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INTRODUCCION.

Complejo Principal de Histocompatibilidad.

El complejo principal de histocompatibilidad (CPH), estd conformado por un grupo de
genes localizados en el brazo corto del cromosoma seis humano dentro de la banda 6p21.3 y

ocupan aproximadamente unas 4 megabases (4000 Kb) de DNA (1, 2) (ver figura 1).

La frecuencia de recombinacion genética dentro del CPH es muy baja (menos de 2%)

debido a que este conjunto de genes ocupan solamente unas 4000 Kb de DNA y estan fisicamente

muy cerca unos de otros.

Los alelos de los loci del CPH de un cromosoma en particular constituyen un haplotipo (el

genotipo de un individuo est4 dado por dos haplotipos, uno de origen materno y otro paterno).

Hacia el telomero se encuentra la region clase [ del CPH que tiene por lo menos 50 genes
relacionados entre si y que incluye los loci HLA-A, -B y -C (3). Hacia el centromero esta la
region clase I, que se puede dividir en cuatro subregiones (DP, DO/DZ, DQ y DR), cada una por

lo menos con un par de genes alfa y beta (4).

Entre las regiones clase [ y clase II se encuentra la regién clase III cuyos genes codifican
para los componentes del complemento C2, factor B, C4A y C4B, asi como los genes

estructurales de la 21-hidroxilasa A y B (21-OHA y 21-OHB). Dentro de esta regioén se



encuentran el gén de la glioxalasa I (enzima que hidroxila el carbono 21 en la sintesis del
cortisol), los genes del factor de necrosis tumoral alfa y beta ( TNF-a. y TNF-3 ) asi como los

genes de la familia de las proteinas de choque térmico de 70 kD (5, 6) entre otros.

Recienternente se han encontrado cinco genes asociados al locus HLA-B, llamados
“transcritos asociados a B”, que son BAT-1, -2, -3, -4 y -5, asi como el gen denominado B-144

que es homologo al gen del ratén.
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Los genes clase I, I y III se heredan en un bloque denominado haplotipo y se expresan en
forma codominante en un individuo. Las moléculas HLA (Human leukocyte antigens) de clase I,
se expresan en la membrana de todas las células nucleadas, excepto en neuronas y trofoblastos
maduros y dificilmente se detectan en eritrocitos. Las moléculas HLA de clase II se expresan solo
en células inmunocompetentes como macrofagos, linfocitos B, células endoteliales, células

dendn'ticas; células de Langerhans y en linfocitos T activados (7).

Moléculas de clase 1.

La regién clase | consta de cuando menos 50 genes distribuidos en 1800 Kb de DNA
localizados en el extremo telomérico del complejo. Seis de estos genes se han asociado a
productos de transcripcion y los 11 restantes se han considerado pseudogenes. Los genes clase |
(A, B y C) codifican los antigenos clasicos de transplante HLA-A, -B y -C. Los genes E, Fy G
(identificados solo por técnicas de Biologia Molecular) se han asociado con los antigenos no
clasicos HLA-E, -F y -G que se expresan en algunas células inmaduras y en la interfase materno-

fetal. Los genes H, J, K y L no codifican para moléculas HLA funcionales (8).

Los genes clase | presentan una organizacion similar, un exén que codifica un péptido
lider, tres exones que corresponden a los dominios alfa-1, alfa-2, alfa-3 ademas de un exén que

codifica los péptidos de la region transmembranal y parte de la cola citoplasmica (9).




Cada una de las moléculas clase 1 estd compuesta por una cadena pesada y una cadena
ligera llamada § 2-microglobulina. La cadena pesada esta codificada por los genes clase I del

cromosoma 6 mientras que la $ 2-microglobulina esta codificada por un gen situado en el

cromosoma 15 (14).

