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INTRODUCCION



Introducción 1Mmm
El Complejo Mayor de _Hístocompatbilidad (MHC), codifica para gllcoproter'nas de la

superficie celular cuya función principal es la pmmtacíón de antígenos foráneos a las células del
sistema inmme.

Originalmente se describieroncomo los antígenos responsables de la aceptación o rechazo a

los transplantes de órganos, razo'n por lacual, se los llamóantígenos de histocompatipílidad (Dausset

1985).

ElMHCse denomina "Human Lmkoqrte Antigens system" (HLA)en el hombre, mientras que

el mun'nose denomina H-Q.ElHLAmapea en el brazo corto del cromosoma ó en una región que

abarca aproximadamente 3 centimorgans (Trowsdale1988). El H-2 mapea en el cromosoma 17

murino.

Se reconocen 3 clases de proteinas codificadas en el MHC: los antígenos de clase l, clase lIy

algunas proteínas del sistema complemento. Estas últimas no participan en la presentación antígéníca

ni en el la diferenciación de tejidos propios o ajenos.

Los antígenos clase ly clase IIestán codificados por dos familias multígénícas las cuales

conforman el sistema multíalélicomás polimórfico que se ha descripto en el genoma humano. Sus

aleios se identificanserológ ¡camente y también portipíficaciones derivadas de conocer su seCUencia

nucleotidr'ca (Zemmour 1991).

Existen tres Ioci HLA clase l "clásicos": HLA-A, B y C. Cada uno de ellos codifica para una

cadena a la cua! se asocia no covalentemente en membrana a una molécula de {So-microslobulína

para formarun antígeno de Histocompatiorlidad clase l (Bell1985 ). Laanesión de estos antígenos

es cocominante. Cada individuo presenta en la membrana celular de casi todas las celulas nucleadas

de su organismo, un juego completo de antígenos HLA clase l por haplotipo. Es decir que

simultáneamente expresa dos alelos HlA-A, dos HLA-Bydos HLA-C.

Existen tres loci HLAcrase ll:DP, DQ,y DR(Trowsdale1985). Los productos de los mLsmcs se

encuentran restringidos a las membranas de las celulas presentadoras de antígenos incluyendo a los

linfocitos B macrófagos, monocitos y células dendríticas ( Flavell‘¡986XSc'nwartz 1985). También se

las detecta en los linfocitosT humanos activados (Reith 1988). Estos antígenos están corstituídos por

un heterodimero formado por dos cadenas (or.y B) unidas no covalentemente. AI igual que los

productos de clase I exhiben un alto grado de polímorf‘smo alelíco y su expresión también es

codominante.



htroducción 2

ra e a os clase l:

Se han detectado mas de 70 genes y pseudogenes de c'ase I ( Zemmour 1991), pero

serobgicamente sólo se han podido identificar ios productos de 3 "subfamiiias muiti iéiicas": ¡LA-A,

HLA By HLA-C.

Todas ias moiéculas HLAclase Itienen una estructura similarconsistente en dos cadenas: ocy

B(Be!l1985).

oLa primera (on) es polimórfica y se halla codificada dentro dei MHC. La misma, posee

airededor de 340 aminoácidos y pesa entre 43 y 44 kd. Esta cadena presenta glicosiiación y se

encuentra conformada por tres dominios extracitopiasmáticos: esta? y a3, un dominio de anclaje a

membrana y un dominio intracitopiasmatico hacia el interiorceiular.

Los dominios ou, wz y on3 presentan respectivamente 90, 92 y 92 aminoácidos cada uno

respectivamente. En ¡a posición 86 del domino 0L1, existe un sitiode N glicosiiación (Bluestone 1987).

Losdominios 0:2,a3», ei dominio intracitopiasmático contienen cada uno un puente d'suifuro que se

forma entre !as cisteinas 101-164 y 203-259(Orr1.979). Elpuente disuifuro entre !as posiciones 203-259

es de suma importancia, dado que gracias a la estmctura secundaria que se forma, esta cadena se

puede asociar Ia cadena {39-micrcglobuiina.La región transmem'orana tiene aproximadamente 94

aminoácidos y es aitamente hidrofóbica. La región citooiasmática coritiene 31. residuos v es de

caracter hidror'iiico.

En e! extremo aminotermïnal de ia cadena 0'.hay un péptido señal aitamante hídrofóbico e!

cual se ciiva dentro del reticuio, antes de alcanzar ia superficie ceLJIar.Este péptido direcciona a ia

cadena a recién sintetizada hacia ia membrana externa. Elgen que codifica para Ia cadena oe,en cada

uno de €CS’cc: HLAA, By C presenta un vasto porimorï'ïsmo e! cua! da origen a un 9ra? r'üme'o de

varianza aïeïicas. Esta variabilidad se encuentra 'ccaiizada fundamentaimente en ios dominios oc”;y

9.

¡La cadena 8, asociada no covaientemente a ia cadena oc, se denomina BQ-rriicrosiobuina

(69). La misiva no es poiimóir'ica ni mapea dentro dei MHC sino fuera de e'i, en er cromosoma 15

humano. Está conformadapor 99 aminoácidos,‘ tiene en peso moíecuiarde aproximadamente 19

kd. No esta anciada a la membrana celular. Ai igual que ¡a cadena oz.presenta un puente disuifurc

¡meno (Gates 1981).

La asociacion entre ias dos moleculas ocurre a nive! de retï'cuéo erdopiasma’tíco y migran

juntas hacía ¡a membrana piasma’tica.

A continuación se representa esquema'tica mente una moiécuia HLAde ciase I:
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TMDomlIlotnmembrana; etc! dominios

figwatesquemademamígenodeüaocompatbidadoasel.

Esmdios cristalográfnos sobre dos aldos PLA-A2 y I-lA-Awóa petrritieron detemú'xar la

estmcm tetciariade estos antígenos(Bjühnm1987ap).
Losaïtígenosl-LA-claaelfonnmmwsusdonmmyümfosodedmensiones

acotadas: 25x10x11fi. Las paredes de esta fosa están tomadas por dos estmctwas en 0Lhéfice

Madmdehmmdamacücadddmummabsmidtmwymmmhdo,ybs
residms138a180dddonfioon2moreiou'olabasedel foso está tomada pasendas esmactu'as
deláwhafiplegadasapatadasporlosdonfiosm yaa .Enlosdosmáisiscristalográflcos,se
emontraron dentro de este bolsflo estructuraselectrodensas que cowesponden péptidos antigénioos

pmcesados.

Estructura dg antíggngs clase Il:

Smgicopmteím,queestáncmfamadaspormheterodfiwmoalfiasodadosm
covdmtmteymadosmhmbrmacekla.Lacadenaum229máddm,ympm
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nnlecnhrmtreüyflkdlacadenabaefmdeüïanhoácidosympmrmleaiardemü
kd.l.a3doscadmaa(ayfi)eatá1codflcadasdenmdcm,yanbaapresmtmpohnfmno.
Cadamadeestascadmaseátámtmnadapa2mmgbu1aesqnmmwmw
confmnacióngradasampuentedswfmmuecistehasotmtelasinesisytranspmecellar,el
maestáasodadoampolpépüdomwúfbadodenmddm,damúudo'cadma
hvaíane'qwsecivamtesdekgaammmmdflm.

Acontimadónserepresentaesqmwáücanmtzamannléajadedaselz

ESTRUCTURADEINANTIGENOMMSEII
«1,a2:domin¡osdelaeadenaa51,92%th

BJNatnnmmbnnqüclominiocüophsmáfico.

ñgwa2:esquernademántígemdetüstocornpatbidaddasefl.

Noseconoceahlaeswcnxacrístabgráficadebsantígermdedaselpetolanismafué
hfefldaapmh'delasmoléwlasdeclaselíniasmléasasdeclasen,elboisiodewiónalamígeno
estaíaoonformadoporlosdomhiosayfideambascadenas.Enlaspaedesdelrrismola
cmfanmcfiármefiademhéiceyenelfordoddbdsflomalánfiafiplegada.
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Loamtígemsfuáteos,msonrmnddospasímmmpalascéuasddsbtm
inunlógbo.Tarpocoamreoanddmmwtamamurd,sinqndebmwpmeaadmmta
desaprmtadoajnmaptima'mtmdaaonenfrmtadoodaistanamuógicopulaacéuaa
preamtadaasdemfigmmauófgomcéumdaúíümmmomhfodtma) enelcontexto
debut-“decian.

LaseéüaadddstmmI-uógbo,cmdermatasaonbahtodtosïco4+'
Hepa-(om19aa)(uen19aï).

Lasnnléulashüdedaselpmteamtodaalmcüiasddagahrqsmlm
remanentes de presentar mos péptidos mtigétiooa d repenaio de los htocitos

TC08+'citotóxiooa'o 'aqxesues'. Enamoo contextos, de clase l y dase l, e! mtígeno proteico,

Waa'abcéthfiaamdtoáaohfeodón,dudeesdegmdado(pmeaado)apépüdoa,
Mmmmmmmtgm.mesteestado,bopépüdosseasodmammtígm
demtocmpatbidad,jntooondmmmhmnuaaceua.0eeatammson
ptesmtadosdhfodtoïooneaporduneflowmmd 1989).
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LHTIGBNO VIRLL PROCESÁDO
Y PRESENTADO EN EL CONTEXTODE

CLASE I ES RECONOCIDO POR LINEOCITO T

Figura3: Esquema de presentación restringida por HLA.TCR:Receptor de Iínfocíto T, AG: antígeno
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1984XABm,19BD.Cadauudedmnrdaduuomhnáamespafiftm:hfomehepa,
hfocito T 'apesot'fcitotóadcoi etc. Cada ma de esta: abpobiac'nnn, tiene «amamos de
apafideqnpmfltmwidmüficadón.&tmmacaduadeapafideseasodmoonma
detemiudahnjónldadcasodeloamtígmcmyloocm.

üavaqnlmcümmhfectmmmabahfigmfaámmyhm
lavadoa suWa externaelmanejo 'péptidoforáteo-attígenode tistocorrpatbidad',ata
debeserreconooidopormitfocitoï,yreacdorwomél.Laespecifiddadddrecmoci‘rimtoviene
dadamlacéuaprmtadorapothAdaael(odaael)hntodpépüdo,yendhíocitoïpotel
receptor T (TCR).Este fenómeno se lana 'rcomociu‘mto muhgido por Hstocurpatbidad'
managdwn).

PaaquelapresmtacióndemmtÍgmamhfocitoTaeaefectiva,hacefdtaqxd
receptaTrecmozcaal antígenoprocesado me presenta la cena presentadora,en el contexto del

HA,yqnadanásethamúmtomuedmtigemdeapafúew40C06ddiflomey
decirnqopresmtaduíxbtmadanásouasnuéuhsdeapafldembshtodtmïqz
paticpmdeestauiónzwïywíkrbasnu'eulaspaücpmdelauiónmtredhtodtoï
receptaylacéüaprmtadora,alavezq1em1doaegeneralauiónacmmammcelaseñdd
htahceüaüiscnflWï).

LosreceptoresïsonhetaoámosdedosdasedtetmtaloshayamngCadamade
lascadmasqwoontmnmdrntaoámo,esvaiaUe.Nigudqnlashmngbum,m
codfnadapamDNAqnhaaflñdorearegbamtesdelegaalammüt.Estereotdenariento
mmmmmayvmgmmhaaogmmygmqndahgaa
espedfiddadapmezmeseexptesmmdwmtesdumfiadamdeestmmreconoce
tm determ’nada decaron 'p'eptidoforáneo-mtígenodeh’stocarpatbidao'sobrela
membrazade ma céuapresentadora (Toyonaga1987).518W

EáatanaddHAeatátücadomdbrazooonoddammnaó,mlaaregme 6p21.31
hastaóp21.33.HaciadcmtrómaohitmbalocusdaselDPyhaciaeitebrrmiïitadlocuadase
LA.Entotdabarcamaregióndeapoxrnadmte4centmorgany3nionesymedodepaes
debanfïrowsdáeflfifl).
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Figura 4: Mapa del brazo cono Cromosoma 6 Humano . Región HLA.

Enesteesquemasólosegraficanbsdementosqwhtereaadestacaücabalga dentrola
enmiónumnsónücaddHAsehmmapeadommgmcamddehdeoxiasaogm
codificanesdecienascitoqú'lasreguatoñascmaodïwnorNecmsisFactorMan1987).

¿El l IGENOS HQCLLSE l

ESTRUCTURA GENICA

Todaslascadmasadehsmügmmmselestálcodficadospagqurespadm
amesqmnaesmmmmyconsewadoammtnwnjntodaseloshaysexomscmws
hmhtemnedosfiodficanpara:

oPéptidoseñaljtamenteMofóbicoquepemfieaiapmteharrm alcanzaríaaperficie
callar.Esteexónseconfoumadeïa paresdebases.

oïres dom'nios exuacitoplasmáticos : ou (270 ph), 0:2 (Eïbpb) y 0:3 (flïbpb). Entre los

dariiosaEyaS,existemhtrónbastantemáslatgoqwelrestodelosexonespresentesenel
mensodelosgenes,quemarcamadivisión físicadestacable.Estadivisiónfisicamarcama
dferenciadevariabidad entreexones de disthtosalebsaamboslados de este inuún(Lawlor1990).

Losexormubicadoshaciaá'aumflmvaflaciones,mienuasquehada 3'permamcmmás
camadas.

oLhdmúiotrarmmrbrana

oExóanwmmtodosloscasossevaduceamácidosyp'esmtahMcaseñdde
pdadedadón.Endgumgm,hsemmciawdficadapmeswexónaponammácuoodoa
alaptotehamadxaU-u-Bwsaetc.)
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En lasiguiente figura se observa un esquema tipo:

5'utI. Oil OKZ 03ml oic2 3'ut

E

a E

Figura5: Gen tipo de un Iocus HLAclase l

5'_ut:codifica para 5' no traducidat: (exón 1icodifica para péptido lider;OLLIXZa3: (exones 2.31 4)

codifican para dominios extracelularesfimágón 5) codifica para domino transmambiana; _c_Lc2_:

(exones 6 y 7) codifican para dominio citoplasmatico;3'ut:(exón 8) codifica para región 3' no
traducida.

REGULACION DE LAEXPRES|ON DE LOS GENES HLACLASEI

La expresión de los genes HLAestá regulada durante el desarrollo. Dificilmentese los puede

detectarnasta la mitad del desarrollo embriológico, y se los encuentra expresados en membrana de

casitodas las células de los aduitos. Se expresan fuertemente en células línfoideas (David-Walltine

1990).Tienenuna fuerte regulación tejido -especñica debido a la acción conjunta de varios elementos:

se han descripto tanto secuencias regulatorias(Zakow l989XChodosh 1988),como también factores

de union a estas secuencias (Singh l988XFan 1990) .

Losgenes HLAclase l presentan los clásicos elementos de control de transcripción descriptos

para todos los genes eucariotas. Estos elementos son los que direccionan la acción de la RNA

polimerasa ll:promotory enhancers.

La region del promotor consiste en la "TATAbox" y los UPE's ("upstream elements“), que

pueden ser uno o más. La"TATAbox" , en general se ubica entre 90 y 95 pares de bases hacia 5‘ del

sitio de iniciación del mRNA(Chodosh, 1988). Su función consiste en direccionar a la RNApolimerasa a

su sitio correcto de iniciación. Entre los UPE's se encuentra la CAAT box , cuya función se relaciona

con lacantidad de iniciacionesde la transcripcion que la RNApolimerasa efectúa sobre el templado.

Los enhancers son secuencias de DNA, que actúan en cr's respecto del gen a transcribir. Son

independientes de la polaridad (5“) 3‘ó 3' -)5')y de la ubicacion ya que pueden estar "upstream" o

"downstream" del templado en cuestión . Se han descripto dos enhancers en los genes HLAclase l.

Son el enhancerA entre las posiciones -193y -158y el enhancer Bentre las posiciones 490 y -ól(lsraél

1989).ElenhancerA se superpone con otra secuencia de función conocida y bastante estudiada, que

confiere inducrbilidad por interferón (lRS)al gen ubica do hacia 3‘. Lasecuencia IRSactúa
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hdependientemente de la polaridad(5'-) 3' ó 3' -)5'). Lasecuencia consemo de los enhancers A y B

se descrioe a cont'ruación:

ENHANC ER A

-199 S'TGGGGATTCGCCAB'

ENHANC ER B

-104 S'CACTAGGTGTC3'

Se han descn'pto varios factores que se unen al mhancer A con diferente afinidad :

KBFl(lsraél1987 ),l<BF2(lsraéI1989)H2TF1 (Baldwin 1987 )NF-kB(Baldwin 1988 ). Se ha probado en

ensayos de deleción de promotores, que lasecuencia del enhancer A junto a la secuencia IRSregulan

positivamente a los genes hacia 3' (Katoh 1990 ).

La secuencia 'lnterferón sensible“, se descrioíó originalmente para los genes HLA-A3, HLA

DRor,19.4y sen de la metalotioneína Il(Friedmann 1985 ).

Secuencia Inerferón Sensible

(-179) 3'AGTTTCACTTCTTC5‘

Esta secuencia tiene un consenso claro, y se han descripto modificaciones fmcionales

generadas por reemplazo de algunas de estas posiciones entre los alelos HLA-A3y HLAB7,que

senaan una mejor respuesta a la estimulación (Hakem 1990). Esta secuencia , para ser efectiva

requiere de la presencia del enhancerA completo (lsraél1986).También se han descripto casos en los

que el erhancerA confiere la propiedad desembrle al interferón por sí solo ( Korber1987 ). Se han

descripto dos factores proteicos cuya aparición correlaciona con la inducción por interferón, y que

serian los que se unen al lRSproduciendo un aumento dela transcripción : KBFlyH2TF1(Blanar, 1989.)

POLIMORFISMO YVARIABlLIDAD HLAC LASE I

Elpolimorf'smo de las moleculas de clase l fue una de las caracteristicas que mas llevaron la

atención hacia el MHC ( Bodmer1979). Un inusual número de alelos y junto a la ausencia de un tipo

dominante "wild type", sugirió que se estaba en presencia de una nueva modalidad de alelísmo,

difermte de aquella exhioída por las proteínas conocidas, enzimas, y otros antígenos de superficie.

Con el advenimiento de las tecnicas que permltm trabajar con acidos nucleicos, se fueron

conociendo las secuencias de los diferentes alelos pertenecientes a los d'stintos locus, y por
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comparaciónsefuerbn conociendo mejor lasvariaciona y se comenzó a entender la natuama del

polímorfismo.

Se observa que lasvariaciona entre alelosno son de m par de am'noacidos como en el caso

de las hemoglobinas (Efstratiadis 1980).

Se han podido comparar las secuencias de muchos alelos pertenecienta a cada uno de los

distintos locide clase l , de lo cual se desprenden similitudesy difermcias en d'st'ntos niveles (Parham

1988):

1)Todos los genes HLAclase l:

oPraentan un mismoaquema de exona e introna: 8 exona separados por 7 htrbna qae

conservan una alta homologia entre todos los gena.

oTodos ellos tienen muy conservadas las secuencias que codifican los otona IV a VIII.Las

posiciona de alta conservación son las que mantienm la atructura terciaria del antígeno que

sustenta su actividad biológica.

