UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

M

ANALISIS DE NUEVOS POLIMORFISMOS
ASOCIADOS AL COMPLEJO PRINCIPAL
DE HISTOCOMPATIBILIDAD

T E S | S

QUE PARA  OBTENER EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS
AREA INMUNOLOGIA

P R E S E N T A

MARTHA ESTHELA PEREZ RODRIGUEZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. JORGE ARELLANO BLANCO
PROFESSOR J. ALEJANDRO MADRIGAL, MD PhD) FRCP MRCPath

STEVEN G. E. MARSH, BSc PhD ARCS

MEXICO, D. F. 2000



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue realizado en el Anthony Nolan Research Institute, Royal Free Hospital, bajo la
direccion y tutoria del Dr. Jorge Arellano Blanco, Professor J. Alejandro Madrigal, MD PhD FRCP

MRCPath y Steven G. E. Marsh, BSc PhID ARCS.

Durante el desarrollo de la tesis la sustentante fue becada de fa Coordinacion de Investigacién Médica

del IMSS, del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, y The Anthony Nolan Scholarship.



I acknowledge and thank Professor J. Alejandro Madrigal for giving me the opportunity to work in the
Anthony Nolan Research Institute, his advice and help me all the time. At the same time I would like
to thank Steven G. E. Marsh for his assistance with the papers, his helpfid discussions and
contributions to the illustrations in this thesis. I would like to thank my colleagues the Anthony Nolan

Research Institute for their special help.

De manera especial le doy las gracias al Dr. Jorge Arcllano Blanco por apoyarme a lo largo de estos

afios de estudio y preparacion.

Al Dr. Onofre Mufioz Hernandez y al Dr. Roberto Kretschmer S. por brindarme su apoyo en mi

preparacion y en el desarrollo de esta tesis en el Anthony Nolan Research Institute.



A mis queridos amigos que tuve la fortuna de conocerlos en el AN.R.I. Espero que algin dia estemos

juntos nuevamente. Nunca importd el cansancio siempre fuimos personas alegres.

A mis amistades que como siempre en ocasiones me ¢s dificit verlas.

A mis queridos padres por su apoyo, carifio y comprension invaluable que siempre me han brindado.

A mi familia por sus consejos y dnimos.

Por dltimo agradeceré a alguien muy especial en mi vida y que también he sagrificado por mi

superaci6n, aunque siempre he tenido su comprensién me he perdido parte de su vida {Mi hijo!.



CONTENIDO

RESUMEN. L. ittt et et e et e e e vt e et e re et e e e s n e 1
PUBLECACIONES ... i et et et a e e I
ABREVIATURAS DE USO FRECUENTE. ...t e 11l
CAPITULO 1: ANTECEDENTES ......ooiiiiiiiiiiiie e !
SISTEMA HL A e et e ra e e n e e ae 1
L Gemes. et 1
LT Region lase L. o e 2
LLZRegionclase H. ..o 5
1.¥3Regionclase L. oo e e 7
W 8 4 T (T o D PP PP 8
1.2, Moléculas HLA clase 1. e 8
1.2.2Moléculas HLA clase IL.......ooooiii i 11
L3 LocaliZacitn. .......oovnininiii e 12
) T T T P PP 13
1.4.1 Presentacidn y procesamiento del antigeno...................ooon 13
1.4.1.1 Moléculas HLA clase L....... ..o, i3
1.4.1.2Moléculas HLA clase Il i6
1.5 Polimorfismo del sistema HLA......................... 17
1.5.1 Mecanismos de generaciénde nuevos alelos.................. 19

1.5.1.1 Conversion EENICa. .. ......ocveeeiriiiiaii e aeiaeanaa s e s reaaearaiaas 19



1.5.1.2 ReCOMBINACION. .. ettt iviia e eratiesanaase e aaieras s n s 20

1.5.1.2.1 Recombinacion interalélica...........cooiiienene 20

1.5.1.2.2 Recombinacion MLeTlocus. .....ooivineveeiriiiinrnreeen 21

1.5.1.3 MUtaciom de PUiHO......oiiiunerienei et 21

1.6 Nomenclatura del sistema HLA ... ..o e 22

1.7 AlOrreconmOCHmIEIEO. .. .. ... ..euutt et iie e e e ten e e st e b baa s e 23
CAPITULO 2: HLA Y ENFERMEDAD .. .......oooiiiiiiii it 25
2.1 Mecanismos de &SOCIRCION ... . .ooeiiiii i 26

2.1.1 Mimetismo molecular entre antigenos HLA y antigenos de agentes infecciosos.27

2.1.2 Modificacién de la estructura de los antigenos HLA...... ..ot 27
2.1.3 Antigenos HLA COMO TECEPIOIES. «.ovvuuurrueromiasemnnas e tniaes 27
2.1.4 Deficiencias en la respuestia INmUNe. ......ooooiinn e ieii e 28
2.1.5 Deficiencias de los antigenos HLA clase HL ..o 28
2 1.6 Fallaen 12 SelectiOnm. .. o.oueiioeeererere s tasenttaaacan et a st 29
2.2 Enfermedades AUTOIDIMEIIES. . ... ocoureeinririanneeiaeernestsnia it oasa et netraa s eae 28
2.2.1 Bases genéticas de las enfermedades autoinmunes. ..o 29
2.3 MEtodos de eSTUdi0. .. ..oooeiirinirnirars e eieeiie s ia v r s e 30
2.3.1 Estudios de poblacién abierta. ..........coooeivvioommmiiiii 30
2.3.2 Estudios fAmilares. .. ..overeere e ieaae e e e 31
2.4 Desequilibrio de enlace y asociacion con marcadores genéticos................ocooi 31

2.5 Evaluacién estadistica de ba asociacion.............oooiviiiiiiiii 33



CAPITULO 3: TRASPLANTE DEMEDULA OSEA ...t aeieneaaee 34

3.1 Seleccion del domadOr. . .........oooovii et 35
3.2 Falla del Trasplante de Médula Osea (TMO) ......ooivniniiiinnenireeeeeneneen 37
3.3 Enfermedad injerto contra huésped (GvHD).................... 38
34 Otros trasPlaARTES. . ..o e i 41
3.5 Antigenos menoeres de histocompatibilidad (agsmH).................. 41

3.5.1 Identificacion de los ags mH y SUS BENES. ..o iiivir i 42

CAPITULO 4: LOS GENES MIC (GENES RELACIONADOS CON LA CADENA I DEL

% § 5 L) T U U TSRO OP PR 45
T (T LT T T PPN 45

L B 1 T T U DU OO 45

4.3 Estructura, funcidn ¥ eXpresion. ... . ... 47

43 IMICylascélulas TyS.. ..o e 49

A AMIC y PrIMALES. . ...t e et e e 50

4.5 Alelos repOrtados. . ..... oo e 50

46 MICA yenfermedades.................ooiiiiiiiiiiiiiniiir e 51
CAPITULO 5: OBJETIVOSE HIPOTEIS ...t 54
Metas y Justificacion..... ... 55
CAPITULO 6: MATERIAL Y METODOS.......ccccciiiiiiiiiiiiiiaisoneineee e 57
6.1 Lineas cclulares y extraccién del DNA (muestras y controles)........................ ... 57

6.2 Fundamento de b téenica RSCA ..ot e eate e e aean e 57



6.3 Iniciadores (primers) especificos para MICAYyMICB. ... 59

(I B | (o7 SO UT RO PRSPPI TP PRPIS PP PRPPRISTESTEEL SRS 59

6.3, 2 MICB . oot e et e s 60

6.4 Condiciones para la reaccién de la cadena de la polimerasa (PCR).....ocviiiiiinainn 62
6.4.1 MICA (RSCAY....oouniiiniieisiiisreesesttssi s s e nai e nr s s st 62

6.4.2 MICA (SSOP) y SeCUenCIaCiON. .. .ouvvirernnin v 62

6.8.3 MICB (RSCA). .o ooetiiitiieieeeeeiii e em s e e e et s en s s s cana s 63

6.4.4 MICB (SSOP) y SeCUenCIaciin. «oovvvenereiennimeisireei et i 63

6.5 Estudio del polimorfismo de MICA y MICB por RSCA ... 63
6.5.1 Produccion de las referencias (Fluorescent labelled references (FLR))............ 63

6.5.2 Hibridacién de las FLRS con las MUESIAS. .....ooveiiii i ceeneeeaas 64

6.5.3 Gel de poliacrilamida y condiciones electroforéticas. .........c.ccoomrimieremnenea 64

6.5.4 Cédigo de RSCA de los alelos de MICA......oooeiiiiiiiiiinieees 64

6.5.5 Preparacién de los controles de DNA (ladders)...........ocooereersrnmmmnnninininsn 66

6.5.6 Analisis de 108 resultados. ... ooovvr oot 66

6.6 Clonacién y secuenciacion (SBT) de los nuevos alelos de MICAyMICB................ 66
6.7 Estudio del polimorfismo de MICA y MICB por SSOP........c.cocovirininniiinnnn 67
6.7.1 Sondas de OHgENUCIEOtIAOS. ... .uvennesieirerreeia et 67

B.7. 1. MEC A . ettt eie et et e i 67

6.7 1.2 MECB ... oo e ettt ae st s e e e e 68

6.7.2 Marcaje de 1as SONAAS. ..........vvimeeemminonin i 70

6.7.3 MELOO SSOP ..o ieiiee it r ettt ie e e e s s 70
.73 0 MIC A ettt e e et e e 70

6.732MICB.... o e it ee i rr e s e s 70



6.7.4 Analisis de los resultados de MICA y MICB por SSOP............ooivvivieeeennn.
CAPITULO 7: RESULTADOS ..o 72
71 Estudiode MECA por RSCA ... e, 72

7.1.1 Secuencia idéntica en el ex6n con diferente movilidad en los controles (DNAs)..72

7.1.2 Seleccion de las mejores referencias. ..........o.vveiiviiiieiiiieieiieiee e eraas 73

713 SeCUenCias MUEVAS. ........ccuiiiii it e 73
T EXON 2. e 74
TLIZEXINI .o e 74

TAIIEXOM A e 75

TI3AERON 5. e e 77

T4 ALCIOS NUEVOS. . ... 77

7.1.5 Analisis del exén § microsatélite...................coiiiiiiii e 78

7.2 Desequilibrio de enlace entre MICAy HLA-B............................oiioiioiiiiiin, 79
T3 Estudiode MICA por SSOP . ... ... e, 79
T4 Estudiode MICB por RSCA. ..o, 80
75 Estudio de MICB por SSOP..........ooii e g1
7.6 Desequilibrio de enlace entre MICB, MICAYHLA-B...............oooeeeiinivnnann 82
7.7 Resultados de MICA/B en las lineas celulares...........................ccoieciiniii) 82
CAPITULO 8: DISCUSION. ...ttt 94
106



ABSTRACT

The MIC (MHC class 1 chain-related) gene family constitutes a genetic group, which is related to
MHC class I genes and has been identified in the MHC class I region. Although there are five members
of this family (MICA, MICB, MICC, MICD and MICE) only MICA and MICB are expressed. MIC
molecules are expressed in fibroblasts, keratinocytes, epithelial cells and freshly isolated monocytes.
Unlike class I MHC molecules MIC expression requires neither f#2-microglobulin nor class 1 peplide
ligands. Furthermore MIC molecules lack a CD8 binding site, and are not responsive to type [ and II
interferons. In contrast, they do appear to be regulated by heat shock promoter clements. MIC proteins
interact with V513 T cells, CD8+ and K cells. Although the exact function of the MIC proteins is stiil
unknown the receptor, NKG2D, of MICA (and probably MICB) has been revealed recently in NK
cells. Preliminary studies of MICA have revealed the exislence of 20 alleles and 15 alleles for MICB.
Thus the studies of polymorphism of MIC genes suggest that this genetic system may be as
polymorphic as the HLA system. In order 1o investigate further the extent of MIC polymorphism we
have studied exons 2-5 of the MICA and MICB genes in 264 and 130 B-lymphoblastoid cell lines
respectively from the 12th International Histocompatibility Workshop panel. We have developed
methodologies to type the published MIC variants, studying the polymorphism by RSCA (Reference
Strand Conformational Analysis) and SSOP (Sequence Specific Oligonucleotide Probing). We
identified 12 new MICA alieles and report 14 new nucleotide variations: one in exon 2, four in exon 3,
four in exon 4, one in exon 5, two in intron 1, and two in intron 4. Eight of the ten exonic variations are
non-synonymous. In addition, we identified 4 new MICB alleles: one of them had an eight-nucleotide
duplication in intron 4, other one variation in intron 4 and two of these alleles are formed by a non-
synonymous nucleotide variation in exon 4. This study confirms previous findings that most of the
polymorphisms in the MICA, as in MICB, are coding and suggest that the extent of polymorphism in
the two genes might be comparable. In contrast to MHC class [ molecules, the polymorphic sites in
MICA are predominantly within the o and o3 domains. The distribution of synonymous and non-
synonymous substitutions suggests that there is selection for the polymorphic positions, which
therefore define potential functional sites in the protein.



RESUMEN

Recientemente fue descubierta una nueva familia de genes polimérficos en la region I del sistema HLA
llamada MIC (MHC class I chain-related). Aungque MIC esta constituida por cinco genes (MICA,
MICB, MICC, MICD y MICE) inicamente MICA y MICB son expresados. Las moléculas MIC se
expresan en fibroblastos, queratinocitos, células epiteliales y monocitos. A diferencia de las moléculas
MHC clase I, las moléculas MIC no se asocian con la p2-microglobulina, su expresion celular es
estable sin la presencia de péptidos citosdlicos, carecen de un sitio de unién de CDS8, y no son
inducibles por interferon 1 o I1. Sin embargo, estas moléculas responden a proteinas de choque térmico
las cuales actian sobre la regién promotora. Las proteinas MIC interactiian con las células T Vslyd,
CD8+ y células NK. Aunque la funcion exacta de las proteinas MIC ¢s desconocida, el receptor
NKG2D de MICA ( y probablemente de MICB) fue descubierto recientemente en las células NK.
Estudios preliminares sobre los polimorfismos de MIC han revelado la existencia de 20 alelos MICA y
15 MICB, sugiriendo que este sistema genético puede ser tan polimorfico como el sistema HLA. Con
la finalidad de analizar en forma integral el polimorfismo de MIC s estudiaron los exones 2-5 de los
genes MICA y MICB en 264 y 130 lineas celulares B-linfoblastoides pertenecientes al panel del 12th
Internationa! Histocompatibility Workshop, respectivamente. Para ello se emple6 la técnica de RSCA
(Reference Strand Conformational Analysis) y SSOP (Sequence Specific Oligonucleotide Probing). Se
identificaron 12 alelos nuevos en MICA y 14 variaciones nucledtidas: una en el exdn 2, cuatro en el
exén 3, cuatro en el exdn 4, una en el exon 5, dos en el intron | y dos en el intrén 4. Ocho de las diez
variaciones exénicas son no-sindnimas. En MICB se identificaron 4 alelos nuevos, unc de ellos
presenta una duplicacién de ocho nucle6tidos en el intrén 4, otro una variacion en el intrén 4 y los otros
dos alelos presentan una substitucién no-sinénima en el exén 4. El estudio confirma que la mayoria del
polimorfismo en MICA, como en MICB, son codificados y sugiere que el polimorfismo de ambos
genes puede ser comparable. A diferencia de las moléculas MHC clase I, los polimorfismos en MICA
se encuentran predominantemente en los dominios az y a3 y. La distribucién de las substituciones
sinbnimas y no-sinénimas sugiere que los sitios polimorficos de MICA son mantenidos por la
seleccion, por lo que definen los posibles sitios funcionales en la proteina,
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Abstract A large number of diseases occur in associa-
tion with specific HL.A-8 or -C alleles. Recently a new
gene, termed major histocompatibility complex class [
chain-related gene A (MICA), has been identified in
close proximity 10 HLA-B. The function of this gene is
still unknown, but, it is structurally related to HLA
class I genes, is polymorphic, and is potentially asso-
ciated with several diseases. Some DNA-based tech-
niques have previously been described to type for
MICA including sequencing and single-strand confor-
mational polymorphism. In this paper we describe the
application of sequence-specific oltigonucleotide probe
based typing for the analysis of the MICA gene. We
used a set of 30 oligonucleotide probes to screen for the
polymarphisms in exons 2, 3, and 4, which account for
the 16 known alleles. We report here the typing results
of MICA for 103 Bcell lines that have been well char-
acterized for HLA and describe the linkage disequili-
brium between MICA and HLA-B. Unequivocal
MICA typing was achieved for 85 of the 103 cells
tested, 6 cells gave ambiguous MICA types, and a fur-
ther 12 cells showed patterns consistent with them ex-
pressing at least one new MICA allele.

Key words MICA - HLA - Polymorphism -
Oligonucleotide typing

Introduction

A new family of genes has recently been identified
within the major histocompatibility complex (MHC).

1. Mendoza-Rincon - 1LR. Argilello - M. Pérez-Rodriguez

A McWhinnie - 5.G.E. Marsh - G. Fischer - 1A, Madrigat ()
Anthony Nolan Resgarch Lastitute, The Royal Free Hospital,
Pond Street, Hampstead, Londen NW3 2QG, UK

E-mail: madrigal@rfhsm.ac.uk,

Tel.. +44-171-2848315,

Fax: +44-171-2848331

The genes have been alternatively called MHC class |
chain-related gene (MIC) (Bahram et al. 1994) or
PERBIT (Leclayuwat et al. 1994). There are five genes
currently identified within this family: MICA
(PERBILI), MICB (PERBI1.2), MICC (PERBI1.3).
MICD (PERB11.4), and MICE (PERB!1.5) {Bahram
and Spies 1996a; Gaudieri et al. 1997). Of these five
genes only MICA and MICB are transcnibed into
mRNA. MICC, MICD, and MICE are pseudogenes be-
cause of point mutations and deletions (Bahram et al.
1996; Bahram and Spies 1996b). In contrast to the clas-
sical MHC genes, which have been the subject of exten-
sive investigations in terms of their polymorphism and
biological function, relatively little is yet known about
the MIC genes. In addition to initial reports of the gene
structure, there have been investigations into the regul-
ation of MIC expression, tissue distribution, and allelic
repertoire (Fodil et al. 1996; Groh et al. 1996; Pellet et
al. 1997). MICA and M/CB are similar in structure to
each other and to MHC class | genes, but conly show
19%, 25%, and 35% sequence similarity to the extra-
cellular ol, a2, and o3 domains of other MHC class 1
genes {Bahram et al. 1994; Leelayuwat et al. 1994). De-
spite this fact it has been predicted that the encoded
proteins fold in a similar way to MHC molecules. How-
ever, unlike MHC molecules they do not seem to be
associated with B;-microglobulin (Groh et al. 1996), do
not bind to CD8 (Bahram et al. 1994}, and probably do
not present peptides on their surface {(Groh et al.
1998).

Most of the data generated so far has focused on
MICA, which is located 46.4 kilobases (kb) centromeric
to the HLA-B gene. The MICA gene has already been
shown to be highly polymorphic, with 16 different al-
leles described so far (Fodil et al. 1996). It appears that
the expression of the MICA gene product is restricted
ta proliferating cell lines derived from various tissues,
and to specific areas in the gastrointestinal mucosa
(Groh et al. 1996). Resting T cells or B cells do not
seem to express MICA (Zwirner et al. 1998). In con-
trast to the classical HLA gene products, the expression
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Summary

We report an eight-nucleatide duplication in intron
4 of the MICB allele 01021, which was found in
samples from different ethnic backgrounds and in
association with several HLA-B alleles. We suggest
that this new MICB alleie is evolutionanly older than
HLA-B alleles.

MICB (MHC class I chain related gene B) is a member
of the MIC gene family which is related to MHC class i
{Bahram et al,, 1994). MICB and i1s homologue MICA
are the only members of a family of five genes that are
translated into protein products (Bahram & Spies, 1996).
The MIC proteins seem to be similar in structure to HLA
molecules, but seem not to bind etther peptides or f§,-
microglobulin {Groh et al, 1996, 1938). Both MICB
and MICA have recently been shown to interact with
gut T cells expressing the 15 receptor (Groh et al., 1998},
bur otherwise their physiological role is unclear. For
MICA an additional correlarion between Behget disease
and a triplet repeat polymorphism in the transmembrane
region has been reported {Mizuki et al., 1997). Compared
to MICA, which seems to be reasonably polymorphic
with aver 30 different alleles {Fodil ef al., 1996; M. Pérez-
Rodriguez, manuscript in preparation}, MICB seems to
be somewhat less variable. So far less than 20 different
variants have been described, with some of themn showing
intronic or synonymous sequence differences {Ando et al.,
1997; Pellex et af., 1997; Visser er al., 1998). The number
of protein varianrs derived from the MICB genes so far
amounts o less than 15. The apparent low polymorphism
of MICB in comparison with HLA genes may partly
be due to its relatively recent discovery.

In order to further investigate possible polymorph-
isms within the MICB gene, we have performed screening
experiments using reference strand mediated conformation
analysis (RSCA) {Argiiello et al., 1998). To screen for
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novel MICB variants we amplified exons 2, 3, 4 and 5
separartely, For exons 4 and 5 the primers used were
as described in Ando et al. {1997). For exon 2 the §
primer was as described in Ando et al. (1997) and the 3
primer was: §5-CCCTATTCCTCATCCCCACCCCCA.
For exon 3 the 5° primer was: 5-TGGAGGAGGGCC-
AGGGAGGGGTCG, and the 3’ primer was as described
in Ando etal. {1997). A total of 125 DNA samples
from the IHW cell line panel (Marsh et al, 1997) and
the Internarional Cell Exchange Program (Lau et al., 1994}
were analysed in this study. Each amplified exon was
hybridized with several fluorescent labelled reference
(FLR) DNAs of known MICB rype and electrophoresed
for the detection of novel peaks.

In our analyses of exon 4 we found an unexpecred
allele with very slow mobility {Fig. 1). As a general rule,
the nucleotide differences that have been reported for
the different MICB alleles would be expected to lead to
a tather small difference in migration between homo-
duplex and heteroduplex, As shown in lane 1 of Fig. 1,
hybridization of the allele MICB01022 to MICB01GS5
leads to formation of a heteroduplex due to the presence
of two nucleotide variations in their sequences. However,
for several samples the heteroduplexes were migrating
far behind the homoduplexes {Fig. 1, lanes 2 and 3),
suggesting a gross difference in sequence leading to a
significanely different conformation of the heteroduplex.

Of the 125 samples analysed we found altogether
18 samples with this allele peak [AT (IHW9221}, APA
(IHW9237), BM92 (IHW9092}, DEU (IHW9025),
GRC187 (IHW9363), KIME (IHW9212), KOSE
(IHW9056), KY (IHW9222), LATIF (IHW9247), RML
(THW9016), EXT#2, EXT#3, TER#92%, TER#931,
TER#936, TER#942, TER#948 and VOO (1HW$241j),
with five of them [BM92 (IHW9092), DEU (IHW9025),
KOSE (IHW9056}, KY (IHW9222) and RML (HW3016) |
being homozygous for this variant, We sequenced these
five celt lines, and in addition we also sequenced a group
of eight cell lines representing some of the MICB alleles
without the new mutation (E4181324 {IHW9011),
BOLETH (IHW9031), RSH (IHW3021), PLH (THW9047)
and STEINLIN (THW9087)]. For this we used a novel
combination of primers that covers the region from exon
4 ro exon 5.

We were able to confirm the previously published sequen-
cing data for the cell lines which lacked the mutation

€ 1999 Blackwel! Stience Ltd, European Journal of immunogenetcs 26, 399-404 399
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Brief communication

Three novel MICB alleles

Abstract: The two members of the MHC class 1 chain-retated (MIC) gene
family, MICA and MICB, have been shown by several investigators to be
polymorphic. Most of the research effort so far has focussed on MICA, so
less is known about the extent of polymorphism in the MICB gene. Here we
report three novel MICB alleles, which had been detected in the course of
an S50P typing study on a large cohort of cell lines. Two of these alleles are
formed by a non-synenymous nucleotide vaniation. Cur results confirm
previous findings that most of the polymorphisms in the MICB gene, as in
MICA, are coding and suggest that the extent of polymorphism in the two
genes might be comparable.

