020 2 3a 2 2 2
9019 2 3a 2 2 2
9018 2 3a 1 2 2 2
9088 2 3b 2 2 2
9022 2 3b 2 2 2
9023 2 3b 2 2 2
9106 273 7 1 2 2 2
9040 7 wll 2 2 2
9037 7 wll 2 2 2
9043 7 wll 2 2 2
9038 7 wl2 2 2 2
9039 7 wll 2 2 2
9042 7 wll 2 2 2
9045 7 wll/12 2 2 2
9025 7 4 2 2 2
8091 7 4 2 2 2
9030 7 4 2 2 2
9104 7 wll 8 2 2 2
9028 8 4 2 2 2 2
9026 8 4 2 2 2
9029 8 4 2 2 2
9031 8 4 2 2 2
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(continuacioén)

- HLA Fragmentos n=

Lineas DQw DR 1 2 3 4 5 6 7 8
9032 8 4 2 2 2
9033 8 4 2 2 2
9034 8 4 2 2 2
9092 8 4 2 2 2
9075 9 w9 2 2 2
9052 9 7 2 2
9071 4 w8 2 2 2 2
9069 4 w8 2 2
9067 4 w8 2 2
9068 4 w8 2 2
9072 4 w8 1 2
9070 7 w8 2 2
9064 7 wld 2 2
9016 7 wl6 2 2
9107 4 4 2 2
9021 4 3 2 2 2
a=- DR3-B18

= DR3-B8

= intensidad de fragmento asignable a simple copia.
= intensidad de fragmento asignable a doble copia.
= fragmento presente de intensidad débil.
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(bandas n=2, 4 y 7). De este modo confirmamos en todas las lineas que la
cadena DQA en_ desequilibrio de ligamiento con el alelo DR7 no es la

misma que la cadena DQA asociada al alelo DR3.
4) Un solo patrdn fue encontrado para DR8-DQw4 (bandas n=1 y 7).

5) Se describieron 3 patrones para DQw3 (bandas 4, 5 y 6; 4, 5y 7; 4, 5
y 8), el tercero es compartido con la especificidad DQwl.

c) Anadlisis para el sistema DQB/Bglll:

Para este sistema se observaron 10 fragmentos standard
distintos. S6lo los fragmentos de 4.23 kb y 4.12 kb son especificos para
los genes DQB (bandas que no presentan hibridizacidén cruzada con otros
genes de clase II). El resto son el resultado de hibridizacién cruzada
con 1los genes DRB y/o DPB. Con esta enzima se hallaron muy pocas
correlaciones entre RFLP y serologia. Por ejemplo, el fragmento de 4.12
kb parece estar asociado a la presencia de la especificidad serolédgica
DQw7. Como se discute mas adelante, varios alelos DQB, DRB, etc. pueden

ser definidos por "'clusters” generados con otras enzimas de restriccién.

d) Andlisis para el sistema DPB/ BglII:

Se definieron 18 fragmentos para este sistema. Los fragmentos 1
(20.50 kb)), 3 (15.95 kb), 8 (7.28 kb), 10 (6.56 kb), 13 (5.15 kb) y 14
(5.905 kb) son especificos de DPB. La enzima Bglll no genera patrones de

RFLP que permitan definir alguna de las especificidades HLA-DP.

e) Analisis para el sistema DRB/BglII:

Para este sistema se definieron 14 fragmentos diferentes. Los
fragmentos 2 (16.70 kb), 3 (14.55 kb), 4 (11.74 kb), 6 (10.27 kb), 5
(11.14 kb), vy 7 (9.77 kb) son especificos del locus DR. Los fragmentos 4

y 6 aparecen en la mayoria de las lineas celulares DR4; el 5 en la
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mayoria de las lineas DR1 y el 7 en las lineas DR8. El1 alelo DR2
presenta una _banda de 14.55 kb especifica con esta enzima (11 lineas

DRZ).

f) Andlisis del sistema DOB/BgllI:

Para este sistema se definieron 4 fragmentos, siendo tres de ellos

(8.27 kb, 7.70 kb) y 7.37 kb) especificos del locus DOB.

g)Comentarios:

Como era de preveer, una enzima no es suficiente herramienta para
definir patrones de bandas t1unicos asociados a las distintas
especificidades seroldégicas de los genes HLA de clase 1II.

Para el sistema BglII/DQA hemos observado que, en algunos casos no
hay correlacién entre el patrén hallado por RFLP y 1lo esperado por
serologia. El1 hecho que 1los sitios Bglll presentes en el gen DQA
(intrones, exones, secuencias flanqueantes, etc) no correlacione con las
especificidades DR, DQ definidas por serologia, en parte se debe a que
estas ultimas identifican epitopes presentes en los genes DRBl1 y DQB1l.
Ademas, un alelo DQBl1 dado, no siempre se halla asociado por
desequilibrio de ligamiento al mismo alelo DQA (Trucco 1986). También
hay patrones de fragmentos compartidos por mas de una especificidad
serologica (caso de DQwl y DQw3). Este sistema permitié hallar las
primeras diferencias entre las cadenas DQA asociadas al alelo DR3-DQw2
de las asociadas al alelo DR7-DQwZ2.

Para 1la definicién de los alelos del locus DQB, ha sido imposible
definirlos con esta Unica enzima. ©5in embargo se han podido definir
"clusters” de fragmentos (producto de la digestidn con distintas
enzimas) que definen cada una de las especificidades (Trucco 1987). Por
ejemplo, la especificidad DQwS puede ser definida por las siguientes
bandas: Pst 1/1.36 kb, BamHI/5.76kb, EcoRV/2.71 kb y 2.62 kb, BamHI/3.03
kb, HindIII1/3.27 kb, EcoRI/11.52.

Para el locus DPB también se definieron "clusters” de fragmentos

que definen las distintas especificidades. Por ejemplo (Hyldig Nielsen
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1987): el antigeno HLA-DPwl puede ser definido por los fragmentos
Mspl/4.98 kb y HincII/3.41] kb. Lo mismo se observé para los genes DRB
(Bignon 1987). Por ejemplo, las especificidad supertipica DRwd2a se
define por la presencia de los fragmentos EcoRI/9.46 kb y BglII/9.16 kb.

Ya que no se conocen los productos proteicos del gen DOB, no
podemos saber cual es la implicancia de los RFLP hallados con BglII.
Estudios de secuencia demostraron que no existen sitios BglII dentro de
las zonas codificantes de este gen (Tonelle 1985). Por lo tanto, los
polimorfismos encontrados con la sonda DOB y la enzima Bglll
probablemente reflejan la presencia de polimorfismos en las zonas

vecinas al gen o en zonas intrénicas.

h) Conclusiones generales:

En noviembre de 1887 se realizaron en Princeton N.Y los talleres
de discusién del XWIH para el analisis final de los resultados, del cual
tuvo participacién nuestro laboratorio. Los resultados fueron publicados
en el 1libro “Immunobiology of HLA" publicado por Springer Verlag en
1987, el cual contiene los resultados de los analisis seroldgicos,
bioquimicos, de respuesta celular y gendmicos y las correlaciones
existentes entre ellos.

Para los antigenos de clase 1I (DP, DQ y DR) de 1las 1lineas
celulares estudiadas, se identificaron numerosos fragmentos de
restriccién alelo-especificos. Por ejemplo, para los genes DQB, DQA y
DRB se han descripto 536 fragmentos de los cuales 187 han sido elegidos
como RFLP "unicos"” para la asignacidén de las especificidades DQ y DR.
Estos patrones de fragmentos han permitido discriminar variantes o
"splits” de alelos no distinguibles por serologia (ver por ej en la
Tabla 9 , las 4 variantes definidas por RFLP para la especificidad
supertipica DRwbZ).

Los resultados descriptos establecen que las especificidades HLA
detectadas por serologia, pueden ser asociadas a patrones RFLP
“discriminatorios” basados en la presencia o ausencia de sitios de
restriccion para endonucleasas. Esto indica que 1los fragmentos
detectados por la combinacién de una o mas enzimas usadas en el Workshop

detectan diferencias entre células que no han podido ser distinguidas
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Tabla 9: Analisis de los grupos supertipicos DRwb2 y DRwbH3.
Identificacién de los fragmentos de restriccién qQue los definen.
Esta tabla fue extraida del 1libro "Immunobiology of HLA",

Nomenclature factors for HLA system (1987).

DRWS52 E 700 Taa1 | (21 oAw17 ; orws
1624 Eco RV
2% Hndm 946 EcoR [ad oAwi2
{OR3, DRS, DRAWE 916 Bgi 0
° ‘ ;] I (a3 orwi1
608 Taq ! (+DAW18)
(DRI, DRS, DRWS)
(2] orwa
428 BamMH -
DRW 53 463 BamH |
659 BamH
(DR4, DR7, DRWS) 1255 EcoRll
410 EcoR!
398 EcoRI OR4
373 EcoR)
717 Hing 18
313 Hnd NN
144 Hind Il
176  Mspl
1350 ::: "
s17 "
388 Pw il OR?
616 Pvu ll
2112  Ssid
1095 Sst!
519  Sstl DR9

- See DR4, DRY, DRW9 for complete dats -

por la tipificacién serolégica de los productos de los genes.

la deteccidén de diferencias dentro de cada locus,

presencia
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patrones de desequilibrio de ligamiento dentro de los haplotipos HLA. De
esta forma, 1la hibridizacién con sondas moleculares "full length” en la
tipificacién de RFLP, permite la distincién de células cuyos productos
exénicos no son facilmente distinguibles.

Este Workshop representd el primer esfuerzo conjunto entre
laboratorios de todo el mundo tendiente a la caracterizacién a nivel de

DNA del sistema HLA.
Ademas, los datos obtenidos constituyen un marco de referencia

para el estudio de los patrones de RFLP asociados a distintos grupos

étnicos.
Como se verd mas adelante, las conclusiones generadas por estos

estudios de RFLP permitieron analizar la complejidad gendmica presente
en individuos portadores de patologias asociadas al sistema HLA, como la

enfermedad celiaca.
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ESTUDIOS A NIVEL SEROLOGICO DE LA ENFERMEDAD CELIACA EN LA
ARGENTINA.