9) Entre los diferenta Ioci:

Se observa que dentro de los domhios a1 y 0:2(mona 2 y 3), aproximadamente Iamitad de

las 182 posiciona amhoacídicas muestran variación en los productos en uno u otro locus. En atas

posiciona aparece uno de dos otra anminoa'cidosposbla para cada posición. Los patrona de

sustituciónen atas posiciona, son comuna mtre losdiferenta aielosde cada loca.

3) Dentro de cada locus:

Se nan dacn'pto alrededor de 20 posiciona aminoacidicasque praentan una alta variabilidad

dentro de los dominios or,1y 0:2,y 19 de aas 20 corraponden a las posiciona de los dominios que

entranen contacto con el receptor T,y se involucrancon la praentación de péptidos procaados. La

variación de sustitución en esas posiciones , es la que determina la especificidad de aleio.

Existen fuerta evidencias de que la variabilidad atá generada por fenómenos de

recombinación no recíproca o conversión génica. Este mecanismo involucra la copia de tramos de

hformación del DNAdurante la replicacióndel m'smo, a partir de gena homólogos. Los gena que

intaactúan pueden atar en el mismo cromnosoma o en cromosomas d'stintos.

No caben acerca dela ventaja de tener un sistema codominante y tan polimórfico a la hora

de presentar antígenos foráneos: cuanta mayor sea la variabilidad dentro de una población

determinada, tanto mayor a Iaprobabilidad de que un antígeno sea reconocido por los linfocitos T.

Entonca, en poblaciona con alto polímorfismoMHC,a mmor la probabilidad de que la población
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1990).

DESEGUILIBRIO DE UNION. ENFERMEDADY HLA

Lmdebsruseexpumdemmmhmtedemaqucadamünexprm
mmügempacadagmacüvomcadaaumwmflgnpodeddouficadmmmnfim
masclamhqdotïnfladahiohaedamhmbtpommvaimtedecadapade.
Agu'uoslocicpetmestoshqiotpoammmmdímómandedeaequixbdeuiónímo
sigflficaqzdgmascarbhmdeddm,mmmafiwmamayuqnhespaadapa
segregadc’mindependth La espetada entre I-lA-M y I-lA-BBesperada por
aegregadónidepadmte,csguddpomctodeanfimasmhpouadán:1.b%.5h
mbagoeataaádadónapaecemdüüdebaifivünsdehpodadónaaaaakiwañ).

TWMMMmmdgmmcmmadmapodmmém
oonfrwmniasmxydfamtes.Paejerrpb,dmfigmdmlDR2septcsmtamlamaom
mfimmdade34%(ij1984),nimtasqnmladejdosanmazíesmmconmafrecuemia
mucm mencn 12.0%(Oksenbetg 1983).

Ouacmtaíaflcamtabieeslaasodachmmüyenfmnedadfieobsavaqaeexmem
granrú'nemde aumedades mtetmedadea,me se Madman preferentemmteen navajas
ponaduadedetaniadmaebsm.mmdeestmpatobgíashvmhpaücpadú1de
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céblas del sistema 'nane Este es el caso de enfermedades como diabetes jwenfl, esclerosis

múltiple, enfermedad celiaca, espondrlitis anqurlosante (Terasaki 1985). El caso más dástíco de

asocracion entre HLAyenfermedad, es el de una patología poco conocida, la narcolepsia, donde el

100% de los enfermos portan el alelo clase IIHLA-DRQ(Wflner 1988).

OTR S GENES HLACLASEI

Estudios de Southern Blotssobre el genoma humano y mur'no, mostraron que el número de

genes HlA clase l que ex'sten por cada genoma haploide, excede en número a los productos de

clase l(me se pueden reconocer saológica mente en membrana (Koller1989).

Laexplicaciónde este fenomeno, es que otiste un amplio número de elementos que no son

genes activos y funcionalesdentro del genoma. Estos son reconocidos positivammte m un Southern

blot mediante la hioridización con una sonda HLA-clase l especifica, gracias a la alta homologia que

comparten (Hood 1983).

Se han descripto:

OFRAGMENTOSDEGENESHLAClASE l: Se han detectado numerosos fragmentos de genes

HLAclase l que carecen de cabeza o cola. Posiblemente se hayan generado por duplicaciones o

cruzamientos cesigua les entre genes funcionales (Srivastava 1985).

OGENESNO PERTENECIENTESAL HLA:Se los denomina simil HLA o “class l like". Corresponden

a genes cuyos productos se unen a la (¿g-microgbbulina. El ejemplo más característico es el de la

glicoproteina CDl, que se hallacodificada en e! cromosoma I(Calabi 198o) .Otro caso reconocoído,

es lasecuencia que incluyeel genoma del cítomegalovirus, que reproduce con fidelidad un mRNAde

HLAclase l,y que en Lineascelulares transtrmadas con este agente aparecen (Beck 1988).

OGENESHLA CLASE l NO CLASICOS:Codifican para proteinas que se unen también a la

Bg-microglobulina.No siempre quedan anclados a la membrana. Es el caso de las proteinas murhas

Qa y Tla(Watts 1989).

Enhumanos se han descripto los Iocus HLkE , F y G. Recientemente se ha descripto un gen

bajo el nombre de gen H (Chomey 1990). Simultáneamente, se descnbió un nuevo locus al que se

llamó HLA-AP.(Zemmour 1990). ElComite”de Nomenclatura del HlA llamó a este nuevo Iocus HLA- H

(Bodmer 1991). A este locus pertenecen el sen H , los clones descriptos bajo el nombre de Iocus HLA

AR, el Hm-12.4, que fue el primer gen HLAclase l secuenciado (Malissen 1982), el pseudosen JY8

(Duceman 1988) el gen Y? que se descnbe en la presente tes's.
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10) Transfecta a la l'neaceblar B-LCL,no se pudo detectarsu prodJcto en membrana, amque

sise lo pudo inmmoprecipitar con el anticuerpo w682, reconocedor de los HLAClásicos (Koller

1988).

° LOCUS HLAF : Fue el tercer gen HLAno-clásico detectado cuya secuencia codifica para

una proteína íntegra similara las clásicas HLA-clase |(Geraghty 1990). Se lo denominó orighalmente

como HLA-5.4(Shimizu 1988) .

Su estructura gmeral es similara la de un gen HLAclase l clásico, comparando las secuencias

desde las regiones flanqueantes en 5' hasta el exón, 8, que contiene la región 3' no traducida.

Presenta varios elementos que lo diferencian de los clásicos clase l:

1) Conserva todos los sitios de splicing GT-AG, salvo en el límite 3' del intron 6, hecho que

excluye al exón 7 del tramcn'pto maduro.

2) Luego del codón de terminación en el exón 8, la homología con los HLAClase I clásicos

continúa por 27 pares de bases, luego de las cuales, hacia 3', aparece una secuencia única, que no

guarda homolog iacon ningún gen secuenciado.

3) Esta secuencia de DNA incluye dos sitios de poliadenilación, generando un transcripto

teórico de 1200 pares de bases contra uno clásico de 1600.

4) Esta m'sma secuencia de DNA , que es única, fue utilizada como sonda distintiva de una

familia de genes, de transcripción “ubicuitan'a”, sin relación prooada con la familia HLA.

5) Las regiones regulatorias y promotoras de este gen, están parcialmente conservadas.

Presenta homologia alta, aunque no total, para el enhancer A, enhancer B, secuencia lnterferón

sensible, CAATy TATAboxes.

6) Lasecuencia del exón 4 que codifica para el dominio or.3está conservada, permitiendo la

unión a 89-microglobulina.

7) Se transfectó este gen a células LCL,donde se pudo detectar tanto mRNAcomo proteína,

unida a 89-mícroglobulína, pero solo en citoplasma, nunca en la superficie celular.

8) En los tejidos donde normalmente se expresan los HLAclase I no se ha detectado

expresiónde este gen, portécnicas de protección frente a nucleasas . Solo se lo detectó m Llnfocitos

By células dela piel, en muy baja proporción (Geraghty 1990).

9) Utilizandola región distintiva de este gen ubicada hacia 3' (ver punto 2), se detectaron

transcriptos "abundantes" en todos los tejidos humanos estudiados. Estos transcriptos pertenecerian

a otra familiagénica distinta, sin relación con la familiagénica HLA(Geraghty 1990).

0 LOCUS HLA-G:Se lo descnbió originalmente con el nombre del clon genómico dentro del

cual fue detectado: HLA6.0. Fueel primergen no clásico descripto como tal, luego del HLA12.4, que

originalmetese describió como un pseudogen. Estmcturalmente presenta el m'smo esquema general
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que los clásicos HLAclase l.Se enumeran a cont'mación las características del locus (Gerashty 1987) :

1) Presenta la estructua génica tipica de los HLAclase l clásicos. Se encuentran todos los

exones e intrones. Presenta todas las señales de "Splicing'en cada uno de los flancos de exones e

intrones.

2) Presenta un codón de terminación prematwo en el segmdo codón del exón que codifica

para el dominio citoplasmático1, de tal manera que el transcripto maduo de esta proteína carece de

este domhio (C1), salvo por dos aminoácidos, y falta totalmente el dominio citoplasmatico 2. En

total faltan 19 aminoácidos.

3) Sus regiones regulatorias en 5' son conservadas sólo en parte: Aparece muy desvirtuado el

mhancer A del cual sólo se conservan 5 de 12 bases. Lasecuencia hterfezón sensible sólo presmta

homologia 4 bases entre 14. Tiene alta homologia con el enhancer B, del cual sólo difieren 2 de 11

basa. Presenta correctamente las CAATy TATAboxes.

4) No se ha publicado la distribuciónde su expresión en distintos tejidos.

5) Lasecuencia del exón 4, que codifica para el dominio 02.3está conservada, permitiendo Ia

unión a 89-niicroglobiilria.

6) Cuando fue transfectado a células LCLse detectó su expresión en membrana asociada a

89-microglobulina mando anticuerpos anti 92-microglobulina (Shimuzu 1988).

mundi
Este locus fue descripto por primera vez bajo el nombre de HLA-AR(Zemmour 1990). Este

nombre deriva de la similitudque encontró uno de los grupos que descnbió este locus con el locus

HLA-A.Cuando se compara entre alelos de un mismo locus (HLA-BSB/HLA-BQ7,por ejemplo), se

evidencia una difaencia promedio de 20 bases entre un aleloy otro. Cuando se compara mtre alelos

de diferente locus (HLA-A9/HLA-Cw1),sugeque la diferencia promedio de sustituciones es de lll .

Cuando se comparan los HLA-Hcontra el consenso delos HLA-Ay contra el consenso de los HLAB,

ei número de sustistuciones que surge es : HLA-H/HLA-A:92.3 sustituciones, HLA-HIHLAB:104.3

sustituciones, HLA-H/HLAC:116.6 sustituciones. Esta diferencia, sumada al hecho de que los clones

fueron revelados en southern blot con una sonda HLA-Aespecifica, justificaron el nombre de HLA-AR

(HLA-"A"related) (Zem mour 1990).

Paralelamente en nuestro labomton'o se había aislado un clon genómico de un gen HLAclase l,

llamado YQ(Ferrarol 990).

El trabajo de la presente tesLs doctoral, consLste fmdammtalmmte en Ia caracterización

estructural y funcional del clon YQ.

Lascaracteristicas distintivas de este locus son:

1) El HLA12.4, alelo de este locus, fue caracterizado por los autores que lo describieron (

Mal'ssenM.,- Mal'ssen, B.,-Jordan B.(1989) PNAS19 : 893.), como un pseudogen, por la predicción de



inundó" 17

qnbpmteíamadn,mpodíaadqüheaummwdaiawmctadposeamüauídah
dstáudehpoácñn1fl,pu_unfafiaiu,hpflaflohfanucúnddpmzdflhmdd
WaiEstowaaücamounWMWdeuiahfirniuogbuiaïmm
mamptmpaaategmcamawmddncaactaísüca.

2)Todoobsdelosdeaaptoa,sdvodH.A-12.4,poeeenmanmación deletéreazdeleción
demmdcóüdomdcodónüó-ühqnsacaatodmbsddmdewmacodelzcm,
leváúobaamataniacióntarpmamdmmcabofi-tmhddehpmtúmmm.

3)ElbunpaaeategmsebcahamdbrazoeortodummmtrebslodHA-Cy
l-lA-A(Chomey19'90).

4)Tadosbadebsdmpm,oomewmtodaslasmpumtom dmptas:
WAyB,müahtefletón m, TATAyCMTbox“,etc.

S)Debidodbqopohafiammuebsdsthtosddosdeestegm,sedmbedfenómem
deMnngmcizacióqyauatadom'PoinufisrmyhumgeneizadórfWH

Eoonuddchexpreáóndebsgmdefuiufidmpaflúusenuxiauthafiobm
MatpoïmuymamnmtededtaexpmióndeI-Uxoomoreapueatadeaivadade
M4,!amdaYl-H-í(Mi10wada1972)(Btmre,1985).Las caactaísücas de estas 2 ¡mas ceuaea

sonlassigmmtes:

MMthoideaüpoT,queumtalaexpmóndemügmHAmw
mnümaoomorespueataaltrataïimtooonmaünom,1982).Elammtomlaexpmiónde
humedawviwázadomndmüwaponandmdwomometodmbsdebsdebabd
A,ByC,(Bmtable,1978)omimzaalas10m.detratmúmtoommmfldcfiu,dcmzam
rivddeïaSvecesmpectodelbasdalas48m.ylegaawrivdmáximabsbcíenoonm
aunentodeaa10vecesrespectoddbaadjsteatmmtomlacxpmióndemdgmI-lAseve
reflejadommunmtodempmveflmtedegmdet-u,“Medetcctasepor
Madónufizadomaeapedfmscmeapudmtesamtigmmmaqmflopwt
resume genes PLA-A,B, C, (Mc Michael, 1979). Setm'pica'rmte, las céuaa MM presenta)

emedóndel-M-MydébinmtcCWZdrecbïtmaestinlacióndemwmwm.
presmtmI-lA-A1,A10,B17y818(&mme1985,6¡destm1988).E3toirücaqndaunmtomla
expresiónderucumreapuestaalaestimwónconmudcbemdanáaddaumentada-Us
mahqaaijóndemtígamHA-Bmhmmtrmaceua.cwenmdanásqued
uatarientodelascéuasMOMcondosisdemadehastawanUMcasinodemetectosobreel
crechimtoceuar.
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La lineaMolt4 presenta además tn fenotipo 'ntsual, ya cue jmto a tn bajo nivel basal de

expresión de HLA,respecto de timocitos normales, presenta «presión del ant'geno HTA-1 o CDi

(definido por el anticuerpo monoclonal NA1-34,Mc Michael, 1979) que es característico de un estadio

de diferenciación hmaduro para tímocitos (Marth, 1986).(Martin, L.;Calabi, F.;Miistein, C.; PNAS 8; :

9154)La expresión de este antígeno no está IBada a la expresión de HLA y no aumenta por

atimuiación con IFNOL.La linea Molt4 presenta también expresión del antígeno leucocitario

reconocido por el anticuerpo monoclonalYDl/23y dicha expresióntampoco seve aumentada por el

tratamiento con lFNa(Burrone, 1982). Estos hechos indicanque el aumento en expresión de HLApor

efecto dei IFNo;en célulasMolt4 no es un efecto general sobre antígenos de membrana, sho que se

trata de un fenómeno específico para genes de HLAyaquellos que presenten inducción por IFN.

MH: Líneacelularlinfoídeatipo T derivada de Molt4 que presenta expresión aumentada de

ant'genos HLA(respecto de Molt4) como respuesta al tratamiento con IFNOL.La Ihea celular YHHH

fue derivada de Molt4 dela siguiente forma (Barone, 1985):A partir de células Molt4 estimuladas por

24 hs. con 2.000 U/mlde lFNon,se separó utilizando el anticuerpo monoclonal YTH/76(reconoce una

subpcblación de antígenos HLA,muy probablemente HLA-B,Burrone,1985)y un separador de células

activado por fluorescencia ("fluorescence-activated cell sorter" o “FACS"),la polación de células de

mayor expresión. Esta selección fue repetida varias veces y fue clonada la linea YH. Sobre ella se

ooservo una respuesta incrementada ó veces, resper de Molt4, en expresión de antigenos

reconocidos por YT/76 inducidos por 2000 U/ml de IFNOL.La linea YH fue estimulada por 48 hs. con

dosis menores de lFNa, esto es, 50 U/mI,y se volvió a separar la población de mayor expresión de

HLA.Esta selección fue repetida varias veces y fue cionada la ITneaYHH. Sobre esta línea se repitió el

procedimiento con dosis de iFNude 10 U/ml.A partirde esta última selección se a'sló nuevamente la

población de mayor respuesta, la misma fue clonada y recioió el nombre de línea YHHH. Las células

YHHHpresentan una exquisita sersipilidad al lFNa.,ya que una estimulación de 100 U/mldurante 48

hs. produce un aumento en expresión de HLAde 27 veces respecto del nivel basal (para visualizar en

Molt4 un aumento de ‘2a 3 veces debe usarse una dos's de 2.000 U/mlde lFNOtdurante 48 hs). Por

análisismediante Ia técnica de Southern del DNAde diferentes mutantes de alta expresión, usando

una sonda que reconoce genes HLA-A, B, C (pCO1), no se encontró ninguna evidencia de

amplificación genética de los genes de HLA (Burrone, 1985). Además, el nivel constitutivo de

expresión de antigenos HLAen mutantes YHHH no van’a significativamente respecto de Molt4. Al

igual que las células Molt4, las mutantes YHHH no presentan alteraciones en su crecimiento como
corsecuencia del tratamiento con IFNot.

Por análisisserotípico se observó que las mutantes YH presentan en su membrana HLA-A1,y

al recibir estimulación con IFNOLpresentan HLA-A1,A25 (una de las especificidades en que se divide

A10), 817, B18(HLA-817y 818 aún con mayor intemidad que células Molt4 estimuladas) y CWQ.Este
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N YlNT T

Elobjetivo amplio de este trabajo de tests fue analizar la complejidad alelica de un nuevo

locus del complejo mayor de histocompatbilidad humano (HLA), que codifica para una molécula

clase l “no clasica" locus HLAH, a lava que caracter'marm nuevo alelo del mismo locus.

Para ello, se clonó uno de los alelos del locus, descripto por primera va en este trabajo,

llamado YQ.Este alelo ha sido estudiado tanto a nivelde la complejidad de su secuencia nucleotídica

como en d'stintos aspectos de su expresión.

Síntesisdel trabajo

Se ha clonado un gen HLAclase Ino-cla'sico perteneciente al Iocus recientemente descripto

HLA-H.

Este gen fue clonado de una senoteca smómica parcial, hecha sobre el DNAde la línea

celular Iinfoidea tipo T, llamada YHHH.

Esta linea es una mutante de expresión de HLA clase I inducido por interferón, deriva de la

linea Molt 4. Dado que tanto en la línea parental como en YHHH los alelos más respondedores a la

inducción por interferón son ios HLAB,se ha buscado en la genoteca sonómica con una sonda B

especifica.

Se seleccrono de la genoteca un clon de 6500 pares de bases que contiene a un gen HLA

clase lcompleto, llamado YQ.Se han secuenciado 4008 pares de bases de este gen , que hcluyen a

todas las regiones codificantes y a sus intrones intermedios. Se han secuenciado ias regiones

ilanqueantes : 458 pares de bases hacia 5' del ATG que incluym las secuencias consenso de

enhancers y señales de iniciacionde ia transcripcion, y 270 pares de pases hacia 3' de la señal de

poliadenilación.