Estas moléculas son heterodimeros la cadena pesada es una glicoproteina de 45 Kd,
mientras que la B2-microglobulina pesa alrededor de 13 Kd. Las moléculas de clase 1 estan
conformadas de 5 distintas regiones o dominios, tres de ellos son: a-1, a-2 y a-3, cada uno de
ellos contienen 90 residuos de aminoécidos y estan en la parte exterior de la célula. Los dominios
alfa-2 y alfa-3, tienen puentes disulfuro dispuestos de manera similar a la molécula de
inmunoglobulina. El cuarto dominio tiene 40 residuos de longitud y esta incrustado dentro de la
membrana celular ya que estos residuos son hidrofobicos. El quinto dominto, contiene 30

residuos de longitud y esta proyectado dentro del citoplasma (15). (ver figura 2).




figura2. Representacién de una molécula HLA clase I.
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En esta figura se observan las regiones que contribuyen una molécula de Clase 1. El polimorfismo
se concentra en los dominios al y a2, especificamente es la region capturadora del péptido.
(*) Interacciona con el correceptor CD8+




Los dominios estan doblados de tal forma que el a-1 y el a-2 se unen por fuerzas no
covalentes; de igual manera estén unidos el a-3 y la B 2-microglobulina. Los dominios a-1 y a-2
forman la porcion superior de la molécula; estas alfa-helices crean una fosa o hendidura que sirve
como sitio de union al antigeno o fragmento peptidico procesado en forma apropiada a partir de
uno mas grande. La mayoria del polimorfismo de éstas moléculas se localizan en estas dos alfa-
helices y la porcién de la plataforma de la hoja plegada llamada B que forma el piso de esta
hendidura. Asi el sitio de captacién varia de una molécula clase I a otra, y una molécula clase I
dada, solo puede aceptar un numero limitado de fragmentos peptidicos. La principal funcién de
estas moléculas, es la de presentar péptidos a los linfocitos T CD8+, a este fenémeno se le
denomina restriccion HLA. Una vez que ocurre el reconocimiento, el linfocito T citotéxico mata

a la célula en diana que lleva el antigeno ya sea viral o de cualquier origen que sea extrafio al

organismo (15, 17}.




Moléculas clase I1.

La molécula de clase II posee al menos 30 genes, que se localizan en el extremo
centromérico de la region HLA, abarca 1000 Kb y codifica los antigenos HLA-DR, -DQ y -DP,
los transportadores de los péptidos TAP1 y TAP2 y los genes de proteosomas LMP2 y LMP7, los
productos de estos genes son muy importantes en el transporte intracelular de péptidos y en el

proceso de presentacion antigénica.

Laregion de clase Il consta de cinco subregiones:

La primera subregion DP contiene los genes DPA y DPB, las moléculas HLA-DP son
codificadas por el gen polimérfico DPB1 y por el gen no polimérfico DPA1, mientras que DPA2

y DPB2 son pseudogenes.

La segunda subregion DN contiene un solo gen el cual codifica para una cadena alfa.

La tercera subregion DO, contiene el gen DOB, el mas divergente de los genes para

cadena 3, dos genes adicionales DMA y DMB se localizan entre HLA-DNA y HLA-DOB .

La cuarta subregion DQ contiene los genes polimdrficos DQA1 y DQB1. Ambos estan
expresados en una molécula DQ heterodimérica. De los genes DQA2, DQB2 y DQB3 no se han

identificado sus productos, ain cuando estos puedan ser transcritos.




En la quinta subregion HLA DR, se han indentificado 10 genes, de los cuales al menos
cinco expresan un DRa (DRA) y cuatro DRB (DRB, DRB3, DRB4 y DRBS). Cinco son
pseudogenes (DRB2, DRB6, DRB7, DRB8 y DRBY). La cadena a, no polimérfica, codificada
por DRA se asocia con la cadena polimérfica B codificada por DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS

para formar las moléculas de la subregiéon HLA-DR (9).