Both within the MHC class I region and outside, several genes are
found that code for proteins which are highly similar in structure
to class | molecules, but different in function. Among these are the
so called MHC class 1 chain-related genes (MIC) (1). The two ex-
pressed members of the MIC gene family, MICA and MICB, which
are cell surface anchored glycoproteins, have been shown to be
highly polymorphic. This is particularly obvious for MICA (1-3)
(M. Pérez-Rodriguez unpublished data), MICB, which has not yet
been anatysed to the same extent, has also been shown to be poty-
morphic {(4-7), Importantly, the majority of polymorphisms for both
MICA and MICB were found to be non-synonymous. Apart from the
detection of palymorphisms in these molecules, data was generated
regarding their tissue distribution, the regulation of their express-
ion, and their three-dimensional structure (8-10). In contrast to
MHC molecules, the MIC proteins seem to be mainly expressed in
limited areas in the gut, and become upregulated upon heat shock
{8). Yet in some immortalised cell Yines and specimens of freshly
isolated tumour tissue MICA and MICB seem to be constitutively
expressed (11). In fight of these facts it had been suggested that
MIC molecules become upregulated on the cell surface as a reaction
10 cell stress.
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Brief communication

A new MICA allele with ten alanine residues

in the exon 5 microsatellite

Abstract; The MICA and MICB genes code for protein products that have
structural similarities to major histocompatibitity complex {MHC) class |
genes. These genes are upregulated by heat stress They have been shown
To mteract with a common receptor (NKGZD/DAP10) on ¥& T cells, CD8+ T
cells and natural killer (NK) cells The MICA gene has an expressed micro-
satellite, GCT, within the exon 5 which encodes for alanine. Se far, four
different repetitions of this short tandem have been reported. Also one non.
synonymous, one synionymous substitution and a 1-bp insertion within this
region have also been described. An association of Behcet's disease with
the microsatellite A9 has been reparted. Here we report a novel allele with
10 GCT repetitions (A10) which was detected by reference strand mediated
conformation analysis and confirmed by DNA sequencing.

The major histocompatibility complex (MHC) class | chain-related
(MIC) gene family was discovered when the region flanking the
HLA-B gene was investigated (1, 2). There are five genes in this
family MICA to MICE, but only MICA and MICB are expressed.
They have a similar structure to MHC class | molecules (2-5), al.
though they do not bind either B; microglobulin or peptide ligands
for stable expression on the cell surface {6). MIC gene expression is
not regulated by interferons I and II {2, 7), however it is regulated
by heat shock promoter elements {6). MICA and MICB are known
to be expressed in the gut, on fibroblasts, keratinocytes, epithelial
cells, freshly isolated monocytes (2, 7) and some tumour tissues (8).
The receptor for MICA, and perhaps MICB, is the NKG2D/DAPIO
heterodimer, present on NX cells, ¥& T cells and apf CD8+ T cells
9). The MICA gene is highly polymorphic and more than 50 MICA
alleles have been reported so far (10-12) (Pérez-Rodriguez unpub-
lished data}. Unlike MHC class | genes, the polymorphic residues of
MICA lie predominantly outside the “peptide-binding groove”,
being on the periphery of the al and o2 domains and on one face
of the &3 domain (Pérez-Rodriguez unpublished data).

Authers’ sfMilations:

M. Pérez-Rodrigues'.
A. Coren®* .

LR Argueto!,

5.1 Cox'.

A McWiunme'
SG.E Marsh'?,
LA, Maangat' 7 *

‘anthony Nclan Resaarcn
Institute, The Royal Frec

Hospaal, London, Uneq
Kingdom,

Depatment of
Haematokogy. Royal Free
300 University College
Madhcal School, London,
Unnea Kinggom,

Hmpsnal Conage School of
Medwne, London, Unibea
Kngaom,

“Departamema de Pediatria,
Ginecologu y Ostetnca
Facufind de Medcina,
Univitr siiad e Valipdolid.
Spam

Comespondence 107

1. Aleandro Madrigat

The Arthony Nolan Hesearch
inslityze

The Rovar Free Hospia)

Pong Streer

wndon NW3 206G

UK

Tel: +44 20 7754 8315
Fan +44 20 7284 831)
emait

madeigalen hgm ac.yh



Immunogenetics {2000) S1:591-599

BRIEF COMMUNICATION

Gaby Fischer - ). Rafael Argiicllo

Martha Pérez-Rodriguez - Alasdair McWhinnie
Steven G.E. Marsh - Paul J. Travers

J. Alejandro Madrigal

Sequence-specific oligonucleotide probing for MICB alleles reveals

associations with M/CA and HLA-B

Received: 31 August 1999 / Revised: 20 January 2000
€ Springer-Verlzg 2000

Key words MICA - MICB - HLA-B - SSOP -
Haplotypes

MICB is a member of the family of MI/C genes (MHC
class I chain-related genes) (Bahram et al. 1994), which
are alternatively known as PerBll (Leelayuwat et al.
1994). MICB and its homologue MICA are located
close to the HLA-B locus, and their gene products have
extensive sequence similarities to classI molecules
(Bahram et al. 1994). However, MIC and HLA gene
products differ regarding tissue distribution, regulation
of expression, association with B;-microglobulin {Groh
et al. 1996), and most probably function. Upregulation
of MIC molecules on cell surfaces has been suggested
10 signal cell stress to the immune system via an intet-
action with ¥8 T cells, In agreement with this, their ex-
pression was found to be upregulated in various tumor
specimens {Groh et al, 1999), and correlated with a
higher frequency of ¥8 T cells in these sites. Recently,
in addition 10 interaction with y$ T cells, MICA (and
probably MICB) has been shown to also interact with
CD8* T cells and natural killer (NK) cells via the com-
mon receptor NKG2D/DAPI0 (Bauer et al. 1999; Wu
et al. 1999). Therefore it emerges that the upregulation
of MIC molecules on a cell surface could activate a
wide range of effector cells.
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The MICA gene has already been shown by several
groups to be highly polymorphic (Bahram et al. 1994;
Fodil et al. 1996, 1999; M. Pérez-Rodriguez, unpub-
lished data ; Visser et al. 1999; Yao et al. 1999). In ad-
dition, MICA has been shown to be in strong linkage
disequilibrium with HLA-B (Fodil et al. 1996, 1999;
Mendoza-Rincon et al. 1999; M. Pérez-Rodriguez, un-
published data; Visser et al. 1999), and might therefore
be involved in diseases that are commonly thought to
be associated with certain HLA-B alleles (Tiwari and
Terasaki 1985). So far, most experimental work has fo-
cused on MICA, and the extent of MICE polymor-
phism has not been as well defined. However, several
MICB alleles have been described (Ando et al. 1997;
Fischer et al. 1999, 2000; Pellet et al. 1997; Visser et al.
1998), and its level of polymorphism seems considera-
ble, even though tower than that described for MICA.
The exact extent of linkage disequilibrium between
MICB and HLA-B, and also between the neighboring
loci MICB and MICA, has not been established. There-
fore, we undertook to type for MICB alleles using se-
quence-specific oligonucleotide probes (SSOP), a tech-
nique already applied successfully to /LA and MICA
typing {(Mendoza-Rincon et al. 1999).

DNA was extracted by conventional techniques
from a total of 130 B-lymphoblastoid cell lines from the
International Histocompatibility Workshop cell lines
panel (Marsh et al. 1997) and from cell lines available
locally. The cells are well characterized for their HLA
class I and classII alleles, and the majority of them
have been typed previously for MICA by SSOP and/or
reference  strand-mediated conformation analysis
(RSCA)} (Mendoza-Rincon et al. 1999; M. Pérez-Rodri-
guez, unpublished data). This enabled us to assess pos-
sible associations not only between M/CB and HLA-B,
but also between MICA and MICB. MICB was amplif-
ied using previously published primers {(Pellet et al.
1997) and a commercially available PCR kit (Expand
Long Template; Boehringer Mannheim, Germany).
PCR conditions were according to the manufacturer's
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analysis)

Oligotipificacion mediante sondas de secuencia especifica (sequence specific
oligonucleotide probing)
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES

SISTEMA HLA

1.1 Genes

El genoma haploide humano contiene alrededor de 222,041 genes diferentes, 36,249 son confirmados,
distribuidos en 3200 megabases de DNA cromosémico (http://www.ensemblorg/) 1-3. En tanto que el
sistema de HLA estd constituido por 224 genes aproximadamente 4, genes y pseudogenes, localizados

en el brazo corto del cromosoma 6 dentro de la banda 6p21.3 (entre 6p21.31 y 6p21.32) que representa

casi el 2.5 % de la longitud total del cromosoma 6 donde abarcan alrededor de 4 megabases (4000

kilobases (kb)) de DNA 5. Los genes HLA se encuentran distrtbuidos en 3 regiones clase Il
(centromérica), clase 111 y clase I (telomérica) con una densidad génica de 1/20 kb (Fig. 1.1) de acuerdo
a su localizacién, a su caracteristica de ser unidades de recombinacién y a las caracteristicas

estructurales y funcionales de las moléculas. HLA-DP representa el locus mas centromérico y HLA-F el

mds telomérico 6. 7.

El mapa del sistema HLA se ha construido en los Gltimos afios a partir de datos obtenidos con técnicas

de diferente resolucidn, tales como recombinacién genética, mapeo fisico mediante electroforesis de

campo pulsado 8 y mas recientemente a través de clonacién y secuenciacién 9» 10, Abderrahim er af.



aislaron 53 cromosomas artificiales en levaduras (yeast artificial chromosome (YAC)) cuyo tamafio

promedio es de 490 kb el cual puede ser organizado dentro de una continuidad que cubre toda la region

MHC 1. Es claro que existe un nimero de nuevos genes de esta region que no han sido identificados,
sin embargo, los detalles de la organizacién gendmica de los genes HLA por si mismos, estan bien

documentados.

1.1.1 Region clase 1

La region clase I contienc 1800 kb de DNA y se extiende desde el gen MICB hasta el gen HLA-F en el
extremo telomérico del sistema HLA. El andlisis con enzimas de restriccion y secuencia genomica, ha
revelado la existencia de 23 genes clase I. De los cuales tres genes son cldsicos (HLA-A, HLA-B y
HLA-C), tres no clasicos (HLA-E, HLA-F y HLA-G), dos genes relacionados a cadenas MHC clase |

(MIC) MICA y MICB, y 15 pseudogenes. También estan incluidos 50 genes no-HLA {un gen cada

28.6 kb) 3. 12, 13, Los genes clase I (A, B y C) se encuentran en una regién de un centimorgan en el
extremo telomérico del sistema HLA y codifican los antigenos cldsicos de trasplante HLA-A, -B y -C;

en tanto que los genes E, F y G se expresan como antigenos no clasicos HLA-E, -F y -G en algunas

células inmaduras y en la interface materno-fetal 14,
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Fig. 1.1 Mapa del MHC humano. Las regiones clase I, 11l y I son incluidas en las secuencias de (-
1000, 1000-2000 y 2000-4000 kb respectivamente. La direccién de la transcripeion se indica con una
flecha. Los genes HLA clase I son de color azul claro, clase 11 de color rosa; los genes de funcion
desconocida cn rojo; los genes de funcién variable en verde y los genes de funcién conocida en azul

obscuro 15,



Los tres dominios extracclulares o, a2, y @ de la molécula clase [, son codificados separadamente en
los exones 2. 3 y 4 de aproximadamente 270 nucledtidos de longitud. El dominio transmembranal es
codificado dentro del exén 5 que contiene alrededor de 122 nucledtidos. Existen diferentes arreglos

genéticos entre los alelos para la codificacién del dominio corto citoplismico. Algunos expresan este

segmento sobre los tres exones 6-8 mientras otros solamente usan dos, 6-7 16, Los elementos
promotores de los genes de clase I comparten las caracteristicas comunes de las cajas CAAT y TATA
en sentido (upsiream). La caja CAAT esta localizada en la posicion -50, aunque en HLA-Cw3 esto es

reemplazado por la secuencia CCGGT. La mayoria de los genes HLLA humanos tienen una caja variable

TATA, TCTAA 17, 18,

ccC
YY
PL  «al a a3 ™ 12 3UT

— HHH—H =

Fig. 1.2 Arreglo genético de las moléculas HLA clase [. Las moléculas clase I se encuentran
constituidas por un péptido lider (PL) codificado por e! exén 1, los dominios extracelulares ), a; y o3
(exones 2, 3, y 4, respectivamente), el dominio transmenbranal (TM) que corresponde al exén 5, el
dominio citoplasmico (CY) el cual puede estar codificado por los exones 6 y 7. El exén 8 corresponde

a la region 3 no transcrita (3'UT) 19.



1.1.2 Region clase 11

La region clase I posee al menos 23 genes. que se localizan en el extremo centromérico de la regién
HLA, abarca 1000 kb y codifica los antigenos HLA-DR, -DQ y -DP, los transportadores de péptidos

(TAP1 y TAP2) y los proteosomas (LMP2 y LMP7).

La regién clase II consta de cinco subregiones:

1) La subregién DP contiene los genes DPA y DPB, las moléculas HLA-DP son codificadas por el gen

polimorfo DPB1 y por el gen no polimorfo DPA1, mientras que DPA2 y DPB2 son pscudogenes.

2) La subregién DN contiene un solo gen (DNA) el cual codifica para una cadena a.

3) La subregién DO, contiene el gen DOB, el mas divergente de los genes para cadenas B. Dos genes
adicionales DMA y DMB se han localizado entre HLA-DNA y DOB. DMA y DMB, son expresados
como un solo par de cadenas o y B. Originalmente se consideré DM como una molécula de clase 11
heterodimérica en base a homologia estructural con una localizacién intracelular y con una funcién en el

transporte del péptido en compartimentos intracelulares mas que su presentacion en la superficie celular

20,21

4) La subregién DQ contiene 5 genes, de los cuales un par es polimorfo (DQA1 y DQB1) ambos
expresados en una molécula DQ heterodimérica y los genes (DQA2 y DQB2 y DQB3) que pudieran

llevar a cabo el proceso de transcripeién, sin embargo, no se han identificado productos asociados con

estos (ltimos.



5} En la subregiéon HLA-DR se han identificado 10 genes, de los cuales cinco se expresan, un DRe
(DRA) y cuatro DR (DRBI, DRB3, DRB4 y DRB3) y cinco son pseudogenes (DRB2, DRB6, DRB?,

DRBS8 y DRB9). La cadena a, no polimorfa, codificada por DRA se asocia con la cadena polimorfa

codificada por DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS para formar las moléculas de la subregion HLA-DR 14,

Todos los genes clase II presentan una organizacién exénica similar (Fig. 1.3). Al igual que los genes
de clase I los dominios funcionales de la molécula clase II son codificados por exones separados. La
secucncia lider es codificada en el primer exén con los dominios o, y 0z, 0 dominios B, y . codificados
en los exones 2 y 3. La secuencia después del segundo dominio es dividida en tres secciones, una
conexién del péptido, un dominio transmembranal y un dominio citoplismico, todos codificados en un
solo exén (DRA), dos exones (DQBI) o tres exones (DPB1). La secuencia 3' no transcrita puede ser
contigua a la secuencia codificada del tallo citoplésmico (DQB1) o ser codificada en un ex6n separado
(DRA). Laregion promotora adyacente a la region 5' de los genes clase 1 contiene secuencias de DNA
conservadas (motifs) 22 Hay una caja TATA en las posiciones -25 a -28 del HLA-DR v un octamero,
ATTTGCAT, desde -52 a -45 que también se encuentra en el promotor de los genes de
inmunoglobulina en la cadena pesada. Hay otros ires motifs conservados en las posiciones -74 a -61
(caja Y), -108 a -95 (caja X) y -135 a 117 (caja Z). Las cajas X y Z parecen participar en la
especificidad del tejido y en la inducibilidad de IFNy. La secuencia consenso del IFNy también aparece

en los genes clase I y el promotor de p,m 17, 23,24,
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Fig. 1.3 Arreglo genético de las moléculas del HLA clase II. En general el arreglo genético de la cadena
alfa o beta es idéntico. En la figura solo se representa la cadena beta en donde el exon 1, 2 y 3 codifican
el péptido lider (PL), ei dominio By y P; respectivamente. Tl numero de exones que codifica el dominio
transmembranal (TM) y el citopldsmico (CY) dependerd de la molécula codificada. El exén de la

secuencia 3'UT puede estar unido 6 separado del dominio citopldsmico 19,

1.1.3 Regidn clase 111

La regi6n clase Il (Fig.1.4) contiene un grupo heterogéneo de al menos 56 genes, los cuales abarcan
unas 1200 kb de DNA, localizadas entre las regiones clase [ y clase I1. Estos genes codifican para una
gran variedad de proteinas importantes en la inmunidad como son los componentes del complemento

(C2, C4A, C4B y Bf), los factores de necrosis tumoral (TNFa y TNFB), las proteinas de choque térmico

(HSP-70 y GP), la enzima 21-hidroxilasa, transcritos asociados a HLA-B (BATS) y NOTCH 25, 26,



CLASE 1I CLASE Il CLASEI

HLA-DP HLA-DQ HLA-DR C4 C2 Bf HLA-B HLA-A
C HilH_ Hi v
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Fig. 1.4 Region clase 1Il. La regién clase I incluye genes que codifican complotipos, factor de
necrosis tumoral, proteinas de choque térmico y otros genes diversos. Aunque estos genes presentan
una organizacién gendmica diferente de las moléculas clisicas del HLA siempre se les considera durante

e! estudio det MHC 19,

1.2 Estructura

1.2.1 Moléculas HLA clase I

Los antigenos clase I son moléculas compuestas de dos cadenas polipeptidicas diferentes (Fig. 1.5). La
cadena o codificada en el cromosoma 6 es glicoprotéica, polimérfica, transmembranal y con un peso
molecular de 45 kDa. Es una proteina constituida por 325 aminodcidos con un dominio transmembranal

y un tallo citoplismico corto de 55 amino4cidos. La cadena a forma la porcién extracelular de las



moléculas clase | que contiene tres dominios (a,, o, o3). El més proximal a la membrana es @ el cual
es plegable como otros miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas y tiene una estructura B-
plegada mantenida por una sola unién de disulfuro (Cys25-Cys80). La beta 2-microglobulina {B.m)
codificada en el cromosoma 15 es un polipéptido con un peso molecular de 12 kDa, no posee un
dominio transmembranal, sin embargo se encuentra asociada no covalentemente con el dominio @; y
participa funcionalmente en la unién con moléculas accesorias y con la expresion de las moléculas clase 1

en la membrana celular.

COOH

Fig. 1.5 Estructura de la molécula HLA clase I. Las moléculas clase [ tienen tres dominios
extracelulares, a, y oz que forman el sitio de unién del peptido y el dominio a3 que se encuentra unido a

la B;m no covalentemente 19,

La estructura tridimensional de las moléculas HLA clase I (Fig. 1.6) fue obtenida por cristalografia de
rayos X de las moléculas HLA-A2, A68 y B27 y muestra que los dominios o y o forman un nicho, de

10 x 10 x 20 A integrado por dos aifa hélices paralelas dispuestas sobre una base de 8 bandas plegadas

9



beta antiparalelas, formando el sitio de union para péptidos de 8-1 | amino4cidos que scran presentados
a las células T CD8+. El nicho tiene seis depresiones (pockets) formadas por las cadenas laterales del
MHC que son polimorficas y que actilan como sitios de unién (pockets A-F). El pocket B interacciona
con un motivo (morif) en posicion dos de la cadena principal del péptido mientras que el pocket F
interacciona con un segundo morif en ¢l carbono C terminal. Por lo regular estos pockets corresponden
con las posiciones 2 y 9 (8, 10 y 11) del péptido dependiendo de su tamafio. La unién motif-pocket
también induce cambios conformacionales en el MHC que dependen de la secuencia del péptido, estos

cambios del MHC contribuyen directamente con la particularidad antigénica del sitio de unidn del TCR

27-30

Fig. 1.6 Estructura cristalogrdfica de la molécula HLA clase (HLA-A2). En la figura A se representa
la cadena « en color azul con sus tres dominios extracelulares oy, o2 ¥ a3, este Gltimo unido a la cadena
pm de color rojo en ¢l diagrama backbone. La figura B es un diagrama de ribbons de una
representacion del sitio de unién del péptido formado por los dominios oy, az ¥ la plataforma B plegada

con sus 8 bandas en el cual se observa el péptide 27,
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1.2.2 Moléculas HLA clase I]
Las moléculas HLA clase I son heterodimeros transmembranales {Fig 1.7) constituidos por una cadena
pesada o de 35 kDa y una cadena ligera B de 28 kDa, ambas con dos dominios extracelulares (dominios

% Y 0y, y dominios f; y Bz, respectivamente), una regién transmembranal ¥ una regidn citoplasmica.

Fig. 1.7 Estructura de la molécula HLA clase I1. Todas las moléculas clase II estin constituidas por dos
cadenas, o y B, ambas con dos dominios extracelulares. Los dominios a; y fi forman el “nicho”™ del

péptido 19.

La estructura tridimensional de HLA-DR1 (Fig. 1.8) confirma que los dominios «, ¥ B forman un nicho
similar al encontrado en las moléculas de clase | aunque con una conformacién mas flexible ¥ abierta en
ambos extremos lo que le permite aceptar péptidos entre 12 y 22 amino4cidos no anclados en sus
extremos. El nicho esta constituido lateralmente por dos alfa hélices antiparalelas y una base de 8
bandas plegadas B. Aproximadamente en la tercera posicion del péptido se lleva a cabo la unién con el

pocket, los otros son inferidos por la localizacién de los residuos polimorfos y la forma de la densidad
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electrénica. La mayorfa de los polimorfismos de las moléculas clase 11 se encuentran en la secuencia de
las hélices & del dominio By, sin embargo, en las moléculas HLA-DP y -D() también se encuentran
polimorfismos asoctados a la cadena a, 31-33_ El polimorfismo es identificado en ¢l segundo exdn, el
cual codifica el primer dominio extracelular, por lo tanto este polimorfismo influye en la conformacién

exacta del sitio de uni6n del péptido.