Elgen Yï' posee tres características diferenciales importantes. SOn las que hacen del locus

HLA-Hun iocus ¡to-Clásico:

1)El primer aminoácido del dominio ou es una Arginina(nunca presente en otro HLA).

9) La posición aminoacidica 164 presmta Fenilalaninaen lugar del consenso HLACisteína.

3) Presenta una deieción puntual de un nucieótido en el exón 4 que codifica para ei dominio

oc3. Esta deleción saca al sen YQ de su marco de lectura, y Io lleva a encontrar una terminación

temprana antes de salirde este exón.

Laproteína resultante, si existiaa, sería de PM34000 Dalton aproximadamente. No presentaría

los dominios funcionales para comportarse como un HLAclase l clásico. Carecen'a de los dominios

trarrsmcmbrana y citoplasmáticos. Presentada dificultades para unir a la Bg-microslobulina,

fundamental para eitranspOrte a membrana de la proteina madura, porque la secuencia de unión en

las proteinas normales esta en el dominio 0:3, dominio que en YQestaria traducido en un marco de
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Iectua +1, a part‘rdel sftio de ladelecíón, respecto de los genes clásicos.

Los ensayos que apmtan a verificar la apresión del gen YQ muestran resultados

contradictorios en las células de ongen YHHH.Por mapeo S1, se Cuerva una protección especñ‘ica

de una sonda que cubre el péptído señal. Por amplificación de cDNA proveniente de RNAde YHHH

no se detectan niveles de expresión de este sen en estas células, aL'nbeso de tratamiento con

'ntezferón.

Los resultados observados al estudiar la o<presíón de este gm transfectado en celulas NIH

3T3 indícan'anque YQno es factble de ser transcripto en las células en las cuales fue clonado, ni en

células NIH3T3de on'gen mun'no.



MÉTODOS

MATERIALES
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(Zumo DE CÉLULAS.

Se trabajo con celulas Moli: 4 e YHHH. Los cultivos celulares de ambas líneas fueron realizados en

l

bovino, 4 mm cie glutarnina, SÜuiml de penicilina y 50 pgrll‘nlde estreptomicina. Se cultivaron en estufa

a 37°C con una atmósfera de 5 0,5de C02. Laestimulación de IFNse realizó durante 24 ó 48 hs con NK

'2 lFNu.

LLmedio tie cultivo escencia! moiziitacado tie Dulbecco (iD-MEM)suplementacio co. 5% cie suero tet.

¡“kiwi-¡CiFLUCfiSCEiKlClA DE SUPERFICIEDE MOLT 4 E EI'HHH:

incubaron las celulas a 40€ con el anticuerpo monoclonal YTHr'Tódurante 45‘. Luego fuean iavadas

con solucion de PBS.’5% de suero de camero neonato, e incubadas con un segundo anticuerpo

coniugado con fluoreeeeina por otros 45' en las m‘smas condiciones. Las celulas fueron lavadas

nuevamente y obsewadas en un microscopio de epiiiuoreacencia.

PREPARHCION DE RNA TOTAL:

partio '15.7-:10’ eeïuiaa. eentrïfunaron a 150.-. 'a'.='.':r::ncon una solución :le PESE-W;-tie

fetal. Las células fueron Eiaaciasen una solución 1,2”: T-icric'et-F-Üen buffer '2'Cr.iii Iris-¡31HpH

3,4, HÜ mii". NaCi, 3m». u"."nií[:l'2.Lozanúcieoe fuero-n preparados por centrifugación a 36.3130rpm. El

sobrenadante fue digerio'o con proteinasa K t‘Ü.‘l'ÉH'>SD5,Emir". ESTA pHÜ}. Posterion'nente fueron

realizadas 2 extracoonee tenoiioae. E!EMAtu *precipitado con 2 volúmenes: de Etanol y ZBDBmi‘i‘. zaal.

La muestra fue :alentada a TÜÜC3xresuspendida en 50 pl de T .

PREPARACION DE CDMA:

:mubaron “ug?de OPEP‘::.t.':ïcon 3ÜÜngrtie "primer" a 95°C por 3' en un 'tu'olumen:le 'lüpi. La

mezcla fue traesrasada a un baño cie agua helada por 'lü rninutosgirluego fueron agregados 43,3

buffer :¿e sintesis Sil-í : “25';-mm Trie.Hoí pH 53.3, 375 mm KC}, SE. misil. 377,. ".5 miïs'x ¿ing-"ll
‘\ = . . .' —' -.Ls..- Inn“. Lie

caca oi'iTE‘. Se agregaron 2792.!U de i':!¡!-J"f'tL"'r"Transcriptasa Reverse. Se "ncuoo por ace-a 37°C

Aislamiento ouri_ficaciónde oláernicios;

."iiinipreparación piásrniiziozsz utilizó ei metodo oe Ein'ltllzllrly Don. .3.mi ¿ie cultivo oameriana

creeioo ourante toda la noc‘necon el antibiotico apropiauo fue centrifugaao a 10.0130 por 2‘. Las

bacterias- tueron reeuspeno‘idae en 100 pl cie buffer lisis {25 mm T53 fill-í pH 8,. 2 mm EDTA, 3.9%

giucoaa}con ECmgih'ilde lieozima. dejaron a 41":durante 45’. agregaron ECC¡Jlde NaCH,

1% 1303.Luego de 'lÜ' la mezoia fue neutraiizada con 150 ui cie AoüNa ó ACOK 3m .Se inou'oo a «PC

durante 45‘. Se oentn'fugo a 'l4.iJÜÜrpm durante ‘ZÜ‘.Se tomo ei sobrenadarte‘i se realizo una

extracmon con olorotormo. El DNA plasmiciico fue precipitado con el agregado cie “2,5:'v'ÜlÜmBÜQS'¿e

etanoi 100% y;0,3 M final de ACCINa . Se reauspenclió el DNA en 50 pl de Buffer TE.
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DIGESHONCON ENDONUCLEASASDERESTRICCiON:Para el análisis de plásmidos y fagos, se digirió el DNA

en un "ro!umende 10ulcon 1 pl del buffer apropiado, a la temperatura indicada para cada enzima
de restricción.

lGELESDEAGAROSA: Los OFJ/¡.3digericics fueron corridos en geles cie agerosa de distinto (CLI-1,5)

ctependiendo de la necesidad. Elbuffer de corrida usado fue TBE1X (90 mm Tris-HCLpH 8, 90 mm

ácido Bórico, ÉÜmm EÜTA).En cada gel fueron corridos indicadores de peso molecular. Los SNA?»

fueron 'risuaiizacios ¡trago cie cada corrida por tinción de ios geles con Bromuro cie Etidio (Sui una

solución 12 mgrmi) y loosteriorrnente fuean observados a traves de un transiiuminacior cie luz
ultravioleta.

C‘BTENCBGNDE FRAGMENTGSDE GELESDE AGAROSA : Los fragmentos de interés fueron ¡iba-ratios ios

vectores con las enzimas cierestriccióncorrespondientes, la mezcla de reaccion fue comoa en oe
J

a..arosa. Los iragrnentos zzieseaciosfueron electroeluidos en bolsitas de diálisis ¿te "cut of?" ::- que
Jl.LEGO gaita-z .Ei buffer de ¿iucí‘cnusado fue TSE3.51. ELSNA. obtenido :‘esuspemïicic ar. 113-223f.i.

de ¿“Jun-erTE ai 10% cie ¿amuestra fue corrida en agarosa con ei fin cie --.r'erir'icar¡a presencia

dei fragmento.

. ,v-r. mn, n. m. “pu-¡aa A.-.r- “mi, mqfl-J .—.-t.. .3. .1,: _ . 7* '-\..-r-' H- . .._ ->..'.v. .,_¿_. _ -_=..,‘.
r'.{‘.H.rI'-.-'¡.'.:I.II'JuE ¡Fu-¡.GI'JILLHI'J'Ji-"..,'.. mu; .r..-'..-..:'..4...-..zr'-¿: -5 .T'I'..-L.,dh Ling...“ 13;..- .lr; ._Z"4."‘. a; IñcrLJVÏ.

I. - n' v -' A r. r 0 n .u-. -. " r I - __ _'_ _- _
rauroactwarnente segun el r'r'retorziode Rigo};con dura 1' 'J‘Pj toÜbÜCirrnmor).La sonara marcaua rueut.

separada oei nuc'eotédo iil'Jrecon el uso de una ooiurnna EL.Sephadex (3-5-0eouiliorada en burfer TE

.=ïñ..=l.Rc.á.Cac-NDE marsr'lr'rEEüT-C-S24'31":¡sumaba-rama; 55-2130 no Dir-in fueron marcados r'acicac:E'-rarr':erit¿
_.,._ ._ tro... MH ___

: ¡JL . F‘ ¿».zl,'-'-r-'_r I\..'=u.-L-C-k....‘ï:¡r .' ¡2.43, s. uiencio ias instr‘...'ccíones del "kit" cie "rnuitiorirning" Arr'rers'r'rar'r'r.

ÍSC'IJTHERNELÜTÉ; Los iragrnentcs cie DNA fueron comdos en sites ¿te agarrasa. y transferidos a

membranas eimétodo de Southernmodificado por ¿VianniatisLosgeáesfueron sometidos a los

siguientes tr'atarr'rientos previamente a ia transferencia ; "¡5‘Ü," N Cii-i, 40' ¡3,5 ¿ViNaGH-ifi En NaCi, y75

finairnente 45‘ 13.5r'r’rTris Ci ci-i ¡Et-2...5r'r’iHa Cl. Se transfirieron iuego a nitrocelulosa en ÏÜX SSC (3M CI

"Ja-Eu _.'-2:srx‘.¿te 'ZZétratocie Na} durante "tE-"if:'ns. Los fi|trcs fueron fat-nados en 2:53: '¿rposteriormente

hornear-¿osa ECW:durante 3 nora-s.Lue1o fuean nuardados hasta ser usados.b o

FTÍEF’AF'ÉCÏC‘NCE E:.á.CTEF<!.-=.s{rrm'vPETENTEs: De una lolaca crecida en ias condiciones cie sesección

arziecuacas, creció una única colonia de cacterias Eccii cepas MC 1C!.1- ..Ír"!‘.‘.Ü1-DH50Len medio L5

{Miri-3Bertani) hasta una [Zn-Casar: 0,48. Se cen ¿fugaron 188ml de cultivo ¡rante 5' a 4° a SÜÜÜrprn.



.m»3.830.un.Roo“.cm5:3ü99.32.59.mm.ücmumcuñomEarmamuu._m35.50EBcomo...m.

J..1.....a.1.-J71.......2.41,5.1.1.4zujüiJ .unnucwnbaño.933%.“.EáïufiümEmu?occ.umafue.-m.__.:___.__wcun.___cccc..ír?_mn
f..

Ü

mm€28.16un.owcmímfl.En.E8880.950:5}unonEnmEm0..mvcOGEMQEQEEGun:Ema

15:3.”mnus:mm“,.oEEW.mas.“c:m05.5%:mn;mm.a,“2282298mn.E.89.QEQmm.."m222%.

ER80o.!mmmeuímu«333%00.3:3m95:3“.muÉm;«93:32mm“a
H0.9.5SSwn¡Emum.“ofimaügmmuñhñwní
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muBugaEncon.mucmñn._u__..__2m:un320.másaEQmm“453.”.mafia34“m.“205%qu
I.I.v...

“ELEHEE
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-.J39.1.3“un053¿353.3Émaña“.uuUmuEu...con.“2235)..aman.cncm562.,
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mncmwucn.mU.1mm.CMDJQEmm.pmi}.OGÏOEHQIMZOUÜHZmpquOumqïwhuïmmo2Quïíümmzddw

¿9823
unBEBÉ.En2882.1,“.m83%me2.9.9.:8.35“.m352.Enuommm.una;m;Q“qumu

uE.cEmmcmm.mm.iubn.unanEsmEnÉÉ0380.8m2guumE3.__m.2:9sz9...3.E...8.:th "Si

.35c:mc055:chEn.20mem.oszomwmam22233oa.m.{zamnmcSancan.5:33.20”.

8563.un1om53353H395.qu28mÉÉHsóu2.35%ua20a.«42.82.;«E

6629:9ng{zoun.LménnEQouom;mucQuoEQÉgun.OEEEEcS:3

coo“mEQSQEOÜ8.232922.50mm.385o28:con-m.wmumgmsmx.6355..mzcmÉUEÜMEÜU

29m28:3qum3A333338mVÉovcuanm30.2cm.390323ma«285m9mu:choamsm

sx."ua«.9182%mm¿caga326V.EEE88EEEdoza8%Esa:mm“:¿2...3mu
Ex.cm03.35138;9222.3..Gafiïhscoouna.m..m¿enunemos¿682%33505%.EEom

¿63ás.e6V.EE8Po.su928mseoeEfi5388.8S5__s__&__.9938%823

2.a339€:xmancuñá
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Se extrajo con Fenoi Cloroformo (1:1) . Se precipitó por agragado de 2,5 voiúmenes de Etanol y se

llevó a una concentración finalde 0,3 M de acetato de Na. Se centrifugó y resuspendió en 20m de

buffer :‘E. tomaron .Tpara cada reacción de secuenciación o de eiongación.

MÉTODO2 .-Se transfirieron 1,5 mi de cultuivo a un tubo eppendorff. Se centrifugó a 10.000 rpm

durante 15'. Se tomaron 'ÍÜÜÜ¡.11de sobrenadante j! se transfirieron a un tuoo limpio. (Se utiiizó ei peiiet

para hacer minipreparación de p!ásrnidos y verificar la presencia de! fragmento en cuestión). Se

centrifugaron a '1Ü.ÜÜÜrpm durante 5'. Se tomaron 800 pi y se transfirieion a un tubo limpio con "¡Üpi

acido acético glacial.Se precipitódurante 15' a temperatura ambiente5e pasaron por un disco de

papei de fibra de vidrio de un diámetro de ÜJmm . Se pasó luego por el mismo filtro 1m! de una

solucrón de Perclorato de Na W. . Luego se me el filtro con 2ml de Etanol 80%. Se secaion a

temperatura ambiente. Se elugrócon '35pi de TE.Se tomaron 7 para cada reacción de secuenciación o

de elongación.

.5En?UEÉ'JCI.¿tCZCï'i'-l:Se utilizó el metodo de Sanger .Se utilizaron diferentes "kits" comerciaiee (Bioia s _.

Sequenasa fi.Se utilizó como nucieótido radioactiuo dATPaÏ‘ÏF‘ó tien dATF‘a-ÏS: amb-os provisto-3 por

NEN-DUFÜM. LÜ3geies de eecuenciacón jy'de mapeo 131tuvieron una concentración entre a f7."8%

de acrilamida, .Tr'v'iurea ¿lomo surfer de corrida fue utiiizadc ":r.TBE,'¡rtodos ios geies fueron somos a

3|} meliamperee.

Los anahi-ese secuencia fueron llevados a ca'oo en una computadora ¿Bi'li’icon el programa Eli-¿.255

en una computadora i'r'iacintoshcon ei programa DNAstrider 1.0.

u. . . . ' . n _' á - . 5‘-" .. -'F-I'I .,_ .'.
pFLE3.Ú.R.-‘¡.‘ÏÏÜI"-ÏDE EGP-¡DAS F‘..íï'l=3'.-’I.i‘"""-5‘SBE Sith Sii'u'iPLE'Ï.5.¡-\-EÏ*:.¿'.: 3€ ïáoiiZu “Griflüiali'aj” entre ¿cc Lía. vLiJ.. ¡v

CANA:s-¡rnolecadena cionado en ei bacterióï'ago {"13 'v "¿Üno de "prime-r“¡.iruüeersai.Luengo eioneï-o er'

crecen-cia out't'er secuenciación. (9:25 de nucteotidos r "¿CTP:1??? :GTC':(“32mm daTF'
' f

"Eu!de dATPcÑÏP (SÜÜÜmCiirnmony una unidad de DNA oc-fizïaerasa"Kienow fragnïent". La reacción

fue realizada durante 15', íuego de ¿ocuai el DNA.fue cortado con la enzi ria restric ¿ón ¿iegícia

convenientemente. Luego ee corrióIareacción en un gel de poiiacriian'iidade porcentaje adecuado.

ocr autorradioqrar’ía"¡r ccrtó dei qe! ¡a car-da ccmeoonoiente ai fragmento deseado E‘

frazmentc punticado de ia banda de poliacnímida.U

Sonda-a utilizadas:

conda EDU”..-Esta sonda generai para hLeï.Cia-sei sin especificidad de inc-cue.Corresponde a

(t)

J .

un cfon PENA dei gen HLABT.Tiene una icngitud de 140i] ph. Contiene toca ia region codificcnt

del gen. (Sood, 1981).
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Sonda 983m: Esta sonda es específica para iocus B. Corresponde a 358 pb dei extremo 3' no

traducido de un CUNAgen HLABB.Originalmente fue descripta como Bespecifica. {Koiier1984).

ENSAYODE"PRIMEREXTENSION“:Para loa ensayos de eiongación se utilizaron como iniciadores ("primers")

tragmentos de DNASimplecadena marcados radioactivamente segun ei protocolo arriba descripto. 2

pmoles de DNAsimple cadena {21100cpmz‘pmoi )3e hibridizaron con Eugr de RNAtotal , calentando

durante 1' a ’PÜÜC,en presencia de Ü_.25mmEDTÁy dejando llegar a temperatura ambiente por ‘E'Ü'.La

rnezcra fue iievada a 'iÜÜrniï‘iTris-HCI(pi-{8,2}, 10mm #1302, 140mm KCI,10mm DTT gr250 um de cada

uno de {oadr-iTPe. agregaron imego 30u de transcriptasa reversa 3.? incubo a 42°C por 'FU' Los

productos de eiongacion fueron corridos con marcadores de tamaño v analizados por

autonadiograt'ía.

i‘r‘iARCemG-.'DELos ÜLÉÏÏ‘JUCLEÜTÏDC’É: inoxbaron e”pmoiea de oiigcsnucfezítido presencia de una
' ' “'Pv274-" - ' "' I.: -._ .: - .. r -Ft-F-F- ..._--..'_ ..-¡

cantidad edmmolarde Ang-air, de :4 poiornucieotic: ¡ana-5.:durade- 4.“ :1cum. L...¿‘;ju¿e .t. “a.

ae midió porcentaje de incorporadori. Soio utiiizaron aqueiios origen-3con una ¿riconzioradon i'rea;.-'»:.r

que ei 50%.

AMPLlHCfiIZIC-i-J i-.-'iEDi,-'J.C=.-'I.DOF! POLIh-‘¡EFL-‘táá. {PCR}:

iüprnoies de tempiado fueron rnezciadoa con '¡ÜÜngrde "primers forward y reverse". Se agregron

4mm de cada dNTP iv 2|.5ui de 20): buffer de reacción: 1M de Tria-CIH 53H ‘5‘0, 4Üi3mi'n5uifato de

ñmÜmü if ¿3Üm."'.". ile'mfia un 'u-‘GIUMETRde 49' ui de agua, agrego "ui de enzima

REPLiii-i'fixï.IB {iniEN}.Se co .‘¡pieto co "¡ÜÜplde aceite mineral. 3; se iievaron a cabo los ciclo-3 de

reaccion deaeados par' ia arnrziiiiicacion.

PLASMIDCGI U'HLÉZJIDC'S:

1}Piásrnidoque contiene un cion genomico de HLA-Bwñs. gentiinïente cedido por Si: '_e:-nardo
Satz.