La molécula clase II es un heterodimero que consiste de dos cadenas de glicoproteina, una
a de 34 Kd y una 8 de 29 Kd. Estas se encuentran unidas en forma no covalente (16, 17, 18) (ver
figura 3). Las cadenas o y B consisten cada una de tres regiones, una region extracelular
hidrofilica, una transmembranal hidrofébica y una intracelular hidrofilica. Las dos ultimas anclan
a la molécula en la membrana celular. La region hidrofilica de la cadena alfa tiene dos dominios
(residuos 1-84 y 185-178), denominado respectivamente a-1 y a-2. La regidn extracelular de la
cadena P también contiene dos dominios Bl y B2 (residuos 1-91 y 92-192 respectivamente). Los
dominios al y B1, forman la porcién superior de la molécula y la interaccién de estos dominios
da como resultado una estructura muy parecida a la formada por los domintos alfa-] y alfa-2 de la

molécula clase 1, es decir, una hendidura (15, 16, 17).
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Figura 3 . Representacién de una molécula HLA clase I1.
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La molécula de clase 1I esta formada por una cadena a(derecha) y una cadena B(izquierda), esta a
su vez tienen distintos dominios ol y a2; Bl y B2 respectivamente,
(*) interacciona con el correceptor CD4+
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Moléculas clase IIL.

Los genes clase Il del CPH se ubican entre las regiones I y II, después del HLA, son el
conjunto de marcadores genéticos més polimérfico del humano conformado por lo menos de 26
genes, los cuales abarcan unas 1200 Kb de DNA. Diversas proteinas de gran importancia son
codificadas por dichos genes como lo son componentes del complemento C2, C4A, C4B y factor
B, el factor de necrosis tumoral alfa y beta (TNF-a y TNF-B), las proteinas de choque térmico

(HSP-70 y GP), la enzima 21-hidroxilasa, 9 transcritos asociados a HLA-B (genes BAT) y 1

locus S1 (12, 13).
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Desequilibrio genético, diferencias en las poblaciones y haplotipos extendidos .

La frecuencia de los alelos del CPH varian en el mundo segiin el grupo étnico estudiado;
por ejemplo en caucdsicos, americanos 6 europeos el HLA-DR3 (DR18 6 DRBI1*0301) se
presenta con una frecuencia del 25 % mientras que es extraordinariamente raro en japoneses. Mas
alin, el otro subtipo del HLA-DR3 (DR18 6 DRB1*0302) es casi exclusivo de la poblacién de
origen negro-africano. Otro ejemplo es el HLA-DR4 que en caucasicos esta marcado por los
subtipos DRB1*0401 (DR4) y DRB1*0404, mientras que en los japoneses el subtipo mas comiin
es el DRB1*0405 y en los judios de Israel es el DRB1*0402. Por lo anterior es obvio que en los
estudios de asociacion con enfermedades se requiere que los individuos sanos sean étnicamente

parecidos a los pacientes.

Otro fendémeno es el desequilibrio genético (la ocurrencia de dos alelos en un mismo
haplotipo, con una frecuencia mayor a lo esperado de acuerdo a las frecuencias génicas

individuales).

Cuando los haplotipos muestran desequilibrio genético se les conoce como “haplotipos
extendidos”, lo que sefiala que sus alelos no se combinaron de manera aleatoria y que el
fenomeno que los mantiene unidos se extiende desde el teldémero hasta el centrémero del brazo
corto del cromosoma 6. Se -ha hipotetizado que los haplotipos eﬁtendidos son el resultado de
cambios selectivos en respuesta a ciertos agentes infecciosos como virus, bacterias o parasitos, es

decir, parecen tener ventajas evolutivas. En caucasicos, el haplotipo extendido mas conocido es el
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reaccionan en forma cruzada con el antigeno HLA-B27 produciendo una reaccién autoinmune

mediada por anticuerpos especificos (25).

Mecanismos de Asociacién entre HLA y Enfermedad.

Se han propuesto varias hipétesis para explicar el papel de los alelos del CPH, en el

establecimiento de la susceptibilidad a las enfermedades (26). Entre estas hipétesis se encuentran;

1. Mimetismo molecular: la cual explica la suceptibilidad mediante reaccién cruzada entre

organismos infecciosos y un determinado antigeno del sistema HLA.

2. Receptor: establece que ciertos antigenos HLA pueden actuar como receptores
especificos para agentes infecciosos y este evento esta directamente relacionado con el

desarrollo de la enfermedad.