Fig. 1.8 Estructura cristalogrifica de la molécula HLA clase Il (HLA-DR*0101} en diagrama ribbons.
£n la fig. A las cadenas @ y B se encucntran representadas en color amarillo-oro, al igual que la
plataforma B plegada. Los dominios o y P1 en color rosay el péptido en el “nicho” en color blanco. La
fig. B muestra el sitio de unién del péptido en las moléculas clase 11, la cadena o en color blanco y la
cadena P en color azul. En la cadena B se representan los sitios polimdrficos vy sus posiciones en
colores; amarillo 8, anaranjado 7, rojo 6, rosado 5, morado 4, azul 3, y verde claro 2. Generado en

SYBYL (Tripos Associates Inc ) usando las coordenadas de Stern et al. 33,

1.3 Localizacién

Los antigenos HLA clase I se expresan en la membrana ciloplasmica de la mayoria de las células

nucleadas del individuo, con excepcién de neuronas, espermatocitos, ovocitos, vellosidades
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trofoblasticas, células del epitelio corneal, ¢élulas exocrinas del pancreas y trofoblastos de la placenta

34

Las moléculas de clase 11 solo se expresan en linfocitos B, macrofagos, células dendriticas, células de
Kupffer y células endoteliales 35, aunque su expresion puede ser inducida por interferon gama (IFNy) o

citocinas aun en células que normalmente no las expresan, como en linfocitos T activados, células del

endotelio y epitelio del rifion 36,

1.4 Funcién

La funcién principal del sistema HLA es Ia regulacion de la respuesta inmune y la discriminacién entre lo
propio y lo extrafio llevada a cabo por linfocitos T (seleccion negativa y positiva), esta funcién se asocia
con la propiedad de las moléculas MHC de facilitar el desplazamiento de fragmentos peptidicos
derivados de antigenos proteicos a la supetficie celular en un arreglo tal que permite su reconocimiento
por los efectores de la respuesta inmune 37, El concepto de restriccion mediada por MHC deriva de la
observacion de las células T que tienen especificidad para cl antigeno y para las moléculas MHC. La

interaccion entre el HLA y el péptido juega un papel fundamental en el reconocimicnto antigénico por

células T especificas 38,

1.4.1 Presentacién y procesamiento del antigeno
1.4.1.1 Moléculas HLA clase I

Las molkéculas HLA clase I presentan, por lo regular, péptidos derivados de la degradacién de proteinas

endégenas virales, bacterianas o propias (Fig. 1.9) 39, 40, 14 degradacién de las proteinas
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intracelulares es iniciada por proteolisis de proteinas ubiquitinadas, en los proteosomas multicataliticos
citosélicos, las cuales son degradadas en fragmentos peptidicos de 4 a 9 aminoicidos 41, Las dos

subunjdades de los proteosomas, LMP2 y LMP7, codificadas dentro de la regién del MHC 42,43 no
son esenciales para el procesamiento del antigeno pero su presencia puede modificar la especificidad del

procesarento proteolitico y puede ayudar a producir antigenos mds compatibles con la union a

moléculas HLA 44, Subsecuentemente los péptidos producidos en el citosol son transportados al
reticulo endopldsmico, donde se ensamblan a las moléculas clase I. No se ha aclarado como estos
péptidos formados son transportados hacia la membrana exterior del reticulo endoplismico, ni si los
proteosomas son arreglados directamente sobre ta membrana, pero el transporte de los péptidos a través
de la membrana esta bien definido e involucra un transportador de péptidos, donde los componentes

TAP1 y TAP2 forman un canal que permite la importacién del péptido dentro del reticulo endoplasmico

en un proceso dependicntc de ATP 45

Dentro del reticulo endoplismico se ensamblan las cadenas o y B.m de los antigenos clase I en
asociacidén con el chaperon cainexina y BiP. Este ensamble parcial de la molécula HLA no puede
adoptar una conformacioén estable hasta la unidén del péptido de 8-10 aminoacidos al nicho de enlace
peptidico. En la ausencia del péptido, por ejemplo en mutantes negativas de TAP, la molécula HLA
vacia es retenida en el reticulo endoplismico, aunque una peguefia cantidad puede ser enviada a la
superficie celular. La molécula de clase 1 con el péptido cargado pasa entonces del reticulo
endopliasmico al complejo de Golgi y es transferido a la superficie celular donde interacciona con un

TCR. Los linfocitos T citotdxicos expresan el correceptor CD8+ v reconocen los antigenos presentados

en asociacion con moléculas de clase 1 44, 46, 47,
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Fig. 1.9 Procesamiento y presentacién del antigeno. (A) Moléculas clase I: Las proteinas intracelulares
degradadas a péptidos en los proteosomas entran al reticulo endoplasmico a traves de TAP 1y 2. Los
péptidos ensamblados a las moléculas de clase | son transportados a la superficie celular. (B) Moléculas
clase II: Estas moléculas se asocian con la cadena invariante pasando por la red golgi donde interactian
con péptidos exégenos derivados del endosoma. Finalmente ¢l complejo MHC-péptido es transportado

a la superficie celular.
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1.4.1.2 Moléculas HLA clase 11
La via para la asociacion de las moléculas de clase 1 con el péptido es menos conocida sin embargo. las
proteinas son degradadas en la via endocitica (Fig. 1.9), la cual internaliza moléculas de la superficic
celular que provienen de |z pinocitocis, fagocitosis 0 a través de vesiculas cubiertas de clatrina,
Posteriormente el proceso continia a cndosomas tempranos, endosomas tardios y lisosomas.
produciéndose fragmentos peptidicos de longitud variable 48,49 En el reticulo endoplasmico se realiza
el ensamble de las cadenas o y B de las moléculas de clase II. Tres heterodimeros, de cadenas &y §3, son
asociados en ¢ reticulo endoplismico con un trimero de la cadena invariable, Ii, ¢l cual es codificado en
¢l humano en el cromosoma 5, dando lugar a un nonamero 50-52_ Las cadenas invariables actian como
chaperonas para asistir ¢l ensamble correcto de las cadenas o y § blogqueando el sitio de unién del
péptido. Elcomplejo nonamérico se mueve a través de la red posGolgi hacia los endosomas tempranos.
La degradacion parcial de la cadena invariable por las hidrolasas endosomales permiie que el complejo
entre a los endosomas tardios o a compartimentos parecidos a los lisosomas 53, El fragmento de la
cadena invariable da lugar a un péptido, CLIP, asociado a las moléculas de clase IT en el compartimiento
clase II (MIIC). CLIP mantiene una conformacion inestable. La molécula HLA-DM remueve al CLIP,
permitiendo a exposicion del sitio de unién del péptido de las mokéculas de clase I, lo cual permite la
asociacién de otros péptidos generados en la via endocitica con la molécula de MHC. El complejo
péptido-clase 11 es entonces estable y se dirige a Ja superficie de la membrana celular, la cadena
invariabie permanece atrapada en la via endosomal y es degradada 54 Ellinfocito CD4+, a través de su
receptor, reconoce el complejo MHC-péptido y junto con otras moléculas accesorias inicia su

activacion.
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1.5 Polimorfismo del sistema HLA
En una poblacién algunos genes estan representados por una dnica sccucncia normal de aminodcidos
(genes no polimérficos), aunque existe otro tipo de genes en donde las scecuencias pueden variar con una

frecuencia relativamente alta entre los individuos normales de la poblacion (genes polimérficos). El

sistema de grupo sanguineo ABO fue ¢l primer polimorfismo descrito en humanos 35, sin embargo, su
grado de polimorfismo no tiene comparacion con cl observado en el MHC. un sistema multialélico
codominante que conticne genes extremadamente polimorfos involucrados en el mecanismo de

vigilancia inmunolégica.

Las moléculas de clase I y I1 presentan un notable grado de polimorfismo en la regién que codifica para
el sitio de unién del péptido, el cual esta relacionado a su funcién de procesar y presentar diferentes
antigenos a los linfocitos T, determinando con ello la especificidad en Ia presentacion del antigeno,
independientemente de presentar otros polimorfismos en los sitios de interaccién con el receptor de la

célula T.

El polimorfismo de los genes HLA-A, -B y -C determina el repertorio de las especificidades del receptor

expresados por los linfocitos T CD8 citotéxicos y la respuesta de las célutas NK. Como consecuencia

también modula las interacciones en donde participan estas moléculas 56.

En las moléculas clase 1, la cadena a contiene dos dominios polimérficos, o y oy, los cuales codifican
para el sitio de unién del péptido. En las moléculas de clase II los dominios a1 ¥ B son polimérficos.
Dentro de este sitio el nimero de substituciones nucleotidicas no sinénimas es mayor que el nimero de

substituciones sindnimas, demostrando que el polimorfismo es mantenido al menos por dos
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componentes: uno que ha sido positivamente seleccionado cambiando la especificidad de la moléeula
para la presentacion del antigeno y otro que es independiente de esta funcién 6. La variacion
nucleotidica no sindnima da origen a diferentes aminodcidos que influyen directamente cn la
conformacion del sitio de union del péptido y permiten que diferentes péptidos pucdan unirse y ser

presentados a los linfocitos T.

El polimorfismo del MHC es generado principalmente por la scleccion positiva en relacion con su
funcion de presentar péptidos extrafios a las células T. Dos analisis han revelado este proceso: el
primero muestra una notable concordancia entre los residuos HLA que participan en el contacto directo

entre el péptido y los receptores de la célula T y los residuos que muestran mayor variabilidad en Ia

secuencia 7 58, La segunda evidencia proviene de un andlisis de los tipos de cambio que distinguen
alotipos: variacién nucleotidica que resulta en el cambio de diferentes amino4cidos (no-sindnimoes) o en
cambios que no tiene efecto sobre la secuencia de aminoacidos (sinénimos). Existe un exceso de
variaciones no-sindnimas en la region de unién del péptido de la molécula del HLA 59. Esta diferencia
es estadisticamente significativa, indicando que la seleceiéon ha actuado a favor de las variaciones no-
sindnimas las cuales han originado diferentes linajes HLA, mientras la variacion sindbnima se ha
mantenido sélo a través del desarrollo genético, produciendo un pequefio nimero de sitios variable
sinénimos. E! polimorfismo del loci HLA no esta distribuido al azar a través de la secuencia, y la
mayoria de las variaciones nucleotidicas codifican a una proteina diferente. Una explicacion de tal

evento es que la seleccion para la diversidad funcionat ha jugado un papel importante en Ia evolucion del

sistema HLA. Los patégenos son probablemente factores selectivos moldeando esta diversidad 60, 61,



El mantenimiento del polimorfismo LA podria derivar del polimorfismo “trans-especitico™ que muchos

loci exhiben; esto es. linajes alélicos polimérficos compartidos entre especies relacionadas, incluyendo

humano y chimpancé 62,

1.5.1 Mecanismos de generacién de nuevos alelos

Cada variante comiin de un gen polimérfico presente en la poblacion se llama alelo. En el caso de genes
polimérficos un individuo puede tener para un locus genético el mismo alelo o alelos diferentes. Las
mutaciones, incluyendo substituciones nucleotidicas, deleciones, inserciones y otros mecanismos como

deleciones de mas de un amino4cido y las secuencias palindrémicas pueden dar origen a nuevos alelos.

1.5.1.1 Conversién génica

Una caracteristica del MHC que dio origen a su extenso polimorfismo, es la presencia de residuos y
motifs compartidos entre loci de la misma especie, asi como entre especies distantemente relacionadas,
debido a la evolucion independiente mas que a la existencia de un ancestro comin. La conversion
génica implica la reposicion de una porcién de la secuencia de un gen por la de otro gen sin
recombinacién reciproca, siendo un mecanismo de mutacién genética sin pérdida de funcidén mas eficaz
que la mutacién de punto. En este mecanismo se introduce varios cambios cada vez, y los aminodcidos
necesarios para el mantenimiento de la estructura de la proteina permanecen inalterados si ambos genes

implicados en la conversion codifican, en esas posiciones, amino4cidos idénticos,

En el caso del MHC clase I, no son posibles comparaciones genéticas similares por que fos mamiferos
de diferentes 6rdenes no comparten loci clase | ortdlogos. En cambio ia subregion DR y DQ del MHC

clase I humano son ortélogas a las regiones E y A del rat6n, respectivamente. Sin embargo, existe un
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caso en la participacion de loci clase 1b no-ortéloga de primates y roedores. Las moléculas HLA-E

clase Ib de humanos y de otros primates antiguos (del viejo mundo) demuestran similitud en la region de

unién det péptido a las moléculas del raton clase Ib H2-Qa-1 62,

1.5.1.2 Recombinacion

Mientras que ta mayoria del polimorfismo del MHC parece haber surgido por mutacién de punto, un
mecanismo molecular alternativo que participa en la diversificacién es la recombinacion. La
recombinacién genera nuevos alelos a partir de dos alelos ancestrales sin la introduccion de nuevas

bases. La recombinacion del gene puede ser alélica (intralocus) y no akélica (interlocus), participando un

segmento corlo del DNA 63,

1.5.1.2.1 Recombinacion interalélica (mntralocus)

La recombinacién interalélica (reciproca) se Heva a cabo cuando la secuencia nucleotidica de un alelo se
ensambla en un segmento con una secuencia muy similar a otro alelo, posteriormente se realiza el
intercambio de las secuencias de dichos alelos. El punto donde se realiza el cambio se conoce como
crossing-over. En la mayoria de estas recombinaciones participan segmentos cortos internos, indicando

que ¢l mecanismo es semejante a la doble recombinacién. Un ejemplo de este procedimiento es el alelo

HLA-A*6901 el cual deriva de HLA-A*6801 y HLA-A*0201 64,

1.5.1.2.2 Recombinacién interlocus
Es el mecanismo de recombinacién en donde participa el cambio de secuencias entre diferentes loci. No

es tan frecuente como la recormbinacién interalélica. E! alelo B*4601 es el producto de la conversién

entre B*1501 y CW*0102, B*1512 es la conversion entre B*1501 y A%24 56,
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El cambio genético entre alelos de! mismo locus ha sido un mecanismo mas importante en la generacion
de la diversidad de HLA-A, B y C que el cambio genético entre alelos de diferente loci 65_ pistudios por

Zangenberg 66 demostraron que la conversion de genes ocurre en una extremadamente alta frecuencia

en el locus clase 11 DPB.

1.5.1.3 Mutacién de punto.
Los alelos generados por este mecanismo difieren en una sola substitucién nucleotidica, dando origen a

substituciones sindnimas o no sindnimas.

Es poca la probabilidad que las mismas mutaciones ocurran en poblaciones diferentes, aunque la

seleccidn favoreceria ciertas mutaciones.

En base a estudios de secuencia nucleotidica actualmente se ha identificado un extenso polimorfisme en
clase I que incluye 124 alelos HLA-A, 258 HLA-B, 74 HLA-Cw , 5 HLA-E y 14 HLA-G, reconocidos
por el Comité de Nomenclatura WHO. En cuanto a los alelos de clase 1 se han identificado, hasta
diciembre de 1998, 221 alelos HLA-DRBI, 19 HLA-DRB3, 9 HLA-DRB4, 14 HLA-DRBS, 3 HLA-

DRB6 y 2 HLA-DRB7; 19 alelos HLA-DQAI] y 39 HLA-DQBI; 15 alelos HLA-DPA1 y 84 HLA-

DPB1 y 9 HLA-DM (4 DMA, 5 DMB) 67.

Por muchos afios se ha resaltado el papel de los antigenos determinados seroldgicamente para evaluar la
compatibilidad entre donador y receptor en trasplante de 6rganos, ahora resulta imperativo evaluar la
participacidn de las especificidades determinadas molecularmente en la aceptacién o rechazo de

aloinjertos.
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1.6 Nomenclatura del Sistema HLA.
La cstandarizacion de la nomenclatura de los genes HLA y alelos es llevada a cabo por el Comit¢ de
Nomenclatura de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) para los factores del sistema HLA,

constituido en 1984 (5. Marsh, comunicacion personal).

Los primeros antigenos nombrados fueron determinados serologicamente y sc identificaron con el
prefijo HLA seguido del nombre det locus al cual pertenecen y ¢l nimero asignado por ¢l comité de
nomenclatura (i.e. HLA-AI, -B7, -DR3, etc.). Sin embargo, con el advenimiento de la determinacién
molecular del HLA el nivel de identificacion fue aumentando su complejidad, debido al uso de téenicas
moleculares cada vez mas avanzadas. I[nicialmente, los alelos determinados a nivel molecular también se
identificaron con el prefijo HLA seguidos del locus del cual derivan, un asterisco cf cual es un separador
entre el nombre del locus y la designacién del alelo y un nimero de cuatro digitos. Los dos primeros
identifican su relacién con el antigeno determinado serologicamente y los dos siguientes el subtipo
especifico asignado por el comité de nomenclatura (i.e. HLA-A*0101). El continuo descubrimiento de
nuevos alelos secuenciados aumento la dificultad de mantener la relacién entre la secuencia y el perfil
seroldgico del antigeno para asignar el nombre del alelo. Por este motivo, se vio la necesidad de
aumentar un quinto digito el cual fue introducido en 1990. Este niimero toma en cuenta los alelos que

difieren (nicamente en substitucioncs silenciosas (sindnimos), no codificantes dentro de los exones de un

alelo. Otros dos digitos fizeron adicionados en 1995 en el reporte de Nomenclatura 68, La introduccién
de estos digitos ha permitido nombrar alelos los cuales tienen variacion fuera de las regiones expresadas
de la secuencia, asi como polimorfismo dentro de los intrones y las secuencias 5° 0 3’ que flanquean.

Otros caracteres opcionales también fueron introducidos en 1995, como es el caso de la letra “N”. Asi

una “N” siguiendo una secuencia nombrada indica que el alelo no es expresado, llamado alelo nulo 68,
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Una “L” fue introducida en el reporte de 1996, indicando que el alelo secuenciado tiene una mutacién la

- . . . - . . )
cual reduce el nivel de expresion de un alelo, @ un nivel significativamente bajo del normal 69-11 Esde
hacerse notar que en esta clasificacion se incluyen gran cantidad de alelos pertenccientes a genes no

clasicos y pseudogenes sélo identificables por tecnologia molecular.

Alorreconocimiento
Los tejidos u 6rganos trasplantados son rechazados si provienen de un donador que expresa moléculas

MHC diferentes a las del receptor. Los injertos pueden ser rechazados ain cuando las moléculas del

MHC difieran en un solo aminodcido 72. Esta rdpida y muy potente respuesta inmune celular resulta de
la presencia de un gran nimero de células T en cualquicer individuo que son reactivas a moléculas
alogénicas del MHC. Los estudios sobre la respuesta de las células T contra moléculas alogénicas
MHC, usando el cultivo mixto de linfocitos, han demostrado que del 1-10% de las células T en un
individuo responderdn a la estimulacién a células provenientes de cualquier individuo alogénico 73.
Este tipo de la respuesta de las células T es llamado alorreactividad, debido a la presencia del
reconocimiento del polimorfismo alélico en moléculas del MHC alogénicas 74-76.

Antes de que la funcién de las moléculas del MHC en la presentacion del antigeno fuera entendida, era
un misterio ¢l porqué muchas células T reconocian moléculas del MHC no propias. Ahora se conoce
que esta alorreactividad refleja reactividad cruzada de los receptores de la célula T (TCR) normalmente
especificos contra una variedad de péptidos extrafios unidos a moléculas propias del MHC 77-79, Esta
reactividad cruzada resulta, en parte, de los multiples péptidos unidos a moléculas no propias sobre los
tejidos trasplantados, y no a moléculas MHC propias del huésped, complejos a los cuales las célutas T

del huésped no son tolerantes 76, 80, 81 Otras células T alorreactivas responden mediante la unién
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directa del TCR propio a distintas presentaciones de la molécula MHC no propia 75, En el
alorreconocimiento indirecto, el péptido unido a moléculas MHC no propias interactian fuertemente
con e TCR normalmente especifico para una molécula del MHC propia a la cual se unen diferentes
péptidos antigénicos 82, En el alorreconocimiento directo, el reconocimiento es independiente del tipo
del péptido unido. El TCR se une a moléculas MHC no propias generando una fuerte sefiat debido a la
alta concentracioén de moléculas MHC no propias sobre la superficie de la célula presentadora. Ambos
mecanismos contribuyen a la alta frecuencia de las células T que responden a moléculas MHC no

proptas sobre el tejido transplantado, lo cual refleja claramente la funcién del linfocito T en el

reconocimiento de las moléculas MHC en general 83,
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CAPITULO 2

HLA Y ENFERMEDAD

El sistema HLA es el sistema mas complejo v polimdrfico conocido en el hombre. Ademis de su
reconocida importancia en la aceptacidn y rechazo de aloinjertos se ha demostrado que el sistema HLA
Jjuega un papel importante en la susceptibilidad a varias enfermedades, particularmente aquellas con una
base inmunologica o autoinmune. Lilly en 1964 fue el primero en descubrir que el MHC (H-2) del raton
contiene los genes que confieren resistencia al virus de la leucemia murina de Gross (Rgv-1),

posteriormente McDevitt, Sela y Benacerraf demostraron en el ratén y en el cobayo que la respuesta

inmune estaba genéticamente controlada 84,

El primer reporte de asociacitn entre el sistema HLA y una enfermedad en humanos, fue presentado por
Amiel en 1967 durante el tercer International Histocompatibility Workshop (IHW) en Turin. Su
estudio reveld un aumento débil en la frecuencia del antigeno HLA "4C' (ahora HLLA-BS, -B35, -B18)
en pacientes con enfermedad de Hodgkin (51%) al compararse con la frecuencia obtenida en testigos
sanos (27%) 85, Sin embargo, fueron los estudios de Brewerton y Schlosstein en 1973, que revelaron
una fuerte asociacién entre la espondilitis anquilosante y el antigeno HLA-B27 (clase 1), los que
iniciaron una avalancha de estudios de asociacion entre el sistema de HLA vy la susceptibilidad a varios
cientos de enfermedades 84. Desde entonces, diferentes estudios han demostrado que la asociacién del
sistema HLA vy enfermedad es més fuerte con los antigenos de clase 11 (principalmente DR), aunque el

descubrimiento de otros polimorfismos HLA clase 11 (DQ y DP), y de otros genes en esta region
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genética (TAP y EMP} han hecho necesario investigar su posible participacion como Lencs de

susceptibilidad 86. 87.

Las enfermedades asociadas al sistema HLA gencralmente son de ctiologia desconocida, tienen
tendencia a la cronicidad y presentan alteracién de procesos inmunologicos, ademas de que pueden
presentar un agrupamiento familiar y afectar a mas de un caso enire consanguineos.  Dichas
enfermedades se han clasificado en dos formas. La primera clasificacion sc basa en los mecanismos de
patogénesis e incluye: a) enfermedades de etiologia autoinmune (artritis reumatoide, diabetes mellitus
insulino-dependiente, espondilitis anquilosante, etc.), b) enfermedades de etiologia no autoinmune
(deficiencia de la 21-hidroxilasa) y c) enfermedades de eticlogia desconocida (narcolepsia). La segunda
clasificacion se basa en las caracteristicas de los antigenos HLA responsables de la asociacidn e incluye:
a) enfermedades asociadas con antigenos clase | (principalmente las espondiloartropatias asociadas a
HLA-B27), b) enfermedadess asociadas con antigenos clase 11 (principalmente HLA-DR) que incluyen

enfermedades de origen autoinmune como el lupus eritematoso, y ) enfermedades asociadas con

antigenos clase 111 que incluyen las deficiencias de C2, C4 y 21 -OH 88, 89,

2.1 Mecanismos de asociacién

A la fecha se han propuesto varias hipétesis que intentan explicar los mecanismos de asociacidén entre

HLA y enfermedad:
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2.1.1 Mimetismo molecular entre antigenos HI.A y antigenos de los agentes infecciosos

Ebringer en 1979 encontro que la Klebsiella sp. estaba presente en pacientes con espondilitis
anquilosante. Posteriormente, Seager descubrié que los anticuerpos dirigidos contra algunas cepas de
Klebsiella sp. reaccionan sélo con los linfocitos de los pacientes que tuvieran HLA-B27 y espondilitis
anquilosante, demostrando con ello la existencia de determinantes antigénicos comunes entre el HLA-
B27 y algunas cepas de Klebsiella sp. En base a estos resultadas es posible explicar la susceptibilidad

como debida a una reaccién cruzada entre organismos infecciosos y un determinado antigenc del

sistema HLA 89, 90,

2.1.2 Modificacién de 1a estructura de los antigenos HLLA

Una infeccién o un agente quimico pueden afectar la capacidad del individuo de producir una respuesta
inmune. Estos mismos agentes pueden producir alteraciones en las moléculas HLA, detectables por el
sistema inmune, y producir una respuesta autoinmune capaz de generar una enfermedad. Esta hipotesis

propone que el agente que causa la enfermedad altera moléculas que son constituyentes normales del

individuo vy las transforma en blancos de una respuesta autoinmune 90,

2.1.3 Antigenos HLA como receptores
Los antigenos HLA pueden actuar como receptores de agentes infccciosos o de sus productos
antigénicos, en esta forma, la presencia de las meléculas HLA sobre la célula blanco se considera como

un pre-requisito para la penetracion del patégeno a nivel celular y para el desarrollo de la enfermedad.

27



2.1.4 Deficiencias en ta respucsta inmune
Los antigenos del sistema HLA participan cn la regulacion de la respuesta inmune, por lo tanto,

cualquier trastorno que se manifieste como aumento © defecto en la respuesta inmune podria implicar a

los antigenos HLA y explicar su participacion en la predisposicién genética a la enfermedad 34.

2.1.5 Deficiencias de los antigenos HLA clase 111

Las deficiencias de antigenos clase 111, solas o en desequilibrio génico con otro antigeno HLA, pueden
asociarse con la susceptibilidad a algunas enfermedades, por ejemplo: la deficiencia del factor C2 del
complemento se ha encontrado asociada con DR3 en el lupus eritematoso sistémico, y el defecto en el

gen CYP21 de la 21-hidroxilasa se ha asociado con IHLA-B47 en la hiperplasia adrenal congénita 85,

2.1.6 Falla en la seleccion

Existe la posibilidad que las moléculas HLA asociadas con la enfermedad participen en la seleccion de
las células T, con un receptor (FCR) particular, durante la seleccién pesitiva o negativa en el timo. La
seleccién de linfocitos T auto-reactivos o moléculas deficientes en la presentacion de péptidos
antigénicos pueden contribuir en la patogénesis de la enfermedad. Dependiendo de los péptidos

presentados por las moléculas HLA se originara una respuesta inmune protectora o una deficiencia en la

respuesta inmune que pudiera favorecer ¢l desarrollo de una enfermedad 85,

2.2 Enfermedades autoinmunes

La presién selectiva, en los vertebrados y en particular en el hombre, ha favorecido el desarrollo de un

‘sistema inmune capaz de reconocer y eliminar agentes infecciosos y ambientales, con riesgo minimo para
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los tejidos propios y con Ja consccuente seleccidn de los individuos. 1.a autoinmunidad. presencia de
linfocitos T © B autorreactivos. aunque pucde ser una parte normal y necesaria de la red de regulacion

inmune, puede también constituir un deserden multifactorial, favorecido por factores genéticos (HLA ¥

otros) y ambientales, capaz producir una enfermedad autoinmune desfavorable para la sobrevida 90,

2.2.1 Bases genéticas de la enfermedades autoinmunes

La evidencia de factores genéticos involucrados en la etiologia de las enfermedades autoinmunes
incluye: aumento en la prevalencia e incidencia de enfermedades autoinmunes especificas en ciertas
familias y en cicrtos grupos étnicos; mayor frecuencia de enfermedades autoinmunes en gemelos
monocigotos que en dicigotos y mayor frecuencia en dicigotos que en familiares mas lejanos; asociacion
fuerte de enfermedades autoinmunes con genes especificos o sus productos, y modelos animales en los
cuales ocurre transmision autosémica dominante espontinea de las enfermedades autoinmunes. Estos
hechos apoyan al concepto de que las enfermedades autoinmunes son desordenes multifactoriales que

resultan de la interaccién de 4-10 genes y uno o mas factores ambientales.