Con el antecedente que la EC se asocia a distintos alelos HLA en
los distintos grupos étnicos, estudiamos en primer lugar el fenotipo HLA
presente en enfermos celiacos pedidtricos argentinos.

Para ello, se seleccioné un grupo de 62 nifios argentinos
portadores de la EC. Estos pacientes y los controles normales pertenecen
a una poblacién homogénea y provienen de la misma A&area geografica
(provincia de BS.As y Capital Federal). Todos los pacientes son
descendientes de al menos 3 generaciones de argentinos, con ancestros
espafnioles, italianos o argentinos. En todos los casos, el diagnéstico de
acuerdo al criterio ESPGAN fue hecha en la unidad de Gastroenterologia
del Hospital de Nifios Ramén Gutierrez. Estos nifios fueron tipificados
para los alelos HLA de clase I y clase II en nuestro laboratorio por la
licenciada Etel Palavecino (Palavecino 1999). Los antigenos HLA-A, By C
fueron determinados usando el ensayo de microlinfocitotoxicidad
(Terasaki 1985). La tipificacién de los alelos HLA-DR y DQ fue llevado a
cabo por el test de doble fluorescencia (van Rood 1976). Se wusaron
sueros anti-HLA provenientes del XWIH.

La Tabla 10 muestra una lista de las especificidades de clase 1 y

IT encontradas en la poblacidén pediatrica celiaca estudiada aqui.
Cuando se 1la compara con una poblacién similar de controles normales
(Tabla 11 a), se ven significativamente incrementados los alelos DR3 y
DR7 (DR3: 64.5 % en pacientes y 15.1 % en controles, RR=10.2; DR7: 56.4
% en pacientes y 25.9 % en controles, RR=3.7). El antigeno DQw2, el cual
se halla en fuerte desequilibrio de ligamiento con los alelos DR3 y DR7,
se lo hallé en el 95.3 % de los pacientes y el 40.3 % de los controles,
con un riesgo relativo de 29.1; esto confirma al alelo DQw2 como el
verdadero marcador genético de predispocicidén a la EC. Nobétese que el
alelo DR7 solo se halla presente en pacientes heterozigotas junto a DR3
o a DRS5 y pese a que los individuos DR7 son DQw2. Por otro lado, el
antigeno DQwl se hallé disminuido significativamente en la poblacidn
celiaca (3.2% en pacientes y 51.1% en controles RR= 0.03).

Los fenotipos HLA-DR mas frecuentes estan listados en la Tabla 11
a. Las combinaciones mas frecuentemente encontradas son: DR3/7, DR3/5,

DR3/x (donde x significa homozigosis para DR3 o la presencia de otro
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Tabla 10: Fenotipos HLA de los pacientes celiacos.

Paciente Bt HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DR HLA-DQ
1 2,24 8,35 4,x 3,7 w2
2 1,x 44 ,x 7,X 3,7 w2
3 1,x 8,44 X,X 3,7 w2
4 1,3 7,8 7,% 3,7 w2
5 3,24 8,35 4,x 3,7 w2
6 3,31 14,51 X,X 3.7 w2
7 3,28 44 ,x X,X 3,4 w2,w3
8 28,x 18,x X,X 3,8 w2,w3
9 2,28 18,44 X,X 3,x w2
10 1,3 41,x 4,x 3,1 w2,wl
11 23,24 44,61 4,x 4,7 w2,w3
12 1,24 18,.x 5,x 5,7 w2,w3
13 11,23 44,41 X,.X 3,7 w2
14 1,x 38, 44 X,X 5,7 w2,w3
15 2,x 17,62 3,x 5,7 w2,w3
16 11,29 35,44 4,x 5,7 w2,w3
17 1,30 8,51 X,X 5,7 w2,wW3
18 11,29 35.57 4,x 5,7 w2,w3
19 26,31 27,44 4,x 5,7 w2,w3
20 2,30 50,64 6.8 5,7 w2,w3
21 2,%X 51.x X,X 5,7 w2,w3
22 2,28 50,51 6,.x 5,7 w2,w3
23 2,28 14,27 2,8 5,7 w2,w3
24 11,23 51,44 4,x 5,7 w2,w3
25 1,32 51,62 3,x 5,7 w2,w3
26 2.3 41.44 4,x 5,7 w2,w3
27 3,28 44,51 4,x 5,7 w2,w3
28 1,29 8,44 X,X 5,7 w2,w3
29 2,25 38,44 7,X 5,7 w2,w3
30 24,30 13.x X,X 5,7 w2,w3
31 ND ND ND 3.5 w2,w3
32 1,2 8,44 X,X 3,7 w2
33 2,30 44 ,x 5,x 3,7 w2
34 2,31 8,x X,X 3,7 w2
35 3,11 44,51 X,X 3,7 w2
36 ND ND ND 3,7 w2
37 2,26 35,58 4,x 3,7 w2
38 2,3 8,13 6,7 3,7 w2
39 1,x 50,51 6,x 3,7 w2
40 2,x 8,39 7,X 3,5 w2,w3
41 2,26 18,51 5,x 3,5 w2,w3
42 2,.X 51,62 4,6 3,4 w2,w3
43 3,31 50,60 3,6 3,4 w2,w3
44 1,31 8,60 1,x 3,4 w2,w3
45 1.11 8,60 3,7 3,8 w2,w3
46 2,30 41,65 8,x 3,8 w2,w3
47 2,28 39,44 2,7 3,8 w2,w3
48 2,x 8,62 3,x 3,8 w2,X
49 ND ND ND 3,x w2
50 1,28 8,44 8,x 3,x w2
51 ND ND ND 3,X w2
52 1,2 8,18 5,7 3,5 w2,w3
53 1,30 8,50 7,x 3,X w2
54 3,30 18,35 4,5 3,1 w2,wl
55 1,x 8,35 4,x%x 3,9 w2,w3
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Paciente Bt HLA-A
56 ND
57 ND
58 2,24
59 3,2
69 3,34
61 29,30
62 26,30

ND no realizado

no se hallé otra especificidad
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alelo no detectado serologicamente) y DR5/7 (Tabla 11b). Si se excluyen
del céalculo log pacientes DR3 y DR7, surge una significativa asociacién
del DR5. Es de interés remarcar que el alelo HLA-DR5 fue encontrado
solamente en combinacién con DR3 y DR7, excepto en dos pacientes cuya
tipificacién fue DR5/DR8,DQw3 y DR5 /DR4,DQw3. El incremento del alelo
DRS5 fue también hallado en la poblacién EC italiana (Morellini 1988) vy

espafiola (Mearin 1983), pero no en la poblacidén sajona (Scholz 1983).

Tabla 1l1lla: Frecuencia de los antigenos HLA de clase I1 en enfermos

celiacos y en controles.

HLA PACIENTES CONTROLES RR P

DR1 3.2 11.5 0.1 <0.001

DR2 0.0 22.3 0.0 <0.00001
DR3 64.5 15.1 10.2 <0.00000001
DR4 9.7 29.5 0.2 n.s

DR5 40.3 29.5 1.6 n.s

DR6 0.0 16.5 0.0 <0.001

DR7 56.4 25.9 3.7 <0.0001

DR8 9.7 10.0 0.9 n.s

DR9 1.6 5.7 0.2 n.s

DR10© 0.0 1.4 0.0 n.s

DQwl 3.2 51.1 0.03 <0.00000001
DQw2 95.3 40.3 29.1 <0.00000001
DQw3 59.7 78.4 0.4 n.s
PACIENTES= 62 CONTROLES= 139 n.s = no significativo (p>9.1)
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Tabla 11b: frecuencia de distribucién del fenotipo HLA-DR en pacientes

y controles.

Pacientes
(n=62)

Controles
(n=139)

DR3/x
DR3/DR5
DR3/DR7
DR3/otro
DR5/x
DR5/7
DR5/otro
DR7/x
DR7/otro
otro/otro

<0.05
<0.005
<0.0005

NS

NS
<0.0005
<0.005

NS
<0.005
<0.0005

RR = riesgo relativo P

comparaciones.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS ALELOS HLA ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD
CELIACA EN LA ARGENTINA.

1) Analisis de 1los RFLPs asociados a los genes HLA-DP en pacientes
celiacos y normales de origen latinoamericano:

Teniendo en cuenta que los EC argentinos exhiben asociacidén con
algunas especificidades serolégicas que no se asocian en celiacos
sajones (ej. DR5), decidimos investigar si ciertos RFLPs asociados a
enfermos celiacos en sajones estadn presentes en latinos.

Howell y col. (1986), describieron un fragmento de 4 kb producto de
la digestién con 1la enzima Rsal e hibridizacién con 1la sonda DQ@,
presente en 18 de 20 EC DQw2, pero s6lo en 2 de 11 controles DQw2. Con
los fines de determinar si la misma asociacién estad presente en nuestra
poblacién celiaca caucasoide latinoamericana, se preparé DNA de 55
pacientes y 27 controles normales que habian sido previamente
tipificados por serologia como HLA-DQw2. Los mismos fueron digeridos con
Rsal y analizados por Southern Blot y posterior hibridizacién con 1las
sondas HLA-DQB y DPB (Fig.12 y 13).

Como se puede observar en las Figuras 12 y 13, 1la deteccién de
este fragmento con una sonda DQB es producto de hibridizacién cruzada
entre los genes DPB y DQB. La mayor intensidad con la sonda DP@,
demuestra que este fragmento corresponde al locus DPB.

No se hallaron diferencias significativas entre controles (70%) vy
pacientes (56%) para la frecuencia de este RFLP (Tabla 12). Esto sugiere
que, la poblacién caucasoide analizada por Howell y col. y la caucasoide
latinoamericana estudiada en nuestro pais difieren en la frecuencia de
asociacién para este fragmento. Estos resultados no se modifican
significativamente cuando se excluyen del analisis los 1individuos
portadoreé del haplotipo DR5/7 (el cual se encuentra asociado a la EC en
Argentina pero no en la poblacién sajona).