EjF'iasmidoCFC!!-oEZ'Nhdel HLA-5.7.;que digerioio con Eco Efilibera ur inserto "¿iï'ï'oo Good:

1931).

3‘-P!áemido que contiene un cion ¡“enórnico dei "en YQ, ue di erido por Eco FEiiitera ai cion ¿Se5,4":iio.r . d o e . 

C'L“SONUCLEOTIDÜSDE ñhiF’Lleláüior-J:

Se seleccionaron secuencias que :umpiieran las siguientes caracteriatí a3;

1}Debian poder ampiificar a to'ioe ios ñ. Clase i que se transcribieran en ias ceiuiae.
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Para ello se han seleccionado secuencias muy conaewadas.

2) Debian diferenciar a aquellos fragmentos amplificados provenientes del DNA de aquellos

pio-ráznientei:dei Eli-1A. selectionamn :::‘ig:3nucieótidosque "primean"sobre de tal manera

en a!EMA.simplificado incíuya intrones, gsen RNAno.

3)Debían amplificar un fragmento que incluyera alguna secuencia que fuese especifica de "/2 para

permitir su oiferenciaCIón del resto de los HLAsamplificaoos con un oiigonucleotido FS:específico.

si.) FC'RWARÜ;

5'GGGCGTCGACGGACTCAGAAÏJ'(OLiGO 5‘ut).

Comienza ia superposición con e!gen Y?enla posición -28 respecto del MG.

8) REFERSE

L“ 'CAGGTCCTCGTTCAGAGCGAB'{OLIGO 43?).

Est-¿-oligonucieótido amisenticio rar-¿pectotiei mRNA cie VE. Comienza Ia superposicion con ¿zigen

YF: la posicion +EiÜórespecto oei ATG.

ÜLIGÜNUQLEÜFÜÜS DE SELECCÉC-I'J:

Se trabajé; con ¿ios oiiqoi'ii_u::i¿:oficios :seieizznrion¡Jr-o oe ¿iio-:3 qeznerai 0era ios i-eLr'n.Clase i ¿”izan

Cíase¡“3.rwenrraï.que e!ofro especifico“.

url. -__ C} ,1; especifiu- antiaemic’o :

.517Gi:CTGGGCÜTGCAGEi ¡[72%)

F3II)3 .-v DI E." Y a; :ï D.¡3) ‘< M D. I!) ¡.0 Ü.N |'_{-1 J'DIQ.ü: ¿É ü! 'ÜDI3._¡ ü.Ñ 5.
''O

ÜM'51o..3 q. I:¿I¡oNI 3. ÜJ Ü) .-1 ú! y tu ':| CCI

-. -.: Hr-v - —.-....—’..-.-‘-- -A,-. “HH-4,11.... -i Mai-y, o ‘-. .m-r-urs-s ¡- - .-,.i —1.-.-.-=.F.¡,sva.Q.-_.-.-.
-., ¡_-;'.'.". i-¿.-...._... :----. '._-e..’.r.'-.;:.-i....1..r;- :; zw-.. .L --¡U€ 'J'_-!-1Iill.'-3 Para r.” -..--v.. Iu.n_- ;.-.-- -..-_-..-i-.

Du‘luicro "Pan alias-e i" a! ¿FHSE‘W'JD entre "1.. 2.5 ati}.

.5'CCGGGACATGGCGGTGTAZS' í ligü481}
1l 5¿-— 4. - . .— —'———.., U. — -2 .va . . '..'v.' V.' .. =:v --.;- ol - ._ ' — 3- v-.-.‘-.:" , '.'..'.:|
. 3ta 3eCLsïzuic-_z_rr.plerner:tc-:..:7m1.»!¿e 4' desde .i Facu":a a partir ¿e .c “sumen 1-5..e mpg-.- ue.

¿TG en ¿:i EN»! ¿gezr'ion'iio::n:a_
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NS l NTO DE UN ON GENOM H LAS I.

EI96179 fue donado en' el fago ¡ampda a partir de una genoteca geno'mica parcial hecna

sobre el DNAde las células YHHHutüizando los fragmentos entre 6.4 y 9.7 kb. (Ferraro 1990).

Se seleccionaron dos clones de esta senoteca senóm ica:Y1 eYQ.Ambos fueron reconocidos

por dos sondas especificas de los genes HLAclase I,una de las cuales se descnbíó como específica

para lucus B:

M: Estasonda es generalparaHLAclaselsinespecificidadde locus.(Sood, 1981).

MM: Estasonda fuedescriptacomo Bespecifica(Koller1984).

Estos dos clones fueron subclonados a pBR322.Los plásmídos que contienen a Y1 e Y? fueron

liamados pY1 y DY? respectivamente. Este material fue el punto de partida para el trabajo que se

descnbe en esta tesis.

MAPEQ [QEREfilRK QEQN

Los clones pY‘zy PY1fueron sometidos a un analisis más detallado. Para eilo se realizo un

mapeo de restricciónacompañado de Southern blot.

Se trabajó con ó enzymas de restricción en cortes simples y combinados. Las enzimas

utilizadas fueron seieccíonadas pOrque reveian algunos sitios conservados a lo largo de los genes

HLAcase Idonados y caracterzados (Jordan, 1985,-Malíssen, 1989; Was, 1985) :

EcoRl-BgIII-ka l-PstI-Kpnl-vaul.

Estos.geles se transfin’erona nitroceupsa, y fueron hïcndízados con dos sondas que pudieran

reconocer los extremos 5‘ y 3' de los genes HLAclase l, para verificar que ios dos ciones estwieran

com pietos. Lasonda util'zada capaz de reconocer el «(remo 3' fue ¿apB3ut, descn'pta líneasamba.

Para reconocer el extremo 5' se utilizóun fragmento de 120 pares de bases de! extremo 5'

(don 9)de la sonda p001, llamada p001-5‘ .

Los resultados obtenidos por este análisis (Figura ó) revelaron que el clon Y1 carecía de

adremo 5‘ ya due no era reconocido por Ia sonda p001-5', razón por la cual no fue profund'zada su

caracterización.

Losresultados de este mapeo se ven en lafigura ó.
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yz ya Y2
8 12345673

¡(lo
¡Ill

poo1.5' pB3UT

Figuraó Mapeo de restricción de las clones Y? 23/9 con las sondas {3001-5' y pB3‘ut.

CARACTERlZACÍON ESTRUCTURAL DEL GEN VE.

Teniendo en cuenta que {aestructura genera} de los gemas HLAdese l está muy conservada,

can ¡a información sena'ada en ei anáiísíscon enzimas de restricción, se corstmyó ei siguiente mapa

de! sen Yi, que más tarde:fue confirmado por secuencia :
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k= Eco RI
X=Xba|
PaPstl
3:89“!
S=Smal
K=Kpnl

Figura 7 I: (món H codifica para péptido iider; 51‘ a? 53: (¿Kong 9 3 y 41 codh‘ican para dominios

extraceíuiara; Tm:g’e:<ón5) codifica para domino transmam’orana; ci‘c2: (exones ó y 7) codifican para

dominio citopiasmático; 3'utig'exón 8‘.cooifica para región 3‘ no traducida.

.er CQMWAÜONo: m SECUEMCANucrisorioios D.“ GENya

ESTRATEGiA DE SECUENCIAGON;

A partir de ios resuitaoos oOtenidos con ei mapeo de restricción, se su'ocionaron fragmentos

dei sen Y? en ei bactenofago M13 moiB y 19 para su secuenciación.

Para encori rar ei extremo 5’, seve'ñ‘icó que ios sitios consewados en EosHLAclase i estuvieran

presentes también en Y? y se ownenzó a secuenciar desde ei sitio i ubicado en ía oosición «480

respecto dei ATG (Figura 7).

Enesefrasmento se haáiaronLasseñaies características de promotores HM :ïase con 2o

cuai, se habia ubicado ei exíremo 5', y ei iimitede secuenciación en esa direccion.

Para ubicar ei extremo 3' dei cion, se hizo una digestión con PSTiy ¡os fragmentos resuitantes

se hioiidaron con ia sonda 583m De este modo se identificó a! fragmento portador dei extremo

terminai.

Asi quedó determinado ei límitede secuenciación hacia 3 .

Lametodologia de trabajo consistió en secuenciar en direcciones oouestas hacia ei interiorde

cada subcion buscando ia summsicíón. Enaigunos casos se secuenció comoietamente en ambas

direcciones. Cuando no fue oosbie superpone' ¿asecuencia desde ambas direccion , se utiiïzaron

sitios internos para subcionarfragmentos menores y asicompietar ios “bancos” de secuencia.
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Todos los sitios de reconocímímto para enzimas de restricción que se utflízaron, se indican en

latabla 1, asícomo las direcciones desccumciación :

Dado que no fue posble determnar con cmeza el sitio de If'llCBCÍÓflde !a trarscn‘pcíón, se

tomó arb'rtran'amente a ia posición +1 como a ia "A"delpn'merATG encontrado en el péptido líder.

SITIO POSICION DIRECCION
Xbol +160 5' 4- 8'
Xbo I -88 ambos
Ps‘r I +87 ambos

Bgl II +889 ambos
.Khol +588 ombos
Pvull +898 ombos

Bgl II +1020 ambos
STuI +1274 ombcs
Sou 8A I +1656 ambos
PsH +1723 ombos
Soc l +2054 ambos
Ps‘rI +2889 ambos
Socl +2597 ambos
Pvu II +2778 ambos
Pvu lI +2898 ambas
Pvu II +8414 ombos

Tanta 1: emos Ce reconoomvento de enzamas de restnccic'n míhzados en Lasecumciacïór‘ de! gm YQ.

Esta estrategia de secuenciación se esauematiza en ;a fisura 8
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X:Xba l
1:qu l
P: Pstl
S: Sac I

B: Bgl H

V: Pvu Il

ASau 3A
mEco R l

Figura8: Estrategia de secuenciacieon del gen YQ.

SECUENOA NU LEVTÍDECA DEL GEN YQ;

A continuación se muestra ¡asecuencia com píeta de! gen YQy sus adyacendas (tabia 2). Aquí

se numera secuencíaimente a tas bases partiendo de la primera base desde e! extremo 5'. Los exnnes

están indicados por ïetras mayuímcuías,mientas due ios intrones se escz'ïcen en minúscda, E: exón.
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l |tctogaogagtccaggtggacagggagtcca
32 l¡gttcugggacgguguttcctggatguuuugt63 ïgaagggagagggacagggcccatgccgaggg91.tttcttcctggtttctcagacagctcctggg
125Qccaagactcagggaaacoctgagacagagcg
¡56 cttggcucuggaggagcggggtcagggcgua
IB?¿gtcccagggccccaggcgtggctctcagggt
218ictcaggccccgaaggcggtgtatggattggg
219Égaggccccgccttggggattcgccacctccg
280icagtttctcttcttctcacaucctgcgucgg
3|! ¿gtcctttttcctggatactcaggaagcgggc312.acagttctcattcccactaggtgtcgggttt
373ctagagaagccaatcggtgccgccgcggtcc
101cggttctuaagtccccacgcacccaccggga

fl135sctcagattctccccagacgccgaggflTGGTG
[511166CTCHÏGGCGCCCCGHHCCCTCCTCCTGBÏGC
[311197TCTCHGGGBCCCTGBCCCTBHCCCHGHCCTG
528 GBCGCgtgagtgcagggtctgcaggguaatg
59 gtc999099090909999cccgcccggcggg
590 gcgcaggacccagggagccgcgcagggagga
621gggtcgggcgggtctcagctcctcctcgctc

E2652=ccugGCTCCCHCÏCCflTGHGGTHTTTCTHCH
3683CCHCCHTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGHGCC
[HTMCCGCTTCHTCTCCBTCGGCTHCGTGGHCGHT
2715HCGCHGTTCBTGCGGTTCGHCHGCGHCGCCG
E2776CGHGCCHGHGGHTGGHGCCGCGGGCGCCGTG
2807'68TGGHGCGGGHGGGGCCGGHGTHTÏGGGHC
B3BLCBGHHCHEHBHGHTCTGEHHGGCCCHGGCRC
2869,96HCÏGHHCGHGRBHHCCÏGCGGHÏCGCGCT
[E2QOOZCCTCTflCTflCflflCCflGflGCGflGGGCthgag931Agoooccggeocgggoegcaggtcacgaccc
962.ctccccotcccccacggagggccgggtcgcc
993.tcgagtct 10009-)-)-)-)-)-)-)-)-9-)-)-)-)



Resultados 34

|00| c t g g g t c c g a g a t c c t c c c c g o a a c c g c g g g
¡oa
¡no
¡09
nz

D ¡15
n ¡lo
ll ¡2|
n 124
n Iza
la Ian
li ¡31
n ¡a7
n Ho
ll ¡13

no
¡19
¡52
¡ss
¡59

a c c c c g o g o c c c t t g a c c t g g g a g o g g c c c o
g g c g c c t t t o c c c g t t t c a t t t t c a g t t t a g
g c c o a o o t c c c c g c g g g t t g g t c g g g g c o g g
9 ° 9 9 9 9 ° t ° 9 9 9 9 9 9 ° ° 9 9 9 ° t 9 9 ° ° 9 ° 9 9 9
g g c g g g c c a g 6 T T C T C fl C fl C C fl T 6 C fl 9 6 T 6 fl
T 6 T fl T 6 6 C T 6 C 6 fl C 6 T 6 G 6 6 C C C 6 fl C 6 6 6 C 6

C T T C C T C C 6 C 6 6 6 T fl T 6 fl 9 C H 6 C fl C 6 C C T fl C

9 fl C 6 6 C 9 fl 6 6 9 T T fl C fl T C 9 C T C T 6 fl fl C 6 fl 6 6

9 C C T 6 C 6 C T C C T 9 6 fl C C 6 C 6 6 C 6 6 fl C fl T 6 9 C

fl 6 C T C fl 6 fl T C fl C C fl fl 6 C 6 C fl fl 6 T 6 6 9 fl 6 6 C 6

6 C C C 6 T C 6 6 6 C 6 9 fl 9 C fl 6 C T 6 fl 6 fl 6 C C T fl C C

T 6 6 fl 6 9 B C 6 fl 9 T T C 6 T 6 6 fl 5 T 6 6 C T C C 6 C fl 6

fl T fl C C T 6 6 9 6 fl fl C 6 6 6 fl fl G 6 9 6 fl C 9 C T G C fl 6

C 6 C 6 C 6 6 g t a c c a g g g g c c o c a g g g c g c c t c

o c g g a t c g c c t g t o g o t c t c c g g g g c t g g c c
t c c c a c o a g o o a g g g a g o c o a a t g g g a c c a o
c a c t a t a a t a t c g c c c t c c c t c t g g t c c t g a
g g g a g a o g a a t c c t c c t g g g t t t c c o g a g a g
t g a c t c t g a g g g t c c g c c g t g c t c t t t g o c o

1621 c a a t t a o g g g o t g a a a t c t c t g a g g o o a t g a
¡65 a g g g a a g o c a a t c c c t g g a a t a c t g o t g a g t
160 g g t t c c c t t t g a c o c t g g c a g c a g c c t t g g g
¡7|
l?!
¡7?
¡00
¡03

c c c c g t g o c t t t t c c t c t c a g g c c t t g t t c t
c t g c t t c a c o c t c a a t g t g c c t g g g g g t c t g
a g t c c 0.9 c t c t t c t g a g t c c c t c a g c c t c c a
c t c a g g t c a g g a c c o g o o g t c g c t g t t c c c t
c c t c a g g g a c t a g a a t t t t c c a c g g a a t a g g

¡96 o g o t t a t c c c a g g t g c c t g t g t c c a g g c t g t
¡90 t g t c t g g g t t c t g t g c t c c c t t c c c c o c c c c
|93| a g g c g t c c t g t c c a t t c t c a a g a t g g c c o c a
¡96 t g c g t g c t g g t g g a g t g t c c c o t g a c o g a t g
¡99 c a a o a t g c 2 0 0 0
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I
I
I 9ZnfllïctgoattttctgactcttcctgtcagflCCCC

E9 20325C C C fl fi G fl C H C H T fl T 6 fl C C C fl C C H C C C C fl T C T

l 4}2063‘CT6HCCHTGHGGCCHCCCTGHGGTGCTGGGC
E9 2091ÍC C T G 6 B C T T C T fl C C C T G C 6 G H G fl T C H C fl C T G

l EQ 2125 H C C T 6 G C fl G C 6 G 8 fl T 6 G B B fl 6 6 fl C C fl G fl C C C4}215641cncncssnscIcsïsensnccnssccmcn
I EQ 2187 G 6 G 6 H T 6 6 H fl C C T T C C fl G H fl 6 T 6 6 6 C G 6 C T G

E9 2218 T G B T G G T G C C T T C T 6 6 H G fl G G H G C fl G H G fl T fl

l 4}2219ÉCHCCTGCCHTBTGCHGCHTGHGGGTCTBCCH
E9 2280ï6 fl G C C C C T C fl C C C T G B 6 fl T G G 6 g t a a g g a g g

l 23H=gagatgggggtgtcatgtcccttagggaaag
2312 ,c c g g a g c c t c t c t g g o g a g c t t t a g c a g g g tl 2373cagggtccctcoccttcccctcttttcccag

EE 2104-8 G C C fl T C T T C C C fl 6 C C C fl C C fl T C C C C H T C G T

l 2135=GGGCHTCGTTGCTGGCCTGGTTCTHCTTGTH
EH 2166 G C T G T B G T C fl C T G G H G C T G T G 6 T C B C T G C T G

I 2197 THHTGTGBHGGHHGHHGHBCTCHthaagga

l 2528oggggtgaggagtgtggtctgagatttcttg
2559 t c t c a c t g a g a g t t c c a a g c c c c a g g t a g a

l 2590 g t g c t g c c t g g t t a c t g g g a a g c a c c a

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

2621-0000 atgggcctacccagcctgggcO

2652
2683
2711
2715
2776
2007
2838
2869 a c
2900 t c

tgt agcacttactcttttgtuuag
c

c

9tgtt aotgagggacagattta
atga gtggtgatgggacctga
gtca agtcacaggggaaggtc
ca a tcaguagggcggttggt
ca a tc

c ut
t tg
a
t

gc
tgctttcctcatgtt
ggtctgcagttgcac
ctggggtccaagact

ggaccttutggccctggct tt
2931ïggc ctcacaggacattttcttcccac

EH 2962 T H B H fl H G G H G 6 G H G C T fl C T C T C fl G G C T B C H

a 2993.flgtaagta 3000-)-)-)-)+-)-)-)-)-)-)-)-)-)

(DOOOF‘OO

C

t
C

O

C

C

C

1

t
C

ODOOOOCDO

N

OONHOOOO

a: n

:"OOOO‘DOF‘OF’OO

t
cc
cu
ct
“9
“9

aggu
tc
99tt
tc
09

SOFF'OOCD
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3001itgaaggaggctgatccctgaaatcctttgga
3032¿tottgtgtttgggogcccatgggggagctca
3063cccaccc'cocaattcttcctctagccacatc
3091¿tactgtgggatctgaccaggtcctgttttta

ET31251tctactccagGCBGCHHCHBTGCCCHGGGC
E?315616TGHTGTGTCTCÏCHCGGCGTGHHHBgtga
3187ggaccttggggggcctgotgtgtggggggtgt
3218Étgggggggaacugtggacacagctgtgctat
3219¿ggggttctttgaatttgatgttttgagcatg
3260Ïcgatgggctgccaaagtgtcutccottactg
33Hggacagatatgaatttgttcotgaatatttt

EH3312.ttctatagÏBÏBHGHBHGCÏBCBTÏGÏGTGG
Ü3373680TGHBHBGCHHBHTTTGTÏCHCHCCTÏCC
B31041!ÏTTG'I'BHCTTGHHGHHCCCTGHCTTCTGCH
Ü3135¿HHGGCHCCTGHHÏGTGTCTGÏGTÏCCÏGTHG
Ea3166,GCHTHHTBTBÏGGHGBHGBGGHGBCCHHCCC
Ü3197.9666ÏCHÏGTCCHCCHTGHCCCTCTTCCCCH
[EB3528¿CGCTGHÏCTGTGTTCCCTCCCCHHTCHÏCTÏ
B3559'TCCTGÏTCCHGHGHGGCGGGGCTGHGHTGTC
EÜ3590'TCCHTCÏTTÏTCTCHHCTTTHTGTGCHCTGH
33621GCÏGTHHCTTCTÏHCTTCCCTCÏTHHHHTTH
[EB3652ífiflflÏCTGHGTHHHCHTTTHCTTTTTCHHRTÏ
EG3683CTTGCCHTGHGHGGTTGHÏGHCTTHHTTHHH
E83711.6GHGHHGHTÏCCÏHHHHTTTBHGHBHCHHHH
a3745-Ïflflfltggaacacatgagaaccttccagagtc
3776catgtgtttcttgtgctgatttgttgcagg
3807.gaggagaatagatgggctgtgcctagtggg
3838.gctcaggccogtatggactttatgtggtca
3869tgctcagctgggtcatctttgcctccttca
3900tctccttggcccttcagtagaaccttgtcc
3931accaccacctgtgatcacagggagttggat
3962ítcacctagggtggtccctgcatacaaatct
3993attgtggtatcaagag 1008-)999999

NOTA: de aquím adciante, se hará referencia a la numeración dei sen YQ,tomando como posición

+1 al primer ATG del exo'n 1, dado que no se tiene certeza acera de! sitio de iniciación de la

transan'pción.