No se conocen con clariddad los mecanismos por los cuales los factores genéticos de riesgo causan
enfermedades autoinmunes, sin embargo se ha sugerido que los genes de susceptibilidad codifican
productos que procesan y enlazan autoantigenos blanco con alta afinidad; que los productos de genes de
enfermedades autoinmunes son incapaces de eliminar patégenos exdgenos especificos que estimulan una
respuesta inmune crénica, y que los agentes ambientales inducen blancos inmunes en lo propio debido a

estructuras compartidas. No obstante, la genética de Jas enfermedades autoinmunes atin es pobremente

entendida, posiblemente debido a la etiologia multifactorial de las enfermedades autoinmunes 90,
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Otro mecanismo involucrado en ¢l desamollo de las enfermedades autoinmunes es la existencia de
células T y B potencialmente autorreactivas en cl repertorio de los linfocitos T, debido a que ne todas
las cétulas T con TCR a antigenos propios son climinadas durante la seleccion negativa en cl timo, asi
Que olros Mecanismos son necesarios para controlar a las células autorreactivas que han escapado a la
seleccion negativa. Lintre estos mecanismos se puede incluir la induccién de anergia, mediante la cual
las células T ignoran a los antigenos propios. Sin embargo, estas células T pueden ser activadas por
exposicion a un reto antigénico proveniente de infeccion, con la consecuente llegada de un agente
extrinseco a un 6érgano blanco o la liberacién cxcesiva de antigenos propios en ganglios linfiticos
rcgionales. Ademss las células T autorreactivas pueden ser activadas por mimetismo molecular en

donde un determinante inmunogénico de un anligeno exogeno €s estructuralmente similar a un

determinante propio 85,

2.3 Métodos de estudio

Existen dos métodos de estudio principales para investigar la relacién entre HLA 'y enfermedad:

2.3.1 Estudios de poblacién abierta

La mayoria de los estudios de asociacion entre HLA y enfermedad son estudios de poblacion abicria, en
los cuales se comparan las frecuencias antigénicas HLA obtenidas en pacientes y testigos. Ambos
grupos deben de estar imtegrados por individuos perienecientes al mismo grupo étnico, no

consangufncos ¥ del mismo rango de edad, nivel socicecondomico y sexo.
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2.3.2 Estudies familiares

Los estudios familiares investigan la participacién de un gen de susceptibilidad que se hereda dentro de
la familia ligado a un haplotipo HLA. Los estudios familiares aunque son més informativos y permiten
relacionar una enfermedad tanto con genes del sistema HLA como con genes no-HLA. en desequilibrio
de enlace con genes HLA, generalmente son mas dificiles de efectuar y sélo se realizan una vez que s¢

ha encontrado una asociacion por estudios de poblacion abierta.

Resulta esencial en estos estudios establecer con exactitud los criterios de inclusién y exclusion de
pacientes y testigos. La prevalencia de la enfermedad usualmente determina el nimero de pacientes
incluidos en el estudio. Para enfermedades comunes las muestras pueden obtenerse rapidamente, en
enfermedades mas raras resulta necesario incluir pacientes de diferentes regiones. Como regla general al
menos 50 pacientes deben de ser incluidos en un estudio, sin embargo, el nimero puede ser menor para
enfermedades raras, particularmente si presentan una fuerte asociacion con un antigeno HLA y si existe

la posibilidad de efectuar estudios familiares que suelen ser mas informativos.

2.4 Desequilibrio de enlace y asociacién con marcadores genéticos

Dos enfoques principales permiten identificar los genes que distinguen una enfermedad humana. El
primero se basa en el analisis del desequilibrio de enlace (/inkage disequilibrium) cuyo objetivo es
estudiar un conjunto de loci polimérficos sin una razén para considerarlos relacionados a la enfermedad,
pero que pueden exhibir una cosegregacion familiar con los alelos predisponentes a esta.  El
desequilibrio de enlace es una relacion genética bien definida entre dos loci. Se dice que dos loci estan

enlazados, uno el locus marcador y otro el locus de la enfermedad, si ellos se encucntran localizados en

31



¢l mismo cromosoma y lo suficicntemente cercanos para que no segreguen independientemente durante
la formacién de gametos. Un marcador y una enfermedad estan asociados si sus fenotipos aparecen
juntos en la poblacién con una frecuencia mayor a la esperada por el azar, independientemente de que se
encuenten ubicados en el mismo o diferente haplotipo. Por lo general, los estudios de linkage pueden
ser realizados usando métodos paramétricos (i.e lod score) o no paramétricos (método de alelos
compartidos, i.e. Sib-pair method). Los métodos paramétricos requieren que los individuos incluidos
sean clasificados sin ambigiiedad como afectados o no afectados, que se tenga conocimiento de la forma
de herencia de los genes, su frecuencia, la penetrancia de los genotipos relacionados con la enfermedad,
y sobre todo de la clasificacién sin ambigiiedad entre afectados y no afectados, todo Jo cual resulta dificil
de especificar para algunas enfermedades. El método no paramétrico de estudio de pares de hermanos

es un método de andlisis de linkage libre de modelos que tiende a ser més eficaz en los modelos

genéticos 91,92

El segundo es el anilisis de asociacioén cuyo objetivo es investigar la relacién entre un locus marcador y
una caracteristica fenotipica de la poblacién. Los estudios de asociacién incluyen la comparacién de
frecuencias de alelos o genotipos entre casos y controles, analisis de varianza de un fenotipo en relacion
a los genotipos del locus marcador, y anélisis de varianza entre portadores vs no portadores de un alelo
dado. Tres factores pueden dar origen a una asociacién entre un locus marcador y una condicién
fenotipica en la poblacién: 1) el alelo del locus marcador es realmente el alelo causante del efecto
fenotipico, 2) el desequilibrio entre el alelo marcador y el verdadero alelo causal en loci cercanos, y 3)
un artefacto debido a ia mezcla de la poblacién en la cual el cardcter fenotipico se presenta a una

frecuencia mayor en un grupo étnico particular. En ambos enfoques, los loci estudiados marcan los

genes de la enfermedad o su posicion aproximada en el cromosoma 93,
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2.5 Evaluacién estadistica de la asociacion

El método mas simple y mas cficiente para estudiar la asociacion entre una enfermedad y un locus
marcador es el de construir una tabla de 2 x 2. En este se asume la existencia de dos grupos tomados al
azar, uno con enfermedad y el otro un control negativo a dicha enfermedad, cada grupo formado por
individuos clasificados por tener un alelo marcador o no. Sin embargo, la asociacién de una enfermedad
con un marcador genético perteneciente a un sistema altamente polimérfico como el sistema HLA,
requiere del andlisis de un gran nimero de especificidades antigénicas, lo cual puede originar
asociaciones significativas al azar, por este motivo Svejgaard sugiri6 reducir el nimero de inferencias

incorrectas mediante la correccién de Bonferoni que consiste en multiplicar el nivel de significancia (p),

obtenido por X o mediante p exacta de Fisher, por el nimero de antigenos evaluados (pc) 94: 95.

Se recomienda adicionalmente, determinar la fuerza de fa asociacién del marcador con la enfermedad
caleulando el riesgo relativo (RR) y el riesgo relativo combinado de acuerdo a Svejgaard & Ryder 96, y

los valores de la fuerza de asociacion delta (8) de acuerdo a Bengtsson & Thomson 97 y Ia relacién de
momios (OR) para evitar la complicacién cuando una de las entradas en la tabla es igual a cero. Si RR
es mayor de uno corresponde a una asociacion positiva, entre ¢l marcador genético y la enfermedad. Si

RR es menor de uno corresponde a una asociacién negativa. La frecuencia de gene se calcula mediante

la formula p= 1-t-A, donde A denota la frecuencia de antigeno y p la frecuencia de gene 98,
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CAPITULO 3

TRASPLANTE DE MEDULA OSEA

En los altimos 30 arios, el trasplante de 6rganos ha cambiado de ser un procedimiento experimental
hasta transformarse en un elemento importante de la prictica clinica rutinaria. Alrededor de 416000
rifiones, 46300 corazones y 62500 higados fueron injertados hasta fines de 1997 en el mundo 99, 100,
Este cambio es el reflejo del incremento en la sobrevida del injerto, considerado inicialmente de dias a
semanas hasta afios o décadas en la época actual, con el consecuente beneficio para el paciente. El

notable incremento en la sobrevida de los injertos se debe tanto al mejor manejo inmunosupresor del

paciente como al mayor conocimiento de los mecanismos inmunol6gicos asociados con la aceptacion y

rechazo de injertos 101,

El trasplante de médula 6sea (TMO) es ahora aceptado como el tratamiento de eleccion para muchas

enfermedades hematolégicas. El primer TMO con éxito se realizd hace 30 afios en nifios con
inmunodeficiencia congénita 102, 103 desde entonces su uso se ha extendido al tratamiento de
Jeucemias, linfomas y anemias aplasticas 102, 104-106; como terapia de rescate posradiacién y
quimioterapia en enfermedades malignas; y como terapia en desordenes genéticos como

inmunodeficiencia combinada, talasemia y anemia de células falciformes. Su utilizacion terapeitica en
otras enfermedades, como el cAncer mestatasico de mama y ciertas enfermedades autoinmunes 107 egts

siendo explorada recientemente.
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El uso clinico del trasplante de médula ésea ha aumentado en afios recientes. La mayor sobrevida de los
receptores se debe en parte a los avances en el analisis de la histocompatibilidad, y al desarrollo de

métodos mas efectivos para el tratamiento de la enfermedad injerto contra huésped (GvHD) y de las

infecciones virales que plagaron los primeros injertos 108,

3.1 Seleccién del donador

El objetivo primario de la tipificacién es la seleccion del donador y receptor mas compatibles (Tabla
3.1). Desde este punto de vista el mejor donador setia el propio receptor del injerte (trasplante
autélogo) donde la GVHD no ocurre, o un gemelo idéntico {(monocigoto) compatible en antigenos HLA
¥y en antigenos menores de histocompatibilidad (mH) (trasplante singénico), el cual tendria menor riesgo
{15-50%) de rechazar el injerto o de inducir una GvHD, sin embargo esta seleccién pudiera ser una
desventaja en pacientes leucémicos debido al mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad a causa de
infundir una clona tumoral, ¢ independientemente de que sdlo el 30% de los pacientes que requieren un

trasplante tendria un hermano HL.A genotipicamente idéntico.

A pesar de que el TMO entre gemelos monocigotos es més exitoso que el trasplante entre hermanos
HLA genotipicamente idénticos, el riesgo de recurrencia de la enfermedad en el dltimo grupo ha Bevado
a diferentes grupos de trasplante a explorar el uso de miembros familiares con identidad parcial del HLA

y de donadores voluntarios no relacionados fenotipicamente idénticos en antigenos del HLA con el

receptor (todos estos trasplante alogénico) 109 110 El uyso de hermanos HLA fenotipicamente
idénticos, en seis antigenos (HLA-A, -B, -DR), como donadores es més frecuente debido a su posible

incompatibilidad parcial en antigenos mil, lo cual pudiera ser ventajoso al promover un efecto injerto
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contra leucemia (GvL) TH aunque este efecto puede ocurrir en el TMO de donadores HLA
fenotipicamente idénticos no relacionados. Sin embargo, estudios han demostrado que los trasplantes
de donadores no relacionados tienen mayor riesgo de morbilidad y mortalidad que los trasplantes de
donadores relacionados, fundamentalmente al mayor riesgo (65%) de desarroilar GvHD, al aumento en

la susceptibilidad a infecciones, y a la falla del injerto alogénico trasplantado 112,

Tabla 3.1
Donadores potenciales de Médula

Trasplante Donador
Autdlogo Médula del propio paciente

Singénico Gemelo monocigoto

Alogénico Hermano HLA genotipicamente idéntico
Donador HLA fenotipicamente idéntico
- Hermano
- Padres

- Otro miembro de la familia

- Donador voluntario no relacionade

Donador HLA no idéntico

- Miembro de la familia

- Donador voluntario no relacionado
Xenogénico  Donador de diferente especie

El efecto de la identidad HLA en la sobrevida de trasplantes provenientes de donadores no relacionados

ha sido controversial 113; 114, dado que numerosos factores pudieran afectar los resultados, como la

existencia de diferencias en antigenos HLA clases I y II no identificadas a causa de la baja resolucion de
las técnicas de tipificaciéon usadas 115, 116, Debido a limitaciones metodolégicas, la seleccién de
donadores voluntarios ha recaido principalmente en la tipificacién de los loci HLA-A, -B y -DR 117,

118 por lo cual, la influencia de incompatibilidad en otros HLA loci tales como HLA-DQ y -DP, de la
no-identificacién de los antigenos mH en el trasplante y otros factores no HLA no han sido evaluados

suficientemente. M4s aln, aunque anteriormente HLA-Cw no fue considerado importante, algunos
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grupos han observado la participacién de este antigeno recicntemente como otro factor asociado al

rechazo de injertos 118-121  Petersdorf ha observado que las diferencias en antigenos HLA clase |
predisponen la falla del injerto y que las diferencias en clase 1l (DR y DQ) aumentan la incidencia de
GvHD 121, Debido a la poca disposicion de donadores relacionados, el uso de donadores no
relacionados compatibles en seis antigenos es cada vez mds frecuente, sin embargo, su uso requiere del

acceso a bancos de médula dsea a nivel local o internacional.

3.2 Falla del Trasplante de Médula Osea

La falla del TMO se ha definido como la incapacidad para recuperar la funcién de la médula
postrasplante o como la recurrencia de la aplasia medular después de una reconstitucidn hematolégica
inicial, La mayoria de las veces la falla ocurre en los primeros 50 dias, aunque puede ocurrir varios
meses postrasplante. La falla del mjerto proveniente de donadores no idénticos en HLA puede ocurrir
entre 6-28% de los casos dependiendo del grado de incompatibilidad en antigenos HLA 122, Por otra
parie, la historia transfusional del receptor, la infeccién por citomegalovirus del donador, el tipo de
desorden hematolégico o genético, el estado de la enfermedad al tiempo del trasplante, la condicién
pretrasplante del receptor, la profilaxis inmunosupresiva, y en particular si la médula del donador fue
eliminada o no de las células T maduras, han resultado ser de gran importancia clinical 12, Asi, los

factores antes mencionados hacen al injerto mads susceptible al rechazo (10-30%) cuando se usan

donadores HLA idénticos y 40-50% cuando se usan injertos incompatibles 123-125,

Las células T CD3+, CD8+ y CD56- especificas contra antigenos del donador han sido implicadas

directamente en el rechazo del TMO alogénico a través de la perforina, una proteina destructora de
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membrana, estructural y funcionalmente similar al complejo de ataque (C5b-C9) del complemento o por
lisis no-especifica secundaria a la produccion de factores citotdxicos TNFa, IFNa, IFNB, IL1e, ILIp €
1L6, metabolitos de oxigeno, factores activadores de plaquetas y enzimas. Asi, mas del 80% de los

pacientes que reciben TMO de un hermano compatible muestran un amplio espectro de GvHD que varia

desde ausencia totat a una enfermedad severa y fatal 126,

3.3 Enfermedad injerto contra huésped (GvHI)

A pesar de los avances en la identificacion de los antigenos de histocompatibilidad y las drogas
inmunosupresoras, existen dos problemas principales cuando se realiza un trasplante hematopoyético.
Primero, las células progenitoras hematopoyéticas trasplantadas pueden fallar en reconstituir
exitosamente la hematopoyesis del receptor (falla del injerto debido a mecanismos inmunoldgicos u
otres). Segundo, los linfocitos del donador pueden atacar el tejido del receptor desarrollando GvHD.
De estos dos factores, la GvHD contindia siendo ei problema mas frecuente seguido de complicacion
letal posTMO. La GvHD no ocurre exclusivamente después de este tipo de trasplante, dado que puede
manifestarse después del trasplante de érganos sblidos y postransfusion sanguinea. GvHD acontece
como consecuencia del reconocimiento, por parte del donador, de los antigenos del HLA y de los
antigenos menores de histocompatibilidad (mH) del receptor. El mecanismo inverso, en donde las
células del huésped son inmunolégicamente competentes y reconocen a los antigenos del donador da

inicio a las manifestaciones clinicas de la reaccién huésped contra injerto (HvG), lo cuai resulta en

rechazo del injerto 127,
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La GvHD es un proceso patofisiolégico que ocurre cuando linfocitos T genéticamente diferentes sor
transferidos a un receptor inmunolégicamente comprometido incapaz de rechazar el injerto donado, ¢l
cual culmina con una disfuncién y destruccion multiorganica. A pesar de que se ha demostrado que la
remocién ex vivo de células T maduras del donador previo a la infusién in vivo puede disminuir
considerablemente la incidencia de GvHD, su practica puede conducir a resultados adversos tales como
la mayor incidencia de rechazo, recurrencia de la leucemia y retardo en la reconstitucion inmune debido
a la falta de interaccién de las celulas B y T. El reconocimiento de las diferencias HLA clase 1, clase 11y
en antigenos mH del receptor presentadas en el contexto de sus moléculas HLA resulta en la activacion
de los linfocitos T maduros del donador, con la consecuente expansion clonal, expresion de receptores
para la interleucina 2 (1L-2) y la secrecién de citocinas [FNy, TNFe, IL 2,IL 3, IL 4, L 5, IL 6 y IL 9,
y otros factores como el factor de estimulacidn de colonias macréfago-granulocito (GM-CSF) 38, 128,
Las citocinas juegan un papel principal en todas las fases de la GvHD. Sin embargo, existe controversia
en ¢l papel que juegan las citocinas tipo Thl (IL-2 e IFNy) y de tipo Th2 {IL-4, 1L-10). Sc ha
propuesto que las citocinas Thl son criticas para la induccién de GvHD y que las de tipo Th2 son
supresoras, aunque existen datos opuestos en los que se atribuye un pape! protector a las citocinas tipo
Thl (IL-12, IL-2, IFNy). Al parecer las citocinas juegan un papel dual complejo en la GvHD

dependiente del tipo det régimen de acondicionamiento del receptor (irradiacidn corporal total o agentes

quimioterapéuticos) 129, En la reaccién restringida por MHC los linfocitos cooperadores CD4+

interaccionan con antigenos DR via su receptor (TCR), en tanto que los linfocitos T citotoxicos

reconocen moléculas HLA-ABC 38,

La GvHD puede desarrollarse en forma aguda o crénica. La GvHD aguda sc manifiesta dentro de los

primeros dias (20 a 100) o semanas postrasplante y los rangos de incidencia van desde menos del 10%
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hasta el 80% dependiendo del grado de histocompatibilidad, el nimero de células T en e} injerto, Ia

alosensibilizacion del donador, ta edad del paciente, el régimen condicional y el régimen profilactico para

GvHD 129, La enfermedad GvH aguda no solamente resulta en un sindrome inmediato inflamatorio
multiorgdnico que afecta la piel, higado y tracto digestivo, sino que también produce una
inmunodeficiencia de largo término y un aumento de la frecuencia de la GvHD crénica. Por su parte, la
GvHD crénica se ha definido como un sindrome que se presenta alrededor de los tres meses
postrasplante después un intervalo libre de la enfermedad (periodo inactivo), ya sea como una extensidn
de la GvHD aguda (periodo progresivo), o sin ningan antecedente de la GvHD. Cualquier grado de
GvHD aguda aumenta la probabilidad de la GvHD cronica, sobre todo los rangos de incidencia desde el
30% al 60%. En la GvHD los pacientes son altamente susceptibles a infecciones bacterianas, virales,
fungicas e infecciones oportunistas 127,

Dos procedimientos se han empleado para la prevencién de GvHD, uno incluye la deplecion de las
células T y el otro la inmunosupresién profiléctica. Sin embargo, los intentos iniciales para prevenir la
GVHD a través de la deplecion de las células T resultan en un aumento de la falla del injerto y aumento
en la recaida del paciente con leucemia. Algunos investigadores argumentan que la falla del injerto es
causada por la inmunosupresién insuficiente del receptor. El mancjo de la recaida del paciente después

del TMO es dificil, desde el punto de vista que las drogas citotéxicas o el interferén-o no son curativas y

un segundo TMO esta asociado considerablemente con mayor morbilidad y la mortalidad 129,

La incidencia de GvHD puede ser reducida con la identificacién cuidadosa de los antigenos HLA y mH
entre el donador y el receptor, en tanto que sea posible obtener sobrevida del injerto y del paciente libre

de GvHD. Sin embargo, no sicmpre es posible predecir el éxito del TMO en los casos con tipificacion
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idéntica, ya que las reacciones GVHD pueden ocurrir entre individuos genéticamente idénticos (gemelos

monocigotos) o aun después de la infusion de células propenitoras hematopoyéticas autologas.

3.4 Otros trasplantes
Los trasplantes de otros 6rganos (rifién, corazon e higado) se han realizado con mas éxito que el TMO,

siendo el trasplante de rifion el mis comun. E! éxito del trasplante se debe principalmente al uso

frecuente de drogas inmunosupresoras como la ciclosporina A y tacrolaminas 130,

Los estudios de sobrevida muestran tasas cercanas al 100% a 3 afios para trasplante renal de hermanos
HLA idénticos. Las cifras para injertos incompatibles son mas bajas (80%). Esta diferencia (100% vs
80%) puede ser una estimacién del efecto de la compatibilidad en HLA en los primeros injertos renales
131,132 1a probabilidad de encontrar un 6rgano HLA idéntico proveniente de un donador cadavérico
es baja, por tal motivo los trasplantes con donador cadavérico HLA idénticos sdlo se efectuan en un
nimero reducido de casos. Los estudios colaborativos de Opelz en 1991 y Terasaki en 1990 mostraron
un efecto benéfico de la compatibilidad HLLA en la sobrevida de injertos con donador cadavérico. En

una serie de 7,049 injertos, 133 fueron compatibles en 6 antigenos (HLA-A, -B, -DR) mostrando una

frecuencia de sobrevida a un afio de 91%, comparada con 76% para toda la serie 100, 133, 134,

3.5 Antigenos menores de histocompatibilidad (antigenos mH)
El TMO ideal ocurre cuando la médula 6sea del donador y del recepter son genéticamente idénticas.