Este fragmento DPB Rsal de 4 kb fue posteriormente asociado con
los pacientes EC portadores del haplotipo extendido DQwZ,DR3 (Howell
1988). Si sbé6lo tomamos en consideracidén para nuestro analisis los
pacientes DQw2,DR3, nuevamente no encontramos diferencias significativas

entre enfermos y controles normales en nuestra poblacién (Tabla 12).
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Figura 12: Autoradiografia del patrén de fragmentos de restriccién de 5
enfermos celiacos y 5 controles normales portadores del fenotipo DQw2Z.
El1 DNA fue digerido con la enzima Rsal e hibridizado con una sonda DQB.
El marcador de tamafio molecular fue MZ2. La flecha indica la banda de 4
kb de débil intensidad descripta como polimérfica en la poblacibn
anglosajona.
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Figura 13: La misma membrana de la Figura 12 fue re-hibridizada con una
sonda DPB. La flecha indica la posicién de la banda de 4 kb. de fuerte
intensidad., sugiriendo que este fragmento posee mayor homologia con el
gen DPB que con DQB.

-
e
-
-
-
—
—
" B el
— - W - .,
Do

74




Tabla 12: Frecuencia del fragmento DPB Rsal/4 kb en pacientes vy

controles latinoamericanos DQw2 positivos.

TIPIFICACION Controles Pacientes P
HLA

DQw2 totales 70% (19/27) 56% (31/55) NS

DQw2 excluidos 76% (13/17) 859% (22/37) NS

DR5/7

DQw2,DR3 67% (6/9) 61% (22/36) NS

HLA-no DQwZ,DR3 33% (7/21) 33% (1/3) NS

Fueron incluidos en este estudio los pacientes Pt1 a P58 listados en la

Tabla 10.

En nuestra poblacidén, la frecuencia de esta banda en individuos
normales que no son DQw2,DR3 (33%), no difiere significativamente de la
encontrada por Howell y col. (44%). A pesar que se consideraba hasta el
presente la ausencia de desequilibrio de ligamiento entre el locus DQ y
DP (Sanchez-Perez 1986), pror las frecuencias observadas de este
fragmento tanto en individuos normales como en pacientes, podemos
inferir que el fagmento Rsal/DPB 4 kb se halla claramente en
desequilibrio de ligamiento con el alelo DQw2 tanto en individuos
normales como en pacientes de origen latino. Ademas, la frecuencia de
este RFLP en latinoamericanos no solamente se encuentra aumentada en
individuos DQw2,DR3, ya que, el 69% de los controles (6/10) y el 47% de
los pacientes (9/19) del haplotipo DQw2,no DR3 también portan este
fragmento.

Se analizé la segregacidén de este fragmento Rsal/DPB de 4kb en dos
familias de enfermos celiacos, con los fines de ver si el mismo es

heredado unicamente por los nifios portadores de la EC (Tabla 13).
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Los resultados observados (Tabla 13) muestran que no hay una
asociacién diferencial de este RFLP con los nifios portadores de la
enfermedad. En la familia 1, tanto el padre como la madre son portadores
de este fragmento, el cual ha sido heredado por los 3 hijos (uno sano y
dos enfermos). En la familia 2, el padre portador de este RFLP a los
nifios, y la madre no 1lo presenta. En esta familia hay dos nifios
enfermos, de los cuales uno porta este fragmento y el otro no, y dos
nifios sanos., uno negativo y otro positivo para el mismo. Por lo tanto,
la presencia de este RFLP en la poblacién latinoamericana, no es

determinante para la suceptibilidad a 1la enfermedad celiaca.

Tabla 13: Estudio de segregacién familiar de fragmentos de
restriccidén generados por la enzima Rsal y detectados con la sonda DPB.

El asterisco (%) denota a los hijos afectados de EC.

FAMILIA 1:
Fenotipo HLA Fragmento DPB Rsal/4 kb.
DR DQ

PADRE 3/7 w2 +

MADRE 5/7 w2/w3 +

HIJO 1 x 3/7 w2 +

HIJO 2 x 3/5 w2/w3 +

HIJO 3 7/7 w2 +

FAMILIA 2:
DR DQ Fragmento DPB Rsal/4 kb.

PADRE 5/5 w3 +

MADRE 7/2 w2/wl -

HIJO 1 x 7/5 w2/w3 +

HIJO 2 x 7/5 w2/w3 -

HIJO 3 7/5 w2/w3 +

HIJO 4 7/5 w2/w3 -
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Niven y col (1987), describieron un fragmento BglII de 3.5 kb luego
de 1la hibrid}zaoion con una sonda correspondiente al gen DPa, que se
halla significativamente asociado a al EC en pacientes britanicos
(independientemente de los alelos DQ y DR presentes).

Para investigar la asociacién de este RFLP en nuestra poblacién
celiaca, se analizé el DNA de 38 pacientes y 39 controles (todos

portadores del alelo DQw2) (Figura 14).

Los resultados mostraron la presencia de esta banda en 39% de
enfermos y 44% de controles (Tabla 14). Nuevamente, no se hallaron
diferencias significativas cuando se excluye de estos estudios a los
individuos portadores del haplotipo DR5/7, no asociado a la EC en la

poblaciébn sajona (Tabla 14).

Tabla 14: Frecuencia del fragmento DPA BglII/3.5 kb en pacientes y

controles latinoamericanos.

Controles Pacientes P
Total 41% (17/29) 39% (15/38) NS
Excluidos DR5/7 447% (12/27) 41% (11/27) NS

Se incluyeron en este analisis los pacientes No. 20 a 57 listados en la

Tabla 10.

A diferencia con el RFLP para DPB, la frecuencia del fragmento

DPa en la poblacidén normal es idéntica en ambos grupos étnicos: 35% vy
44%. Por lo tanto, es la poblacién celiaca latinoamericana, en contraste

con la britanica, la que carece de una asociacidén significativa con esta

banda.
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Figura 14: DNA de pacientes celiacos digerido con la enzima BglII e
hibridizados con la sonda DPA. La flecha indica la posicién de la banda
de 3.5 kb asociada a la suceptibilidad a la EC en la poblacién sajona.
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Con la caracterizacion nucleotidica del dominio polimérfico de los
genes DP, se pudieron definir las variantes alélicas correspondientes a
los genes DPA y DPB (Bugawan 1988) y de esta forma sintetizar
oligonucledétidos que pudieran reconocer estas variantes. Estudios de
caracterizacidon de los alelos presentes en pacientes con EC en Estados
Unidos (Kagnoff 1989) mostraron la asociacién de la EC a los alelos DPB1
0101 y DPB1 0301. Ademas, mostraron la correlacién entre el fragmento
Rsal/DPB 4 kb y los alelos DPB1 0101, DPBl 0301 y DPB1 0501. Estudios
realizados en pacientes de origen italiano (Bugawan 1983) mostraron una
asociacién predominante con el alelo DPBl1 0402 a diferencia de los
enfermos celiacos sajones. Teniendo en cuenta la similitud en 1las
asociaciones serolégicas entre EC en italianos y argentinos, esto
podria explicar la falta de asociacién al fragmento Rsal/DPB 4 kb en los
pacientes argentinos, ya que como mencionamos antes, este fragmento
viene asociado a los alelos presentes en la poblacién sajona. En 1990,
un trabajo realizado sobre la poblacién celiaca noruega (Spurkland 1990)
mostré que la frecuencia del alelo DPBl1 0101 se hallaba aumentada en
celiacos respecto de los controles normales. Sin embargo, se observé que
este alelo DPB también presentaba desequilibrio de ligamiento con 1los
alelos DQ presentes en celiacos y normales. Por lo tanto, la diferencia
en frecuencia de este alelo DP dejé de ser significativo cuando se
comparaban pacientes y controles portadores del alelo HLA-DQw2,

responsable de la asociacién primaria.
2) Bases moleculares de la asociacién del alelo DR5

Hacia 1987 los primeros estudios de RFLP para los genes HLA de
clase II describieron la existencia de ciertas correlaciones entre RFLP
y serologia. Como vimos anteriormente, el XWIH confirmé y extendid estas
correlaciones. Trabajos que utilizaron la enzima Taql con la sonda DQA
(Trucco 1986), mostraron la presencia de un fragmento comun de 4.6 kb en
aquellos individuos portadores de los alelos DR3 y DR5 y predijeron la
presencia de cadenas DQA idénticas asociadas a estos alelos. Esto fue
confirmado posteriormente por determinacién de la secuencia nucleotidica
(Schiffenbauer 1987). Por otro lado, la cadena DQA asociada al alelo DR7
mostraba con esta enzima una banda de 5.5 kb, 1lo que sugeriria una
cadena DQA diferente a pesar de que tanto los individuos DR3 como DR7 se
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encuentran en desequilibrio de ligamiento con el alelo DQw2. El1 hecho de
que la especificidad DQ asociada a los alelos DR3 y DR7 sea la misma se
debe a que 1los sueros utilizados para 1la tipificacién reconocen
epitopes HLA-DQw2 en la cadena DQB y no en la cadena DQA. Estos
antecedentes nos 1llevaron a pensar que los pacientes celiacos DR5S
podrian ser portadores de una de las cadenas del dimero de riesgo DQw2:
la cadena DQA. Asi se explicaria por ejemplo que los heterozigotas
DR5/DR7 podrian ensamblar en "trans” una molécula DQw2 con una cadena

DQA codificada por un padre y una DQB codificada por el otro.

CADENAS ALFA CADENAS BETA
Haplotipo DR3, DQw2 [paz | «——|paz]
Haplotipo DR5,DQw3 Eiiﬂ, DQ3
Haplotipo DR7,DQw2 a2’ [paz]

Con el objeto de estudiar esta hipétesis se hicieron 1los
experimentos descriptos a continuacién.