3. Antigeno HLA modificado: sugiere que los antigenos HLA pueden ser modificados por
antigenos extrafios o por agentes quimicos, entonces el sistema inmunitario los reconoce
como no propios, respondiendo por lo tanto con la produccién del anticuerpo

correspondiente, generandose asi el estado de enfermedad.
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4. Genes de respuesta inmune: intenta explicar que la asociacién ocurre como resultado de
respuesta versus no respuesta a un determinante critico que es propio del agente patdgeno

(recordar el concepto de punto ciego de las células T).

Desde luego, ninguna hipdtesis en forma aislada explica todas las relaciones que se han
registrado y bien pudiera ser que cada uno de estos mecanismos esté involucrado ya sea en uno o

varios de los procesos de enfermedad asociados con el CPH.
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Asociaciones del HLA con enfermedades autoinmunes e infecciosas.

Muchas enfermedades se han asociado con alelos del HLA, sobre todo aquellas donde se

piensa que los trastornos inmunolégicos son de primera importancia en su fisiopatogenia.

Las correlaciones con una enfermedad pueden ser positivas o negativas, las positivas
implica que un alelo predispone a una enfermedad, mientras que una negativa sugiere que el alelo
HLA puede ser “protector”, especialmente si tiene un efecto “dominante” y no se encuentra en
individuos afectados en estado heterocigoto con un alelo putativo promotor de enfermedad.

Varias asociaciones con el CPH se han estudiado a nivel molecular, por ejemplo:

i) Artritis Reumatoide (AR): Se ha asociado con la misma secuencia de aminoacidos en
varios grupos étnicos y en todos los casos la secuencia se ha ubicado en la tercera region
hipervariable de varios alelos DRB1 incluyendo al DR4, DRI, DR10 y DRé. Por lo
anterior se ha propuesto que existe un “epitope compartido” entre varios alelos HLA y que

este promueve el establecimiento de la enfermedad (37).

i) Espondilitis Anquilosante (EA): Se ha asociado en forma importante con el HLA-B27,
que a su vez se ha relacionado con: el sindrome de Reiter, uveitis anterior aguda, artritis

reactiva, artropatia psoriatica y sacroileitis (38).




22

HIPOTESIS.

Existe asociacion entre los alelos HLA de clase II, principalmente del loci DQ y el

desarrollo de neoplasias géstricas, en pacientes con gastritis crénica, en mestizos mexicanos.

OBJETIVO GENERAL .

Determinar cuales son los alelos de HLA-DQ mas frecuentes en pacientes con diagnéstico

de gastritis cronica y neoplasias gastricas,




PACIENTES Y METODOS.

Se estudiaron 36 pacientes adultos mestizo mexicanos con gastritis cronica y 6 pacientes
con neoplasia gastrica, los cuales fueron atendidos clinicamente en el Instituto Nacional de

Cancerologia en la ciudad de México.

Para su comparacién se estudid también un grupo control de 99 mestizos mexicanos
sanos, sin ninguna evidencia clinica de gastritis cronica, tlcera péptica o historia familiar de

patologia de HLA-asociada a enfermedades infecciosas.

Ellos y sus ultimas 2 generaciones nacidas en la republica Mexicana.

El diagnéstico de gastritis cronica y neoplasia gastrica en el grupo de pacientes fue

realizada por endoscopia y biopsia.

El DNA genomico fue extraido de sangre venosa por técnicas estandarizadas (ver

apéndice).

La tipificacion de los alelos clase II (HLA-DQ y HLA-DQ) se realizé por medio de la
técnica de PCR-SSP. Dicha técnica incluye una serie de mezclas de iniciadores especificos de

alelo que por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa son capaces de amplificar los

diferentes alelos de forma especifica..

La presencia o ausencia de los productos son visualizados por electroforésis en geles de
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Analisis Estadistico.

Las diferencias entre los grupos estudiados fueron evaluadas por la prueba de chi-
cuadrada de Mantel-Haenszel; 1a cual combina tablas de contingencia 2X2 usando en el programa
estadistico EPIINFO. Si el niimero en cualquier celda fuera <5, se usd la prueba exacta de
Fisher’s. El valor p fue corregido usando €l método de Yate's. Valores de p 6 menores que 0.05
fueron considerados estadisticamente significativos. Riesgo relativo (RR) con el intervalo de

confianza del 95%(IC 95%) fue estimado como un radio de probabilidades.