No obstante, los resultados clinicos del TMO revelan que la seleccidn de donadores idénticos en el
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sistema HLA no evita el desarrollo de GVHD o la recaida de la leucemia en el TMO alogénico. La
participacién de los antigenos mH como las blanco en la GvHD ha sido reconocida, principalmente, por
sus efectos clinicos in vivo en TMO entre parejas de donador-receptor HLA idénticas, y por el

requerimiento de inmunosupresion para evitar el rechazo de 6rganos vascularizados trasplaniados entre

las parejas HLA idénticas 135, 136,

Los primeros experimentos de injertos de piel y tumor realizados in vivo por George Snell y Bailey 137,
138 oy murinos dieron inicio al estudio de los antigenos mH, estableciéndose que estos antigenos eran
codificados por otros genes del locus H-2. La contraparte de los antigenos de trasplante no-MHC,
existente en el humano fue establecida con claridad por los trasplantes clinicos. Los resultados han
revelado la existencia de un gran numero de genes mH autosémicos y en el cromosoma Y, y
tltimamente en el genoma mitocondrial 139y han demostrado que los alelos del sisterna HLA (clase 1 y
11) son factares importantes en determinar una respuesta a estos antigenos de trasplante. El analisis in
vitro de clonas de células T aisladas de ratones y humanos que han desarroliado GvHD o HvG

postrasplante de 6rganos o tejidos MHC (H2, HLA) idénticos estan conduciendo a un mayor

entendimiento de como participan las moléculas propias del sistema HLA 135, 140-142,

3.5.1 Identificacion de los antigenos menores H y sus genes

La identificacién a nivel molecular de los antigenos mH se ha desarrollado ripidamente. Dos estudios
complementarios han sido usados: uno es el estudio bioquimico que permite identificar los péptidos
eluidos de las moléculas HLA, mediante el uso de HPLC, los cuales posteriormente se usan en la
sensibilizacién de células blanco que serén lisadas al ponerse en contacto con los linfocitos T citotoxicos

especificos para dichos péptidos mH. La secuencia de los péptidos de la fraccién positiva se determina
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posteriormente y se compara con las secuencias de diferentes proteinas del banco de datos 13% 143, FI
segundo es el estudio genético, a través de clonacion, con la transfeccién gendmica o fragmentos del
DNACc y la identificacion positiva de los transfectantes usando clonas de células T. El DNA transfectado
se identifica como la secuencia minima que confiriere la expresion, seguido por la prueba de sintesis de

péptidos candidatos. Este segundo método permite directamente la identificacion del gene codificante

del péptido polimorfo 144, 145,

Los antigenos mH son péptidos procesados. Asi cualquier proteina, independienternente, st es celular o
asociada a membrana puede originar péptidos mH, La funcién fisiologica de los genes que codifican los
antigenos mH en la mayoria de los casos es desconocida. Algunos de ellos, como los codificados por el
genoma mitocondrial, son enzimas, otros que incluyen algunos genes HY, parecen ser factores de
transcripeibn y algunos son genes de funcién desconocida. Su funcién como antigenos del trasplante
difiere de su funcién fisiologica, por tal motivo presentan poco polimorfismo. En varios casos parece
que las substituciones de un péptido pueden realizar la diferenciacién entre ellos y es suficiente para la

activacién de las células T. Existe evidencia de que el repertorio de las células T que responden a

péptidos individuales de los antigenos mH es limitado 146, Una consecuencia indirecta de las
variaciones fenotipicas entre individuos de una especie puede ser la generacion de péptidos propios que

actian como aloantigenos (mH).

Los genes murinos mitocondriales, NDI y COI, codifican los ags MTFa ¥y MTFB, los cuales originan
diferentes péptidos que son presentados por moléculas H-2M3. En Ia mayoria de los casos los

aloantigenos surgen de cambios de un solo amino4cido dentro del péptido, origen de la variacién alélica

dentro de la secuencia del péptido 135, 141, 147,

43



Los antigenos H-Y son codificados en el cromosoma Y, y han sido los mas estudiados en el ratén, la
rata y en el humano. Los diferentes péptidos antigénicos aistados provenientes de la proteina SMCY en
el humano son presentados por moléculas HLA-B7 y HLA-A2. El antigeno HA-2, mH, en ¢l humano
ha sido asociado con GvHD en asociacién con HLA-A2.1. Este antigeno es homologo a la cadena
pesada de la proleina de miosina, sin embargo, el gene que codifica este péptido ain no ha sido
identificado. La expresion de los antigenos HA-1 y HA-5 también se encuentra limitada a células

hematopoyéticas como HA-2. En cambio la expresién de HA-3 y HA-4 es mis amplia 135, 141, 147,

148, Como consecuencia, los linfocitos T CD4+ y T CD8+ son capaces de reconocer los antigenos mH

cuando son presentados por las moléculas HLA,
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CAPITULO 4

GENES RELACIONADOS CON LA CADENA I DEL MHC

MIC

4.1 Introduccién

La inexplicable asociacién de HLA-B27 con las espondiloartropatias seronegativas condujo a la
bisqueda de nuevas secuencias codificadas cerca del locus HLA-B, en genotecas del DNAc obtenidas
de diversos tejidos humanos. Recientemente, fue descubierta una nueva familia de genes polimérficos
en la regidn [ del sistema HLA llamada MIC (MHC class { chain-related, genes relacionados con la
cadena del MHC clase 1) conocida también como PERB11 149-151  Estos genes se encucntran en la
mayoria de las especies de mamiferos estudiados a la fecha, por lo que se considera que debio de existir
(durante la evolucion de los genes de clase 1) una diversificacidon temprana que origing a los genes MIC
149 por 1o tanto, los genes MIC son reconocidos actualmente como un segundo linaje del MHC clase |

en mamiferos, los cuales, aunque no se encuentran en ¢l genoma del raton pudiera haber evolucionado a

los antigenos no clasicos (Ib) H-2Q, M y T 149,

4.2 Genes
La familia MIC se encuentra ubicada a lo largo de las dos megabases de la region clase [ del MHC. Esta
nueva familia esta constituida por 5 genes MICA (PERBI 1.1), MICB (PERB11.2), MICC (PERB11.3),

MICD (PERB11.4) y MICE (PERBI1.5) de los cuales MICA y MICB son expresados y MICC, MICD
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y MICE actéan como pseudogencs ya que no sc transcriben a RNAm debido a que presentan
mutaciones de punto o deleciones 149, 152, MICA y MICB se encuentran localizados

centroméricamente a 40 kb y 110 kb del locus B, respectivamente, en tanto que MICC, MICD y MICE

se encuentran ubicados teloméricamente aproximadamente a 800 kb, 1400 kb y 170 kb del locus B (Fig.

4.1).

MICB MICA MICC MICD MICE
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Fig. 4.1 Localizacion de los cinco genes de la familia MIC (MHC class / chain-related) dentro de la
region clase | det MHC. Los genes MICA y MICB son los Gnicos que codifican para una proteina de

funcién desconocida, mientras MICC, MICD y MICE son pseudogenes 149,

La secuencia nucleotidica de MICA esta constituida por 11722 pb los cuales se transcriben en un RNAm
de 1382 pb, los cuales se traducen en un polipéptido de 383 aa y un peso molecular de 43 kDa,
incluyendo el péptido lider que esta constituido por 23 aa. El gene de MICB se encuentra localizado
centroméricamente a 70 kb de MICA y se encuentra constituido por 12930 pb, que se transcriben en un
RNAm de 2376 pb y traducen a un polipéptido de 383 aa de igual peso molecular que MICA., La

diferencia en longitud entre los RNAm de MICA y MICB se debe a la secuencia no transcrita en MICB.

Ambos genes presentan una homologia del 90% 153-156_ La organizacién gendmica de MICA y MICB
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son similares, pero distinta a los genes de clase I, ya que la secuencia lider y el exon 2 estdn separadas
por un largo intrén en los genes MIC, el cual consta de 6840 pb en MICA y 7352 pb en MICB (Fig.

4.2), y el ex6n 6 en MIC estd constituido por 302 pb en MICA y por 1338 pb en MICB, y contiene

fusionadas las secuencias del tallo citoplasmico y la regién 3' sin traduccion, 149, 153-155

Fig. 4.2 Comparacién de la organmizacion genética de MIC y HLA. Las moléculas de MIC poseen la
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misma organizacién genética que las moléculas de HLA clase [, aunque difieren en el tamario del intrén
1 en MIC, aun mayor en MICB, y en la fusién de las regiones citoplismica y 3'UT en el exén 6 de MIC.

4.3 Estructura, funcién y expresién
La estructura de MICA y MICB, es similar a las moléculas de clase I 149, 1o cual fue Tecientemente

confirmado por cristalografia 157, Estas moléculas contienen también tres dominios extracelulares (al,
a2 y a3), un segmento transmembranal (TM) ¥ un tallo citoplismico carboxiloterminal. Sus dominios
extracelulares tienen un 15%. 19% y 32% de homologia con los dominios de las moléculas de clase I
al, a2 y a3, respectivamente 149, 150 gip embargo, se ha observado la expresidn celular de MICA en

células transfectantes deficientes de p2 microgiobulina (DAUDI) y en células deficientes de TAP (5.2.4),
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indicando con ello que no es necesaria la presencia de la B2 microglobulina ni la presencia de péptidos

citosolicos, dado que en su ausencia las moléculas MICA se expresan normalmente en la superficie

celular 158, Esto representa una gran diferencia con las moléculas de HLA clasc I, las cuales no se
pueden expresar en la superficie celular en ausencia de péptidos y de 2 microglobulina. Otra diferencia

de las moiéculas MIC con las moiéculas HLA clase 1 es que carecen de un sitio de unién de CD8 y no
son inducibles por interferones | o II 149, Las células CIR, DAUDI y 5.2.4 transfectadas con MICA o
MICB son reconocidas por linfocitos T V51v8 del epitelio intestinal 159, de la misma forma MICA, y

probablemente MICB, interactian con los linfocitos CD8+ y células NK 158, 160, 161 Recientemente,

fue caracterizado el receptor de MIC, NKG2D, el cual al interactuar con MICA origina seifiales que

Hevan a la activacién de la proteina DAP10 y la cinasa P13 160, 161 (Fig_4.3),

Célula
epitelial

Stress-Cancer

Células

NK

Fig. 4.3 Interaccién entre MICA/B, sobrexpresados bajo estrés o en células cancerosas, y su receptor
NKG2D en la célula NK. La interaccién de ambos activa a la proteina DAP10 con la consecuente
destruccion de la célula dafiada.
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Los antigenos MICA y MICB se expresan sélo en algunos tejidos, observandose principalmente en
células del epitelio intestinal, queratinocitos, monocitos y fibroblastos 158 asi como en lineas celulares

de carcinomas de pulmén, mama, tifion, ovario, prostata y colon 162, Sy expresion no es regulada por

el interferén gama, sin embargo, responden a proteinas de choque térmico, las cuales actian sobre la

region promotora 158,

4.3.1 MIC y las células Tyd
A diferencia de los linfocitos Taf, las células Tyd reconocen péptidos que no requieren procesamiento y

presentacion del antigeno, independiente de la restriccion polimérfica de las moléculas del MHC clase |
y 1l 163 Existen dos subclases de linfocitos Ty5 en el humano adulto, V,2/Vs2 que predomina en la

circulacién y responde a infecciones bacterianas reconociendo antigenos solubles no-peptidicos 164 y

Vsl que constituye el 70-90% de las células Ty8 del epitclio intestinal, cuya funcidn se desconoce y no

se han identificado los antigenos que reconoce 165, Por el contrario, V51 predomina més en timo que

en sangre periférica del neonato y V52 que constituye sélo una pequefia porcién en timo y en sangre
periférica al momento del nacimiento, es la poblacion que predomina en el adulto 166 Las células Tys

constituyen menos del 2% de la sangre periférica en el nacimiento llegando al 10% a los seis afios 166,
Aunque todavia no se conoce con exactitud la funcion de las células Tv3, su regién 3 determinante de la

complementariedad (CDR3) ha sido estudiada y muestra una mayor similitud con las inmunoglobulinas
que con los mismos linfocitos Tap 163 Qtra caracteristica de las células Ty3, es su actividad citolitica

llegando a modificar la respuesta inmune celular originada por agentes patogenos 163, 167, 168 a5

citocinas producidas por los linfocitos Ty5 influyen en la diferenciacién de las células CD4+ en TH1 o

TH2 169, Se ha considerado que las células Ty5 participan en el enlace entre la inmunidad natural y la

49



inmunidad adquirida, sugiriendo que los linfocitos Tyd y MICA/B podrian participar en el proceso de

eliminacion de células dafiadas o infectadas al sobrexpresarse las moléculas MIC bajo estrés 170,

4.4 MIC y primates
Las secuencias de los genes MIC han sido investigadas cn diferentes primates, Popy (orangutan), Gogo

(gorila), Ceae (mono verde Africano), Erpa (mono Patas), Papi (babun), Papa (chimpancé pigmeo) y

Hyla (gibon), encontrandose una homologia entre 86-97% con los gencs MIC humanos 171, 172 Asi,
el gene MICA (PERBI11.1) se encuentra presente en Gogo, y MICD (PERBI11.4) en Erpa y Papi.

Aunque MICD es un seudogen en el humano, existe la posibilidad que algunos pseudogenes pueden ser

genes en otras especies 171.

4.5 Alelos reportados

El nimero de alelos descubierto ha sugerido que la region MIC puede ser altamente polimérfica,
Bahram er al. 149 reportaron los primeros cinco alelos de MICA, posteriormente el mismo grupo

adiciond otros 11 alelos 150, en tat forma que entre 1994 y 1996 se conocieron los primeros 16 alelos
para MICA. Aunque los polimerfismos de MICA se identificaron a partir de un nimero limitado de
muestras, se encontraron 27 variaciones nucledtidicas en la secuencia codificante de MICA, de las

cuales 22 son no-sinénimas. De estas 4/6 nucleotidos se presentan en al, 10/10 en a2 y 8/11 en o3
150, Una sobreposicién de MICA y HLA-A2 reveld que el polimorfismo encontrado en esta molécula

estd localizado fuera del sitio de unién del péptido, presentandose en la periferia del mismo 150, Con
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respecto a MICB en 1997 se reportd la existencia de 7 alelos 173 nimero que fue incrementado

posteriormente a 15 alelos 174, 175,

4.6 MICA y enfermnedades

Los estudios de poblacién abierta y de familias no han explicado la funcién exacta de HLA-B27 en el

desarrollo de las espondiloartropatias seronegativas, motivo por el cual a la fecha su funcién sigue

siendo especulativa. Estudios en gemelos han indicado la existencia de otros factores genéticos 176 1
cual llevé al descubrimiento de los genes MIC, especialmente de MICA debido a su cercania con el
locus HLA-B. A la fecha, se han realizado varios estudios para encontrar otros genes asociados 2 la

espondilitis anquilosante, sin embargo los polimorfismos de MICA no han revelado alguna asociacién

con esta entidad 177-179. Por otra parte, los estudios de asociacién de MICA con uveitis anterior

aguda han mostrade una asociacion con el microsatélite Ad 180, 181,

La enfermedad de Behget se ha asociado principalmente con HLA-B51 182, 183, aunque existe un
reporte con HLA-Cw*1602 184 en cambio el estudio de asociacion con polimorfismos del gene TAP se

ha reportado negativo 185, La enfermedad de Behget es muy variable y aunque existe evidencia de

asociacién con cierios alelos HLA, se ha sugerido la existencia de otros genes cercanos al locus B
asociados mas fuertemente que los anteriores 183, 186-188, [] estudio de la regién cercana al Jocus B
mostré una fuerte asociacion de MICA con el microsatélite A6 de la region TM 189-192. Sin embargo,
esta asociacion no se ha encontrado en la poblacién espafiola 193, Con respecto al microsatélite de

MICB no se encuentra asociado con la enfermedad de Behget 194,
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La artritis psoridsica se ha asociado con A9, posiblemente MICA*002 es el alelo involucrado 195 por

otra parte, la mayor frecuencia de MICA*004 en testigos sanos sugiere que este alelo puede tener un

efecto protector 196, En la enfermedad de Addison se encuentran significativamente aumentado el
microsatélite AS.1 y disminuido el microsatélite A6 de MICA, sin embargo, se considera necesaria la

presencia de AS5.]1 y del haplotipo HLA-DR3/D(Q2 para conferir un mayor riesge genético a esta

enfermedad !97. MICA también se ha asociado con la susceptibilidad a enfermedades claramente
asociadas con antigenos MHC clase 11, como es el caso de la diabetes mellitus dependiente de insulina
asociada a HLA-DQ2 y -DQ8, que demuestra una fuerte asociacion del microsatélite AS con

incremento en el riesgo de estos pacientes. De igual forma A9 se encontré aumentado en pacientes con

diabetes mellitus deficientes de proteina 198, La enfermedad celiaca asociada con HLA-DQ2 y -DQ8

también se encuentra asociada con el alelo AS5.1, mientras que el alelo A4 parece tener un efecto
protector 199 En cambio, no se ha identificado alguna asociacién entre MICA y carcinoma cervical

intraepitelial asociado con el virus del papiloma humano 200,

A partir de su descubrimiento, los genes MIC despertaron gran interés en diferentes areas. Asi, durante
1994 y 1996 se conocia la existencia de 16 alelos en MICA y 11 en MICB; la expresion en monocitos,
queratinocitos, fibroblastos ¥ en células endoteliales del intestino; la expresién estable de las moléculas
en la superficie celular en ausencia de la 3.m y del péptido; la falta del sitio de unién de CD8+; la
respuesta a proteinas de choque térmico y la interaccion con los linfocitos Tyd, C8+ y células NK. Sin
embargo, el estudio del polimorfismo de ambos genes estaba poco desarrollade, ya que anteriormente
solo se habia explorado en un pequefio namero de muestras. Por este motivo el interés de nuestro

trabajo se enfoc6 al estudio de nuevos polimorfismos de MIC, utilizando una nueva técnica molecular
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Hamada RSCA (Reference Strand Conformation Analysis) desarrollada en el Anthony Nolan Research
Institute 201, El anglisis por RSCA es tan sensible como la misma secuenciacion directa (SBT), y
permite detectar mutaciones de punto, con la ventaja de poder estudiar mayor numero de muestras.
Esta técnica utilizada para la tipificacién de HLA, y en otros estudios, es ideal para el estudio del
polimorfistao de ambos genes MIC. Posteriormente, al conocer las nuevas mutaciones de ambos genes
se aplicd la técnica de SSOP para el estudio de MICA/B las sondas disefiadas abarcaron todo el

polimorfismo reportado en su momento.
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

A) Investigar por métodos moleculares (RSCA, SSOP y secuenciacién directa) Ia existencia de nuevos
alelos MICA y MICB, asi como la presencia de nuevas substituciones sinbnimas y no-sindnimas,
B) Evaluar el desequilibrio de enlace entre MICA, MICB y HLA-B que pudiera ayudar a identificar

haplotipos de riesgo o resistencia.

HIPOTESIS

El estudio del polimorfismo genético de MICA y MICB en lineas celulares disponibles en repositorios
(http://www.anthonynolan.com/) 202 revelara la existencia de nuevos alelos MIC, asi como la existencia
de nuevas substituciones sinénimas y no-sinonimas. Adicionalmente, el analisis de los resultados
obtenidos permitira establecer ¢l desequilibrio de enlace entre los genes MIC y otras regiones clase |

(locus B), de uso potencial en estudios de genética basica y clinica.
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METAS

1. Estudiar el polimorfismo de MICA y MICB empleando un nuevo método de andlisis molecular
conformacional (RSCA) de alta resolucion, capaz de detectar mutaciones de punto, desarrollado en
el Anthony Nolan Research Institute (ANRI) 203, 204,

2. Estudiar las variaciones nucleotidicas de MICA y MICB, previamente reportadas por otros grupos
de investigacion, mediante la aplicacién de SSOP con la finalidad de desarrollar una técnica accesible
en cualquier laboratorio.

3. Estudiar el polimorfismo de MICA y MICB en lincas celulares del 12* Intemational

Histocompatibility Workshop (IHW) 202 5i como otras lineas celulares del ANRI.

JUSTIFICACION

En el trasplante de 6rganos es necesario buscar el mayor grado de histocompatibilidad entre receptor y
donador para evitar el rechazo del injerto. En el trasplante de médula 6sea, el desarrollo de una GvHD
potencialmente fatal obliga a la identificacion de identidad en antigenos HLA. Sin embargo, la identidad
en HLA no asegura la compatibilidad en otros genes que codifican moiéculas antigénicas, tales como

mH y MIC, que pueden participar en el desarrollo de la respuesta inmune. Las moléculas MIC se
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expresan principalmente en el tracto gastrointestinal, uno de los blancos principales en la GvHID, ¥ no se
descarta su posible participacion en el desarrollo de esta enfermedad. Por lo tanto, la identificacion
precisa de los polimorfismos MIC pudiera ser de gran utilidad como medida de histocompatibilidad en

los programas de trasplante de médula ésea.
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CAPITULO 6

MATERIAL Y METODOS

6.1 Lineas celulares y la extraccion del DNA (muestras y controles)

Para el estudio de MICA se utilizé un panel integrado por 264 lineas celulares linfoblastoides B, de estas
lincas sélo 130 se utilizaron para MICB. La mayoria de las lineas celulares se obtuvieron del 12*

International Histocompatibility Workshop (IHW) 202 y algunas del Anthony Nolan Research Institute.

Adicionalmente se utilizaron 12 controles de alelos conocidos para MICA y 8 para MICB. La

extraccion del DNA de las muestras y controles se realizd por el método de salting-out 205,

6.2 Fundamento de la técnica RSCA

RSCA es una técnica capaz de estudiar el polimorfismo de cualquier gene, identificando alelos nuevos
que difieren dnicamente por una substitucién nucleotidica. El primer paso en RSCA es la amplificacion
del locus o regién que se desea estudiar usando un iniciador marcado, 5'0 3°, con Cy5’ (carbocianina-5)
en la posicién 5°del iniciador, en tal forma que sélo una de las cadenas del producto de PCR se

encuentra marcada. A este producto se le conoce como FLR (Fluorescent labelled reference) (Fig.

6.1).
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Fig. 6.1 Esquema de RSCA. Al hibridarse una muestra heterocigotica desconocida con el DNA
marcado se formaran varias combinaciones de homoduipiex y hetcrodiplex, pero solo se detectaran las

combinaciones marcadas con Cy5 que fueron generadas del DNA de referencia 201

En forma independiente, se realiza vna amplificacion de la muestra a estudiar usando los mismos
iniciadores pero sin marcar. Posteriormente se lieva a cabo la desnaturalizacion e hibridacion de ambas
muestras, formindose varios diplex, homodiplex y heterodiplex. [.a conformacion molecular de los
diplex es unica, reflejandose en la movilidad electroforética. La movilidad del DNA de doble cadena en
un gel no desnaturalizante, PAGE, depende nicamente de las condiciones electroforéticas, del peso
molecular y de la conformaciéon. Cuando se mantienen constantes las condiciones electroforéticas, la

migracion de los duplex dependera de las diferencias en la conformacién molecular. El peso molecular

58



sera el mismo en todos los alelos, sin embargo, pucden presentarse excepeioncs en caso de existir alelos

con inserciones o deleciones.

6.3 Iniciadores (primers) especificos para MICA y MICB

Antes de disefiar los iniciadores especificos para MICA y MICB se obtuve ia secuencia de todos los
alelos reportados hasta el momento, incluyendo los intrones cuando estos fueron disponibles, a partir de
la base de datos del GenBank (http://www.nebinim.nih.gov/Genbank). Posteriormente se realizé la
alineacién de todos los alelos utilizando el programa de alineacion de EBI (Ewropean Bioinformatics

Institute) (http://www.ebi.ac.uk).

6.3.1 MICA

Los iniciadores que se disefiaron para el estudio del gene MICA por RSCA (Reference Strand mediated
Conformation Analysis) se encuentran incluidos en la Tabla 6.1 A, Unicamente se disefiaron iniciadores
para los exones 2, 3 y 4, cuya longitud fue de 24 nucledtidos. Para el estudio del exdn 5 se utilizaron
los iniciadores MICAS“Ex5 y el MICA3'Ex5 190, también incluidos en la Tabla 6.1 A. En cambio para
el analisis de MICA por SSOP los iniciadores fueron de 25 nucledtidos y 26 nucledtidos, Tabla 6.1 B
150, Estos iniciadores amplificaron los exones 2 al 5 y se usaron también para la secuenciacion de los

alelos nuevos de MICA. La localizacién de los iniciadores se obtuvo en base a la secuencia del DNAc

de MICA reportado por Bahram er al. 153, bajo el nimero de acceso X92841.
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Tabla 6.1 A
Localizacién de los iniciadores usados para ta amplificacién de MICA.

Estudio por RSCA.

Iniciador Orientacion  Localizacion  Localizacion de  Secuenciacion (5°-3)
e ~_los iniciadores o
MICAS'Ex2  Sentido Intrén 1 6826-6849 TCTTGTCCCTTTGCCCGTGTGCAT
MICA3'Ex2  Antisentido  Imtrén 2 7301-7324 CAGGCTGGGGGTGAGGAATGGEEE
MICAS'Ex3  Sentido Intron 2 7378-7401 TGGGGGAGGGCCAGGGAGGCGTAC
MICA3'Ex3  Antisentido  Intrén 3 7866-7889 AAGGCATTTCCTGTTGGCACATCG
MICAS'Ex4  Sentido Intron 3 8227-8250 CAGACTTGCAGGTCAGGGGTCCCG
MICA3Ex4 Antisentido Intron 4 8732-8759 AGTGCTGGTGCTTCAGAGTCATTG
MICASEx5  Sentido Intrén 4 §720-(-9) CCTTTTTTTCAGGGAARGTGC
MICA3'Ex5  Antisentido  Intron 5 £995-9023 TTGGGARGGGAATGGGGGCAGCATC
Tabla 6.1 B

Locealizacién de los iniciadores usados para la amplificacién de MICA.