Con el fin de conocer si los pacientes celiacos heterozigotas
DR5/7 presentan un RFLP para DQA igual a la que portan 1los pacientes
DR3, =se digiridé el DNA de dos pacientes HLA-DR3/7 y dos pacientes HLA-
DR5/7 con la enzima Taql y se 1los hibridizé con una sonda
correspondiente al gen DQA. La Figura 15 muestra en ambos haplotipos la
presencia de dos bandas: 1la banda de 5.5 kb correspondiente a la cadena
DQA asociada al alelo DR7 y la banda de 4.6 kb asociada a los alelos DRS
v DR3. Estos resultados coinciden con lo hallado anteriormente en
individuos normales (Trucco 1986) y sugiere que los alelos DR5 y DR3 de
los celiacos argentinos comparten las cadenas DQA. Ya qgue la asociacién
seroldégica primaria a la EC en nuestra poblacidén es con el alelo DQw2,
los resultados estarian de acuerdo con nuestro postulado (Palavecino
1987) que el dimero DQ de riesgo en los individuos DR5/7 se formaria por

trans-asociacién entre la cadena DQA aportada por el DR y la
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Figura 15: Autoradiografia del patrén de fragmentos de restriccidén del
DNA de 2 pacientes DR5/7 y 2 pacientes DR3/7, digeridos con Taql e
hibridizados con la sonda DQA. La flecha indica una banda de 4.6 kb
presente en los fenotipos DR3 y DR5. La banda de 5.5 kb corresponde al
alelo DR7 presente en las muestras.
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cadena DQB aportada por el DR7. De esta forma se obtendria una molécula
DQw2 de riesgo idéntica a la presente en los individuos DR3. La
expresién en "trans” de dimeros DQ en individuos heterozigotas ya habia
sido demostrada en ciertas combinaciones fenotipicas (Charron 1984).
Estudios realizados en el afio 1987 en individuos diabéticos insulino
dependientes portadores de el haplotipo DR3/DR4, DQw2/DQw3 (Nepom 1987)
mostraron la presencia en la membrana de moléculas DQ conformadas por la
trans-asociacidn de la cadena beta DQw3 con la cadena alfa DQw2.

3) Caracterizacién molecular de 1los alelos DQA y DQB presenteg en

enfermos celiacos argentinos DR5/7.

Los resultados de RFLP recién descriptos sugirieron que los
haplotipos DR3 y DR5 comparten la misma cadena DQA. A fin de confirmar
la presencia de este mismo alelo DQA y del alelo DQB comian a 1los
haplotipos DR3 y DR7, se realiz6 una tipificacién molecular de 18
enfermos celiacos argentinos DR5/7. Para ello se utilizé la técnica de
amplificacién mediada por polimerasa "PCR" (Todd 1987) del segundo exén
(el dominio polimérfico) de los genes DQAl y DQB1 a partir de DNA
gendmico.

Luego de la reaccion de PCR, se utilizé un 5% del material para
confirmar por electroforesis en geles de agarosa la presencia de
fragmentos de aproximadamente 249 bp (Fig.16). Un 10% del material
amplificado se sembré por Dot Blot"” en membranas de nylon. Mediante 1la
hibridizacién con oligonucledétidos especificos, se estudié la presencia
en estos individuos de las cadenas DQAl y DQB1 (Schiffenbauer 1987)
responsables de codificar el alelo DQw2. El Comité de Nomenclatura de
los alelos del sistema HLA de la Organizacién Mundial de 1la Salud,
designa actualmente a los alelos DQA y DQB presentes en el haplotipo
DR3, DQw2, como DQAl 0501 y DQB1l 0201.

La Figura 17 muestra la hibridizacién del material con el
oligonucleétido 242 especifico para la cadena DQAl 0501. Este
oligonucleétido reconoce una secuencia unica del alelo DQAl 0501 (ver
Materiales y Métodos). Como se puede observar, 16/16 EC dan
hibridizacién positiva para este alelo, el cual seria aportado por el
haplotipo DR5. Como controles negativos se utilizé material amplificado

de los genes DQA de dos lineas homozigotas, una para DR7 y otra para
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DR5: se observé sefial negativa para el primero y positiva para el
segundo (ver Fig.17). Estas observaciones confirman que los alelos DQA
presentes en los haplotipos DR5 y DR7 son diferentes.

La Figura 18 muestra la hibridizacién con el oligonucleétido 233
especifico para el alelo DQBl1 0201 (ver Mat. y Met.), del material
amplificado de 1la cadena DQBl de 50 EC, incluyendo 18 heterozigotas
DR5/7. Como podemos observar, todos los EC (incluidos los DR5/7) portan

este alelo, el cual estd presente por desequilibrio de ligamiento en los

haplotipos DR3 y DRT. Como controles se usaron productos DQB
amplificados de una linea homozigota DR7, 1la que did sefial positiva con
esta sonda, ver fig.18). Cuando se hibridizé la misma membrana con un

oligonucledtido 238 (ver Mat. y Met.) especifico para la cadena DQB1
0501 (presente en los individuos que portan el alelo DQwl) (Bodmer
1990), s6lo did sefial positiva un individuo EC DR3/1, DQw2/1 (Fig.19).
Esto nos muestra 1la gran especificidad de los oligonucledétidos
utilizados.

En conclusién, teniendo en cuenta que la cadena DQAl 0501 es
aportada por el haplotipo DRS y la cadena DQBl 0201 por el haplotipo
DR7, los resultados sugieren que en los enfermos celiacos argentinos
heterozigotas DR5/7 se podria generar por trans-asociacién un
heterodimero de riesgo DQAl 0501/DQBl1 0201 idéntico al presente en los
individuos DR3. En 1989, estudios de EC en una poblacién noruega de 94
pacientes (Sollid 1989), mostraron la presencia de bandas de RFLP unicas
para DQA v DQB en los enfermos celiacos. Postularon de este modo que la
suceptibilidad a desarrollar la EC pareceria primariamente asociada a la
presencia de wuna cadena DQAl 0501 (en desequilibrio de ligamiento con
los alelos DR3 y DR5) y una cadena DQBl1 0201 (en desequilibrio con los
alelos DR3 y DR7). En base a 3 pacientes DR5/7 apoyaron la idea de 1la
trans—-asociacién de estas cadenas. Cabe destacar que los
oligonucleétidos usados como sonda sdélo indican que, al menos en la
regién que ellos reconocen, los productos amplificados poseen identidad.

No descartan la presencia de diferencias en otras porciones de 1la

molécula.
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Figura 16: Electroforesis en gel de agarosa 2 % de los productos de
amplificacién del dominio polimérfico de los genes DQB de 7 pacientes
celiacos. Como_. podemos observar, el tamafio de los fragmentos es el
esperado (7249 bpr). E1 DNA del paciente No.7 no pudo ser amplificado.
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Figura 17: Autoradiografia de la hibridizacién en "Dot Blot" de los
productos de PCR del dominio polimérfico de los genes DQA de 18
pacientes EC DR5/7. En paralelo se sembré como control, el DNA
amplificado de 3 1lineas homozigotas DR7, DR2Z y DR5 (ultimas tres
siembras = a, b y ¢). % = pacientes DR5/7 que no amplificaron bien. La
hibridizacién se llevé a cabo con el oligonuclebétido 242, especifico del

alelo DQA 0501.
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Figura 18: Autoradiografia de la hibridizacidén en "Dot Blot" de los
productos de PCR del dominio polimérfico de los genes DQB de 50
enfermos celiacos. La hibridizacién se llevé a cabo con el
oligonucledtido 233 especifico de la variante DQB 0201. Los 18 primeros
rozos, corresponden al DNA de pacientes DR5/7. En paralelo se sembroé
DNA amplificado de una linea homozigota DR7 (b = control positivo) y una
linea homozigota DR2 (a = control negativo). NA = DNA no amplificado.
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Figura 19: La misma membrana de la Figura 18, re-hibridizada con el
oligonucledétido 238, especifico de la variante DQB 0501 presente en el
fenotipo DR1. Obsérvese que solo didé hibridizacién positiva un paciente
caracterizado sprologicamente como DR3/1, DQw2/wl ("c¢" en la Figura 18).
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4) Busqueda de RFLPs especificos en los enfermos celiacos portadores del
fenotipo DR5/7.

El 29% de los pacientes con EC en la Argentina son portadores del
fenotipo DR5/7 (7.19 % en normales). Este fenotipo no se halla aumentado
en celiacos de otros grupos étnicos. Con el fin de conocer las bases
genéticas de esta asociacidn, se disefiaron experimentos tendientes a
estudiar la eventual presencia de polimorfismos de los alelos DRS5 y DR7
(no discernibles con 1los oligonucle6tidos mencionados arriba) que
permitan distinguir variantes segin su origen étnico o que estén
asociadas preferentemente a los individuos enfermos.

Como estrategia para una rapida busqueda de polimorfismos
genémicos entre individuos EC y controles normales, se prepararon dos
mezclas ("pooles”) de DNA, wuna conteniendo muestras de DNA de 5
controles y la otra conteniendo DNA de 7 pacientes. Para esto se tuvo
especial precaucién de agregar cantidades iguales de DNA de cada
muestra. En el caso de existir diferencias a nivel molecular entre
individuos normales y enfermos, estas se evidenciarian en las mezclas
por la presencia de algun fragmento distinto entre los pooles, o0 por un
aumento en la intensidad de alguna banda en comin en alguna de las dos
mezclas; esto significaria 1la presencia de mayor frecuencia de algun
RFLP en una de las dos poblaciones. Estudios similares permitieron
definir desequilibrios de ligamiento entre determinados RFLPs asociados
a HLA de clase II en pacientes diabeticos insulino-dependientes (Arnheim
1985).

Las mezclas se digirieron por separado con 8 enzimas distintas
(EcoRI, Pstl, Pvull, EcoRI, EcoRV, Mspl, Bgll, Sstl y BamHI) vy se las
hibridizé (por la técnica del Southern) secuencialmente con las sondas
de 1los genes DRB, DQRB y DQa provistas por el XWIH y descriptas en los
Materiales y Métodos.