OGOF’OÉG
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Hacía 5' aparecen los enhancers A, B(Israel 1989), el tracto de polípu’nas, y la secuencia

Intezferónsensíole (iRS)(Friedmam 1985). Esta secuencia se descrbió ínícialmenteen los genes

HLA-A3, kim-12.4, y en HLA-DR. También se la ha encontrado en el gen de la metalotíoneína ll

(Fríedmann 1985), en genes mun'nos ; HQKb(israel 1986), HQLd(Susfta 1987), HQDd (Korber 1988), gen

6-16 (Porter 1988), y el sen de la 52'-5'olígo A sintetasa, (Cohen, 1988). Se comparan las secuencias

regulatorias de YQ con aquellas que aparecen cn otros genes HLA clase I y en pscudogcnes

secuencíados y descriptos (Chertkoff 1991). Sólo se conocen las secumcías de 3 genes del Iocus H :

ser. H,ngQy 1.9.4.Son esas dos secuencias lasque se utflizancomo comparación.

SECUEHCIH DE POLIPURIHHS EH -300

HLB-H/genYZ -303 tggcacaggaggagcggggtcaggg

HLH-H/gen -303
HLH-E /////ínsención de elemento alu/////
HLfi-F -3l4 a--aggg-----g—ga---gg---
HLH-G -289 acaagoooo--t----------- -
HLB-BZ? -3Ül ---tgt---—-a--a---a-----a
HLB-63502 -299 ---tgt-----a--a---a-----a
HLB-HZ -309 acuoooo-a--c--a -------- -

HLH-CmZ -3ÜI ---tgt a a c a
(-=|DEHT|DF|ÜDE HT)(o=nt . inexistente)

Tabia 3: Comparación de secuencias de oolípun'nasen -300.



ENHANCER A

HLH-H/VZ -203 ÏBBBGHÏÏCGCCH
"LH-HIHH-203 ---------- __
HLB-H!IZ.1-203----------- __
"LH-E -203 --HÏÏBC-B-GH
HLH-F -2|0 --H-H--——c-__
HLB-G -I9Í ------ --ooooo
"LH-BZ? -199 ------- —_c__
"LH-33502 -198 ------- —_c___
HLB-HZ -209 ------- —_c-__
HLH-Cw2 -19? --H---- --T-__
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ENHANCER B

HLB-"¡92 -lfl1 CHCTHGGTBTC
HLB-H/HH —101--------- -_
HLB-"¡12.1—l01 —————————__

HLB-E -¡05 --n-s .... __
HLB-F -i¡3 --T-G-—C—-_
HLB-6 -103 --T ---- __n
HLB-82? -103 --T-G ————__

HLB-83502 -103 —-T-G---- -
HLB-HZ -101 --T-G ---- __
"La-euz -103 -—T-G ——————

Tabia 4: Comparación de secuencias de ios enhancers Ay B.

SECUENCIA IFN SENSIBLE

HLH-H/ïZ
HLH-H/HB
HLB-H/12.1 -I?9

HLH-E

HLB-F

HLB-G

HLB-82?
HLB-83502
HLB-B?

HLB-H2

HLB-83

HLH-CwZ

-I 79 HGTTTCÏCTÏCTTC
-I 79

-183 ————--c---—c-
-¡aa -------- --ïc——
—¡7a (.....)--c-———
-l?8 ---- --a ----- -—
-l?? ——————a----- -

—177 ---- ——n-na—nn

—139 —————--T--TC-

-¡a9 ----- --T---- -
-l?6 ---- —-n——————

Tabla 5: Comparación de secuencias ¡FNsensioies.

Respecto de ia secuencia de poiipurinas, se observa una coincidencia entre los aieios clásicos

HLA-BEZHiA-B3509y HLA-CW‘Z.Entre los HLAs no ciásicos, no hay uniformidad que permita sacar

conciusiones, particuar comparando con ia secuencia de HLA-A2,que es un gen activo y que

presenta 11 diferencias en 25 nt con Iasecuencia más consensuada.

Encuanto ai enhancer A, se observa entre ia secuencia de VEZ,H y ia de los genes aciivoa una

diferencia en una posición (n° 10) que también presenta una sustitución en en gen Cw2, a pesar de lo
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cual, el sen se transcribe. Este no a el caso del enhancer Bdonde lasecuencia de los HLA-Hse aparta

en dos posicionesde la consensuada por losgena activos (3y 5).

Cuando se comparan lassecuencias lFNsembla, con lasecuencia d'sponlola del locus

HLA-H,se observa que algunas posiciones atán muy conservadas mientras que otras no lo atán. Se

puede observar due el gen YQno praenta en ninguna posición ninguna base que no aparezca en

algún gen de los funcionala dacriptos. Sinembargo, la combinación de basa en las posiciona en

que las praenta YQ,a exclusiva de los Sena pertenecienta al locus HLA-H.Recientemente se ha

dacripto que ma sustitución de dos nucleótídos en la secuencia IRSdel gen HLA-A3,por aquellas

praenta en HLA-B7,producen un incremento en la rapuata al IFN(Hakem 1990).

Elanálisisfuncional de estas secuencias regulatorias, incluidasen el fragmento Xba l de 375 pb

entre las posiciona 480 a -105(Figura7)se discute más adelante.

Se han encontrado las señala características de los promotores eucariotas, la TATAbox en la

posición -52, la CAATbox en -78. Estas señales, enYí’, no praentan ninguna variación rapecto de las

secuencias consenso de losgenes activos.

Exones :Lasecuencia del gen YQresponde a laatructura de exona e introna caracteristzcade

los genes l-llA clase l (Zemmour 1991) excepto por algunas particularidada apecaficas que se

d'scuten en detalle, y que lo diferencian de los clásicos HLA.clase l:

Péptido señal (EXON 1): Determinado por la secuencia de 73 para de basa, a 100%

homólogo al consenso de los HLAclase I,aunque acumula mmos difermcias con el HLA-M8396).

Dominio oc 1 (EXON 2) : Codificado por 270 para de basa, con las correctas señales de

splicing en 3' y 5', y separado del péptido señal por un intrón que conserva la distancia entre atos

exona en todos los clones publicados: 123nt.

Dominio o; 2 (EXON3): Codificado por 276 para de basa, con las correctas señala de

splichg en 3' y 5', y separado del exon 2 por un intrónque conserva la distancia entre atos exona en

todos los clones publicados:.940 nt.

Dominio or.3 (EXON4) : Codificado por 275 para de bases . Esto es, una base de menos que

los clásicos HLAclase l. Esta caracteristica, que se analiza y discute por separado, a de crucial

importancra ya que distingue a un nuevo Iocus HLAclase l : HLA-H. Esta delecion de un nuc!eótido,

cambia la fase de traducción de ata secuencia y la lleva a otro marco de lectura que encuentra una

terminacióntemprana anta de completarse la traducción de ate exón. Posee lascorrectas señaia de

splicing en 3' y 5', y atá separado del exón 3 por un intrón que conserva la distancia entre atos

exona en todos lassecuencias de los clona publicados hasta la fecha: 585 nt.
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Dom'nio transmembrana (EXON5): Comparte ia secuencia consemo de 117 pares de bases

descripta para este exón. Sepame dei exón 4 por 102nt,y dei exón ó por440 nt como el consenso.

Dominio citopiasma'tico' (EXONES 6y7): Codificados por 33 y 47 pares de bases

respectivamente, responden a iasecuencia comerso para estos exones de todos los genes HLAclase l.

Separados entre si por un íntrón de142 nt como en todas las secuencias de los HLAclase I clásicas

descriptas. ElC2 está separado del exón 8 por m intrónde 167 nt.

Exon VIII:Este exón, que no se traduce a aminoácidos en la proteina madura (3'ut), esta

presente en el sen YQcon una secuencia conservada, igual a la de los genes HiA clase I,con 399 pares
de bases.

ANA] EE IJF ¡A5 SES UEM '¿5 DE SPI KING:

Unade ias características fundamentales que deben conservar los genes eucarióticos, para due

sean funcionales son las secuencias consenso para un correcto splicing. Por ello se han analizado en

detalle estas secuencias en el gen YQ.Para su análisis,se comparan con !a frecuencia con que aparece

cada una de las bases presentes en YQen cada posición, con frecuencias publicadas (Breathnach

1987).

Encada posición donora, se toman en cuenta las últimas dos bases del exón comprometido

(5'93'), y las primerasdos bases (5'93') del intróncomprometido.

Para las posiciones acepbras, se toman en cuenta las 9 úitimas bases del íntrón

comprometido (5'93')y lasdos primerasbases del exón que se involucra(5'-)3').

Wong;
Eïomwmi iQBASE ‘ZQBASE ÍINTRON :iQBASE LZQBASE

ÏEXONI G(13,=°/o) 'C(4,5°/o) íINTRONI Í(30 00%) 'T(100°/o)
íEXONII C(14°/o) 605.5%) LINTRONII :G(100°/o) ;T(100°/o)

ïEXONIII ,G(13,5%) aG(75.5°/o) ïINTRONIII €G(100°/o) ïT(100°/o)

¿EKONIV ¿(303570) 605.5%) iINTRONIV iG(100°/o) =T(100°/o)
:EXONV ¿A659%) :G(75.5%) ¡lNTRONV4_í___G_(]_OO%_):T(100%)

rEXONVI Í A(59°/o) ï AOO°/o) ¡_|N_'[RONVIï GO 00%) i TO 00%)
¿EXONVII«(59%) 605.5%) ÉÑTROanieaom/o) ¿T(100°/o)
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ÍINTRON llQBASE i29BASE IEKON lQBASE i2QBASE
¿lNTRONl .A(100%) ;G(100%) 'EXONlI (¿(47%) icas%)

llNTRONIl¿A000%) 2G(100%) exomu low/o) lr(37%)
ilNTRONlIl %A(100%) lGÜÜÜofo) ,EXONIV iA(22°/o) icaa%)
ilNTRONlVíA000%) ¿(300095) lEXONV |A(22%) ¿(36270)
¿INTRONV¿Moura 5900070) EXONVI !A(22%) ¡T(37%)

¿INTRONVI;A(100%) 5900070) EXONVII emm) ¿C0870
¿INTRONVIIÍA000°/o) roaoovo) lEXONVIll rav/o) ;G(32%)
Tabla ó: Análisisde la secuencias de splicing: Secuencias Donoras y Secuencia Aceptoras

Losnúmeros entre paréntes's, representan el porcentaje de veces en que cada base aparece en m

pool de genes secuenciados (Breathnach 1987). Elgen YQposee las secuencias consenso requeridas

para un solicing correcto.

Se comparó la secuencia de YQcon otros genes de clase l no clásicos, aleios del locus H,

descriptos muy recientemente, durante el transcurso de la realización del presente trabajo de tes's.

Se tomó como prototipo al gen descripto por Chomey y colaboradores (Chomey 198-9,

llamado H, como un elemento de comparación importante, ya que la mayoria de las caracten'sticas

que diferencian al gen Y? de los clasicos HLAclase lson compartidos con el gen H. Por otro lado, junto

con el HLA-19.4,son los únicos genes descriptos de los que se han publicado secuencias de exones e

intrones.

Chome/ y colaboradores dieron al clon que describieron ensu publicacionel nombre de gen H.

Mas recientemente, Zemmoury colaboradores (1990) documentan la secuencia de 5 ciones

genómicos que comparten las m'smas diferencias con los clásicos HLA clase l que el gen YQ.

Consideran que forman parte de un nue/o locus, al que denominan HLA-AR.Aunque en esta

publicaciónse desconoce al gen H, la similitudde uno de estos dona (JY8) con el H sugiere que se

trata dei mismo gen porque no se diferencian en ninguna posición, ya que sus exónes son 100%

homólogos.

ElComité de Nomenclatura cambió de nombre al nuelo locus HLAAR, y lo denominó HLA-H

(Bodmer 1991) . El Comité de Nomenclatura no menciona al gen H descripto por Chomey y

colabomdores.



Resultados 42

Lasecuencia senómica del sen Hse publicó completa, con orones e 'ntrones, mientras que las

secuencias de los 5 clones de la pdolicación de Zemmou (1990), fue hecha con primers específicos

que permitieronsecuencrar sólo los Otones. Por esta razon se han establecido varias comparaciones

entre el 3m YQy el gen H en particular, mientras que sólo algmas comparaciones incluyen a todos los

alelos del locus.

A Io largo de las 4008 pares de bases secuenciadas del sen YQ, se han encontrado 20

diferencias con el gen H . Cada una de estas diferencias, fue analizada minuciosamente en los

autorradiogramas e incluso se han subclonado en más de una oportunidad y se han repetido las

reaccionesdesecuencíación para verificar,de tal modo de determinar con certeza que efectivamente

se trataba de diferenciasy no de un errorde interpretación en un gel .

Estas 90 diferencias, se presentan de la siguiente manera :

14 corresponden a intrones.

5 corresponden a exones.

1 corresponde a ¡extremo 3' no transcripto.

Ladescripcion de cada una de estas diferencias, encontradas entre las posiciones -4óOy +3548

(respecto del primerATG en el péptido líder)se resumen en la tabla 7:
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EN“ po:¡c.en 92lsocuencia Lblcaclón OBSEHUHCIDHES I

l

11 -126tcca-gttc92 Intrón i
‘__ tccathtcH ; , Í
:2 ;lZócggg-gcgc?2 ¡intrón 3 ‘

cgggfigcch s E l
f3 ÉiSBctccTctacYZ iexón ¿Cambio de uac.
É 3 ctcchtacH €a,| ¿L(92)xR(H)
¿4 Uógaccc-gtttYZ jintrón j
g accchtttH l É

:5 gïüflcgachcaaYZ ¿exón ;G(?2)XH(H) g
f cgucflgcaaH ' mz 5

56 ¡681109th99ch2 3exón ÉRWZM U(H) ,
. j cgtcflggch 2112 ‘ I

;7 ¿lOOSgguthchZ ; ¡ntrón i é
í Í ggatchctH i Í
:8- WZ‘IógcCttgggccccgtYZ Ï intrón ' ,
E9 gc-ttgggccc-gtH = í
'10 í Hflïggagflttat‘r'Z lntrón í

gguthtutH
'11 -11zuggtscct-gtng =¡nu-ón L
' 12 ggtTc-tthgtH
3 13 u .

14 Z|70290tc6tggaï'2 í exón i ¡(me l/¿fi H-fifi’. 8092) S(H)
‘ gctcfltggaH una ; Fase #09 ¿7033/17 U(V2)xr1(H)

¿15 éIBTZtaggGauagH’Z intrón
7 tuggHaaagH =
16 - l927ccccTcttW2 ï intrón

ccccCctttH z =

17 2761cathgacak’2 ¡ntrón '
____ cogt-gacaH . .
18 .2850tgaaTttgtV2. Í ¡ntrón

ï__'____tss=_t_=fltiatH__._ -e_e___f _‘__ï
19 296]gact-th2 ’3'ut :Total de deleciones 92 = 5

gactthtH ; .
j20 .312ÏttgcthctYZ i3' de jTotuI de deleciones H = 5

' ttgc-tcctH jflflïflflfl 7
Tabla 7 : Diferencias de secumcia entre el sen YQy el gen H.

EStas diferencias se esouematízan en ei gráfico de Ia fisura 9, que incluye también las diferencias

aminoacídícas entre los dos genes.
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blandas “Millas yamhncilas entrelas¡(«cuán dclosseus
ll e Y! tomandocomoha a Y! z

GENY!5-l7 A“ ///
p.líder dom ¡nio a1 dom lnlo 0:2

frameshif t

// p H/

dominios;l dom.TM C1
C2

xx::=L¿———1 3
3‘ ut

+ Inserción en gen H

+ Deleción en gen H

\ Diferencia en una base que no genera cambio aminoacídoco

E : Exón

Y Diferencia de una base que genera un cambio de aac. en fase Hm- ¿fisica

f Codónde terminación en fase lid-¡7ra clásica

Figura9 : D'rferencíasnudeotídícas y aminoacídícas entre (os genes H eYQ tomando como base a Y‘Z.

Es interesante destacar el hecho de que no existen diferencias aminoacídícas entre los dos

genes cuando se comparan lasfases ubicadas desde ladeleción hacía 3'.
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Cuando se amplía la comparacióny se 'ncluyeal resto de los miembros del iocus, se enriquece

mucho más el análisisy permite obtener conclusiones partiendo de un mayor rúmero de datos. Como

punto de partida para estas comparaciones, se ha díagramado una tabla donde se analizan las

diferenciasy similitudes entre todos los exones de los alelos descnptos para este locus, respecto de!