Estudio por SSOP y secuenciacion.

Iniciador Orientacion Localizacion  Localizacién de  Secuenciacion (5°-3')

o - o los iniciadores .
S5FMICA2-5 Sentido Intrdn 1 6823-6847 COTTCTTGTCCCTTTGCCCGTGTGC
3RMICA2-5 Antisentido Intron 5 8999-9023 CTACGACGGGGGTAAGGGAAGGGTT

6.3.2 MICB

De igual forma, MICB fue estudiado por RSCA amplificando independientemente los exones 2,3, 4y 5,

la mayoria de los iniciadores usados fueron descritos por Ando e . 173 y tnicamente se disefiaron los
iniciadores 3°del exon 2 y 5°del ex6n 3, los cuales se encuentran incluidos en la Tabla 6.2 A. Los
iniciadores (SFMICB2-5 y 3RMICB2-5) usados para el estudio de MICB por SSOP y secuenciacion,
amplificaron un fragmento de PCR que incluyé del exén 2 al exén 5, Tabla 6.2 B 174, Los iniciadores

que se utilizaron en la secuenciacién de los exones 4 y 5 fueron MICB5'Ex4 y MICB3°Ex5, Tabla 6.2
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A. La longitud de los iniciadores varia desde 23 nuclestidos hasta 40 nucleotidos y su localizacién se

determin en base a la secuencia del DNAc de MICB reportado por Bahram et al. 133, bajo el nimero

de acceso U65416.

Tabla 6.2 A
Localizacién de los iniciadores usados para la amplificacién de MICB.
Estudio por RSCA.

Iniciador Ortentacién Localizacion  Localizacion de  Secuenciacion (5'-37)
_ los iniciadores

MICB5'Ex2  Sentido Intrén 1 7089-7113 AAGACCTTCCTTCCARACACTGCCTT
MICB3'Ex2 Antisentido Intrén 2 7776-7799 TGGGGEETGGEGATGAGGAATAGGE
MICB5'Ex3  Sentido Intrén 2 7853-7876 TGGAGGAGGGCCAGGGAGGGGTCG
MICB3'Ex3 Antisentide Intrén 3 8266-8289 ACTGTTCCCGCAATTCTGCTAGAG
MICB5'Ex4  Sentido Intrén 3 B753-8782 AGTGGAGAGGAGCAGCCCTGTTCCCTGC

AT
MICB3'Ex4 Antisentido Intrén 4 9140-9179 CAGGCCAGGGTAGGAACAGGAGGGACGG

CTGTGGCTCTCT
MICBS’Ex5 Sentido Intrén 4 9140-9179 CAGGCCAGGGTAGGAACAGGAGGGACGG

CTGTGGCTCTCT
MICB3'Ex5 Antisentido Intrén 5 9373-9375 GAAAGCTCCTTTCTAGGCAGTAG

Tabla 6.2 B
Localizacién de los iniciadores usades para la amplificacién de MICB.
Estudio por SSOP y secuenciacién.
iniciador Orientacién Localizacién Localizacion de  Secuenciacion (5°-37)
los iniciadores

SFMICB2-5  Sentido Intrén | 7089-7113 AAGACCTTCCTTCCAACACTGCCTT
3RMICB2-5 Antisentide Intron 5 9373-9375 GAAAGCTCCTTTCTAGGCAGTAG
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6.4 Condiciones para la reaccién de la cadena de la polimerasa (PCR)

6.4.1 MICA {(RSCA)

Las moléculas MICA fueron amplificadas del exén 2 al 5. Cada exén fue amplificado individualmente
cuando el estudio se llevd a cabo por RSCA. La reaccién de PCR para los exones 2, 3y 5 se realizd a
una concentracion final de 0.5 pg de DNA, 12.5 pmol de cada primer, 0.2 mM de deoxinucleétidos
(dNTPs), 16 mM (NH.):SO; del buffer PCR, 1 mM de MgCl; y 0.75 unidades de Taq polimerasa
(Bioline, London, U.K.) en un volumen final de 25 ul. El exén 4 fue amplificado de la misma forma,
excepto que la concentracion del MgCly fue de 2 mM. Las condiciones de la reaccién de PCR fueron
realizadas de la misma forma para los exones 2 al 4, iniciandose con una desnaturalizacion a 95 °C
durante 5 min; 33 ciclos de 95 °C/30 seg, 65 °C/50 seg y 72 °C/30 seg; y un ciclo final de 8 mina 72 °C.
Para el ex6n 5 las condiciones incluyeron un ciclo a 95 °C/S min; 33 ciclos de 95 °C/1 min y 60 °C/1 min
¥y un ciclo final de 8 min a 60 °C. Los fragmentos obtenidos de cada reaccién fueron de 499, 512, 533 y

185 pares de base para los exones 2, 3 ,4 y 5, respectivamente.

6.4.2 MICA (SSOP) y secuenciacion

Un fragmento de PCR que incluyé los exones 2-5 {2201 pb) fue amplificado usando un kit comercial
(Expand Long Template, Boehringer Mannheim, Germany) para el estudio de MICA mediante el uso de
la técnica de SSOP y para la secuenciacion de los alelos nuevos. Para ello se inicié con un ciclo de 94
°C/2 min; 10 ciclos de 94 *C/10 seg, 65 °C/30 seg y 68 °C/2 min; 16 ciclos de 94 °C/10 seg, 65 °C/30

seg, 68 °C/2 min 20 seg, incrementando 20 seg por cada ciclo, y una extensi6n finat a 68 °C por 7 min.
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6.4.3 MICB (RSCA)

La reaccion de PCR fue idéntica a la usada en el exén S excepto que Ja concentracion de la Tag
polimerasa (Biofine, London, U.K.) fue de 0.60 unidades. Las condiciones de PCR también fueron las
mencionadas anteriormente para ¢l exon 5 de MICA. Los fragmentos obtenidos estuvieron compuestos

por 300, 320, 427 y 256 pares de base para los exones 2, 3, 4 y 3, respectivamente.

6.4.4 MICB (850P) y secuenciacién

El kit comercial Expand Long Template (Bochringer Mannheim, Germany) fue también usado para la
amplificacién de un fragmento de 4.2 kb de MICB, que incluye los exones 2 a 5, asi como un fragmento
de 510 pares de bases de los exones 4 y 5. Las condiciones de PCR de ambos fragmentos fueron las

mismas que se utilizaron durante Ja amplificacién de MICA para su estudio por SSOP.

6.5 Estudio del polimorfismo de MICA y MICB por RSCA

6.5.1 Produccidn de las referencias (Fluorescent labelled reference {(FLR))

Las referencias (FLRs) fueron generadas a partir de lineas celulares homocigotas en alelos conocidos
MICA y MICB. Para ello, se utilizaron los mismos iniciadores disefiados para la amplificacion de cada
exén y las condiciones de la reaccién para el PCR quc fueron las descritas anteriormente, excepto que
alguno de los iniciadores, ya sea 5 o 3°, se marca con fluorocromo Cy5 (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden) en ia posicion 5'final. De esta forma al realizarse la reaccién de PCR una de las
cadenas del producto generado resulta con marca fluorescente. Antes de utilizar las FLRs cualquier

actividad existente de la Taq polimerasa en el producto de PCR (100 ul) se inactiva adicionando 4 pl
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EDTA 0.5M. Varias FLRs fueron probadas para cada exon con la finalidad de encontrar la combinacion
de diferentes FLRs que diera la mejor resolucion.

6.5.2 Hibridacion de las FLRs con las muestras

Para hibridar las FLRs con las muestras problema, se adiciond un pl del producto de PCR de la FLR a 3
ul del producto de PCR de la muestra, posteriormente la mezcla de reaccion fue desnaturalizada a 95°C/
4 min e hibridada a 55°C durante 5 min y al menos 3 min a 15°C. Inmediatamente después de la
hibridacion, 1 pl del buffer de carga 6X (15% Ficoll y 1.2% de azul dextran) fue adicionado a la mezcla

de reaccion para su posterior evaluacion electroforética.

6.5.3 Gel de poliacrilamida y condiciones eleciroforéticas

Los diplex (homodiiplex y heterodiplex) fueron separados por electroforesis en un secuenciador
automatizado ALFexpress (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Un pl de cada muestra
preparada fue cargada en un gel no desnaturalizante de 0.25X MDE™ (FMC BioProducts, Rockland,
Maine USA). El tamaiio del gel fue 21 cm de largo y 0.5 mm de espesor. La electroforesis se llevo a
cabo a 30W a una temperatura de 40°C, mantenida con un sistema de enfriamiento externo (Grant
LTD). Los geles fueron corridos en buffer TBE 1X y reutilizados hasta cinco veces con buffer nuevo.

Cada corrida fue de 6 horas, variando de acuerdo al tamafio del fragmento de PCR.

6.5.4 Cédigo de RSCA de los alelos de MICA

La diferencia entre algunos alelos MICA puede representar el cambio de un sélo nucleétido en un exén,
por este motivo, varios alelos pueden presentar la misma secuencia en varios exones y diferir en un solo
ex611, por ejemplo MICA*004 y MICA*006 tienen la misma secuencia en el exén 2. Por esta razon, y

debido a que los exones de MICA fueron estudiados individualmente por RSCA, fue necesario disefiar
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un cédigo que asignara la secuencia unica del exén, i.c. en el exdn 2 existen reportes de seis secuencias
diferentes 149 150, |35 cuales fucron llamadas 2A, 2B, 2C, 2D, 2E y 2F. El nimero 2 proviene del
exon y la letra indica la secuencia. La nomenclatura del exon $, reportada por Mizuki y colaboradores
190, esta relacionada al nimero de alaninas (A) codificadas por el triplete (GCT). Asi cada alelo

presenta un codigo tinico que es la combinacion de los cuatro exones, i.e MICA*004 esta representado

por la combinacién de los exones 2E-3H-4F-5A6 (Tabla 6.3).

Tabla 6.3
Cédigo asignado a cada alelo de MICA

Alelo exon 2 exon 3 exon 4 exon 5
MICA*001 2A 3A 4A 5A4
MICA*002 2B 3C 4A 5A9
MICA*003 2D 3H 4E 5A6
MICA*004 2E 3H 4F 5A6
MICA*(005 2E 3K 4G 5A4
MICA*006 2E 3J 4F 5A6
MICA*007 2C 3C 4B 5A4
MICA*008 2E . 3G 4H 5A5.1
MICA*009 2E 31 4F 5A6
MICA*010 2F 3L 4H 5AS
MICA*(11 2B 3E 4C S5A6vt
MICA*(12 2A 3B 4A 5A4
MICA*013 2B 3G 4D ?
MICA*014 2B 3F 4A ?
MICA*015 2B D 4A SA9
MICA*016 2E 3L 41 SAS

¥ Posicién reportada por Vitiani et al. 200 y nomenclatura asignada por nosotros.
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6.5.5 Preparacion de los coniroles internos de DNA (ladders)

Con la finatidad de controlar las variaciones entre todos los geles se disefiaron conjuntos de dos a cuatro
controles de DNA (ladders) para cada FLR y exon. Cada conjunto estuve formado de uno a tres alelos
conocidos de MICA o MICB segin el caso. Las lodders fueron preparadas por hibridacion
independiente de los controles de MICA y MICB con la correspondiente FLR como se describio
anteriormente. Posteriormente los heteroduplex formados fueron mezclados a volimenes iguales, en tal

forma que cada conjunto de ladders contenia todos los alelos disponibles de MICA y MICB.

6.5.6 Andlisis de los resultados

La movilidad de cada diplex fluorescente fue analizada usando el programa de Allele Links (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). La correccion del gel y el anilisis de los datos se realizd
asignando al pico del iniciador fluorescente el valor de uno y al homodiplex el valor de 1000, logrando
alinear de esta forma todos los homoduiplex 201, Asi los alelos de MICA y MICB fueron asignados al

compararse los valores de sus movilidades con los controles internos ({adders).

6.6 Clonacién y secuenciacién (SBT) de los nuevos alelos de MICA y MICB

La secuenciacion de la muestra, de los exones 2 al 5, se realizé cuando el resultado provenia de una
nueva movilidad o discrepancia con las otras referencias del mismo exdn. En caso de ser una linea
celular homocigota se llevo a cabo directamente la secuenciacién en un secuenciador automatizado (377
ABI Prism™, Foster City, USA). Cuando la muestra fue una linea celular heterocigota se realizd la

clonaci6n antes de la secuenciacion. En el caso de MICA se utilizé el kit comercial de Invitrogen, TA
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Cloning, (Groningen, The Netherlands) que comprende el vector pCR¥2.1. Para MICB el vector fue el

mismo pero de diferente kit comercial, TOPO TA Cloning de [nvitrogen.

6.7 Estudio del polimorfismo de MICA y MICB por SSOP
6.7.1 Sondas de oligonucledtidos

6.7.1.1 MICA

Un conjunto de 30 sondas fue usado para estudiar la mayoria de las posicioncs polimorficas reportadas

hasta el momento para los exones 2, 3 y 4 de MICA 149, 150 Un ejemplo de identificacion del exdn 2
es dado en la Fig.6.2. El exon 5, debido a la presencia del microsatélite, se siguié estudiando por

RSCA. La posicioén de las sondas y su secuencia se encuentra reportada en la Tabla 6.4,

1 10 20 30 40 50
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Fig. 6.2 Deteccion del polimorfismo de MICA por SSOP. Las sondas MICA-ANPOO y -~ANPOI
ubicadas en la posicion 7-24 del exon 2, y MICA-ANPO2 y —ANP03 en la posicién 30-47 del mismo
exdn son un ejemplo de las sondas disefiadas para el estudio de las variaciones nucleotidicas de MICA.
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Sondas usadas para la determinacién de los alelos MICA. Secuencia y ubicacion.

Tabla 6.4

_Sonda%

MICA-ANPOO

MICA-ANPQ|
MICA-ANPO2
MICA-ANPO3
MICA-ANPO4
MICA-ANPO5
MICA-ANPG6
MICA-ANPO7
MICA-ANPOS
MICA-ANPO9
MICA-ANP1O
MICA-ANPi]
MICA-ANPi2
MICA-ANPI3
MICA-ANP14
MICA-ANP15
MICA-ANP16
MICA-ANP17
MICA-ANP18
MICA-ANP19
MICA-ANP20
MICA-ANP21
MICA-ANP22
MICA-ANP23
MICA-ANP24
MICA-ANP25
MICA-ANP26
MICA-ANP27
MICA-ANP28
MICA-ANP29

__llbicacidn#

Exon 2 (7-24)
Exon 2 (7-24)
Exdn 2 (30-47)
Exdn 2 (30-47)
Exdn 2 (60-77)
Exén 2 (60-77)
Exdn 2 (60-77)
Exodn 2 (97-114)
Exdn 2 (97-114)
Exén 3 (331-348)
Exdn 3 (365-382)
Exoén 3 (365-382)
Exdn 3 (355-372)
Exdn 3 (355-372)
Exdn 3 (442-459)
Exdn 3 (458-475)
Exon 3 (511-528)
Exdn 3 (517-534)
Exén 3 (508- 525)
Exon 3 (511-528)

Exén 3 (534) Imron 3

Exé6n 4 (563-580)
Exoén 4 (584-601)
Exo6n 4 (607-624)
Exén 4 (607-624)
Exoén 4 (629-646)
Exén 4 (652-669)
Exon 4 (742-759)
Exdn 4 (793-810)
Exén 4 (802-819)

Secuencia__

ACAGTCTTCCTTATAACC

ACAGTCTTCGTTATAACC
GTGCTGTCCTGGGATGGA
GTGCTGTCCGGGGATGGA
GGGTTTCTCACTGAGGTA
GGGTTTCTCGCTGAGGTA
GGGTTTCTTGCTGAGGTA
TCCTGCGCTGTGACAGGC
TCCTGCGCTATGACAGGC
TACTACGATAGGGAGCTC
TGGAGACTAAGGAATGGA
TGGAGACTGAGGAATGGA
TCCCAAAACGTGGAGACT
TCCCAARACCTGGAGACT
GAARGATGCCGTGAAGACC
CCAAGACACTCTATCACG
TATCTAGAATCCGGCGTA
GAATCCAGCATAGTCCTG
CGATATCTARAATCCGGC
TATCTAGAATCCAGCGTA
GAGGAGAAGAGGTACGGA
CACCCGCAGTGAGGCCTC
GGGCAACATTACCGTGAC
AGGGCTTCTGGCTTCTAT
AGGGCTTCCAGCTTCTAT
GGAATATCATACTGACCT
CAGGATGGGCTATCTTTG
GGATTTGCCGAGGAGAGG
GGGAATCACGGCACTCAC
AGCACTCACGCTGTGCCC

* E! nimero de identificacion de la sonda contiene el nombre del locus, MICA, y un cédigo

institucional, ANPOO — ANP29.

# La ubicacién de la sonda es en base a la secuencia del DNAc de MICA reportado por Bahram er al.
153, bajo el namero de acceso X92841,

6.7.1.2 MICB

Un conjunto de 42 sondas fue incluido para el estudio de MICB, abarcando todas las variaciones

nucleotidicas (intrénicas y exdnicas) reportadas en su momento.

sondas.

En la Tabla 6.5 se presentan estas
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Soadas usadas para la determinacién de los alelos MICB. Secuencia y ubicacion.

Tabla 6.5

_Sondas ___ Ubicacion# Secuencia
MICB-ANPOI Exon 2, 38-55  CCAGGATGGATCTGTGCA
MICB-ANPO2 Exén 2, 38-55 CCAGGATGARATCTGTGCA
MICB-ANPO3 Exdn 2, 125-142 GGCAAAGCCCCAGGGACA
MICB-ANP(4 Exén 2, 125-142 GGCARAGCACCAGGGACA
MICB-ANPOS Exén 2, 160-177 TGGGAGCTARGACCTGGE
MICB-ANPO6 Exén 2, 160-177 TGGGAGCTGAGACCTGGG
MICB-ANPG7 Exdn 2, 145-162 GGGCAGARGATGTCCTGG
MICB-ANPOS Exon 2, 145-162 GGGCAGARAATGTCCTGG
MICB-ANPO9 Exdn 2, 236-253 TATCAAGGACCRAGAAAGG
MICB-ANP10 Exdn 2, 236-253 TATCAAGGGCCAGAAAGG
MICB-ANPI1t Exén 3, 30-47 TGTGAGATCCATGARGAC
MICB-ANP12 Exoén 3, 30-47 TGTGAGATGCATGARAGRC
MICB-ANP13 Exén 3, 72-89 TTCTACTACGATGGGGAG
MICB-ANPI14 Exén 3, 72-89 TTCTACTACAATGGGGAG
MICB-ANPI135 Exdn 3, 244-261 AACTACAGCGATATCTGA
MICB-ANPI6 Exén 3,244-261] BACTACAGTGATATCTGA
MICB-ANP17 Exén 4, 14-31 GTGAATGTCACCTGCAGC
MICB-ANPIS Exén 4, 14-31 GTGAATGTCATCTGCAGE
MICB-ANP|9 Exén 4, 22-39 CTGCAGCGAGGTCTCAGA
MICB-ANP20 Exo6n 4, 22-39 CTGCAGCAAGGTCTCAGA
MICB-ANP21{ Exdn 4, 78-95 TATCCCCGGAATATCACA
MICB-ANP22 Exén 4, 78-95 TATCCCCGARRTATCACA
MICB-ANP23 Exén 4, 177-194 TACCAGACCTGGGTGGCC
MICB-ANP24 Exén 4, 177-194 TACCAGACGTGGGTGGCC
MICB-ANP25 Exén 4, 215-232 GGAGCAGAGGTTCRACCTG
MICB-ANP26 Exon 4, 215-232 GGAGCAGAAGTTCACCTG
MICB-ANP27 Exén 4, 248-265 CGGGAATCACGGCACTCA
MICB-ANP28 Exén 4, 248-265 CGGGAATCATGGCACTCA
MICB-ANP29 Exén 5, -2-16 AGGGAAGGCGCTGGTGCT
MICB-ANP30 Exén 5, -2-16 AGGGRAGGTGCTGGTGCT
MICB-ANP31 Intrén 2, 73-90 TCTCTTCCCGCTGGATCT
MICB-ANP32 Intrén 2, 73-90 TCTCTTCCCACTGGATCT
MICB-ANP33 Intrén 2, 89-106 CTGGCTGGGGGTGGGGAT
MICB-ANP34 Intrén 2, 89-106 CTGGCTGGGAGTGGGGAT
MICB-ANP35 Intrén 2, 177-194 AGGGGTCGCCGCTGGELT
MICB-ANP36 Intrén 2, 177-194 AGGGGTCGCTGCTGGGCT
MICB-ANP37 Intrén 4, 3-20 GAGCCTGGGGTGACCCTG
MICB-ANP38 Intrén 4, 3-20 CTGGGGETGATGGGGTGAC
MICB-ANP39 Intrén 4, 41-58 GGAACAGCAGGGACGGCT
MICB-ANP40 Intrén 4, 41-58 GGAACAGCAAGGACGGCT
MICB-ANP41 Intrén 4, -4-14 TCTGGTGAGCCTGGGGTG
MICB-ANP42 Intron 4, -4-414 TCTGGTGAACCTGGGGTG

* El nimero de identificacién de la sonda contienc el nombre del locus, MICB, y un cédigo
institucional, ANPO1 - ANP42,
# La ubicacién de la sonda es en base a la secuencia del DNAc de MICB reportado por Bahram y Spies

154 bajo el nimero de acceso X91625.
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6.7.2 Marcaje de las sondas
Las sondas fueron marcadas con digoxigenina, 3° DIG, siguiendo las instrucciones del kit comercial

Boehringer Mannheim, Germany.

6.7.3 Método SSOP

6.7.3.1 MICA

Dos ul del producto de MICA desnaturalizado obtenido por PCR fue depositade en una membrana de
nylon cargada positivamente (Boehringer Mannheim, Germany), posteriormente el DNA se fijo por
exposicion a la luz UV. Cada membrana fue incubada 30 min a temperatura ambiente en 15 ml de
solucién de bloqueo {4x SSPE, 0.1% Sodium lauroylsarcosite y 1% del reactivo de bloqueo) y 90 min a
58°C en 5 ml de solucién de hibridacién (3M tetramethylamonium, 50mM de Tris-HCI pH 8.0 y 2mM
de EDTA pH 8.0) conteniendo 2 pmol/ml de la sonda de MICA marcada. Enseguida las membranas
fucron lavadas dos veces en una solucion de 2x SSPE y 0.1% SDS por 10 min a temperatura ambiente,
¥ dos lavados mds en solucién de hibridacion a 58°C duranie 10 min. Las sondas MICA-ANP(9, -
ANP12, -ANP16 y -ANP29 recibieron un lavado extra de 10 min a 60°C y las sondas MICA-ANP15 y —
ANP27 un lavado extra a 62°C / 10 min. Finalmente los puntos de reaccién (dots) fueron desarrollados
con anti-DIG (Fab) y CSPD (Boehringer Mannheim, Germany), y visualizados en pelicula de rayos X

Kodak.

6.7.3.2 MICB
La metodologia para MICB fue idéntica a la de MICA cambiando tnicamente la temperatura de
hibridacién y los tavados en solucién de hibridacion. Las temperaturas de hibridacién de las sondas de

MICB fueron 45°C (MICB-ANP13-16, 21-22, 31-33, 35, 37, 39, 42) o 58°C (MICB-ANP1-12, 17-20,
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23-30, 34, 36, 38. 40-41) durante 90 min. Después dc los dos lavados a temperatura ambiente en
solucion 2x SSPE y 0.1% SDS por 13 min, se efecturaron tres lavados en solucién de hibridacion a
50°C para MICB-ANP14, -ANP15, -ANP16, -ANP37, -ANP42; a 52°C para MICB-ANP13; a 56°C
para MICB-ANP22, -ANP32; a 58°C para MICB-ANP2, -ANP5, -ANP9, -ANP17, -ANP19-21, -
ANP23-26, -ANP31, -ANP33, -ANP35, -ANP38, -ANP41; a 60°C para MICB-ANP6-8, -ANP11, -
ANP28, -ANP29; y a 62°C para MICB-ANP1, -ANP3, -ANP4, -ANP10, -ANP12, -ANP18, -ANP27, -

ANP30, -ANP34, -ANP36, -ANP39, -ANP40.
6.7.4 Andlisis de los resultados de MICA y MICB por SSOP

Los resultades fueron analizados usando un scanner y el programa Typetoo! (LabScan Systems Inc.,

Scardsdale, N. Y.) para la asignacion de los alelos.