En la Figura 20 pueden observarse los resultados obtenidos. No se
hallaron diferencias en los patrones de hibridizacién de ambas mezclas
para estos genes. Estos resultados sugieren que, al menos al nivel de
resolucién del analisis por RKLP, los genes HLA-DR5/7 y sus genes de

clase II asociados no difieren entre pacientes EC e individuos normales

de origen latinoamericano.
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Figura 20: Patrones de RFLP obtenidos con mezclas de DNA de individuos
normales (N) DR5/7 y celiacos (C) DR5/7. Las mezclas fueron digeridas
independientemente con las enzimas indicadas e hibridizadas con las
sondas DQA (a), DQB (b) v DRB (c¢). Los fragmentos indicados son los
definidos por el XWIH como especificos para los alelos DQA y DQB en los

fenotipos DQw2 y DQw7.
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Como mencionamos anteriormente, existe un fuerte desequilibrio de
ligamiento entpe los genes DR y DQ, 1lo que hace que, determinados
productos del locus DR segreguen con determinados alelos del locus DQ.
Este estudio nos permite también confirmar que el desequilibrio de
ligamiento se conserva en estos individuos, ya que, 1los patrones de
restriccién son los mismos en todos los individuos estudiados a nivel de
los genes DQa, DQB y DRB.

Los patrones de bandas obtenidos en este estudio fueron comparados
con los patrones para DQA y DQB determinados por el XWIH y publicados
en el libro "Immunobiology of HLA" (1987) y se pueden visualizar en la
Figura 20:

Para 1la cadena DQA asociada a los alelos DR3 y DR5 se definieron
segiun el XWIH las siguientes bandas: Pstl 4.24 kb, Mspl 4.73 kb y Sstl
16.53 kb. La Figura 20 muestra la presencia de estas bandas en los
pacientes y controles. Esto confirma la identidad de las cadenas DQA en
desequilibrio con las variantes DR3 y DR5. Para el alelo DQA presente en
individuos DR7, también se hallaron las mismas bandas definidas por el
XWIH: Pstl 2.32 kb, Mspl 6.05 kb, Sstl 24.78 kb y BamHI 7.63 kb.

Para la cadena DQB del alelo DR7 se describieron los fragmentos
PstI 5.23, Pvull 2.1 kb y EcoRI 20.01 kb. Las mismas coinciden con 1lo
descripto por el XWIH tanto para las cadenas DQB asociadas al DR3 como
al DR7. Las bandas Sstl 2.86, Sstl 2.22, Pvull 3.72 kb, EcoRI 12.23 kb y
BamHI 3.55 kb que definen a la cadena DQB asociada al DR5, también

fueron encontradas en estos individuos.

En conclusién, a este nivel de resolucidén, no se hallaron
diferencias entre los genes DQA, DQB y DRB entre pacientes y controles.
Ademas, los patrones de bandas presentes en los sujetos estudiados son
iguales a los definidos por el XWIH para estos alelos. No podemos
descartar en estas moléculas cambios puntuales que no sean discernibles
por RFLP u oligonucleétidos. Por ello, el préximo paso fue Dbuscar
posibles diferencias a nivel nucleotidico en los dominios polimérficos
de los genes de clase II en nuestros EC DR5/7 respecto de las secuencias
publicadas para estos genes en la poblacidén sajona. Esta pregunta es de
fundamental importancia ya que, una posible diferencia a nivel

nucleotidico en esta zona podria afectar la funcionalidad de 1las

moléculas de clase II.
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5) Clonado y secuenciacién de los genes de histocompatibilidad de clase
II de dos enfermos celiacos portadores del haplotipo DR5/7.

Para este estudio, se seleccionaron dos pacientes DR5/7 ECPBL y
EC329. Del paciente ECPBL se obtuvo el RNA a partir de linfocitos de
sangre periférica. A partir del mismo se sintetizé un cDNA del cual
posteriormente se amplificé por PCR el segundo exon (dominio

polimdérfico) de los productos de los genes DQA, DQB y DRB.

Del paciente EC329 se obtuvo DNA a partir de leucocitos de sangre
periférica, del cual se amplificé el dominio polimérfico de los genes
DQAl, DQBl con los primers especiticos detallados anteriormente para la
caracterizacidén por Dot Blot.

Los productos de amplificacidén de estos dos individuos fueron
purificados de acuerdo a las técnicas descriptas en Materiales vy
Métodos, y subclonados luego de la digestion con EcoRI en un vector
pUC19-EcoRI-Bap. Estos subclones se usaron para transformar bacterias
DH5a competentes. Las colonias transformantes se seleccionaron por
crecimiento en placas con ampicilina y las colonias portadoras de
plasmidos recombinantes se las selecciond por hibridizacién con sondas
radiactivas correspondientes a los genes DQA, DQB y DRB. La Figura 21

muestra un ejemplo del screening hecho para estos genes de clase II. Los

resultados de la busqueda fueron los siguientes:

Para EC329 se obtuvieron: gen DRB: 12 clones
gen DQf3: 21 clones
gen DQa: 11 clones

Para ECPBL se obtuvieron: gen DRB: 13 clones
gen DQf3: 20 clones
gen DQa: 11 clones
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Figura 21: Autoradiografia del "screening" de clones portadores de
productos de amplificacién para el dominio polimérfico de los genes DQA
de el paciente EC329. La sonda que se utilizdé corresponde al gen DQA.
Los numeros vy las letras indican la orientacidén de los clones en la
prlaca. En 1la fila (h) se indica la posicién de algunaeg colonias azules

crecidas como control negativo.
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Los plasmidos extraidos de estas colonias fueron secuenciados por
el método de Sanger. ©Se secuenciaron ambas cadenas de DNA utilizando
primers “forward” y "reverse” y el kit de Secuenasa. Los resultados

obtenidos fueron los siguientes:

-Genes DRB:

Los genes DRB de los pacientes ECPBL y EC329 presentan dominios
polimérficos de las cadenas DRB1 1101 (Bodmer 1990) y DRB1 0701 (Tieber
1986), correspondientes a las variantes alélicas DRS v DR7
respectivamente. Para el paciente ECPBL se caracterizé la secuencia 1la
variante DRB1 1101 desde 1la posicién -12 hasta el codén 94; y la
variante DRB1 0701 desde el coddén 1 al 94. No se hallaron diferencias en
la secuencia respecto de las secuencias publicadas en la bibliografia
(Bodmer 1990, Tieber 1986). Las mismas conclusiones se obtuvieron al
estudiar el paciente EC329, para el cual se encontrdé la variante DRB1
1101 (codones 22 al 93) y la variante DRB1 0701 (codones 18 a 90).
Ademé&s para este paciente se definié por secuencia la cadena DRB3 0202
(codén 18 al 90) correspondiente a una de las variantes alélicas de 1la
especificidad DRwS52 en desequilibrio de ligamiento con los alelos DR3 vy

DR5 (Didier 1986). No se hallaron diferencias con las secuencias

publicadas.

Genes DQB:

En ambos pacientes se caracterizaron los codones desde la
posicién 6 a la 83 las cadenas correspondientes a las variantes DQB1
0301 (Holbeck 1988) y DQB1 0201 (Schiffenbauer 1987) en desequilibrio de
ligamiento con los alelos DR5 y DR7 respectivamente (Bodmer 1990). No se

hallaron diferencias con las secuencias publicadas.

Genes DQA:

En ambos pacientes se definieron por secuencia 1los alelos
correspondientes a las variantes DQA1l 0501 y DQAl 0201 (Schiffenbauer
1987) presentes en los haplotipos DRS y DR7 respectivamente (Bodmer
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1990), sin diferencias con las secuencias publicadas. Para ECPBL los
clones secuenciados abarcan desde las posici6n 1 a 155. Para EC329 se
caracterizaron clones desde la posicidén 13 a 90 (DQAl 0501) y 12 a 88
(DQA1 0201).

En conclusién, no se hallaron diferencias en las secuencias
polimérficas para estos genes en los pacientes latinos respecto de las
secuencias publicadas para la poblacién sajona. Las cadenas DQAl1l 0501 y
DQB1 0201 potencialmente capaces de formar una molécula DQw2 suceptible
por trans—asociacion, se encuentran presentes en estos pacientes, pero
no se halléd ninguna diferencia que explique 1la suceptibilidad
diferencial a la enfermedad celiaca en estas dos poblaciones.

No podemos descartar en estas moléculas, la existencia de
diferencias en los dominios proximal de membrana o de transmembrana (ver

Fig.3) «que favorezcan 1la formaciéon de un dimero HLA-DQ en ciertos

individuos respecto de otros.
6) Estudio de las variantes HLA-DQ potencialmente "permisivas” a la EC:

Como ya se menciondé anteriormente, en nuestra poblacién (Herrera
1989) el alelo DQwl se halla disminuido significativamente en 1los
pacientes celiacos (3.1 % en pacientes vs. 51.1% en controles). Esto
sugeriria un rol "protector” del alelo DQwl para la EC. Sin embargo, hay
otros alelos HLA-DQ que se hallan mas frecuentemente presentes en los
pacientes acompaifiando en heterozigosis al haplotipo DR3, DQw2 . Estos
alelos son: DRS5, DR4 y DR8. Estos alelos, tal cual se muestra en la
Tabla 1la, no se hallan significativamente asociados a la EC. Sin
embargo, su presencia en heterozigosis con el alelo DR3 podria hablar de
una funcién "permisiva” o neutra para la enfermedad. El caracter neutro
o permisivo de determinados alelos HLA en asociacion a enfermedades
autoinmunes fue descripto anteriormente para la diabetes insulino
dependiente (Todd 1987). El alelo DQw7 en desequilibrio de 1ligamiento
con el alelo DRS es de por si un alelo "permisivo” para la EC. Con los
fines de conocer las variantes HLA-DQ (ademas del alelo DQw2) presentes
en los pacientes DR3/4 y DR3/8., procedimos a la tipificacién del DNA de
estos pacientes mediante oligonucleétidos especificos para la cadena
DQB. Para ello a partir de DNA gendmico se amplificé por PCR el dominio
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polimérfico de los genes DQB de 5 pacientes DR3/8 y 3 pacientes DR3/4.