SmYE

Exón l Péptido Líder
1 20 40 60 73

V2 RTGGTGCTCfiTGGCGCCCCGHHCCCTCCTCCTGCTGCTCTCRGGGGCCCTGGCCCTGRCCCHGRCCTGGGCGC
S.4LcL.1

JVB
5-488

HLB-12.4
5-4LBF

5.4 LcL2
GEN H

Exón 2 Donlnlo al
1 20 74

Y2 GCTCCCHCTCCHTGHGGTHTTTCTHCBCCHCCHTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGHGCCCGCTTCHTCTCCGTCG
5.4LcL.1

JVB
5-489

HLB-12.4 -T
5-4LBF

5.4 LcL2
OEH H

IE}

95 115 135 148
2 GCTHCGTGGRCGBTRCGCRGTTCGTGCGGTTCGRCHGCGHCGCCGCGHGCCRGHGGBTGGHGCCGCGGGCGCCG

5.4LcL.1
JYB

-C

5-498
HLB-12.4

5-4LBF
5.4 LcL2

GEN H

D T-g mi.
T-Q-"Fllïi-------------- -
T-g rm

napap

149 169 209 222
TGGHTGGHGCÜGGHGGGGCCGGHGTHTTGGGHCCGGHHCHCHCHGHTCTGCHHGGCCCHGGCHCHGHCTGHHCG-CN

5.4LcL.1
JYB

5-488
HLB-12.4 Ra

5-4LBF
5.4 LcL2

GEN H

:3

0C)|39|
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223 244 264 270
92 HGRGHHCCTGCGGHTCGCGCTCCTCTHCTRCRHCCHGHGCGHGGGCG

5.4LcL.1 "
JVS

5-488
HLB-12.4

5-4LBF
5.4 LcL2 a ¿Aáá

GEN H

K)

K)K)K)K)K)K)K

Exón 3 Boninio a2
1 20 40 60 72

5 V2 GTTCTCHCHCCHTGCRGGTGRTGTHTGGCTGCGRCGTGGGGCCCGHCGGGCGCTTCCTCCGCGGGTHTGHHC.4LcL.1 ‘
JVS

5-488 Qfirg ‘
HLB-12.4 QI

5-4LBF T
5.4 LcL2 I

GEN H

73 93 113 133 14o
v2 HGCHCGCCTHCGHCGGCHBGGHTTRCHTCGCTCTGHHCGHGGHCCTGCGCTCCTGGHCCGCGGCGGHCHTGGCR

5.4LcL.1 ñ
avs

5-439 --1
HLB-12.4 c

5-4LBF
5.4 LcL2

GEN H a

JFDC ñ
2.

14? 16? 18? 20? 220
VZ GCTCHGHTCHCCHHGCGCHHGTGGGHGGCGGCCCGTCGGGCGGHGCHGCTGHGHGCCTHCCTGGHGGGCGHGTT

5.4LCL.1 ñ
JYS

5-498
HLB-12.4

5-4LBF
5.4 LCLZ

GEN H

pasan

¡ca¡c)¡c3

I)

221 241 261 276
V2 CGTGGRGTGGCTCCGCRGRTHCCTGGHGHRCGGGHRGGHGHCGCTGCRGCGCGCGG

5.4LcL.1
JYB

5-488
HLB-12.4 T

5-4LBF
5.4 LcL2 ¿ T

GEN H

:3
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Exón 1 Dolinio a3
1 20 40 GU 72

V2 RCCCCCCCHBGRCHCHTBTGFICCCHCCRCCCCHTCTCTGRCCBTBHGGCCBCCCTGHGGTGCTGGGCCCTGG
5.4LcL. 1

JVS
5-488 Q

HLB-12.4
5-4LBF

5.4 LcL2
GEN H

73 93 113 133 146
92 GCTTCTRCCCTGCGGRGRTCHCHCTGHCCTGGCRGCGGGFITGGGGFIGGHCCHGHCCCHCAHCHCGGHGCTCGTGG

5 . 4LcL. 1 ' .3 ñ

«NG .‘. .3
5-4BB .3

HLFI- 12 . 4 QC
5-4LBF .2.

5.4 LCL2 .2
GEN H á. P.

14'? 16? 18? 207 220
‘22 FlGFICCFIGGCCTGCHGGGGHTGGFIFICCTTCCRGHHGTGGGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGRGHGGRGCRGFIGFI

221 241 261 O 275
"(2 THCHCCTGCCHTGTGCHGCFITGFIBGGTCTGCCHGRGCCCCTCHCCCTGHGHTGGG

5.4LcL. 1 ‘
JVB

5-488
HLB-12.4 C

5-4LBF
5.4 LcL2

GEN H 000

Exón 5 Doninio Trhnsnelbrana
1 20 40 60 72

'1'2 HGCCHTCTTCCCHGCCCHCCRTCCCCRTCGTGGGCHTCGTTGCTGGCCTGGTTCTHCTTGTHGCTGTGGTCH
5 . 4LcL. 1

d‘r‘G

5-488
HLB-12.4 C T

5-4LBF
5.4 LcL2

GEN H
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73 93 113 11?
92 CTGGHGCTBTGGTCGCTGCTGTHHTGTGGRGGRHGHHGHGCTCHG

eL.15.4L

5-488
HLB-12.4

5-4L8F
5.4 LcL2

GEN H

Exón 6 Doninio Citaplasnótico 1
1 20 33

V2 HTHGHHRHGGHGGGHGCTHCTCTCHGBCTGCHH

5.4LcL.1 .
JVS

5-488
HLB-12.4

5-4L8F
5.4 LcL2

BEN H

Exón 7 Doninio Citaplasnótico 2
1 20 40 4?

V2 GCGGCHRCRGTGCCCBBGGCTCTGHTGTGTCTCTCHCGGCGTGHHHG
5.4LcL.1

JVB
5-488

HLB-12.4 fl T-----C
5-4L8F

5.4 LcL2
GEN H

SIMBOLOS:

A: nucleótido distinto, igual aac,
¿2 nucleótido distinto, distinto aaa, frame HLAclassic.
A:deleción.
o:Codón de terminación en fase HLA-H/AR.

0 .i l

Tabla 8: Diferencias y simiiítudes entre los exones delos diferentes aleios del iocus HLA-Ha nivel de su

secuencia nucieotidica, tomando como base a YQ(Zemmour 1990, Chomey 1990, Maiissen 1982 y

datos propios).

Surgen del análisisde este cuadro, varios puntos significativos:

+EXON I: Homoiosia dei100% entre todos ios aleios dei Iocus.

+EXON I|: Nucieótido especifico de Y‘Z: T en posición 248.

+EXON iv : Característica distintiva de! iocus HLA-H : Deieción en ia posición 139 dei exón.

Sólo ei HLA-‘i2.4 presenta un nucieótidc en esta posición.
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Para estudiar el entorno de la deleción en el locus HLA-H,se ha confeccionado una tabla de

comparación entre las posiciones nucleotidícas de todos los HLAsclase l secuenciados hasta el

momento, y el consenso de los HLA-H.Se seleccionó una zona de 30 nucleotidos, de los cuales sólo 4

presentan variantes entre más de 40 alelos secuenciados, entre los cuales se incluye a la deleción

(Parham 1988). Todas ias secuencias disponibles del locus H en este entomo, muestran 2 cambios

respecto del consenso de los HLAclase lclásicos. Elprimero de ellos es una deleción de un nucleótido.

Elsegundo es un cambio de base: presenta una "C"por una "G"

Las secuencias analizadas se han alineado buscando la máxima homologia . Para que se

conserve la homologia entre las secuencias flanqueantes de la deleción, el nucleótido ausente puede

"faltar“en una de dos posiciones : Hipótesis l y 2.

Cuando se traducen estas dos secuencias hipótéticas, respetando el marco de lectura que

surge de "adicionaruna base", se obtiene la misma secuencia de aminoácidos en ambos casos.

Unicas posiciones variables
en 40 aieios HLAClase I
secuenciados. H i

ESEEEÉEÉEEEEEEÉÉEÉEÉEÉÉ-_____
DnnsensoHLA-AsacessscccsccacsccGAGCTCGTGGAH
ConsensoHLA-BGACCAnACTCABGACACTGAGCTTGTBGÁGA
ConsensoHLA-CGACCAAACTCAGGACACTBAGCTTGTBGAGA

HipótesisiGaccaciiicc‘lcs-lcsci‘ecslsiiscrcsrssasn
HÍDÓÍBSÍSQGACCAGMCCHCAW-ACiFCBlGáGCTCGTGGABA

120

aminoácidos Y2 Hipótesis l 'U' = DH 'Ü'
ACC cue ACA

Aminoácidos YZ‘Hipótesis 2 ‘ÍÏ' = ‘Ü'
ACC CAC 0 ACA

Tabla 9:Anáiisisnucieotidico del entorno dela deleción.

"‘H' .i

Cuando se trata de caracterizar al locus HLA-H,se busca encontrar elementos que le sean

propios y que no aparezcan en otros locus. Es asique se estudiaron aquellas posiciones nucleotidicas

que le son exclusivas y diferencian a este Iocus de los clásicos. Cuando se compara el consenso de

posiciones nucleotidicas que surgen de esta tabla para el locus HLA-H,con el consenso descripto para

los alelos clásicos HLAclase l,se pueden distinguirvarias posiciones en las que ei iocus HLA-Hpresenta
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nucleótidos que nunca están presentes en otro locus. Esto significa que estamos en presencia de

nudeótídos especíícos del iocus HLA-H.Enlas posiciones que se mencionan, ningún sen semenciado

presenta Ia base que presentan todos ios miembros del Iocus HLA-H.(Cuando hay excepciones se

indicanentre paréntesis).

Esta observación no fue tomada en cuenta por Zemmoury colaboradores (Zemmour 1990),

dado que bautizan al locus con la denominación de 'AR' que significa 'A-related". Y es justamente

este analisisel que nos permite conciuirque este iocus es no relacionado con el iocus HLA-A.

Especlflcldad de nucleófldos del Iocus HLA-H

ÉExón : Posición LocuaA LocusB i LocusC ' LocusH
:Exónl . 7 =

iExónl í 42

30
74

89

150

221

18

71

220

y1

254

56

51

95

1

VII 3 ' A

VII A

>>OOHOO

00000

oO-lo>>-o

1."

O?}}OC)300
o

OO

Tabla 10: Esoecificidad de nucleotidos del iocus HLA-H.

Esta tabla se confeccionó sobre ia secuencia de cada uno de ios aielos que se han secuenciado en

cada Iocus. Por eso, se indica en cada caso cuando algún aielo de aigún Iocus en particular se aparta

dei consenso (Parham 1989XZemmour1990XZemmour1991).



Resultados 51

NA P N I A l Y :

A continuación se transcnbe ma secuencia completa del sen YQ con la traducción

aminoácidos cowespondíente (Tabla 11). La posición nucleotídíca 132 del exón N correspondiente a

los genes HlA-clase | clásicos está ausente en este locus, razón por la cual, aquí se produce un

com’míentodel marco de lectura respecto de un gen clásício. Hasta el punto de la delecíón se traduce

en ei marco de Iectum clásico para los genes HLAclase l. Desde la delecíón hacía 3', se traducen 2

marcos de lectura que difieren en una posición : el marco verdadero, llamado marco HLA-H,aparece

en ¡tár'lca

EImarco de lectua hipotético, que surge de incluiruna base en el punto de la delecíón, se

continúa hasta que alcanza su pnmercodón de terminación.



—

69
13?
205
2?3
341

409

172

523

58?
655

706

75?

808

859

910

972
1040
1108

1171

1222

1273

1324

¡375

1426

1468
1556
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tctagaagagtccaggtggacagggagtccagttcagggacggagattcctggatgaaaagtgaaggg
agagggacagggcccatgccgagggtttcttcctggtttctcagacagctcctgggccaagactcagg
gaaacactgagacagagcgcttggcacaggaggagcggggtcagggcgaagtcccagggccccaggcg
tggctctcagggtctcaggccccgaaggcggtgtatggattggggaggccccgccttggggattgggg
QEQLQQQQQQLLLQLQLLQLLQicacaacctgcgacgggtcctttttcctggatactcaggaagcggg
cacagttctcattcccactaggtgtcgggtttctagagaagggggggggtgccgccgcggtcccggt;
ctaaagtccccacgcacccaccgggactcagattctccccagacgccgagg HTGGTGCTCHTG

H U L n

GCG CCC CGH HCC CTC CTC CTG CTG CTC TCH GGG GCC CTG GCC CTG HCC CHG

H P H T L L L L L S G H L H L T Ü

HCCTGGGCGC gtgagtgcagggtctgcagggaaatggtcgggaggagcgaggggcccgcccggc
T H H

ggggcgcaggacccagggagccgcgcagggaggagggtcgggcgggtctcagctcctcctcgctccca
g GC TCC CHC TCC HTG HGG THT TTC THC HCC HCC HTG TCC CGG CCC GGC CGC

H S H S H H 9 F V T T fl S H P G H

GGG GHG CCC CGC TTC HTC TCC GTC GGC THC GTG GHC GHT HCG CHG TTC GTG

G E P H F l S U G Y U D D T U F U

CGG TTC GHC HGC GHC GCC GCG HGC CHG HGG HTG GHG CCG CGG GCG CCG TGG

H F D S D H H S 0 H n E P H H P H

HTG GHG CGG GHG GGG CCG GHG THT TGG GHC CGG HHC HCH CHG HTC TGC HHG

H E H E G P E Y H D H N T 0 l C K

GCC CHG GCH CHG HCT GHH CGH GHG HHC CTG CGG HTC GCG CTC CTC THC THC

H Ü H 0 T E H E H L H l H L L Y Y

HHCCHGHGCGHGGGCG gtgagtgaccccggcccgggacgcaggtcacgacccctccccatcc
H U S E G

cccacggagggccgggtcgcctcgagtctctgggtccgagatcctccccgaaaccgcgggoccccgag
acccttgacctgggugaggcccaggcgcctttacccgtttcattttcagtttaggccaaaatccccgc

gggttggtcggggcagggcggggctcgggggaccgggctgaccgcgggggcgggccog 2T TgT
CHC HCC HTG CHG GTG HTG THT GGC TGC GHC GTG GGG CCC GHC GGG CGC TTC

H T H 0 U H Y G C D U G P D G H F

CTC CGC GGG THT GHH CHG CHC GCC THC GHC GGC HHG GHT THC HTC GCT CTG

L H G Y E U H H Y D G K Ü Y I H L

HHC GHG GHC CTG CGC TCC TGG HCC GCG GCG GHC HTG GCH GCT CHG HTC HCC

H E D L H S N T H H D H H H 0 I T

HHG CGC HHG TGG GHG GCG GCC CGT CGG GCG GHG CHG CTG HGH GCC THC CTG

K H K H E H H H H H E G L H H 9 L

GHG GGC GHG TTC GTG GHG TGG CTC CGC HGH THC CTG GHG HHC GGG HHG GHG

E G E F U E H L H H 9 L E H G K E

HCGCTGCHGCGCGCGG gtaccaggggccacagggcgcctcccggatcgcctgtagatctccg
T L U H H

gggctggcctcccacaagaaagggagacaaatgggaccaacactataatatcgccctccctctggtcc
tgagggagaagaatcctcctgggtttccagagagtgactctgagggtccgccgtgctctttgacacaa



1621
1692
1760
1828
1896
1964

2029

2060

2131

2181

2232

2263

2344

2409

2460

2511

2575
2643
2?]!
2779
284?
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ttaagggatgaaatctctgaggaaatgaagggaagacaatccctggaatactgatgagtggttccctt
tgacactggcagcagccttgggccccgtgacttttcctctcaggccttgttctctgcttcacactcaa
tgtgcctgggggtctgagtccagctcttctgagtccctcagcctccactcaggtcaggaccagaagtc
gctgttccctcctcagggactagaattttccacggaataggagattatcccaggtgcctgtgtccagg
ctgttgtctgggttctgtgctcccttccccaccccaggcgtcctgtccattctcaagatggccacatg
cgtgctggtggagtgtcccatgacagatgcaaaatgcctgaattttctgactcttcctgtcag HC

D

CCC CCC HHG HCH CHT HTG HCC CHC CHC CCC HTC TCT GHC CHT GHG GCC HCC

P P K T H fl T H H P I S D H E H T

CTG HGG TGC TGG GCC CTG GGC TTC THC CCT GCG GHG HTC HCH CTG HCC TGG

L H C H H. L G F 9 P H E I T L T H

CHG CGG GHT GGG GHG GHC CHG HCC ‘CH CHC HCG GHG CTC GTG GHG HCC HGG

0 H D G E D 0 T - H T E L U E T H

¿ZZ’ÁEWCEF‘ÉWK'ÍZFÍfifi'flfifi'ffifi'fifiï
¡9 7 ¡9 5‘ 5‘ Á/ 6’ f’ fi

CCT GCH GGG GHT GGH HCC TTC CHG HHG TGG GCG GCT GTG GTG GTG CCT TCT

P H G D G T F Ü K H H H U U U P S

[AG695 fififi‘fi7ï áfifi'ffï ÍZÏ’fifiW'JFTófifi‘lfifi‘KVZ‘lfifi‘ffifi Ïfif 677 fflfi
l fi 6 ¡7 í" f’ 5 ¡9 5 fi ¡9 l A’ fi' C t Z

GGH GHG GHG CHG HGH THC HCC TGC CHT GTG CHG CHT GHG GGT CTG CCH GHG

G E E Ü H Y T C H U Ü H E G L P E

áfifi‘fiküïtüfl7lü99¿fifiïlñfi9 fï7'6ZZ’Aññí 75X’Aflü7xñflïlññfi67Z’JZZ’Lïflïñü27
í' ¡9 5‘ ¡9 [7 f f’ ¡9 fi' l? .9 A! ¡9 ¿f 5’ ¿7 .9

CCCCTC HCCCTGHGHTGGG gtaaggagggagatgggggtgtcatgtcccttagggaaagcc
P L T L H u

fifif ¡69 ff? ¿59 697 ¿KF
¡7 5‘ ¡a .Il'

ggagcctctctggagagctttagcagggtcagggtccctcaccttcccctcttttcccag HGCCH
E P

TCT TCC CHG CCC HCC HTC CCC HTC GTG GGC HTC GTT GCT GGC CTG GTT CTH

S S Ü P T I P I U G I U H G L U L

CTT GTH GCT GTG GTC HCT GGH GCT GTG GTC GCT GCT GTH HTG TGG HGG HHG

L U H U U T G H U U H fl U H H R K

HHGHGCTCHG gtaaggaaggggtgaggagtgtggtctgagatttcttgtctcactgagagttcc
K S S

aagccccaggtagaagtgccctgcctggttactgggaagcaccatccacactcatgggcctacccagc
ctgggccctgtgtgccagcacttactcttttgtaaagcacctgttacaatgagggacagatttatcac
cttgatgactgtggtgatgggacctgatcccagcagtcacaagtcacaggggaaggtccccgaggaca
gacctcagaagggcggttggtccaggacccacatctgctttcctcatgtttcctgatcccgccctggg
tctgcagttgcacatttctggaaacttctctggggtccaagacttggaggttcctctaggaccttatg



2915

29?5

3836
3184

3162

3223
3291
3358
3426
3494
3562
3638
3698
3766
3834
3982
3978
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gccctggcttctttctggcatctcacaggacattttcttcccacag HTHGHHHH88H GGG
8 H K G G

HGCTHCTCT CHGGCT88H H gtaagtutgaaggaggctgatccctgaaatcctttggatatt
S 9 S 8 H H

gtgtttgggagcccatgggggagctcacccaccccacaattcttcctctagccacatctactgtggga
tctgaccaggtcctgtttttattctactccag GC 888 HHCHGTGBCCHB888 TDTGHT

' S G N S H 8 G S D

GTGTCT CTC HCGGCGTGHHHGgtgagaccttggggggcctgatgtgtggggggtgttgggg
U S L T H *

gggaacagtggacacagctgtgctatggggttctttgaatttgatgttttgagcatgcgatgggctgc
caaagtgtcatccattactgggucagatatgaatttgttcatgaatattttttctatag TGTGHGHC
HGCTGCCTTGTGTGGGHCTGHGHGGCHHGHTTTGTTCHCHCCTTCCCTTTGTGHCTTGHHGHHCCCTG

HCTTCTGCHHHGGCHCCTGHHTGTGTCTGTGTTCCTGTHGGCHTHHTGTGTGGHGGHGGGGHGHCDHH

8CCHCCCTCHTGTCCHCCHTGHCCCTCTTBCCCHCGCTGHTCTGTGTTCCCTCBCCHHTCHTCTTTCC

TGTTCCHGHGHGGCGGGBDTGHGHTGTCTCCHTCTTTTTCTCHHCTTTHTGTGCHCTGHGCTGTHHCT

TETTHCTTCCCTCTTHHHHTTHGHHTCTGHGTHHHCHTTTHCTTTTTCHHHTTCTTGCCHTGHGHGGT

TGHTGHCTTHHTTHHHGGHGHHGHTTCCTHHHHTTTGHGHGHCflflflfllflflfitggaacacatgagaacc
ttccagagtccatgtgtttcttgtgctgatttgttgcaggggaggagaatagatgggctgtgcctagt
gggtgctcaggccagtatggactttatgtggtcactgctcagctgggtcatctttgcctccttcattc
tccttggcccttcagtagaaccttgtcccaccaccacctgtgatcacugggagttggutgtcacctag
ggtggtccctgcatacaaatctcattgtggtatcaagag 4888

Tabia 11:5ecuencía nucleotídica de! gen Y2 con traducción de los marcos de lectura abiertos.A partir

de! punto de la deEecíCn,se traducen los dos marcos de !ectura posbles, hasta que cada uno de eflos

encuentra una señal de terminación de la traducción.