RESULTADOS.

Los alelos HLA-DQA y DQB mas frecuentes en la poblacion sana mestiza mexicana y en
los pacientes con gastritis cronica, fueron el HLA-DQA1*0301 (0.257 y 0.277, respectivamente)

y HLA-DQA1*0401 (0.166 y 0.166, respectivamente).

Por otro lado los alelos de HLA-DQB1 mas frecuentes fueron HLA-DQB1*0301 y HLA-

DQB1*0302, no se observaron diferencias significativas entre las frecuencias de los alelos entre

ambos grupos.

Se observd una disminucion significativa en la frecuencia del alelo HLA-DQA1*0201 en
los pacientes con gastritis cronica con respecto al grupo control (0.014 y 0.111) respectivamente,

p:0.02, OR=0.11, IC 95% 0.01 - 0.81) Tabla 1.

Se observd un incremento en la frecuencia del alelo HLA-DQB1*0501 en los pacientes
con gastritis cronica (pts, fg = 0.16 vs clt, fg= 0.060 , p: 0.01 , OR=3.10 , IC 95% 1.23-7.85)
Tabla 1. Dentro del grupo de pacientes con gastritis crénica encontramos un subgrupo de
pacientes que desarrollaron neoplasia gastrica. Al analizar en este subgrupo se encontré que el
HLA-DQB1*0501 tuvo una frecuencia incrementada en los individuos con neoplasia gastrica en

relacién a la poblacion control (fg. ctl: 0.060 vs fg..pts: 0.333 , p= 0.007.0R=7.75 y IC 95% =

1.67 - 34.63) tabla2.
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Es importante resaltar que no se encontraron diferencias importantes en las frecuencias de

los alelos HLA-DQA en los pacientes con neoplasia gastrica, por lo que en la tabla 2, estas se

omiten.




Tabla1 Grupe General de Pacientes con Gastritis Crénica y Sujetos Sanos.

PACIENTES CONTROLES
N=72 N=198

HLA-DQ n I P fe ? OR I.C. 95%

DQA1*0301 20 0.277 51 0.257
DQAI1*0401 12 0.166 33 0.166

DQA1*0103 5 0.069 5 0.025 NS
DQA1*¢101 4 0.055 20 0.101 NS
DQA1*0102 3 0.042 17 0.085 NS

DQAI*0201 | 1 0014 22 011l 002  O.I1I 0.01-0.81
DQBI*0301 | 18 0250 35  0.176

DQBI*0302 | 18 0250 47  0.237

DQBI*0501 | 12 0166 12 0060 001  3.10 1.23-7.85
DQBI*0201 | 5  0.069 33 0166 NS

DQBI*0602 | 4 0055 15 0075

DQBI*0604 | 1 0014 3 0015

n= numero de muestra
fg= frecuencia génica

p= valor de significancia
OR= razén de momios

1.C.95%= Intervalo de confianza al 95%
NS= No significativo




Tabla 2 Pacientes con Neoplasia Gastrica y Sujetos Sanos.

PACIENTES CONTROLES

N=12 N=198
HLA-DQ n fe n Jg P OR 1C 95%

DQBI1*0301 4 0.333 35 0176 NS
DQB1*0501 4 0333 12 0.060 0.007 7.75 1.67-34.63
DQB1*0302 3 0.250 47 0237
DQB1*0602 | 0083 15 0.075

n= numero de muestra

fg= frecuencia génica

p= valor de significancia

OR= razon de momios

1.C.95%= Intervalo de confianza al 95%

NS= No significativo
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Discusién y Conclusiones.