71



CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Estudio de MICA por RSCA

7.1.1 Secuencia idéntica en el ex6n con diferente movilidad en los controles (DNAs)

Durante la estandarizacién de las condiciones para el andlisis del exén 2 de MICA por RSCA, con la
finalidad de encontrar las referencias (FLR) optimas, se probaron todos los DNAs de alelos conocidos,
los cuales incluyeron las diferentes secuencias de este exén. Cuando se llevé a cabo la hibridacién de los
alelos de MICA *004, *006, *008 y *009 con la FLR MICA*001 (linea celular EJ32B, codigo 2A), se
dividieron en dos grupos de diferente movilidad electroforética a pesar de que todos los alelos poseen Ia
misma secuencia en su exén 2,. El primer grupo estuvo formado por MICA*006 y MICA*009 y el
segundo por MICA*(004 y MICA*008. Dado que los productos amplificados abarcaron secuencias
mtrénicas (intrén 1 ¢ intrén 2) adyacentes al exon 2, la diferencia en movilidad entre los dos grupos
pudiera deberse a variaciones en los intrones, hecho que fue posteriormente comprobado mediante SBT
(sequencing based typing). Los alelos de MICA*004 (linea celular PF97387), MICA*006 (linea celular
KASH16) y MICA*008 (linea celular MGAR) fueron secuenciados con esta finalidad. MICA*004 y
MICA*006 presentaron dos variaciones nucleotidicas (Cesss ~» T ¥ Gesar —> A) y una variacion (Cegss —

T) en el intrén 1, respectivamente, cuando se compararon con MICA*008 que fire idéntica a la

secuencia reportada anteriormente por Bahram er af. 153 Siguiendo con el codigo asignado a MICA,

estas secuencias fueron llamadas 2E4 (MICA*004) y 2E6 (MICA*006).
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En forma similar a lo observado en el exon 2. al comparar el exon 4 de los alelos MICA*001 y *002,
estos mostraron movilidad diferente al alelo MICA*G15 con todas las FLRs probadas. Nuevamente,
cuando MICA*002 (WT49) y MICA*015 (OMW) fueron secuenciadas por SBT mostraron una
secuencia idéntica en ¢l exén pero diferente en sccuencia en los intrones. En el intron 4 de MICA*015
ocurrieron dos variaciones nucleotidas (delecién de Gusys ¥ Gaoss = A), ¥ la secuencia nueva fue llamada

4A15.

7.1.2 Seleccitn de las mejores referencias

Todas las FLRs que sc probaron fueron hibridadas con los controles de MICA, excepto para los alelos
MICA*005, *012, *013, *014 y *016 por no contar con Jos DNAs. Los valores de movilidad obtenidos
en cada exén con cada FLR fueron combinados independientemente con los valores de cada una de las
otras FLRs con la finalidad de seleccionar una combinacion de FLRs que promovieran la mejor
resolucién. De esta forma. las FLRs seleccionadas para el exén 2 foeron MICA*001 (EJ32B),
MICA*004 (PF97387), MICA*008 (MGAR) y MICA*010 (AMALAY; para el exon 3 MICA*(001
(EJSZB), MICA*006 (KAS116) y MICA*002 (WT49); para el exén 4 MICA*00! (EJ32B),
MICA*004 (PITOUT) y MICA*008 (MGAR); y finalmente para cl exén 5 MICA*(Q0]1 (EJ32B) y

MICA*004 (PF97387).

7.1.3 Secuencias nuevas
Después de establecerse ias FLRs optimas y las condiciones experimentales para cada exén, se

estudiaron 224 lineas celulares linfoblastoides B por RSCA, en busca de nuevas secuencias.

73



7.1.3.1 Exon 2
El andlisis del exdn 2 reveld un pico con una movilidad original, por lo que la linea celular M7 fue
clonada y secuenciada. Nuestros resultados demostraron la existencia de una nueva mutacion de punto

{Ts — G} asignado 2G (Tabla 7.1).

7.1.3.2 Exon 3
Al comparar los resultados obtenidos para el exén 3 con los controles internos (fadders), cinco muestras
dieron valores originales de movilidad, un ejemplo es presentado en la Fig. 7.1. Las cinco muestras

fueron clonadas, en caso de ser heterocigotas, y analizadas por SBT.
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2 ]
\‘/-7\_ |
MICA*00Z T\ ' | { MICA*004
3 3C y MICAto11 | 3H DNA
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' —1 ' 0 )
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| ) ! . control
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4 3G
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: MICA*010 | MICA*009 DNA
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; y—+ , 4

DEM

3
T y

T
— ¥ T T L] T ¥ T L]
980 1000 1020 1040 1000 1080 1100

Fig 7.1 Analisis del exon 3 de MICA usando RSCA. La figura muestra los resultados obtenidos en las
lineas celulares DBB y DEM usando la FLR(Fluorescent labelled reference) MICA*001 (3A) marcada
con Cy5. En las lineas 3, 4 y 5 aparecen los controles internos de DNA, los cuales incluyen todas las
movilidades presentes en este exdn con esta FLR. Al compararse los controles con las muestras se
puede ver claramente una nueva movilidad. La secuencia de la linea celular DEM comprobé la
existencia de una nueva mutacion de punto.
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Una de las muestras presentd el codigo 3B (MICA*012) el cual no habia sido incluido en los controles.
En cambio las otras muestras resultaron ser secuencias nuevas. Una de las secuencias se parece al
codigo 3C pero uno de los nucledtidos es diferente (A;n —> G), esta secuencia fue ilamada 3My se
encontrd en la linea celular homocigota DEM (Tabla 7.1). Otras mutaciones de punto fueron
encontradas en las lineas celulares WEWAKI (Axs —» T), MFO-ND (Gaz; — A) y RB22 (A7 — G),

las cuales fueron llamadas 3N, 30 y 3P respectivamente (Tabla 7.1).

Tabla 7.1

Nuevos alelos encontrados con el método de RSCA y confirmados por SBT.

Alelo exén2  exén3 exond  exén5  Lineacelular  No. de acceso.
MICA-AN#21  2E 3G 4H 5A5 SWEIG007;  AJ250802
MICA-AN#22  2A 3C 4A 5A4 DO0208915F  AJ250805
MICA-AN#23  2E 3G 4Kt 5A5.1 GUA-ND AJ250499, AJ250500
MICA-AN#24  2E 3N¥ 4H SAS WEWAKI AJ250505
MICA-AN#25  2G* 3C 4A 5A9 M7 AJ271789
MICA-AN#26 2E 3L 4H 5A5 WT51% AJ250804
MICA-AN#27 2C 30+ 4A 5A4 MFO-ND AJ250503, AJ250504
MICA-AN#28 2B iC 4Lt 5A9 M7 AJ250501, AJ250502
MICA-AN#30  2C 3C 4t 5A4 DEW-ND AJ250506, AJ250507
MICA-AN#31 2B 3IMT 4A15  5A9 DEM} AJ250803
MICA-AN#32 2C 3Pt 4M+ 5A4vt  RB22 AJ250990, AJ250991
MICA-AN#33 2B 3C 4A 5A10 25/1506 AJ2493%94

t = Cédigo original no descrito anteriormente.
{ = Lineas celulares homocigotas.

7.1.3.3 Ex6n 4
El analisis del exén 4 mostré picos con movilidades originales en cinco lineas celulares. Los DNAs de 3

alelos (MICA*005 (cédige 4G), MICA*013 (codigo 4D) y MICA*016 (codigo 41)) no fueron
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disponibles para este analisis. La linea celular homocigota T1S1 fue secuenciada encontrindose el alelo
MICA*016 (codigo 41). Las cuatro lineas celulares heterocigotas restantes fueron clonadas y
secuenciadas, presentando también mutaciones de punto. Estas lineas celulares, DEW-ND (Crsi — G),
GUA-ND (Czai » T), M7 (Aezz = G) y RB22 (Grz — T), fueron designadas 4], 4K, 4L y 4M,

respectivamente (Tabla 7.1).

Homoduplex MICA*010 MICA*001 /;

MICA*004 3 (AS) A / DNA control
(A6) iy A et

MICA*011 MICA*002 DNA control

(AGY) LU IANE

MICA*008 MICA*007 E DNA control
; (AS.1) (Ad)

MICA*015 DNA control
(A% ,

AlD
| Ad | 25/1506
+
T L] T L L] T T L)
1000 1200 1400 1600 1800 2000 200 2400

Fig. 7.2 Analisis del exén 5 de MICA por RSCA. Los controles de DNA abarcan todas las
repeticicones del microsatélite GCT (A,). Cuando la linea celular 25/1506 fue analizada con ia FLR
MICA*004 (PF97387) originé una nueva mobilidad no presente en los controles. Esta muestra fue
clonada y secuenciada, dando como resuitado 10 alaninas (A10).
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7.1.34Exo6n5
En el ex6n 5 se encontrd una mutacion de punto, (Cors — T) en la linea celular RB22, la cual se

encuentra presente en A6v y A9. De acuerdo con la nomenclatura usada previamente para este exon

190 esta secuencia fue designada ¢ SA4v en base a la presencia de cuatro repeticiones del tandem GCT
que codifica para el aminoicido alanina (A). Otra nueva movilidad se observo en la linea celular
25/1506 (IHW 9252) (Fig. 7.2), la cual presenté una nueva repeticién del tandem, consistiendo en 10

repeticiones, denominada A10 (Tabla 7.1).

7.1.4 Alelos nuevos

Los resultados obtenidos en los exones 2 a 5 fueron combinados para determinar los alelos de cada linea
celular. En esta forma, la mayoria de las combinaciones de los codigos obtenidos fueron idénticas a los
alelos descritos anteriormente (Tabla 6.3). Sin embargo, en varios casos estas combinaciones fueron
diferentes, surgiendo la existencia de alelos nuevos. Las cuatro lineas celulares homocigotas fueron
secuenciadas (SBT) confirmando los alelos nuevos detectados por RSCA, por lo que las lineas celulares
restantes fueron clonadas y secuenciadas posteriormente. Mediante ¢l andlisis por RSCA en total se

detectaron 12 alelos MICA nuevos (Tabla 7.1). Para evitar cualquier confusién con la numeracion

descrita previamente 149, 150 |55 alelos nuevos fueron designados MICA-AN#21 a MICA-AN#33. De
los 12 alelos nuevos, ocho fueron generados por mutacién de punto, 3 por recombinacion de las

secuencias existentes y uno por nueva repeticion en el microsatélite.
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7.1.5 Anilisis del exén 5 microsatélite

El andlisis previo del exén 5, usando diferentes técnicas, se ha efectuado por separado del analisis de los
exones 2-4 190, 206, ¢} uso de RSCA en nuestro estudio permitid el analisis simuitdneo de los cuatro

exones. La secuencia previamente reportada dei alelo de MICA*016 207 o incluyé el resultado del
exon 5. Nuestros resultados demostraron que en las lineas celulares homocigotas para MICA*016
TISI, RAFF-T, y FPF, se encuentran asociadas con el microsatélite 5AS5. En forma similar, el
microsatélite 5A4 se encuentra asociado con los alelos MICA*001, *007, *012, -AN#22, -AN#27, y -
AN#30; el microsatélite 5AS5 con los alelos MICA*010, *016, -AN#21, -AN#24 y -AN#26; la secuencia
5A5.1 con los alelos MICA*008 y-AN#23; el microsatélite 5A6 con MICA*004, *006 y *009; y el

microsatélite 5A9 con MICA*002, *015, -AN#25, -AN#28 y -AN#31.

La variante 5A6 reportada por Vitiani e a/. 200 y nombrada por nosotros como 5A6v fue encontrada

en MICA*011, lo cual se confirmé por SBT. Este microsatélite 5A6 se ha asociado con la enfermedad

de Behget 190, aunque no se ha reportado a cual alelo de MICA corresponde.

Los resultados obtenidos en el exdn 5 nos permitieron confirmar la existencia de los microsatélites de

MICA descritos previamente en algunas lineas celulares 190, ademis de contribuir con la identificacién
del segundo alelo de las lineas heterocigotas CGMI1 y PE117. Asi, los resultados del exdn 5 en estas

dos lineas celulares fueron SAS.1/5A6v y 5A5.1/5A35, respectivamente.
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Por primera vez el exon S es incluido en la tipificacion de MICA. Dado que algunos alclos poseen la
misma secuencia en los exones 2 a 4 y solo difieren en el exén 5, i.e. MICA*008 vs MICA-AN#21,

tesulta indispensable estudiar los exones 2-5 para evitar errores en la tipificacion de los alelos MICA.

ESTA TESIS N3 DEBE
7.2 Desequilibrio de enlace entre MICA y HLA-B m BE LA BIBU'T Eu

En nuestro estudio, el desequilibrio de enlace entre los loci MICA y HLA-B fue establecido en base a la

comparacion con el haplotipo extendido ancestral de las lineas celulares homocigotas 208 y mediante el
indice de inclusion (INC) que mide el niimere de veces, expresado como porcentaje, que un alelo HLA-

B aparece junto con otro alelo de MICA. Las lincas celulares heterocigotas fueron incluidas en este

andlisis, siempre que fueran homocigotas para MICA (Tablas. 7.2y 7.2 A).

Nuestros resultados confirmaron los desequilibrios de enlace, reportados previamente, entre

microsatélites y HLA-B (5A4 con B18, 5A5 con B62, 5A5.1 con B7 y B8, 5A6 con B51 y B44, y 5A9

con B35) 209, y fueron extendidos con los resultados obtenidos para los alelos MICA.

7.3 Estudio de MICA por SSOP

En el estudio de MICA por SSOP, se usé un conjunto de 30 sondas para detectar los 16 alelos
previamente reportados 149 130 mediante el andlisis de los exones 2-4. El patrén de hibridacién de los

16 alelos MICA se encuentra representado en la Tabla 7.3.
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A diferencia de los resultados reportados anteriormente 149 150 puestros resultados obtenidos por
SSOP no detectaron Ia presencia del alelo de MICA*003 en la linea celular homocigota PITOUT, en su
lugar identificamos MICA*004 Fig. 7.3. La diferencia entre estos alelos radica en los exones 2 y 4 en
donde existe un cambio de nucleétidos en las posiciones 106 y 801, respectivamente. Este resultado fue
confirmado por RSCA, indicando que la secuencia del alelo de MICA*003 previamente reportada

podria ser errnea.

Sonda ANPO7 Sonda ANPO8 Sonda ANP23

Fig. 7.3 Resultados de MICA*003 usando SSOP. En el primer y tercer cuadro las tres primeras
muestras deberian de ser positivas con las sondas ANPO7 y ANP28. En cambio, €l resultado con la
sonda ANPO8 debria de ser negativo en caso de que las muestras fueran positivas para MICA*003.

7.4 Estudio de MICB por RSCA

El andlisis del exén 4 de MICB por RSCA reveld la existencia de una nueva movilidad en diferentes
lineas celulares, indicando la presencia de un nuevo alelo de MICB. Por este motivo secuenciamos
algunas muestras (KOSE, RML, KY, DEU y BM92) en el fragmento que comprende el ex6n 4, intrén 4

y ex6n 5. Ademds de secuenciar este grupo de lineas celulares con la nueva movilidad se incluyeron
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otras lineas celulares (BM21, E4183124, BOLETH, RSH, PLH, DEM y STEINLIN) de alelos MiCB
conocidos. Los resultados de la secuenciacion mostraron una duplicacién de ocho nucleotidos

(TGGGGTGA) en la posicion 9119-9126 del intrén 4 del alelo de MICB01021 que se encuenira
ausente en Ja secuencia reportada originalmente 173, su localizacion se efectud en base a la secuencia

del DNAc de MICB reportado por Bahram et al. 155 bajo ¢l namero de acceso U65416. Este nuevo

alelo fue designado MICB01021v. Por su parte, Ia linea celutar RML reportada anteriormente como

MICB01023 173 no correspondié a esta secuencia, encontrndose en su lugar el alelo nuevo

(MICB01021v). Ademss, el alelo MICB0104 reportado en la linea celular PLH present6 una mutacién

de punto adicional en el intrdn 4 (Geis) = A).

7.5 Estudio de MICB por SSOP

Para nuestro estudio de MICB por SSOP se usé unt conjunto de 42 sondas para detectar las variaciones
nucle6tidas reportadas al momento, asi que cualquier patrdn de hibridacién inesperado pudiera ser el
resuliado de una nueva substitucidn nucledtida que revele un nuevo alelo MICB. El patrén de
hibridacién de los 16 alelos de MICB se encuentra representado en la Tabla 7.4. De las 130 muestras
analizadas, seis lineas celulares (EMJ, SWEIG007, STEPH, WT49, 32511 y GEEO18) no se pudieron
definir, sugiriendo la presencia de un alelo nuevo para MICB. Las muestras homocigotas (EMJ,
SWEIG007, STEPH y WT49) fueron secuenciadas directamente, y las otras fueron clonadas y
secuenciadas. La linea celular WT49 presentd ia secuencia de MICB0106 pero con una variacion

nucledtida en el intrén 2 (Asge — G), el nimero corresponde a la secuencia del DNAc de MICB

reportado por Bahram er al. 155 bajo el nimero de acceso U65416. Este alelo fue nombrado
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MICBO106v. Las lineas celulares EMJ, SWELG007 y STEPH también presentaron una nueva mutacion
de punto (Gass = A) en el exon 4, Fig. 7.3. SWEIG007 mostré una variacion nueva del alelo
MICB01022 y las lineas celulares EMJ y STEPH una variacién en el alelo MICBO103101. Motivo por
el cual fueron designadas MICB(01022v y MICBO103101 v, respectivamente. Las lineas celulares 32511

y GEE018 mostraron los alelos MICB01021 y MICB0106v.

7.6 Desequilibrio de enlace entre MICB, MICA y HLA-B
A partir de los resultados obtenidos en MICB fue posible evaluar el desequilibrio de enlace con MICA y

HLA-B (Tabla 7.5) y comparar nuestros resultados con los haplotipos extendidos ancestrales presentes

en las lincas celulares homocigotas 208,

7.7 Resultados de MICA/B en las lineas celulares
Al finalizar el estudio se recabaron los resultados de MICA y MICB obtenidos por RSCA y SSOP. En

la Tabla 7.6 se muestran algunos ejemplos de estos resultados.
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Tabla 7.2
Desequilibrio de enlace entre los alelos de MICA y HLA-B en base haplotipos extendidos ancestrales

Haplotipot HLA-DQB1 _HLA-DQA1 _HLA-DR MICA* HLA-B HLAC HLA-A Noj _
182 *0201 *0501 17(3) 001 18 5 3002 2
*0201 *05011 *0301 001 *1801  *0501  *2601 2
*0301 *0505 1102 001 *1801 %0501  *0201 2
0201 0501 3 001 18 s } 46
35.3 *0501 *0101 *0101 002 35 4 11 2
? *0101 *0101 002 35 4 0201 1
? *0101 *0103 002 35 4 03 !
- 0101 ! 002 35 4 ] /4
7.1 0602 =0102 15(2) 008 7 7 0301 |
0602 *01021 *1501 008 x0702  *0702  *0301 2
? ? 15(2) 008 7 7 0201 1
? ? 2 008 7 7 0201 2
*0302 *03 *0401 008 *0702  *0702  +0301 2
0603 *0103 *1301(6) 008 20702 *0702  *0301 2
? ? ? 008 7 7 ~0301 1
*0201 ? *0305 008 7 7 0301 1
0402 ? *0801 008 7 7 *0101 |
- - - 008 7 7 0301 %13
8.1 0201 *0501 *0301 008 =0801  *070F  *0101 2
? 0501 17(3) 008 *0801 7 20101 6
? ? 17(3) 008 0802 7 20101 2
? ? 103 008 8 7 ~0101 1
? ? ? 008 8 7 *0101 |
*0602 01021 *1501(2) 008 =0801  *0701  *2601 2
- 0301 3 008 *080] 7 %0101 &/14
37.1 *0501 *0104 *1001 008 37 6 1 2
? *0102 15 008 37 6 *0101 2
- - - 008 37 6 ! 4/4
13.1 *0201 *0201 *0701 008 *1302 6 *3001 2
*0201 0201 *0701 008 +302 6 *300/ 22
62.1 *0302 *0300/1 4 010 62(15) 3 2 4
? ? *4011 010 15 *0304  *0201 2
*0402 *0401 *8022 010 *1501  *0304  *31012 |
#0301 #0503 *1402 010 =501  *0303 %0217 4
? ? 16 010 *[504  *03031 *0201 1
? 9 ? 010 #1512 3 *2403 1
. . . 010 15 3 2 11/13
354 *0301 0501 *1103 016 35 *0401  *2402 2
? ? 11 016 3s 4 0101 2
*0603 *0103 11 016 35 *0401  *0101 2
_ . i1 016 35 4 - 6/6

El haplotipo extendido en algunos alelos de MICA se encuentra interrumpido del {ade del locus HLA-A o HLA-DR, sin embargo se
conservan dentro de la regién HLA-B y HLA-C. En realce: s¢ presentan las partes conservadas dentro del haplotipo extendido. En
italicas: el segmente minimo conservado. + = No. del haplotipe extendido tomado de Dawkins R. er al. 208: = No. de cromosomas
con el haplotipo extendido.
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Tabla 7.2 A

Desequilibrio de enlace entre los alelos de MICA y HLA-B cn base al indice de inclusién

(INC).
MICA HLA-B INC No. de muestras
*004 44031 0.5 11/22
*009 51 0.5 816
*011 14 0.66 4/6
-AN#(21 40 0.6 6/10
-ANH#()22 18 0.83 5/6
-AN#026 1401 0.5 4/8
-AN#031 5701 0.6 6/10
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Tabla 7.3
Patrén de hibridacién de las sondas para los aletos de MICA
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Tabla 7.4
Patrén de hibridacién de las sondas para los alelos de MICB
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Tabla 7.5.
Desequilibrio de enlace entre los alelos de MICB, MEICA y HLA-B ¢n basc haplotipos extendidos

ancestrales
Haplotipo ¥ HLA-DQA HLA-DQB HLA-DR MICB MICA* HLA-B HLA-C HLA-A No}
7.1 *01021 *0602 *1501 0104 *008 *0702 %0702 *0301 2
*01021 *0602 *1561 0104 *008 *0702 *0702 *6301 2
3 *3302 *0401 0104 008 *0702 *0702 %0301 2
*0103 *0603 *1301 0164 *008 *}702  *0702 *0301 2
*03011 4 0104 *G08 *G702  *GT02  *G2011 2
13 0104 *008 20702 %4762  *02011 2
- - - 0104 *008 0702 0702 - 12712
8.1 *05011 *0201 *0301 0106 *008 *0801 *0701 *G101 2
17 0106 *008 *0801 7 1 1
17 G106 *008 0802 7 1 1
- - - 0106 *008 *0801 7 1 44
13.1 *0201 *9201 *0701 01021 *08 *1302 %0602 *3001 2
*0201 *0202 *0701 01021 *008 *1302 %0602  *0201 2
*0201 0204 *0701 01021 *008 1302 0602 - 4/4
18.2 *05011 *0201 *(301 01021 *001 *1801 *0501 *3002 2
*35011 *0201 *0301 01021  *001 *1801 *0501 3
*0501 3 01021 *001 *1801 *0501 3002 2
*0301 01021 *001 *1801 *0501  *2402
- - 3 01021 *00[ *[80l  *050¢ - &8
442,443  *0201 *0202 *0701 (1021 004 *44031 *1601 *2902 1
*0201 *0202 *0701 01021  *604 *44031 *1601 *2902 1
03 4 01021 *004 *449031 *1601 *2902 2
- - - 01021 *004 403 1601  *2902 4/4
46.2 *0103 *06011 *08032 01021 *010 4601 %0102 *0207 2
*0103 *0801 21021 *~010 *4601 *0102 2 2
9 01021 *010 *4601 *0102 =*0207 1
12 01021 *010 *4601 *0102 %0207 |
8.1 01021 *010 46 1 *0215N 2
- - - 01021 %010 46 1 - 88
52.1 *0103 *06011 *1502 01922 =009 *5201  *12022 *2402 2
*0103 *06011 *15021 01022  *009 *52011 *1202 *0101 2
- - - 01022 *o09 52 202 - 44

El haplotipo extendido en algunos alelos se encuentra interrumpido del lado del locus HLA-A o HLA-DR, sin embargo se conservan
dentro de la regién de MICB y HLA-C. En realce: se presentan las partes conservadas dentro del haplotipo extendido. En italicas; el

segmento minimo conservado. t = No. del haplotipo extendido tomado de Dawkins R. ef al. 208 1 = No. de cromosomas con el
haplotipo extendido.