De ia secumja am‘noacídica de! gen V2, se destacan ciertos eiementos que se hacen

agnñïatwos;

w- EEamíncácfc': amar: ‘;una ve: delecíonado el péptído seña! es una argínína, en lugar de

siicína ó cismïna. Este cambio es ¿«'cíusívo de los HLA H, ya que ningún QUOsen presenta este

cambb.

IO- En !a pOSÍCÍC":1.64 aparece una fenüalanína, al igual que en e! clon HLA-12.4. Esta

fmilaEanínareempiaza a una C'Ïsteïnaque en los HLAc'ase ly símil dese ¡(HLA-EF yG) fcrme un cuanta

disu'rfurocue sustenta ia estructh secundaria de la proteína madura.

r0- Una delecíón de un nucleótído en Ia posición aminoacídica 226/227 saca ai sen Y2 de

marco de !ectura, y lo He/a a un marco completammte anómalo, que alcanza un codón de

terminación prematuramente.

vr Este nuevo marco de iectura, generaría una proteína de función biológica descomcida, o

Cienestaríamos en presncia de un psmoogen.
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IO-Sien m análisisteórico,se 'ncbye ma base en la posición deiecionada, se corrige el marco

de lectura,y se obtiene una proteha perfectamente funcional.

Se comparó al sen YQ con el resto de los aleios descriptos para el iocus a nivel de los

aminoácidos tabia 19). Para elio,se hizo una alineación de todos las secuencias aminoacz'dicas de los

aieios, debajo de iasecuencia dei aleio YQ.Se indicacon un guión cuando existe identidad entre el aac

de YQy el del alelo para cada posición. Cuando no coincide, se indica qué aac corresponde. Se incluye

en la comparación, a las secuencias consenso de Ioccs HLA-A,HLA-By HLA-C.

Se ccmparan los dos marcos de lectura iueso de ia deleción hasta que cada uno de ellos

encumtra un codón de terminación._

EXÜH1 Peptido Lider
- 4 -1

92 NULMflPFITLLLLLSGFILñLTQTNR
5.4LcL.i

JVB
5-488

HLFI- 12 . 4
5-4LBF

5 . 4 LcL2
GEN H

HLB a n u
HLBe -n-T---u----u--L---E--
HLB c a l c

EXOH2 Dominio ou:
1 20 46

V2 RSHSHHYFVTTMSBPGHGEPRF ISUGYUDDTOFURFDSDHRSOHHE
5 . 4LcL . 1

JY8
5-4BB

fi".5r.m.11

uuu "IIWT'I

Dll
UV
fl“
IIII
fill ¡I
IIV Il

:D CD

ÜC)C) :3-'IJD “DD C)7C

7 67 90
'{2 PHHPNHEHEGPEVHDBNTQ l CKHQHOTERENLHIRLLWNQSEG

5.4LcL 1 u
JVS P.

5-438 G P:K n
5-4LBF P. P.

5.4 LcL2 fi X XR
GEN H P.

HLBa -—--I-Q--------E-HNU--HS-D-UD-GTLRG---- --n
HLF!e -----i-a ----- --E---s-mT--v-----NL-n ---- --n
HLBc -----U-Q ------ --E--KV—R----D-US--NLR----- --n



EXON3 Dominio 0t2:

-CN

5.4LcL. l
JVS

5-488
HLB-12.4

5-4LBF
5.4 LcL2

GEN H

HLB B

HLB B
HLB C

V2

5.4LcL. 1
JVB

5-488
HLB-12.4

5-4LBF
5.4 LCL2

GEN H

HLB B

HLB B

HLB C

91 140
GSHTMQUWGCDUGPDGBFLBGVEQHBVDGKD? l BLNEDLBSHTBBDHBB

(3€)f.
____ls u T

C)

l)----L D ñ I\II U

----L a L
----L-R-----L-----L

UEE:

c
-1

141 ' 154 182

o l TKBKNEBBHBHEQLBBVLEGEIFUENLRBYLEHGKETLQBR
n f:

IJIJI

Il:J <2I

:J 4:

afiáñtïaqa-¿iqaqam

EXON 4 Dominio oc 3

92
' 5.4LcL.1

JYS
5-433

HLB-12.4
5-4LBF

5.4 LcL2
sen H
HLB a

HLB B

HLB c

V2
5 . 4LcL. 1

JVS
5-488

183 226 232
DPPKTHHTHHP l SÜHEBTLBCNBLGFH’PBE l TLTHÜBDGEDCITI-lTELUE

DIJOLJUÜDIIIIIIDIIIII

233 274
TBPBGDGTFQKNBBUUUPSGEEÜBVTCHUQHEGLPEPLTLBN

.CJ
7
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-H erdaderaEXON4 Dominio o; 3 FA
209

92 . VPBE l TLTNQBDGEDQT
5.4LcL.1.

va.
5-488 .

5-4LBF .
5 .4 LcL2.

GEN H .

EXON5 Dominio Transmembrana,
2'35 3 14

92 EPSSQPT IP l UG| UBBLULLUBUUTXBBWBBUHHBKKSS
5.4LCL. 1 I

JVS X
5-488 X

HLB-12.4 ‘v' X
5-4LBF X

5.4 LCLZ X
GEN H X

HLB B i F i X B
HLBB -----S-U ------- --BU--U--|X------ --C-B--
HLBC --------------- --BU--ULBUL-—---U--C-B--

EXÜN6 Dominio Eitoplasmático.‘ EXON7 Dominio Citopiasmúticoí
325 326 40

v2 DBKGGSVSQBB V2 SGNSBÜGSDUSLTB*
5.4LcL.1 --------- -- 5.4LCL.1 ------------- -

JVB --------- -- JVS ------------- -
5-488 --------- -- 5-438 ------------- -

HLB-12.4--------- -- HLB-124 -S----------- -
5-4LBF--------- -- 5-4LBF------------- -

5 4 LcL2 --------- -- 5.4 LcLZ ----P -------- -
GENH --------- -- GENH ------------- -
HLBB --------- -- B B -SD--------- --C
HLBB GG------- -- HLBB CSD---------- -
HLBC GG----C---- HLBC -S-------E--l-C

Tabia 12: Compaiacïón entre ‘asecuencia amimacídica dese-"¡YQ y ia ¿cs 616235ce! iccus HLA-H .
Se fncUxen i s comemos "de fos Socus HLA-A, B y C. *:Csdón de terminación. I Aminoácido
indefinicie por faita cie un nucieótídoi X : Aminoácido inexistenteEsta tae-i se confeccionó según

datos m'opios y de referencias (Zemmour 1990).

E-{istericaractecsaces particuiares que diferencian al senyí? de ios cïásiccs HLAcíase Muchcs

de estos eiemer'itcs son compartidos por tados los genes descriptos pair: este iccus. Según estas

coincidencias se puede cmcaerizar a! locus HLA-Ha nivei de aminoácidos. según ios siguientes

eiementos i.anrumeracion cerreseonde a ia proteina madun):
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90

226/227

311

Tabia 13: Especificíc‘ad de aa de! locus HLA-H.

Se han ciegíc'o acueilas posiciones en Que todos Eosaleios del Iocus HLA-H pracntan ei m'smo

aminoácido, codificado por e! m‘smo trípiete y que además nunca esté presmte en ningún otro alelo

de otro locus.

Eiser. YQ, además presenta una LiSiNAen ¡a posición 83 (ctc), se evioencia ¡a cresencía CCI

¿reto ya cue todos ios H presentan una ARGiNINA(c3c)en (¿Staposición.

C!39031100-5 DENTRO DEL LOCUS HLA-H

Dentro de! iocus HLA-H hay ciertas oosícíorwes eminoacíds'cas cue a‘eseman uno ce dos

aminoácidos posbles. Estas dos altenativas siempre aparecen re!acíonadas entre sí en bioque, de tal

marea que se dfeaficï n dos subgrupos (tabla 14):
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go [3340 ¡“sims Iaa.72 [213.120[21152 [2.1156 [2.1158I

H A M S L A

5.4LCL.1 A M S L A

A M S L A

SABE A M S L A

YZ A M G L A

12.4 D E G R V

5.4LBF D E G R V

4LCL.2 D E G R V

Consenso A A } Q i M Q G V L A

Consenso B A P i K Q G V L A

Consenso C A P G Q G E R A

Tabla 14: Subgrupos dentro de! Iocus HLA-H.

Se tomaron en cuenta aoueélas posiciones aminoacidicas en cue dos aleios COmo mínimo se

diferenciarande! resto para me determinada posición.

En.ía posición 72, es alero 1.2.4presenta una arginina coir'icada po.r el tripiete de bases cqa en

tugarde iagíutamina codificada porcaa.

Eiaïeio ‘1’9se aparta de io espexado en ias posiciones 190, donde codifica para una glicina 33g

(¡sumaminoáciooy codon cue ios A,By C) en iugar de argininagg ; y 152 donde coa cooifica para

argi'rinaen :ugarde iaesperadaglutaminacae (Ay kg .-üg).

Eiprimero de los grupos, tiene bastante similitudcon el consemo dei iocus A donde ó de ¿as8

coso-ones son idénticas. es ei cue mas se parece, con 7 simiiituces.PosiOiementeeste haya sioo un

erementc imcortante tomado DOFZemmov_ir(1990)para reiacíonar a este Focuscon ei iocus A.

Es signïicatixo el hecho deciue haya dos genes, mo perteneciente a cada grupo'O’Qy 12.4) que
pudieïanexplicarpor un fenómeno de recombinación no recíproca :acomersión de gruoo en otro.

EXPRESiON DEL GEN Y?

NOTNTodos los o<oerimentos de transfección se hicieron cuando aún no se sabía que el gen YQera

un HLA-Hportada de una defcción puntuai que !osaca de marco de Iectwa.
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a)Transfeccíones del sen Y? completo:

¡PNo se ha podido detectar proteína del sen YQcon el anticuerpo monocbnal YTH/76en

transfeccíones estables a (Ltk-)fbroblastos de ratón con 8ng Iobulinamurína.

«¡No se ha podido detectar proteína del gen Y? con los anticuerpos YTH/76y W682 en

tramfecciones transíentes a células J26 (son células Ltk-que cipresan constitutivamente Bguslobulína

humana. Elresuttado fue el mismo aún frente a la ¡ndJccíón con IFNclaser IImun'no.

¡s’No se ha podido detectar prote'na del gen Y? por transfeccíón transiente en células N!H3T3,

aunque síuna débil señal al hícn'dar el RNAde éstas células con una sonda de YQ.Estos resultados se

buscaron reconfirmar por amplificación por PCR.

ofimrsfecciones del promotor completo del gen YQasociado al gen CAT:

IÜNOse ha podido detectar actividad CATal transfectar comtruccíones con el promotor de

Yí’en céíuias YHHHní en células J26, en ambos casos cony sin estimulación por hterferón.

Los resu'rtados de estos arraiis'sse sintetizan en la tabla 15 (Ferrara 1990):
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amanmmmmmnmm
m T__msfec

Gen Y2 Y2 Y2 Estable Ltk - Inmunof. 
(91311322) TIR/76

Gen Y2 Y2 Y2 Trans. NIH3T3 - Detección + (1)
(PBR322) mRNA

Gen YZ YZ Yz Trans. 126 - v + Inmunof.
(PBR322) VIH/76 

V6¡32 

pSBRNd Y2 Y2 Trans. YHHH - Y * CAT 
J26 ' Y + CAT 

TKYXd Y2 TK Trans. YHHH - y + CAT + (2 )

RSVfXd/CAT YZ LTR RSV Trans. YHHH - y+ CAT + (3)

(l) Se detecra débilmente mRNApara el caso del promotor completo del gen Yz.

(2) Sedetecta débilmente actividad de CAIen igual nivel sin v con tratamiento
de II'N.

3) Se detecta actividad de CATen igual nivel sin y con tratamiento de ¡EN.

Tabla 15: resumen de Lastrarsfeccíones del gen YQ(Ferrero 1990).

ANAL'SE DE LA EXPFESEON POR PROTECCEON FRENTE A NUCLEI‘I'SÁS1:

NOTAzTodoslos otpedmeotos de protección frente a nucleasa 51 se hicieroncuando aún no se sabía

que el sen YQera un HLA-Hportador de una delecíón puntual que Iosaca de marco de lectura.

La primera metodotosía usada para estudiar ¡a o<presíón del gen YQfue Eatecnica de mapeo

Sl. Se subclono a M13 un fragmento de DNAde YQque permitiera preparar una sonda antísmtido

r6 pecto del mRNAdel gen que fuera lo suficientemente diferente del consenso de los péptidos líderes

de los consensos HLA-A,By C, para poder diferenciados deYQ. En ei siguiente esquema se muestra las
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diferenciasexistth en el exón que codifica para al péptído líderentre ios consensos de los distintos

aleios. Laextensión dela sonda que se esperaba que se proteja de ia acción de ia nucleasa S1, aparece i

indicada con una flecha :

Exónl Pépfido Líder
1

HLH-H
HLB-fi
HLB-B---CG-G---C
HLB-C

20 40 60 ?3

44444444444444444444444444
F'gura 10: Protección esperada frente a la nucleasa Si.

Lasonda comprende 109 pares de bases que desde 5' hacia 3' abarcan las úitimas 58 pares de

bases dei exón 1(péptido iíder)dei gen Y? comenzando desde un sitio de restricción para ia enzima

Nar i (ggcgcc). Continúa por e! intrdn 14 pares de bases hasta alcanzar ei sitio Pst 1 para continuar

iuego con 37 pares de bases que corresponden ai bacteriófago M13.

Se buscó probar dos situaciones independientemente.

0ta primera de eiias era Ia expresión dei gen Y‘Zen ei mRNA de ias ce'iuias YHHH .

OLasegunda ia inducrcliiidadde! gen Yí’por interferón.

Se trabajó sobre ei RNAtotal de las céiuias YHHH tratadas por 94 hs con 200 u de iFNi’mi.y

sobre e! RNA total de ce'iuias ‘YHHHsin tratar. Para controlar ia efectividad de ia inducción por

interferón, se hicieron inmunofiuorescencias de superficie'con el anticuerpo monocionai YTHfló

coniugado con fiuoresceina sobre la población de ceiuiastratadas (Figuraii).

Se utii'zó como marcador de tamaño a una secuencia de M13 que se com'ó a ambos ¡ados dei

experimento para evaluar con ia precisión de un nucieótido ias distancias recorridas en ei sei por ia

sonda y la sonda d'Ben'da.

Se esperaba una protección de 58 pares de bases para una sonda que mide 109 pares de
bases.

Los resuitados, que se muestran en la fisura 19 muestran que Ia sonda mide 109, y que ia

protección es de un fragmento de 58 nuceotidos de extensión. Este resuitado es compatible con ia

transcripción cie un péptido lídercon ia misma secuencia que ia presentada por ei fragmento utilizado

como sonda proveniente de Y’Z.

Sería posible que a pesarde no transcnbirse e!gen YQenY HHH, ia sonda se hubiera protegido

compietamente. En este casor se estarian protegiendo transcriptos de los péptidos líder de ias

especificidada expresadas porYHHH.Si las diferencias fueran de apenas un nucieótido, en ias zonas

de d'Nersencia, existiríaia posibilidad de que la enzima sóio las pudiera degradar en un margen muy
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pequeño de concmtmcíón, no detectado por nosotros, pasando de una protección total, a una

degradación total de lasonda.

Figura 12

Maon Si: RNA de. céiuias VHHH

inducidas con iFN(BOúu/mi) por 24 hs. fue.

tratado con cantidades decrecientes de

exonucieasa Si oficina. iguaicantidad

de RNA proveniente de YHHH sin inducir

se trató en iguaies condiciones o4‘i05')oó).

A ambos iados una muestra dci RNA

hibridizado por 12 hs. antes cie la

digestión. A ambos costados se sembró

como marcador de tamaño uva seoamcia

de Mi3. La sonda de 109 bases baja

hasta 58 nti

+ 
C123|4 56 Co

"’
O
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Sonda antisentido derivada de Y2 utilizada
en experimentos de "primer extension" y

mapeo S1
p.líder dominio m1

1 \

58M (exón) +14 nt (intrón)+ 37m Mï3

Figura 13: Sonda antísentído.

PRNEP. EXTENSION

La sonda que contiene a; ¡sentido señal que se usó para ei mapeo S1, también se usó para

determinar el punto de Enieíacáónde {atranscripción del gen YQ.Para eiïo, se trabajó con mRNA tota! d
'lll‘l

ceíuías Ynmh inducidas por ínien'e'óm. Eimpen'm ento se esquematlza en 2afigura siguiente:
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2

..-----.m----

..¡

Qónt

p.|Íd8l’

<-Iuluuuum¿

Intrón l

-..---__U.-..--—

(fi r0

. v
u 'o q!¡0.0‘sc'.

Figura'14:Esquema del experimento de orímcr extension

En este esquema se muestra la aftemsíón de {a sonda marcada ccon nuclzótidos radioactíwos

(puriteada) hacía ei extremo 5’ de iniciaciónde la transcripción.

Eiresultado cue se obtuvo de este experimento, se observa en la figura 15 . Esta sonda se

"densa" per 26 nucleótídos. Esto es H nucteétidos hacía 5' de! ATG iniciador. En Eafigura 16 se indica
! i "’ .. n n'nn nf. ncon fecha: a ¿{amm "J«o¿e ¿Lam - "vvuv'vl ¡JÓVÉ. qu»

figura 15
"Primer adension": Se utilizaron

dos cantidades iniciales de RNA total

de caldos YHHI-I inducidas con IFN

(200u/m1) por 24 115..En 31) y en

02) se dongó a partir de 111g: de

RNASesanraron en 01) lOOngr.de

lo. reacción y en ‘2) 900ngr de la

misma reacción. En .4) y '5) se

usaron5pgrchNA y sembraron

«L5pgrnï) y 50011905). En ambos

casos oe usaron 150 cpa de sonda.