Los "primers"” utilizados son los descriptos anteriormente.

Los productos de amplificacién de los genes DQB de 1los pacientes
tipificados serologicamente como DR3/8, fueron sembrados en dot blot. En
paralelo se sembrd el producto de PCR de: 3 lineas celulares homozigotas
DR8 1las cuales llevan asociadas distintas cadenas DQBl1 (0402, 0301 y
0601), vun paciente DR3/4 portador de las cadenas DQBl 0201 y DQBl 0302,
y un paciente DR3/7 portador de la cadena DQBl1 ©201. El DNA de 1las
lineas y del paciente DR3/4 representan todas las variantes de cadenas
DQ@B que hasta ahora fueron descriptas como asociadas a la especificidad
DR8 (Bodmer 1990, Todd 1987). Las mismas son: DQBl 0402, 0301, 0601 y
©302. El1 DNA del paciente DR3/7 carece de estas variantes, por lo tanto
fue utilizado como control negativo. La Figura 22 muestra las
hibridizaciones 1llevadas a cabo con oligonucledtidos especificos para
cada una de estas variantes DQB (oligos 234, 2302, 3702 y 5707
descriptos en Mat. y Met.). Como podemos observar, uno de los pacientes
porta la cadena DQBl 0402 (DQw4), otro la variante DQBl1l 0301 (DQw7) vy el
resto presenta la variante DBl 0302 (DQw8). Ninguno de ellos porta la

variante DQB1 0601 (DQw6).

Los productos de amplificaci6én del DNA de los genes DQB de los 3
pacientes DR3/4, fueron corridos en geles de 2% agarosa y transferidos a
membranas de nylon por la técnica de Southern Blot. Los 3 pacientes
dieron hibridizacién positiva con el oligonucleétido 236 especifico para
la variante DQBl1 0302 (DQw8) y negativa para el oligo 234 para la

variante DQB1 0301 (DQw7) (Figura 23).
Todos estos alelos DQB1 que acompafian al DR3 hallados en 1los

pacientes DR3/4 y DR3/8 (ver Fig.24 y 25) comparten tramos estructurales

comunes a los alelos neutros o de riesgo para esta patologia (ver

discusidén mas adelante).



Figura 22: Autoradiografias de la hibridizacién en "Dot Blot" de
los productos de amplificacién del dominio polimérfico de los
genes DQB de 5 pacientes DR3/8.

A) La hibridizacién se 1llevé a cabo sucesivamente con los
oligonucledtidos 2302 (1), 234 (2) y 5707 (3). Estos reconocen las
variantes DQB 0402, DQB 0301 y DQB 0302 respectivamente.

linea DR8 portadora del alelo DQB 0402.

8. =
b = linea DR8 portadora del alelo DQB 0301.

c = linea DR8 portadora del alelo DQB 0601.

g = paciente DR3/4 portador del alelo DQB ©0302.

e, f, h, i, j= pacientes DR3/8.

B) La hibridizacién se llevdé a cabo con el oligonuclebétido 3702
especifico de la variante DQB 0601.

a = linea DR8 portadora del alelo DQB ©601.

b, ¢, d, e, £ = pacientes DR3/8.
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Figura 23: Autoradiografia de la corrida electroforética de los
productos de PCR del dominio polimérfico de los genes DQB de 3
pacientes portadores del fenotipo DR3/4 (A, B y C) y un individuo DR4
negativo (D). Las bandas que se ven son producto de la hibridizacién
con el oligonucledétido 236 especifico para la variante DQB 0302
presente en los individuos portadores del alelo DR4.

ABCD

99



7) Caracterizacién molecular de los genes de clase II en pacientes que
no portan el d{mero de suceptibilidad DQAl 0501/DQBl 0201:

Como se menciona anteriormente, la mayoria (95%) de los pacientes
con enfermedad celiaca son portadores de las cadenas DQAl 0501 y DQB1
0201 capaces de formar (por asociacién en cis o en trans), una molécula
de suceptibilidad DQw2. Los individuos que heredan esta especificidad
poseen 25 veces mas riesgo de desarrollar EC y se sospecha que la
molécula DQ estaria intimamente 1ligada a la patogénesis mas que
representar un marcador genético de asociacidén a la misma. Ademas, por
los datos serolégicos (Tablas 10 y 11) vimos que los fenotipos
significativamente aumentados en la enfermedad fueron: DR3/7, DR3/x,
DR3/5, DR3/otro y DR5/7.

Sin embargo, hay un grupo muy reducido de ©pacientes que no
presentan 1los fenotipos HLA-DR antes mencionados. Fue entonces nuestro
interés, conocer las cadenas DQA y DQB asociadas a los mismos, para
conocer la capacidad potencial de estos individuos para codificar la
molécula de suceptibilidad DQw2 (eventualmente no detectada por
serologia). Esta caracterizacién se llevé a cabo por secuenciaciédn.

Para ello se amplificé por PCR (a partir de DNA gendémico) el
dominio polimérfico de 1las cadenas DQAl1 y DQBl1. Una alicuota del
material amplificado se utilizé ©para hibridizacién (Dot Blot) con
oligonucledétidos especificos de alelo y el resto se subcloné en
plasmidos pUC para la determinacién de la secuencia nucleotidica.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

1) Para el paciente EC391 cuyo fenotipo de clase 11 es DR4,/7, DQw3/w2,

se hallaron las siguientes variantes alélicas:

-DQA: -DQAl1 0301 en desequilibrio de ligamiento con el alelo

DR4 (Bodmer 1990).
-DQA1 0201 en desequilibrio de ligamiento con el alelo

(Bodmer 19990).

-DQB: -DQBl1 0302 alelo presente en una variante de la especificidad
DQw3, 1l1llamada DQw8 (Todd 1987), presente por desequilibrio
de ligamiento en 1/3 de individuos DR4 (Bodmer 18999).
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-~ DQB1 0201 en desequilibrio de ligamiento con el alelo DR7.

Por 1lo tanto, el paciente EC 391 solo posee la cadena DQB de

riesgo pero carece del alelo DQA de riesgo.

2) Para el paciente EC317 cuyo fenotipo de clase II es DR4/x, DQw3/x, se
hallaron las siguientes cadenas: DQAl 0301 y DQBl1 0302, responsables de
formar una molécula con la especificidad DQw8 (Todd 1987).

3) Para el paciente EC361 cuyo fenotipo de clase 11 es DR5/8, DQw3/x, se

hallaron las siguientes cadenas:

-DQA: El dominio polimérfico de los genes DQAl de este individuo no
pudo ser amplificado, aun luego de repetidas purificaciones del DNA
gendémico. Teniendo en cuenta que este individuo porta el alelo DQBl 0402
se presume que sea portador de una cadena DQAl 0401 (segin datos de la
literatura, dénde el alelo DQBl1l 0402 se lo halla acompafiado por el alelo
DQAl 0401, Bodmer 1990). Asimismo, es probable que la otra cadena DQA
sea el alelo DQAl1l 0501, tipico de los individuos DR5, DQw7 (DQw3).

-DQB: La amplificacién de los genes DQB tambien fue deficiente,
pero sin embargo se logrd purificar suficiente material para subclonado
y secuenciacién. Se halldé el alelo DQBl1l 0402, presente en el haplotipo
DR8 y responsable de formar Jjunto con la cadena DQRAl 0401 la
especificidad DQw4d4 (Gregersen 1986). Aunque no fue probado formalmente,
es probable que este paciente tampoco pueda formar un dimero de riesgo

DQw2, por carecer del alelo DQB 0201.

-DRB: El1 fenotipo seroldégico de este individuo fue confirmado por
secuenciacién las cadenas DRB presentes en el mismo. Encontramos las
variantes DRB 1101 y DRB 0802 correspondientes a las especificidades

HLA-DR5 y HLA-DR8.2 (variante del DR8) respectivamente (Bodmer 19990).

4) Para el paciente EC384 cuyo fenotipo seroldégico de clase II es DRS5/4,

DQw3, se hallaron las siguientes cadenas:

-DQa: La amplificacién de los genes DQA fue deficiente, sin embargo
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pudimos caracterizar por secuenciacién la cadena DQAl 0501 tipica de la
especificidad QQw7 del haplotipo DR5.

-DQB: Se caracterizé por secuencia la variante DQBl1 0301 en
desequilibrio de ligamiento con el alelo DR5. En lugar de encontrar una
cadena DQB asociada al haplotipo DR4, hallamos una cadena DQBl 0603 en
desequilibrio de ligamiento con el alelo DR6 y responsable de formar la
variante DQw6 (Todd 1987). El dominio polimérfico de los genes DRB1l de
este individuo no pudo ser amplificado, aun luego de repetidas
purificaciones del DNA gendmico. Por lo tanto no podemos descartar un
error en la tipificacidon seroldgica (que el individuo en realidad sea
DR5/6), o que la presencia de esta cadena DQBl 0603 se deba a 1la
amplificacion de algun otro DNA extraido en el laboratorio contaminate
de la muestra de este paciente.

Por 1lo tanto, este paciente posee una cadena DQA de riesgo pero

carece de la molécula DQB de riesgo.

En resumen, ninguno de estos individuos es potencialmente capaz
de formar el dimero de riesgo DQAl 0501 DQBl1 0201. Algunos de ellos
portan una de las cadenas de riesgo pero no la otra. El paciente 317

carece de ambas.

Comparando la secuencia aminoacidica del dominio DQA polimérfico
de los alelos DQRA presentes en estos pacientes y en los pacientes
heterozigotas DR3/8, DR3/4 y DR3/5 (Fig.24), podemos observar que estos
comparten los mismos aminodcidos en las posiciones 18, 45, 48, 55, 61,
64 y 66. Estos aminoadcidos también se encuentran en el alelo DQA 0501 de
riesgo para la EC. Ademas, estos aminoacidos son distintos de los
presentes en las mismas posiciones para los alelos DQA presentes en la
especificidad DQwl "protectora” para la EC.