Tabla 7.6
Resultados de MICA y MICB!

Cell Names HLA-DR MICB MICA HLA-B HLA-Cw HLA-A Ethnic origin
22658 13,17 01021, 0106 *008, *011 8Jon, 14 7.8 L3 Welsh Caucasoid
AKIBA *1502 01022 *009 *5201 *12022 *2402 Japanese
AM 4 0104 *004, *C08 *4901, *4001 *0701, *0304 *0205, *3201 English
BER *0701 01021 *008 *1302 *0602 *0201 German
BM15 *1102 01021 *004 *4501 *0701 *0101 Italian

BOB *1104 0103101 *009 *5101 *1502 *2402 German
BON14-CT 0103, 14 01021 *002, *004 *44031, *35  *1601,*04  *03, *01 French
BRIP *1101 01021, 0104 *008, *009 ¥5101, *1517 *0701, *1504 *2402 Italian

BTB *0301 01021 *007 *27052 *0102 *0201 Scandinavian
CALOGERO *1601 01021 -AN#21 *4002 *02022 *0201 Italian
CEM-CCRF - 0104, 0106 *008 8,40 7.9 1,31 Caucasoid
CF9%9¢6 *0701 01021 -AN#26 *1401 *0802 *0201, *0301 French
Clo-A - 0103101 *002 *35 *0401 *11011 Unknown
COR-NF 2,0103 01021, 0104 *008 7.8 7 1,2 Caucasoid
DEM *0401, *1602 0105 -AN#31 *5701 *0602 *0201 German
DHIF 11 0104 -AN#26 *31801 *1203 *3101 English

DKB *09012 01021, 0106 *008 *4001 *0304 *2402 Dutch
DUCAF *0301 01021 *001 *1801 *0501 *3002 French

EA *1501 0104 *008 *0702 *0702 *0301 Scandinavian
EC *0411 01021 *011, -AN#21 14, 61 - 2,68 Hispanic
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HO0O301
HHKB
HOR
IBW9
Y

KGU
KOSE
KT11
KY
L7901
L.LB2F2
LBF
LUY
MOU
NALM-6
oMW
PA
PF97387
PLH
811
SHIM
SLUGEO
SPOOI0

*1302
*1301
*1302
*0701
4,13
*1404
*1302, *1401
13

*4, %11
*(701
*08032
*07011
3.7
*1301
4
*0701
2,17
*0801

*1101

01021

0104

01021
01021

0104
01021v
01021v
01021
01021v
01021, 0104
01021, 0105
01021
01021
01021
01021, 0106
0103101
0103102
01021

0104

0104, 0106
01021

01021, 0103101

01021

*008

*008

*004

*011

*008

*002

*002

*004

*012

*G08
*008, -AN#31
*008

*009

*004
*008, *010
*015
*002, *011
*004

*008

*008

*010
*002, *008
*008

*1402
*0702
*44031
*1402
*0702
35
*3503
*44031
*5601
*0706
*13, *57
*1302
*5101
*44031
8,62
*4501
*38, *14
*44031
*4701
7,8
*4601
*4402, *35
*4402

*0802
*0702
*1403
*(0802
*0702

4

*1203
*1403

1

*06, *15052
*06

*0602
*14021
*1601

4,7

*1601
*08, *1203
*1601
*0602

7

*0102
*0501, *04
*0501

*0301

*0301

*3303

*3301
*02011

11

*0201

*33

*0206, *2402
3,30

*30, *31
*3001

*0201

*2902

1,2

*0201
*6802, *2601
*2902

*0301

1,2

2
*0213,*1101
*0201

Caucasoid
Dutch
Japanese
Sardinian
Amish
Caucasoid
German
Japanese
Oriental
Spanish
Unknown
English
Dutch
Danish
Unknown
African Black
Unknown
French
Scandinavian
Caucasoid
Unknown
Caucasoid

[talian

92



T7527
TABOS9
TEM
TSU
VAVY
VOO
WIN
WT47
XLI-ND

9,12
*08032
*1401
8.1
*0301
*0701
*1302
7.9

01021

01021

0103102

01021

0106

01021v, 0106
0105

01021

01021, 0103101

*010
*010
*002
*010
*008
*008, *012
*002
*008

*008, -AN#21 *13, *4006

*4601
*4601
*3801
46

*0801
*5601
*5701
*4402

*0102
*0102
*1203

1

*(701

1

*0602
*0501
*0602, *08

*0207
*0207

*6601
*0215N
*0101
*0101, *0301
*¢101

*3201
*0210, *3001

Chinese
Japanese
Jewish
Oriental
French
Caucasoid
German
Italian
Chinese

'Sélo se incluyeron algunos resultados
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CAPITULO 8

DISCUSION

A pesar de que la funcion de las moléculas MIC no ha sido establecida con claridad, en los dltimos afios
se ha incrementado el interés por el estudio de los genes MIC. La mayoria de los estudios se han
enfocado a MICA, en parte por que es una molécula mas polimorfica que MICB. Existen numerosos
estudios sobre la asociacién de polimorfismos MICA con diferentes enfermedades 149, 150, 177, 178,

180, 190, 206, 209 y sobre la interaccion de las moléculas MIC con las células T y6 y mas

recientemente con el receptor de MIC, NKG2D/DAP10 160, 161, Estos ultimos estudios han llevado a
sugerir que la sobreexpresion de las moléculas MIC en la superficie celular podria ser una sefial de estrés

para las células que poseen este receptor.

Dado que las diferencias entre los alelos de MICA podrian influenciar en la interaccién con el receptor,
consideramos de gran importancia investigar con mayor precision el extenso polimorfismo de MIC.
Para ello, en este estudio usamos RSCA como una técnica molecular de alta sensibilidad para un répido
tamiz de 224 y 130 lineas celulares homocigotas y heterocigotas, para el anslisis de todos los alelos
conocidos al momento y la identificacién de nuevas variantes de MICA y MICB, ademis de aplicar la
técnica de SSOP usando un conjunto de sondas que cubren todas las posiciones polimérficas conocidas

al momento,
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Aplicando dicha metodologia, fuc posible revelar un extenso polimorfismo en el gene MICA,
confirmando que ¢! locus MICA podria ser tan polimérfico como los loci HLA. Asi, en nuestro estudio
se detectaron 14 nuevas variaciones nucleotidicas en el gene MICA, 10 de las cuales aparecen en los
exones, y en total se describieron 12 alelos MICA nuevos (Tabla 7.1). El extenso polimorfismo de los
alelos MICA parece estar basado principalmente en mutaciones de punto con subsecuente
recombinacion de los exones. Este mecanismo puede aumentar la variabilidad sin introducir mutaciones

potencialmente deletéreas. Se ha asumido que un mecanismo similar participa en la generacion del

polimorfismo del MHC 64, 210,

Con respecto a MICB, se encontraron cuatre nuevas variaciones nucledtidas, localizandose una en el
exén cuatro, dos en el intron 4 (una de las cuales es la duplicacién de 8 nucledtidos) y una en el intrén 2,

originando asi cuatro alelos nuevos. A la fecha se han descrito para MICB 21 variaciones nucledtidas
en los exénes 2 a 5 e intrones 173-175, 211 De éstos, 15 substituciones se encuentran en los exones y

12 son no-sindnimas.

Conjuntando las variaciones nucle6tidas encontradas ¢n este trabajo con los datos previamente
reportados 149, 150, 190, 206, podemos concluir que existen un total de 44 variaciones nucledtidas en
MICA comprendidas entre los exones 2 y 5, excluyendo el microsatélite del exén 5, de las cuales 32 son

no-sinénimas (5/8 en a;, 15/16 en az, 10/17 en a3 y 2/3 in TM) y 12 sinbnimas.

Una caracteristica del polimorfismo del gene de MICA es la predisposicién en la distribucién de los
codones sinénimos y no-sinénimos. En las secuencias nucleotidicas al azar, dentro de una secuencia

codificante, la proporcién de cambio de sitios sinénimos (dS) debetia ser la misma que la de sitios no-
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sindnimos (dN). La seleccion para mantener la secuencia de la proteina resulta en una relacion dN/dS
menor que 1.0, mientras la seleccién para variacién resulta en una relacion dN/dS mayor a 1.0 212,
[sta evaluacién para los alelos MICA muestra una relacion dN/dS considerablemente mayor a | (1.1857
- 1.7785) para ¢l dominio w,, mientras que para el dominio ; es menos que | (0.2836 - 0.2858). Esta
predisposicion en la relacion entre substituciones sindénimas y no-sindnimas, en los diferentes alelos, esta
enfocada en el dominio o, y argumenta en contra de variaciones que surgen por fijacion de eventos de

mutacién aj azar, y sugiere que el polimorfismo de MICA es mantenido por la seleccion.

La distribucién de los residuos polimérficos en MICA es diferente a Ia encontrada en las moléculas del
MHC clase I, donde la mayoria de los sitios polimérficos se encuentran en los dominios o oy y en los
residuos del sitio de unién del péptido. Un alineamiento de las secuencias de aminedcidos de
MICA*001 con HLA-B*2704 adaptada de Li er al, 157 basado en la comparacién de ambas
estructuras primaria y terciaria, nos permitid localiﬁr las posiciones poliméficas encontradas en MICA y

compararlas con las observadas en HLA-B (Fig. 8.1).

El dominio o presenta en la plataforma B plegada 5 substituciones no-sinénimas, de las cuales dos
posiciones (6 y 14) se encuentran dirigidas hacia abajo de la plataforma. Los residuos 24 y 26 son
dimérficos y se cncuentran dirigidos al interior de la plataforma. Es de interés resaltar que el residuo 36

es dimorfico, la cisteina encontrada en esta posicién forma un enlace disulfiuro con la cisteina de la

posicién 41, formando asi un lazo (foop) de cuatro residuos en la estructura de MICA*00] 157 ¥ que ¢l
cambio de este aminodcido por tirosina en algunos alelos, podria tener implicaciones en 1a rigidez de Ia

estructura de esta regién entre los diferentes alelos de MICA.
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Fig. 8.1 Comparacion de los sitios poliméficos en la secuencia de MICA y HLA-B27. La localizacién
de los sitios polimérficos se muestra en Ia secuencia de la molécula de MICA*001 157 [
aminodcidos 142-147 son la insercién reportada por Bahram er al. 149, Los aminodcidos 152-161
forman la region del desorden y 147-151 son el lazo (loop) reportado por Li et al. 157

El dominio a2 presenta otras dos substituciones no-sindnimas en las posiciones 91 y 105, nuevamente
ambas se encuentran dirigidas hacia abajo de la plataforma B plegada. Las substituciones de 10
aminoécidos (114, 122, 124, 125, 129, 151, 173, 175, 176 y 181) se localizan dentro de las regiones de
lazo de ia molécula de MICA y el amino4cido de la posicion 142 se encuentra en la a hélice, en todos
estos casos [as posiciones son dimérficas, sin embargo, el residuo 156 es polimorfico con tres diferentes

aminoacidos en esta posicién. En el dominio a3 existen seis substituciones cn la cadena P, los residuos
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206, 213, 215, 221, 268 y 271, y dos en €l lazo (residuos 208 y 210) siendo todas las posiciones

dimorficas. El residuo 251 localizado en el lazo es también polimérfico y presenta tres diferentes

aminoacidos en esta posicion

Los residuos polimérficos en MICA estén distribuidos principalmente en la porcion extracelular de la
molécula, a diferencia del patron de polimorfismo observado en las moléculas de HLA clase 1 donde las
substituciones no-sinfinimas predominan en los dominios @l y o2. En MICA la mayoria de las
substituciones no-sindnimas estén localizadas dentro de o2 y en menor extension en el dominio o3, en

tanto que en MICB la mayoria de las substituciones no-sinénimas se encuentran en el dominio <.

Una comparacién de ha estructura cristalografica de MICA y HLA clase 1 revela diferencias importantes

entre las dos estructuras, principalmente en el dominio a2 (Fig. 8.2). En el dominio a2 de MICA se

encuentra una insercion de 6 aminoicidos en las posiciones 142-147 ]49, la cual se encuentra unida por
un lazo a los residuos 147-151, y continua a una region de desorden de 10 aminoacidos 152-161. Se ha

sugerido que estos residuos (152-161) forman la estructura de una plataforma y son libres de moverse
en solucién, posiblemente creando un pocket en la superficie de la molécula 157 y se ha considerado que

este pocket puede ser el sitio de unién de un ligando no peptidico atn no identificado 157,
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Fig, 8.2 Localizacién de los sitios poliméficos en la molécula MICA. Los sitios poliméficos en los
dominios o;a; se encuentran en la periferia de los dominios o debajo de la plataforma de la cadena [3.
En ¢l dominio o3 los sitios polimérficos se encuentran casi exclusivamente en un lado del dominio as.
Los aminodcidos de la cadena B plegada del dominio o estan en verde, o2 €n rojo y o en azul cyan.
Los aminoacidos en el loop de o estdn en negro y a; en violeta. El amino4cido de la hélice a en @ es
magenta

E! papel de las moléculas MIC como ligando del receptor de la célula NK ( NKG2D/DAP10 ) ha sido
descubierto recientemente 160, 161 E] sitio preciso donde interactiian los miembros de esta familia de
receptores y las moléculas relacionadas a clase I no se ha identificado. En el dominio o; los sitios
polimérficos de MICA se encuentran localizados fuera del sitio que corresponderia a la unién con la B;m
y son por lo tanto expuestos en las moléculas de clase [ como HLA-E, que también interactia con la
familia de receptores NKG2 213, Los sitios debajo de la plataforma de los dominios a2 en MICA no

se encuentran ocluidos por la f;m y por lo tanto pudieran constituir a un sitio de unién con la familia del
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receptor NKG2. Sin embarge, el reconocimiento de la estructura de la molécula HLA-E unida al

péptido influye en el reconocimiento CD94/ NKG?2 por los miembros de la familia del receptor NK y por

lo tanto pudieran participar los residuos cercanos al sitio de union del péptido 214 gj este es el caso,

entonces podemos especular que esta region constituye un sitio potencial para la interaccion con el

receptor NKG2D. Li et al. 157 ha propuesto dos parches (parches) de residuos conservados para la

interaccién con €l receptor NKG2D localizados en la parte inferior de la plataforma.

En nuestro estudio de MICA por RSCA el fragmento de PCR de cada exén analizado incluyo,
independientemente de las regiones exdnicas, parte de tos intrones por lo que logramos detectar cuatro
variaciones intrénicas nuevas (dos en intrén 1 y dos en intrén 4), una de las cuales pudiera estar
implicada en fa expresién del producto genético de MICA. La guanina en la posicién 8633 del intron 4
se encuentra ausente en los alelos de MICA*015 y —~AN#31. Este nucleétido es el primero en ¢l intrén
4y, por lo tanto, participa en el empalme (splicing) del RNAm, por lo que se esperaria que la ausencia

de este nucledtido pudiera interferir con el proceso de la traduccién de la proteina.

El ex6n 5 de MICA qnicamente ha side analizado en base al polimorfismo de las repeticiones del
microsatélite (GCT) que codifica el aminoécido alanina (A), las cuales han sido denominadas 5A4, 5AS,
5A6 y 5A9 190, Se ha publicado la existencia de otras dos variaciones nucleGtidas, SAS.1 190y 546
nuevo 206, 1a cual nosotros nombramos 5A6v. Hasta ahora el polimorfismo del triplete se ha estudiado
separadamente del resto del gene. De hecho, en nuestro estudio se demostré por primera vez el enlace
entre el exén 5 y los otros exones, incluyendo los alelos anteriormente reportados (MICA*001-

MICA*016).
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En el exén 5, la secuencia 5AS5.1, pudiera codificar una molécula secretoria, dado que la ausencia del

dominio trasmenbranal podria causar que la molécula no fuera retenida en la membrana 190,
Alternativamente, la proteina pudiera estar asociada a la membrana uniéndose via el lipido fosfatidil
inositol 215, Nuestro analisis detecté esta variante de MICA en los alelos MICA*008 y -AN#23, lo
cual sugiere que la variacion es relativamente frecuente. Ademis dos de los alelos MICA descritos en
este reporte, MICA*015 y -AN#31, pudieran no codificar para una proteina MICA debido a una
mutacién en el sitio de empalme. En las muestras analizadas se identificaron 36 lineas celulares
homocigotas para estos alelos, lo que implicaria la existencia de alelos nulos y no necesariamente la
pérdida completa o deletérea de la expresion de MICA. Se puede especular que en estos casos otras
proteinas, i.c MICB, pueden tomar la funcién de MICA. Sin embargo, la pérdida de la expresién de
MICA pudiera conferir alguna ventaja al individuo ie. reduciendo la activacion no especifica de las
células Tys. No obstante, se requieren numerosos estudios adicionales para establecer con claridad el

significado funcional de las variantes de MICA.

A la fecha, se han efectuado varios estudios de asociacién entre la enfermedad de Behcet y el
microsatélite A6 del exén 5 de MICA. En un estudio reciente se reporté el desequilibrio de enlace entre
HLA-B51 y MICA*009, aunque también se observé con HLA-B52, en pacientes con la enfermedad de

Behget, concluyendo que HLA-B51 es el alelo asociado y que la presencia de A6 (MICA*009) se debe

al desequilibrio de enlace 216, Nuestros resultados revelaron la existencia del microsatélite A6 con los
alelos de MICA*004, *006 y *009. Sin embargo, en estos resultados MICA*004 y *009 se encuentran
en desequilibrio de enlace con HLA-51 y MICA*009 con HLA-52 217 Por esto, consideramos
necesario realizar estudios méas amplios para confirmar que MICA*009 es el unico alelo asociado con

esta enfermedad y que se encuentra en desequilibrio de enlace con HLA-B51. La patologia de la
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enfermedad de Behcet se ha tratado de explicar considerando que una infeccién microbiana aumenta la

expresion (upregulate) de HSP65 por estrés 188, y teniendo en cuenta que MICA responde a las
proteinas de choque térmico y al estrés ésta podria estimular a las células Tyd a generar ¢élulas T

efectoras y/o supresoras.

En nuestro estudio sobre los polimorfismos MIC, los alelos MICA encontrados con mayor frecuencia
fueron MICA*008 (24.7%), seguido por MICA*002 (10.9%), *010 (10.9%), *004 (9.8%), *009
(8.0%) y -AN#21 (4.4%). Ningin alelo de MICA*005, *013 y *014 fuc identificado, sugiriendo que
estos alelos son raros o que pudieran representar artefacios en la secuencia. Por otra parte, los alelos
MICB01021 (44%), MICB01021v (10%) y MICB0103101 {14.2%) fueron los mas frecuentes, lo cual
concuerda con lo reportado anteriormente 173: 211, Como ocurrié con MICA, no se encontré ningtin

representante de los alelos MICB0101, MICB(1023, MICBO107N, MICB-005 y MICB-006;

previamente Fischer et al. sugirieron que MICB01023 podria ser un error de secuencia 211, Dado que
nuestros resultados son pgenerados a pantir del estudio de lineas celulares, no fue posible establecer las
frecuencias de poblacion exactas y nuestras cifras pudieran no reflejar la distribucién de los alelos de

MICA/B en la poblacién general.

A partir de nuestros resultados, fue posible establecer el desequilibrio de enlace entre diferentes alelos
MICB, MICA y HLA-B, incluyendo en MICA los datos del ex6n 5, y confirmar los reportados
previamente con MICA 178, 218 como adicionar otros, i.e. MICA*001 que se encontré en desequilibrio
de enlace con B*1801. Los alelos HLA-B pueden encontrarse en desequilibrio con diferentes alelos de

MICA por ejemplo HLA-B35 se encuentra en desequilibrio con MICA*002 y *(016 (Tabla 7.2).
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MICB01021 se encontré asociado con diferentes alelos de MICA (*001, *004, *008 y *010} y HLA-B

(*4601, *1801, *4431 y *1302) (Tabla 7.5).

Nuestros resultados de desequilibrio de enlace pudieran ser relevantes en la enfermedad injerto contra
huésped (GvHD), una complicacion grave en el trasplante de médula 6sea. En las parejas donador-
receptor, haploidénticas en HLA-A, -B y -DR, la incidencia de GvHD es mayor cuando el injerto
proviene de un donador no relacionado que cuando proviene de un hermano. Se ha considerado que
estas diferencias en incidencia de GvHD pudieran deberse a incompatibilidad en antigenos menores de

histocompatibilidad. Més an, si consideramos que las moléculas MICA/B se expresan principalmente
en las células epiteliales de intestino 138, uno de los sitios principales de GvHD, no se descarta la

posible participacion de MIC en ¢! desarrollo de la GvHD 150,

A diferencia de las moléculas de clase I, en donde el polimorfismo se encuentra preferencialmente
ubicado en el exon 2, el polimorfismo en MICA y MICB se localiza en los exones 2, 3, 4 y 5. Por este
motivo resulta indispensable estudiar todos esos exones para asignar correctamente el alelo, Durante ¢l
desarrollo de este trabajo diferentes grupos iniciaron ¢l estudio del polimorfismo en MICA, no obstante,
Ia mayoria de estos grupos (micamente estudiaron los exones 2-4. Nuestros resultados demuestran con
claridad que algunas diferencias entre alelos se encuentran exclusivamente en el exén 5 i.e MICA*008 y
MICA- AN#21, por lo que consideramos que es indispensable efectuar el estudio integral de los
diferentes exones en los alelos MICA antes de poder comparar las frecuencias de los alelos en diferentes
poblaciones. Sin embargo, considerando esta limitacion y con la finalidad de estimar el namero de alelos
de MICA, se realizd una biisqueda en el GeneBank de todas las secuencias reportadas de MICA y

presentamos aqui una tabla comparativa (Tabla 8.1) de nuestros resultados con los reportados en
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estudios previos. Dado que la estimacion del mimero de alelos se hizo comparande los exones 2-4, el

nimero de alelos podria ser aun mayor.

Tabia 8.1
Comparacién de resultados de MICA entre diferentes grupos

Grupo Alelos reportados  Alelos verdaderos
Fodil et af 150, 219 20 15
ANRI 12 12
Visser et al 220 33 19
Petersdorf et al. 221 5 I

Yao et ai222 20 8
Hirose et al. 223 8 4
Obuchi er af 224 0
Total 59

En conclusién, nuestro estudio presenta por vez primera las secuencias de MICA y MICB de los exones
2 al 5 asi como parte de las secuencias intrénicas, empleando una técnica de alta resolucién (RSCA)
para la bisqueda de nuevas substituciones nucleétidas, y la aplicacién posterior de SSOP para el anlisis
de ambos genes en un gran nimero de lineas celulares, homocigotas y heterocigotas para MICA y
MICB, lo cual nos permitié determinar el desequilibrio de enlace entre ambas moléculas y con HLA-B.
Nuestros resultados no sélo nos permitieron confirmar la existencia de los alelos MICA v MICB
reportados previamente, con la excepcion de MICAQ03 y MICB01023, sino que revelaron también
nuevas mutaciones de punto y combinaciones entre los exones. Como se habia informado previamente,
MICA resulté mads polimérfico que MICB, revelandose la existencia de 12 alelos nuevos MICA y 4

MICB. Algunos de los sitios polimorficos de MICA se encuentran por debajo de los dominios ayay, en



la periferia del dominio a;, y en la parte lateral del dominio os, sugiriendo que el polimorfismo del gene
MICA pudiera tener un significado funcional, aunque llama la atencion el polimorfismo del dominio ay,
justamente donde se encuentra una regién de desorden de aminodcidos; Jo cual nos permite especular
que esta seria la regién de interaccion con las células Tyd, sin embargo son necesarios estudios
adicionales para conocer la funcién exacta de estas proteinas y su participacion exacta entre la

inmunidad natural y adquirida.
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