El complejo principal de histocompatibilidad (CPH) tiene un papel fundamental en la
homeostasis de la respuesta inmune; por lo que existen diversos estudios referentes a los
marcadores genéticos involucrados en la susceptibilidad a ciertas enfermedades. Hasta el
momento se han descrito muchas enfermedades asociadas con los genes del CPH, entre ellas
podemos mencionar al lupus eritematoso generalizado, la artritis reumatoide y la diabetes tipo
1(2). Sin embargo, hay un grupo de enfermedades como las tlceras géstricas y'metaplasias, las
cuales se han asociado con los genes clase II del CPH, principalmente en relacién con el locus

HLA-DQ en poblaciones caucasicas (34).

Azuma y cols. encontraron un incremento, en la frecuencia del gen HLA-DQA1*0301, en

pacientes con Ulceras gastricas (33).

Otros trabajos sefialan, que el gen HLA-DQS se encuentra presente en aquellos pacientes

que desarrollan metaplasias gastricas comparada con controles sanos.

Un estudio realizado por Jeffrey Lee en 1996, refiere que el HLA-DQB1*0301 esta

relacionado con adenocarcinoma gastrica , en pacientes no infectados con H. pylori (35).

En este trabajo, se encontrd una asociacion significativa, en cuanto a la presencia de alelos
clase II, asi como a subtipos de las moléculas HLA-DQA y HLA-DQB en pacientes mestizos
mexicanos con gastritis cronica, en comparacion con controles sanos. Se encontré que el alelo
HLA-DQBI1*0501, esta presente en un numero significativo de pacientes con gastritis crénica. En

el subgrupo de pacientes que desarrollardn neoplasia gastrica, de manera interesante, este alelo




APENDICE

1.  Extraccién de DNA genémico:

1.2.Preparacion de reactivos.

Para la extraccién de DNA genémico, se requieren las siguientes soluciones:
Buffer de lisis 1

0.32 M sacarosa

10 mM Tris-HCI (pH 7.5 )

5. mM MgCL

1% Triton X-100 { MW 0 646.87 g/mol )

Almacenar a 4°C

- Buffer de lisis 11
0.375 M NaCl
0.12 M Na-EDTA
Ajustar el pH a 8.0 con NaOH 4 M y almacenar a temp. amb.

SDS al 20 % (w/v)

almacenar a temperatura ambiente.

Proteinasa K.(10 mg/ml)

almacenar a temperatura de -70° C

6 M NaCl (saturado)

almacenar a temperatura ambiente.
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1.3

33

Colectar 10 ml de sangre con anticoagulante EDTA o de 20 - 50 x 10° células

mononucleares aisladas.

Se transfiere la muestra de sangre o células a un tubo de 50 ml. y se agrega el reactivo 1
para un volumen final de 50 ml. Se mezcla y centrifuga por S min a 2400 g.

\
Cuidadosamente se retira ¢! sobrenadante y resuspende €l bot6n en:

160 pl. Buffer de lisis I (reactivo 2)
40ul SDS al 20% (reactivo 3)
40 pl Proteinasa K (reactivo 4)
300 pl de H,O dd.

Agitar vigorosamente por 10 seg. a temperatura ambiente.
Incubar a 37°C durante toda la noche o incubar a 55° C por dos horas. Después de una

hora agregar 20 pl de proteinasa K v siga incubando hasta completar el periodo de dos

horas.

a) Para la extraccion de proteinas, adicionar 2 ml. NaCl 6M (reactivo 5) y agitar
vigorosamente por 15 segundos. (método de “Salting-out”, Miller y cols (36)).
Centrifugar por 5 min a 1500 g a temperatura ambiente.

b) . Cuidadosamente, pasar el sobrenadante a un tubo limpio de 50 ml. y adicionar 7
ml. de isopropanol absoluto, mezclar suavemente hasta la precipitacion del DNA.

c) Remover el precipitado del DNA con una pipeta Pasteur a un tubo de

microcentrifuga de 1.7 ml. para eliminar el exceso de isopropanol.

d) Lavar el DNA dos veces con 1 ml. de etanol al 70% y resuspender en 100 - 300 ul
de H,0, incubando a 55°C por 10 - 20 minutos.
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€) Diluir 5 pl de la solucion de DNA en 495 pl de dH,0O y medir su densidad ptica a
260 nm por espectrofotometria de luz UV. La concentracion de DNA (en pg/ul) es
5 veces el valor de la D.O. (e.g. 0.2 D.O corresponde a 1 pg/pl. de DNA).

f) Si se requiere, se ajusta la concentracion DNA a 0.3 -0.5 pg/pl con dH,0.