Cuando comparamos las secuencias presentes en los alelos DQB
hallados en nuestros pacientes, observamos que tienen en comin una
porcién de la cadena entre los aminoacidos 84 al 90, la cual difiere de

la secuencia presente en aquellas cadenas DQB responsables de la

especificidad DQwl (Fig.25).
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Figura 24: Secuencias aminoacidicas comparadas de los doeinios polistriicos entre las cadenas DGA ‘“permisivas® (a) y
*protectoras” {b) para la EC.

tspecif, Alelos HLA-DR

dielos Secuencia polipeptidica HLA-Daw asociados
a)

13 20 30 40 30 o0 7B i) 98
D@AL 0281  SYGUNLYDSYGPSGBF THEFDGOEEFYVDLERKETVWKLPLFHRLRIFDPOFALTNIAVLKHNLNIL IKRSNSTAATN DOw2 DR7
DOAL 053]  ------e-me-e--- Y-osmmone- 0----- G=-==-- C--YLROF-4---==--===ommmmumm §-mmmmmmmmeme Daw7,00w2 GR9,DR14,DR3
DGAL 8381  ----------m--- Y§ommmeme e a e 0----R-F-R------- v DOw?,3,4,8,7  DR9,DR4
DOAL 8481  ---------me-e-- Yoemooene g----- f------ C--VLROF-4-~--=-mmmmum R DOw4 DRB.1,DR8.2
D3Al Be8l 0000 mmmmmmmemmeeee- 6----- gom-o=- C--VLROF------- T- Daw7 DRB.3
b)
DoAL 8183 Fomeommommmmnaee g------ k---A-RW-EFSKFGB--~-6--R-H--A--~-~-H--- DOwd bR13,DR13,0R8.3
DaAi 010¢f -C------ F Y ---f-KN-E-5KFB6----6--R-N§--A------ H---Y-=---- D@wl DR13,DR14,DR1
JGA) 313z -C------ R Y-mmm-e-- 0-----=---- A-RW-E-ShF6G----6--R-N--f------ fm==Yoemeee- bawl DR6,DR13,DR15,DRS

Figura 25: Secuencias polipeptidicas correspondientes a los doainios polimérficos de las cadenas DAE. Coaparacitn entre los
alelos “peraisivos" (a) y "protectores® {b) para la EC,

#lelos Secuencia polipeptidica Especit. Alelos HLA-DR

aj HLA-D@w  asociados
13 20 8] 49 5 o0 78 80 90

D01 8201  GFKGMCYFTNGTERVRLVSRSIYNREEIVRFDSDVGEFRAVTLLGLPAREYWNSAKDILERKRAAVDRYCRHNYGLELRTTL  DOW2 DR3,DR7

DBE 3381  ---A------------ Y-T-Y--~---- Yh------ EVY----F=--F-D---~---- EV---T--EL-T-----mmmmmmmee DQw7(w3) DK4,DRL1,DR12,DR14,DRE

DOR 8332  ----memmmemeee—e- T-Y--—--- YA F--F EV---T--EL-T-------"-nm- DOwB(w3) DR4

DOR 0402  ---------me-e-- B-T-Y------ YA------- Vy----P--RRLD----------- ED--5--T---=----omme- Dawd DR4,DRB

pDep G603 0 mee-- T-H--=--- YA------- V¥----FB-R-D-------- EV--6T--EL-T- DGwé(wl) DR13

b)

DOk B5@1  ----le---me-eee- 6-T-H------ Y-emmoeee ¥Y----P@-R-Y-------- EV--6A--§--------- EVAY-61-  D@ad{wi) DRI

DOB 0582  ----L---=--=----- 6-T-H------ Y=mmmmmen VY----p0-R-§ EV--6A--5 ---EVAY-61-  DOwS(wl) DR1S

DGk 8583  ----l----me-e-e- 6-T-H------ Yoommoma V¥-=---Pl-R-D---~----- EV--BA--5-~----mmm EVAY~BI-  Ddwd{wl) DR14

DGB 84601  ---A--- Y-1-Y D--remee- YW-==-PO-f-D--m==mmmmmmn T--EL-T--~--- EVAF-GI-  DOwé(wl) DRB,DRIS

DOk B602  —-mmmmemememmeeome- [RaRbet Yfhmmmmmen Vy----p@-h-p-------- EV--6T--EL-T-----~ EVAF-61-  DBwb{wl) DRIS

DOB 04604  -------------me-e- T-H------ ] Vy----P@-R-V- EY---T--EL-T------ EV6Y-GI-  DGwb(wl) DRé&,DRI3

DOR 8383  -----m-mmmeeeeeee- T-Y-=n--- YA--====- U e e EV---T--EL-T---=-=m-omn DGw9(w3) DR7

DOB 8401  ------------- L--G-T-Y------ TA-=--=-~ VY- -RLD ED--§--T---mrmmmmemm DOwd GR4
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Como podemos observar en las Tablas 15 y 16, algunos cambios
aminoacidicos _en estas posiciones probablemente no introduzcan
diferencias de importancia entre las conformaciones de las cadenas
asociadas y no asociadas a la EC. Por ejemplo, el cambio de una leucina
por una valina en la posicién 85 de la cadena DQB: estos dos aminoacidos
son no polares y los grupos que presentan no difieren mayormente en
tamafio. Sin embargo, existen cambios que podrian ser relevantes tanto
para la unién antigénica como para la interaccién con el receptor T, vya
que involucran la sustitucién de un aminodcido polar con carga por otro
aminoacido no polar (por ej.: posicién 8B6 de la cadena DQB) o de un
aminodcido portador de un grupo pequefio por otro portador de un grupo
muy voluminoso (por ej.: en la posicidén 48 de la cadena DQA).

De acuerdo a la estructura espacial que adoptaria el bolsillo de
unién y presentacion antigénica de las moléculas de clase II (Brown
1988), podemos inferir la ubicacién de estos aminoacidos y el rol de los
mismos tanto en la interaccién con el antigeno como con el receptor de
los linfocitos T. Para la cadena DQA las posiciones que presentan
cambios mas relevantes entre alelos "permisivos” y ‘“'protectores” son la
posicién 61, que se encuentra en la fosa de unién antigénica, y las
posiciones 64 y 48 involucradas en la relacién de 1la molécula de
histocompatibilidad con el receptor T (Fig.26). Como se puede observar
en la Tabla 15, en la posicién 61 hay un cambio de un aminoacido
voluminoso y no polar como la fenilalanina por uno polar y pequefio como
la glicina. En la posicidén 64 hay un cambio de un aminoacido polar sin
carga como la treonina por uno polar con carga positiva como 1la
arginina. En la posicién 48 tanto en alelos “permisivos” como
"protectores” se encuentran aminodcidos no polares, la diferencia radica
en el tamafio de los residuos presentes en los mismos, ya que el de la
leucina es pequefio mientras que el de el triptofano es voluminoso. El
resto de los aminoadcidos presentes en las posiciones 18, 45, 55 y 66 no
presentan diferencias relevantes ni de carga ni de volumen y los mismos

se encuentran ubicados por fuera de 1los s8itios de unidén antigénica y del

receptor T.

En la Tabla 16 se describen las diferencias existentes entre

alelos DQB permisivos y protectores. Los aminoacidos presentes en las

posiciones 85 y 86 participan en el sitio de unién antigénica, mientras
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que los aminodcidos 84 y 88 participan en la interaccién con el receptor
T (Fig.26). @os cambios relevantes se encuentran en las posiciones 86
(un aminoacido polar con carga negativa como el acido glutamico por un
aminoacido no polar como la alanina) y 84 (un aminoacido polar sin carga
como la glutamina por uno polar con carga negativa como el acido
glutamico). El cambio en la posicidén 84 podria afectar a posiciones
adyacentes como es el caso de la posicién 85 1la cual no presenta
diferencias relevantes entre estos alelos, pero se encuentra en el sitio
de unioén antigénica.

Diferencias de este tipo, tanto en el sitio de unidén antigénica
como en la zona de interaccién con el receptor T pueden afectar
profundamente la presentacién antigénica y la respuesta inmunolégica
hacia un antigeno determinado, tal cual se demostré en numerosos modelos
experimentales (Nathenson 1986).

En otras enfermedades autoinmunes asociadas al HLA se han hallado
resultados similares con los descriptos para la EC. Las cadenas DQB de
los alelos presentes en pacientes con miastemia gravis (Vartdal, 1989)
presentan regiones comunes en el dominio polimérfico. Como ya se
describié anteriormente el reemplazo de el aminoacido aspartico en la
posicién 57 de 1la cadena DQB presenta una fuerte asociacién a la
diabetes insulino dependiente (Todd, 1987).

Estudios funcionales de presentacibén de péptidos derivados de 1la
a—-gliadina tanto con alelos asociados como protectores para 1la EC,

permitirian ensayar la hipétesis recién planteada.
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Tabla 13: Comparacion entre los aminodcidos presentes en las posiciones 18, 45, 48, 53, b1, 64 y b6 en los alelos
DBA “permisivos" y “protectores" para la EC, En paralelo se muestran las posiciones hoatlogas en la cadena a de
clase I. Llas zonas hacia donde se hallan dirigidos los residuos de estas posiciones son descriptas como p (sitio
de unién antigénica), t {interaccién con el receptor T), s (regibn de idamina B) y h (regibn de a héelice). El
asterisco ¥ indica las posiciones en que las diferencias aminoaclidicas son 1aportantes entre alelos asociados y no
asociados a la EC. NS indica aquellas posiciones que se hallan por

fuera de las regiones antes mencionadas.

FOSICION EN FOSICION HOMOLOGA EN ORIENTACIS AMINOACIDO EN AMINOACIDG EN

CADENA DOA CADENA a DE CLASE 1 ALELDS PERMISIVOS  ALELOS PROTECTORES
18 13 NS Ser (polar s/c) Phe (no polar)
43 " NS ¥al (no polarj Ala {no poiar)
48 3 t Leu (no polar) Trp (no polar)
9 a9 s 4 Arg (polar +} 6ly (polar s/c)
b1 o4 p Fhe (no polar) Bly (polar s/c)
b4 o9 t ¢ Thr (polar s/c) Arg (polar +)
b6 7l s Ile (no polar) Net (no polar)

Tabla 16: Coaparacion entre los aminodcidos presentes en las posiciones 33, B4, B3, Bb, 87, B89 y 90 en los alelos
DBB ‘“*permisivos® v “protectores" para la EC. En paralelo se euestran las posiciones hosblogas en la cadena a de
clase I. Llas zonas hacia donde se hallan dirigidos los residuos de estas posiciones son descriptas como p (sitio
de unidn antigénicaj, t {interaccitn con el receptor T), s (regibn de Jdaina B) y h {regibn de a hélice}. EI
asterisco ¢ indica las posiciones en que las diferencias de aminodcidos son relevantes.

POSICION EN POSICION HOMOLDGA EN ORIENTACIS AMINDACIDO EN AKINDACIDO EN
CADENA DQB CADENA a DE CLASE I ALELOS PERNISIVOS  ALELDS PROTECTORES
53 139 hs Leu (no polar) 61n (polar s/c)
84 169 tt 61n (polar s/c) 6lu (polar -)
85 179 p Leu (no polar) Val (no polar)
86 in pt 6lu (polar -} Ala {no polar)
87 172 s ¢ Leu {no polar) Phe/Tyr {no polar/polar s/c)
89 174 t Thr {polar s/c) Bly (polar s/c)
90 173 ht Thr (polar s/c) Tyr {polar s/c)
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Figura 26: Esquema hipotético del bolsillo de presentacién antigénica
de las moléculas HLA-DQ. Los extremos NHZ2 terminal de los dominios al
(lineas finas) y Bl (lineas gruesas) se encuentran seflalados con
flechas (a y 8). Los circulos sombreados y los numeros muestran las
posiciones correspondientes a los aminoacidos que difieren entre las
cadenas “permisivas'" y "protectoras” (adaptado de la referencia Brown

1988).

Fom—————a——-
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CONCLUSIONES




CONCLUSIONES.

Numerosos estudios en distintas poblaciones han demostrado 1la
fuerte asociacién de determinados alelos HLA de clase II a la enfermedad
celiaca. Algunos alelos asociados varian segin los distintos grupos
eétnicos. Sin embargo, hay consenso de una asociacién predominante en a
todas las poblaciones estudiadas hasta ahora. Esta es la concerniente al
alelo HLA-DQw2: presente en més del 95 % de los pacientes celiacos
(Mearin 1983, Scholz 1983, Palavecino 1989, Tosi 1983).

En este trabajo, para una poblacién celiaca pediatrica argentina
hemos confirmado la fuerte asociacién del alelo DQw2 y procedimos a la
caracterizacién molecular de 1las variantes alélicas de clase I1
asociadas. En particular, estudiamos a nivel molecular (RFLP,
tipificacién por oligonucledétidos y secuenciacidén) un grupo de pacientes
heterozigotas DR5/DR7. Seleccionamos a los mismos en base a que sélo en
los pacientes de poblaciones latinas se hallé aumentada la frecuencia de
este fenotipo. Los estudios por RFLP realizados en pacientes y controles
DR5/DR7 no evidenciaron diferencias entre los mismos ni con los patrones
descriptos en el XWIH, que pudieran explicar el porqué de la presencia
de este fenotipo asociado a la EC en latinos y no en sajones. Es por eso
qQue procedimos a la secuenciacién de los dominios variables de 1los
alelos presentes en los genes que codifican para las cadenas HLA-DRB, -
DQB y -DQA en pacientes portadores de este fenotipo. No se hallaron
diferencias a nivel nucleotidico cuando se compararon los resultados con
las secuencias publicadas en la bibliografia por estas poblaciones
sajonas. Por 1lo tanto, no existen diferencias (al menos en el dominio
polimérfico) entre 1los alelos DRS5, DQw3 y DR7, DQw2 presentes en
individuos latinos respecto de los presentes en individuos sajones que
expliquen la asociacion diferencial a la EC. Los estudios 1llevados a
cabo por secuenciacién y por tipificacién con oligonucleédtidos
especificos en todos los pacientes portadores del fenotipo DR5/DR7,
muestran la presencia en todos ellos de las cadenas DQAl 0591 (presente
en el haplotipo DR5) y DQBl 0201 (presente en el haplotipo DR7) capaces
de formar por trans-asociacién un dimero DQA/DQB de riesgo para la EC.
Este seria exactamente idéntico al presente en todos 1los pacientes
celiacos portadores del alelo HLA-DR3 (alelo descripto como de mayor

riesgo a la EC en todas las poblaciones estudiadas). Es este dimero el
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qQue se encuentra presente en el 95% de los pacientes celiacos
argentinos, va sea que estas cadenas estén codificadas en el mismo
cromosoma o caéa una en un cromosoma homélogo distinto, lo que nos lleva
a pensar que la asociacion primaria a la EC en nuestra poblacién estaria
relacionada a la presencia del mismo. En 1990, estudios de
alloreactividad 1llevados a cabo con clones de linfocitos T capaces de
reconocer la expresién del dimero DQAl1l 0501/DQB1 0201, confirmaron la
presencia de este heterodimero en pacientes celiacos portadores del
haplotipo HLADRS/7, DQw3/2 (Lundin 1990).

Esta asociacién, no se observa en todas las poblaciones
estudiadas. El1 hecho que haya poblaciones en qQue no exista asociacién de
la  EC al fenotipo DR5/DR7 sugiere la existencia de otros factores, vya
sean genéticos o ambientales, que contribuyen a la suceptibilidad.
Incluso poblaciones etnicamente relacionadas, como la italiana (Colonna
1990) mostraron pacientes celiacos adultos con el alelo DR7 tanto en
heterozigosis con DR3 y DR5, como un nimero de pacientes homozigotas
para DR7. Estos pacientes portarian sé6lo la cadena DQBl1 0201 pero no la
cadena DQAl 0501. Esto habla en contra de la hipétesis del heterodimero
de riesgo (al menos en esta poblacidén). En otras poblaciones se ha
observado la presencia del alelo DR4 en aquellos pacientes celiacos
negativos para DQw2. En estos pacientes tampoco se cumple la hipdétesis
antes planteada. En parte, 1los resultados pueden explicarse por la
diferencia de la frecuencia con que estos alelos estan presentes en la
poblacién normal en distintos grupos étnicos. Una explicacién
alternativa, aunque no incompatible con la anterior, es pensar en la
existencia de polimorfismos en los genes variables del receptor T. Ya
que los linfocitos T deben reconocer moléculas HLA para su activacién,
cambios en ciertas regiones variables en el receptor de linfocitos
involucrados en la patogénesis correlacionarian con alelos HLA
diferentes.

La caracterizacidén molecular de los alelos DQA y DQB presentes en
pacientes que no son portadores del dimero de riesgo, reveldé la
existencia de tramos en los dominios variables que son comunes a los
presentes en las cadenas de riesgo DQAl1l 0501 y DQB 0201. Los alelos HLA-
DQ gque acompafian en heterozigosis a la molécula de riesgo DQwZ,
comparten homologia en estos tramos con DQw2 y se comportan como alelos
"neutros"” o "permisivos'. Ademas. comparando las secuencias entre estos
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vy las presentes en aquellos alelos DQA y DQB "protectores'” para la EC
(asociados a la_especificidad DQwl), se observaron marcadas diferencias
a nivel estructural. Por lo tanto, la hipétesis por nosotros planteada
seria que estas secuencias cuando estan presentes podrian jugar un rol
"permisivo” para la EC; las secuencias presentes en las cadenas
asociadas a la especificidad DQwl conferirian proteccién a la EC. Esto
explicaria en nuestra poblacién el gran numero de pacientes
heterozigotas DR3/4, DR3/5 y DR3/8 (15 de 62) y el .bajo numero de
pacientes heterozigotas DR3/1 (2 de 62).

Como ya mencionamos anteriormente, los dominios polimérficos de los
alelos DQB asociados a diabetes insulino dependiente y esclerosis
mialtiple tienen en comin wuno o mads aminodcidos, distintos de 1los
presentes en aquellos alelos "protectores”™ o que no presentan asociacién
a estas enfermedades autoinmunes.

Respecto de la asociacién de la EC a los alelos del 1locus DP
existen grandes controversias. Los estudios de RFLP llevados a cabo en
nuestro laboratorio para los genes DPA y DPB no mostraron correlacién
con los polimorfismos descriptos como asociados a la EC en 1las
poblaciones sajonas, aun cuando excluiamos los pacientes HLA-DR5/7. Se
ha observado gque en algunas poblaciones existe desequilibrio entre
determinadas variantes del locus DP y los loci DQ y DR (Rosenberg 1989),
aun cuando se consideraba que 1los alelos DP no presentaban este
desequilibrio. Estos desequilibrios de ligamiento varian en las
distintas poblaciones asi como los alelos DP asociados a la EC.

En conclusién, la Unica asociacidén que presenta consenso en todas
las poblaciones estudiadas es la concerniente al alelo HLA-DQw2. La
mayoria de los pacientes son positivos para este alelo. Otras
caracteristicas, como la prevalencia de heterozigotas DR3/7 o DR5/7 o la
asociacién con determinados alelos DP, aun cuando en ciertos casos
adquieren niveles significativos, no se hallan presentes en todas las
poblaciones. De esta forma, la idea de un haplotipo extendido més que
una asociacién unica de la EC a un determinado gen no explica porqué la
asociacién de la enfermedad al alelo HLA-DQwZ es constante en todas las
poblaciones, mientras que las otras asociaciones varian de acuerdo a las
condiciones de desequilibrio de ligamiento para cada poblacién. La
posibilidad de variaciones polimérficas en los genes variables del

receptor T de los linfocitos involucrados en la patogénesis, constituye
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otra explicacién alternativa para estas observaciones.
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