Identificacién de Haplotipos.

2.  Fundamento de la prueba.

La tipificacion de HLA-DQB + DQA SSP es un método de biologia molecular basado en

la tipificacion de HLA-DQ mediante la reaccién en cadena de la polimerasa.

Solamente los iniciadores con secuencia complementarias a la secuencia genémica del
DNA-ADN problema se uniran y amplificaran como un producto de PCR, la presencia o ausencia
de los productos de amplificacion son visualizados por electroforesis en geles de agarosa. Una
reaccion positiva de PCR aumentara un fragmento de DNA bien definido a la luz UV por la

tincidén de bromuro de etidio; una reaccion negativa esta banda estara ausente.

Los iniciadores para HLA-DQB + DQA SSP son disefiados especificamente para los
alelos especificos para HLA-DQB1*05, HLA-DQBI1*04, HLA-DQA1*0101, y HLA-

DQAI1*0601.
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2.1 Equipo comercial empleado.

La tipificacion de HLA DQB + DQA para cada individuo consta de 22 reacciones de PCR

y consisten en:

9 reacciones para asignar DQB1*05 - DQB1*04
12 reacciones para asignar DQA1*0101 - DQA1*0601

1 reaccién como control negativo para contaminacion.

Equipo que se requiere para la prueba,
Micropipetas o multipipetas

Microcentrifuga

Espectrofotometro de luz

Termociclador PE 9600, Perkin Elmer

Camara de electroforesis horizontal para geles de agarosa
Fuente de poder con intervalo

Transiluminador de luz UV (312 nm)

Camara Polaroid con filtro de luz UV




3. Fundamento de la técnica.

La reaccion de cadena de la polimerasa es un método altamente sensible para amplificar
cantidades diminutas de DNA. La contaminacion de DNA extraiio en la muestra pueden ser

amplificadas, dando en los resultados falsos positivos que no pueden ser interpretados.
3.1 Preparacién de la muestra,

Preparacion de mezcla de iniciadores para SSP.

El equipo comercial de Biotest HLA-DQB + DQA SSP contiene la mezcla suficiente y

lista para usarse en las reacciones de PCR.
3.2 Procedimiento.

En un tubo de microcentﬁfuga de 0.5 ml, poner la cantidad de 50 pl de DNA auna
concentracion de 0.2 pg/ul con 3 pul de taqg DNA polimerasa. Adicionar 2 pl de esta dilucién a

cada tubo de reaccién excepto el control negativo.

a) Cierre la secuencia de tubos de reaccién, asegurandose que estén bien tapadas.

b) Pase las muestras al termociclador inmediatamente.



c) Las condiciones de PCR en el termociclador son las siguientes:

1 ciclo a 94°C, 30 seg.
1 ciclo a 55°C, 1 min.
! ciclo a 72°C, 1 min.

30 ciclos.

4.  Electroforesis, geles de agarosa.

4.1 Preparacion de reactivos

Reactivo 1: Agarosa ultra pura.(e.g. Gibco-BRL, Cat No. 5510 UA)

Reactivo 2: TBE solucidén amortiguadora 5X
0.45 M tris base
0.45 M 4acido borico.

10 mM Na-EDTA, pH 8.0

Reactivo 3: Bromuro de etidio ( 10 mg/ml)
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Reactivo 4: Solucién amortiguadora para electroforesis: 200ml. de buffer TBE 5X (reactivo 2).

Aforara 1 L. cond H,0.

a) Afiadir 4 g de agarosa (reactivo 1) y 60 ml. de buffer TBE 5X ( reactivo 2 ) a 240 ml.

dH,O
b) Disolver la agarosa llevando a ebullicién.
c) Enfriar a 60° C y adicionar 12.5 pl de bromuro de etidio (reactivo 3), mezcle para tefiir

con el gel .Vacie en el soporte de la camara de electroforesis de 20x20 cm para colocar los
4 peines con 24 pozos respectivamente. Deje enfriar de 15 a 20 min a temperatura

ambiente ¢ a 4°C.
4.2 Electroforesis.

a) Cuando la PCR haya terminado, remueva los viales del termociclador.

b) Remueva los peines y coloque el gel dentro de la camara de electroforésis. El nivel de la

solucion de corrimiento (reactivo 4) debera estar de 2 a 3 mm. sobre la superficie del gel.




c)

d)

e)
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Colocar 10 pl de cada mezcla de PCR dentro de cada pozo del gel. El orden fue:

—

DQB5
DQB6.1
DQB6.2
DQB6.3
DQB2
DQB7
DQBS

N A WM

El tiempo de corrimiento electroforético fue de 15 a 25 min a 160 V. (8 V/em).

DQBY
DQB4

DQAL.1
DQA!.3
DQAl.4
DQALS
DQAL6

15
16
17
18
19
20
21

DQAAE4
DQA2.1
DQA4.1
DQAS.3
DQAS.4
DQAG.1
CONTROL

Cuando la electroforesis es completa, €l gel se coloca en un transiluminador (312 nm) y se

toma una fotografia instantdnea para la interpretacion y documentacion. (figura 4).




Figura 4, Electroforesis de agarosa.

8 PM 9

10

11 12

13

14 15

16

17 18 19

Carril Gel Carril Gel Carril Gel

1 DQBS 8 DQBY 15 DQAAE4
2 DQB6.1 9 DQB4 16 DQAZ2.1

3 DQB6.2 10 DQAI.1 17 DQA4.1

4 DQB6.3 11 DQAIL3 18 DQAS5.3

5 DQB2 12 DQALl 4 19 DQAS.4
6 DQB7 13 DQALS 20 DQAG.1

7 DQB3 14 DQAL6 21 CONTROL

20 21
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S.  Interpretacién de los resultados.

En cada hilera de iniciadores contiene un par de iniciadores controles los cuales
amplifican en el tercer intron del gen DRBI. Este par de iniciadores tiene una concentracién de 5
veces menor a la concentracién de cada iniciador especifico. Podra producir un producto de

amplificacién de 796 bp en cada tubo en el cual un alelo o grupo especifico de HLA-DQB o

DQA, debera estar presente.
6.  Tabla comparativa,
Pozo | Mezcla Alelos amplificados Correlacion Tamaiio det
Seroldgica producto de PCR
1 B5 |DQBI*0501-0504 DQ5(1) 218 pb
2 B6.1 |DQBI1*0601 DQ6(1) 218 pb
3 B 6.2 [DQBI1*0602,*0603. *0607, *0608, DQ6(1) 151 pb
*0611

4 B 6.3 |DQBI1*0604-0606 DQs&(1) 212 pb
5 B2 |DQBI1*0201,*0202, *0203 DQ2 199 pb
6 B7 [DQBI*0301, *0304 DQ7(3) 206 pb
7 B8 |DQB1*0302 DQ8(3) 124 pb
8 B9 [DQBI*0303 *0306, *0203 DQ9(3), DQ2 128 pb
9 B4 |DQBI1*0401,*0402 DQ4 204 pb
10 Al.l |DQAI1*0101,*0104,*0105 - 150 pb
11 A 13 [DQAL1%*0102,*0103 - 145 pb
12 Al4 |DQA1*0101,*0102,*0104,*0105 - 169 pb
13 A lS |DQAL*0103 - 169 pb
14 A 1.6 |DQAI1*0104,*0105 - 193 pb
15 AAE4 |Todas excepto: DQA1*0104,*0105 - 192 pb
16 A2 |DQAI1*0201 - 172 pb
17 A 3B |DQA1*0301,*0302,*0303 - 108 pb
18 A 4.1 [DQAL1*0401 - 167 pb
19 A 53 |DQAIL1*05011, *0503 - 228 pb
20 A 54 |DQAI1*05012, *05013 - 229 pb
21 A 6.1 |DQAI*060] - 167 pb
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