'8)Sonda sin RNA.

"Y ¡5 SCÑCÁS.

h
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En mayúscluias EXONly minúsculas intrón lque aparecen subrayados m lasiguiente secuencia z

ctcogattctccccagacggggggg TGGTGCTC[eeeeeeeeeeeeeee
‘HÏBGCGCCCCGHHCCCTCCÏCCÏGCÏBCÏCÏCHGeeee|
GBBCCCÏGGCCBÏGHCCCHGHCCTGBGCBCgtga
gtgcagggtctgcag

Figura 16: Eiongación de la sonda de primer extension.

Aquise observa en doble suero-rado ai ATG iniciadory en sugayadg la extensión dei "crime!"que se

dorm/o en este experimento. Probablemente esta extensión se deba a la hibridización de este

fragmento con otras especies mayoritarias presentes en e! RNAtotal de YHHH. Esta sonda podria

hibn'darccn los péptidos líderde otras especificidades expresadas enYHHH.A cesar de no ser esta ia

mejor sonda para estudiar 3a iniciacion de ia tiarscriocion de 3/2, fue ¡a utilizada, ya que en eses

momento era la única disponibie.

Estos resuitados podrían indicarexpresión del sen YQ.Surge del experimento de protección

frente a Si due ia sonda está protegida por algún transcn'oto, y dei exoerimento de crimer adension

surge due esta sonda cuece ser eiongaoa por íló nt hacia 5'.

Estas sondas fueron las e!eg¡'das,porque eran. 'as únicas disponzbles en ese momento, a pesar

de que más tarde rc:- dïmos-:uenta que habia zonas de mayor especificidad.

Sinembargo, estos resuitadosse podríanobterer como raurtado de condicionesde

“asuingewcia”en las hioridïzaciones crei/ias a las reacciones enzimáticas.

Durante e! transcurso de esta tesis pudimos d'sponer de un nuevo recurso metodoiósico con

el cuai ponera aue'oa ¡aacresion dei qenYí’: Laamplificación mediada por poiimerasa.v
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ANALES FUNCIONAL DEL QEN Z2 PQR PCR.

Con esta tecnica se busco detectar la presencia de mRNAdel gen YQde una manera mucho

más sensic-ley confiable que por técnicas de protección frente a exonucleasas.

Para estudiar la presencia de mRNA de YQ en cada caso se sintet'aó cDNA, el cual fue

amplificado con primers especñicos due amplifican a todos los transcriptos HLA clase l y similares.

Dado que los primers se ubican hacia 5' de la delecio'n del exón 4 en YQ, esperabamos una

amplificación de su transcripto, si a que estaba presente. Los productos de amplificación se corrieron

en geles, transfin'erona membranas e hicridizado con 2 sondas: una especifica de YQ,y la otra general

para los HLAclase l.

Para las amplificadores se utilizaron siempre los oligos forward y re/e'se, descripto: en la

sección de materialesy métodos.

Los productos de amplificacióndue se obtienen con estos dos oligonucleótidos son de dos

tamaños dependiendo dei material de partida: DNAo cDNA, dado ue puede amplificarse tanto ei

DNA genomico, como el cDNA proveniente de la transcripción reversa. Estos dos fragmentos se

dïererrcían claramente: ei seriémico ¡mid/e 9 lntrcnes y tiene una longitud de 859 pares de bases,

mientras due el fragmento crovenimte de ¡aamplificación del cDNA consta de 491 bares de bases.

mm)
Ubicación de loa primera de
amplificación

Fragmento genómico
amplificado 652 pb.

Fragmento da cDNA
amplificado 491 pb.

Fgma 17: Amoliiicaciones posibles del gen Y‘Zv su cDNA.

Para hibridar los southerrs provenientes de las amplificaciones se utilizaron dos sondas. Una

sonda "de amorioreconocimimto" due es capaz de detectar a todos aquellos productos de genes

HLAclase l,debido a que este bligonucleótido contiene una secuencia que está conservada en.todas

las secuencias de genes HLAclase i describtas. Este c-iisonucleótido denominado "Pan .—ï'-_Aclase l" se

describe en materiales y métodos.
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Lasegunda sonda, es un olígomcleótído especñ‘íco para el sen YQ,denominado YQA,diseñado de la

siguiente manera:

Se buscaron todas las especificidades de HLA-Clase I descn‘ptas para la línea ce!u!ar YHHH (Burrone

1985), de tal manara que se pudíaan dfferenciar los fragmentos amplífícados provenientes de cada

uno de eiios, dei UO‘V'CHÍCÑÍCde YQ.

Gen 92 S'CTGCHHGGCCCHGBCH3'
HLB-HI eeGeHHBGCCCHeeCH
"LH-925 oeGoHHBGCCCHoeCH
HLB-HS? CeGeflHBfiCCoooGCfl
HLfl-BwSB coüoflflGGCCoooGCfl
HLB-BIB CToCHflGoCCeHooCH
HLH-Cw2 oToCflHBooCCflGBCH
o-nucleótido diferente

Tabla 16: Esoecíficídad del olígonuc!eótído Y‘ZA.

Se ha ocoadc ¡aescecííícídad de ios olígonucieótídos, YQA,fOrwardy reverse :

Se -::rr.'á-un sei cer. los siguienta DNAs:

A) 3 ci'a'smídosoígen'dos que contenían ciones smómicos de 3 aieios HLAciase ldiferentes;

1)P!a'smido que contiene un clon genómíco de HLA-Bw58.

9)Pïásmído que contíme un CDNAdel gen HLA-B7.

3)P!ásmídc que contiene un clcn genómíco del gen YQ.

B)Se amolíficó auolásmido Y‘Zcon !os pn'mers Forward y Reverse.

Con este sei se hízow 'oiom'ns que fue hibridizado con la sonda VEA. Eiresultado, figura 18

muestra !c discriminación que hace e! oiígonucieótido VÍA mtrz Bw58 e YQ, que difienm m 5

posxcaonessegún se ve en la tabla 10.
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figura ¡auspecïfïcïdad dei 0133079.5.. o‘sflx’HEndli}r2) BWS-3en pBRSSQdiserïdo por Eco Si 03)p001 o4)p‘/2 diger'zdo

por Eco RI. 05)pY‘2amplificado con sus ofigos específicos. Luego del Uanser y la hibridización con el oliso YQA

marcado rad‘act‘ïvamentese reve‘a hïmidadón con e! fragmento corres oondïente de 9V? digerido por Eco R!y con ei

fragmento ¿mmm-cada.

ANALíSiS DE LA EXPRESION DEL GEN YQ EN YHHH Y MOLT 4

Una vez ve'ffícada !a.efec-tivídad de fos prímers, se estudió Lapresencia de! RNAde! gen Y? en

e! RNAtc-taí de céiuïas YHHHy Moét 4, cada una de eïias pretratadas y sin pretratar con hten‘erón.

Dado que Easíntesis de mRNA de EosHLAclase I se ve' muy ¡ncremmtada en YHHH frente al

vatame‘ento can ¿FN(Buv'one1.982},se trató de tzuscer mRNA de! gen Y? en ¿a mejor oe ias situaciones

oosbíes, esto es, índucíencz‘ocon hterferón oz por 24 horas. Tambien se buscó expresión de YQen

MOLT 4 tratando de repetir la detección de mRNA dei gen H en MOLT 4 descripta por Chomey y

coiacora dores (Chomey 1990).
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Sobre RNAtotal de las siguientes poblaciones celulares se preparó cDNA:

YHHHinducidas por 24 horas con 200 unidades de hterferón os.

YHHH controi sin inducir.

Moit 4 inducidas por 48 horas con 9000 unidades de interferón oc.

Moit 4 control sin inducir.

Como resultado de estas amplificaciones,se obtuvieron bandas de tamaño com patioie con Io

esperado por amplificación de mRN/‘s provmientes de genes HLAclase i.

Se incluyó una muestra de DNAgenómico de YHHHdigerido por Eco RI,como un elemento

de control, se buscó amplificarlabanda de aproximadamente 900 pares de bases, compatioie con ei
tamaño esperado para genes HLAclase !.

Cantidades iguales de estos CDN/Asy DNA genómico de YHHH digerido pcr Eco RI,fueron

amplíficadas por 40 cicios (1.5'-94°C//1.5'-52°C//1.5‘-7SZ°C).

Elproducto de estas amplificacíones se com'ó en un geles de agarosa junto a! pYQdigendo por

Eco Riy BwSSdígec'do por Eco R!(como contro! de Eaespecificidad de las sondas) y DNAsenómico

deYHi-iH diserido por Eco RIsin amplificar.Todas ias muestras se corrieron por duplicado en ei mismo

sel.

Este ge! fue transferido a nitroce!uiosa y cada membrana se hbn'dizo con las sondas YQA

(Figura 19)y Pan ciase |(Fi9uia 20).
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24a
o])A/Hind"HK/Hora“! mpcpdeCDNAMOMun]5ha;HLA.5)PCRdecDNAMohd-iFNoigo:hLA .1)A/Hindlll-nx/Haeln o2)PCRdecDNAYHHH+|FNoligosHLA, ¿”PCRdeCDNAYHHH-|FNoligosHLA ¡4)PCRdeCDNAMotta+|FNoligosHLA ¿»PCRdecDNAMolM-|FNoligosHLA a6)A/HindIIHx/Haelll '7)pY2xEcoR| -6)Bv68enpBR322xEcoRI, .9)DNAgenomicodeYHHHxEcoRL -10)PCRdeDNAgenomicodeYH-thcoR!dgostiA

por Eco RI. '9)DNA genómico szHI-II-I diga-ido por Eco RI. '10) Amplificación dd DNAgmómico

deYHHH dlgendo por Eco RI con eliges HLA específicosfi Híbridización del gdA con el oligoYQA

Molt 4 sin inducir. 06) III-find III+fit/HaeIII °7)pY2 digaido por Eco RI.°8)Bw58 en 11812322digaido

YHHH inducidas por EN 24 hd200u/m1)’3)Amplificación de CDNA de YHHH sin inducir

04)A.mplificacióndecDNA deMoIt 4 inducidas por MI 24 hs(2000u/m1).°5)Amp1ifk:acíón de cDNA de

Amplifhclón y Southern dc CDNAy DNA °1)1/Hind III-i'kach '2)Amplifi:ación de CDNAdz
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deYI-H-lI-Idizera ido por Eco RI con oligos HLA específicos.fi Híbridización dd gd A con el oligo Pan

Mol‘hïsin inducir. '6) l/Hind ELLE/Hum °7)pY2 digerido por Eco RI.°8)BW58en pBR322 digeridn

por Eco RI. '9)DNA genómico deYI-II-IHdigaido por Eco RI. '10) Amplificación del DNA genómico

'4)Amplificación decDNA deMolt ¡Lhducidas por IPN 24 hs(2000u/m1).°5)Amp1ificación de CDM de

Amplificacióny Southern de CDNAy DNA 'l) UHind III-¡{XM '2)Amp1ificacíónde CDNAde

YHHH mducidas por HW 24 hs(200u/m1)°3)Amp1ificación dz cDNA de YHHH sin inducir.

HiguraBO.

.1)u‘Hmd¡Mx/Hue”?

HLA

WPCRde¿DNAMuHu+.FNdmn

HLA

o5)PCRdecDNAMona-IFNoligo: ob)Wind“lux/Had“o?)ngxEcoPI 08)w56enpBR3'2'2xEcoP! ¿»DNAgenómicodeYHHH'xEcoRI. o10)PCRdeDNAgenómicodeWxEcoRI089.32%“

¡"hp

.1)A/HindIIHox/Hoelll 02)PCRdeCDNAYHHH+IFNoligosHLA

,2,¿wepdecDNAYHHH-IFNoligosHLA á .«opendecDNAMCM+IFNoligosHLA
4o5)PCRdeCDNAMol’rA-IFNoligosHLA

ob)A/HindllIHx/Hcelll

,l Lo7)pY2xEcoRI

"v ‘‘memeenpBR322xEcoRI.

“2‘?
x;

‘.9)DNAgenómicodeYHHHxEcoRL

n "«10)PCRdeDNAgenómicode‘ïHfixEcoHoigosrtA

Resultados , y
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Como resultado de la hbndízacíón de esta membrana con la sonda Pan clase l, se revelan

todas las bandas que contienen secuencias homólogas a los genes HLAclase I:

oLas bandas de 500 pb compatibles con productos de la amplificación de los mRNAs de

genes HLAclase Ique se encuentran en la céiula . Se observa el incremento de mmsajero debido al

tratamiento con hterferón.

vLabanda de 852 pb compatble con todos los fragmentos HLAclase I senómicos que se

obtienen por amplificación del DNAgenómico deYHHH.

o Labanda de 6600 pb proveniente de la digestión de los plásmidos que contienen a YHHHy

a Bw58.

Cuando se hbn'diza esta membrana con la sonda específica para YQ, se revela solamente la

banda especifica prox/miente dela digestión de pYQ.No fue posrole detectar hioridización de esta

sonda en ninguna otra callede ¿te experimento.

Los productos de amplificación que se obtuvieron, fueron reampiificados por otros 30

cicios,transfendos a nitroceiulosa e hion'dizados con ei olisonucleótído YQA. Tampoco m estas

condiciones se consiguio detectarei producto de amplificaciónde la copia genóm ica de YQ.

Seve que elgmpo de transcriptos que se está analizando, es sensiole a Ia inducción por lFN,a

pesarde Iocual,YQno se puede detectar.

Surge de estos resuitados que ei sen YQno es transcripto en las céiutas MOLT 4 ni YHHH, ni es

induciole su expresión por tratamiento con lFN,

ANALISIS DE LA EXPRESiON DEL GEN Y? EN TRANS:

Para determinarsi elgen YQtransfectado era capaz de ser transcripto en céiuias distintas a las

YHHHy Moit 4, se transfectaron céiulas NiH3T3con un piásmído que contiene al gen compieto YQ

(pYQ).Se buscó expresión del gm Y? en ios dos niveies posbles: proteína madura y mRNA.

A nivelde la meorana ce'uiar de las celulas transfectadas no fue posioie encontrar señal por

inmunofiuorescencia utfl'zando el anticuerpo mcnoclonalYTH.7ó, especñico para HlA.

De las céiuias transfectadas se preparó RNAtotal, que fue transferido a nítroceiulosa por dot

blot e hicxidizaoocon una sonda que comprende a la secuencia del sen Y? desde -105 a +70. Como

resultado de esta hion'dizacionse obtuvo una seña! muy débil hego de un largo tiempo de exposición

de! autorradiogra ma (Ferraro 1990).

A los efectos de confirmareste resultado, se han preparado distintos cDNAs a partir de RNAs

provenientes de céiulasapuestas a diferentes tratamientos y controles:
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1)RNAde células NIH3T3control transfectadas s'n DNA(Control Mock).

2)RNAde células NIH3T3transfectadas con ei piásmido pY2 diserido por Xba Ide tal modo

que se separa parte dela secuencia regulatona 5' (com prende 37Spb hacia 5' desde -87 respecto del

prímerATG).

3)RNAde células NIH3T3transfectadas con el plásmido pYQ.

4)RNA de céiulas NIH3T3transfectadas con el plásmído pYQ con el agregado de RNA de

celulas YHHHinducidas por interferón.

Estos cDNAS junto al DNA de pY2 se fueron amplíficadas por 40 ciclos (1.5'-94°C//15'

52°C/l1.5'-72°C)utflizando los primers de amplificación especificos para HLAclase I forward y reverse

descriptos más amba. E!resultado de estas reacciones se corrió en un sel de agarosafígwas 91 y 22.

Como producto de estas reacciones se obtuvieron las siguientes bandas:

oBanda de 852pb: Esta banda coincide con el producto de apmplificación de pYQ.

Probabiemente sea producto amplificado de los restos de plásmído con que fueron transfectadas las

Ceiuias NIH3T3.

oBanda de 500pb: Esta banda es compatible con la amplificación del producto maduro de

transcripción de los genes HLAciase i con ios oligos utilizados. En el sen YQ se espera que este

producto tenga 491pb. El mRNA agregado en ¡a reacción de la linea 5, contiene producros de

amplificación de transcriptos HLAclase Isegún se probó en el o<perimento descripto en ia figura 18.

o Labanda de 6600 pb que corresponde a Bw58.

Este sei se com'ó por duplicado y cada uno fue hbndizado con lasonda YQA(Figua 21) y Pan

ciase ¡(Figura 99).
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J01)?L./HmdIH , 02m2decondemarasmtransfectm-conollgosHLA

03)PCEdecDIIAde11mmtransfectadasconpYzx¡(balconaltea:HLA OOPCRdeCDNAdemm(mamando:conpYZconrangosHLA OSWCRdeCDIAde¡"Bm‘rmsfc/pYZoCUNAde(YHHHHIN)01130:HLA 06)PCRsobrepYZconclica:HLA. ¡”8'53MeridaporEcoRI.

‘01MindIII

RI.I_3_:Hibridización del gel ¿con la sonda Y2A
por 24 hs (200u/m1). .6) PCR eobrepY2 con eliges HLA ClaseI especificos. 07)Bw58digerido por Eco

02)PCRdeCD)“doN01313smtranstectarconchaosHLA ¡”PCRdeCDNÁdaHIIÜÜ{rmsfectedasconpYZxXbalconohgosHLA OOPCRdael)!“daNIH'J‘Üvans!thconpYZconohgosHLA ¡”PCRdeen!“de¡mara(fanfic/pu#CUNAde(YHHHHFN)¡JugosHLA 06)PCRsobrepYzcononzasHLA

a¡”8'58digeridoporEcoRI.

t
¿ ÜJ

Amplifbación y Southern decDNAy DNAQ '1)l/Hindm °2)PCRsobre ¿DNAde caulna NIHSTSsin

tansfectar.°3)PCR sobre cDNAdecadas NIE-13'13transfectadna con pY2 digaido por XbaI.°4)PCR

sobre cDNA.de canal” NIHBTStransfectadas con pY2 sin discal-Jam sobre cDNA de caidas

NIHKTStL-mofectadnacon pYBsin digair con d agregadodecDNA dcYHHH inducian con intafcrón
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Higura 32.
Amplificación y Southern decDNA y DNA2A:°1)1/HindIII 02)PCRsobre ¿DNA de (:8qu NÏHSTS sin

ü'ansfectar.°3)PCR sobre cDNA de caulas NIHSTStransformadas con pY2 digerido por XbaI.°4)PCR

sobre cDNA de caulos NIHSTS transfectadas con pY2 sin digair.°5)PCR sobre cDNA de 081.1135

MI-ISTStransfectndnaoonpYBsin diga-ir con d agregadodchNA dcYHHI-I inducida con intafcrón

por 24 ha (200u/ml). .6) PCRsobrepYB con eligesHIA ClaeeI específhos. '7)Bw58 digerido por Eco

RLB;Hibridización del gel A con la sonda Pan HLA Clase I.
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La hiorid'zacíón de ia sonda Pan HLAclase i revela anellas bandas que contienen productos

HLA.Labanda de500 pbde lacaIIeS es reconocida poresta sonda. Esta banda es compatiole con la

amplificacióndel prodJcto maduro detrarscn'pcíón de los genes HLAclase Icon los oligos utfl'zados,

presentes en el mRNAde las células YHHH ¡ndJcidas con IFN.

La hbridización con la sonda YQA,que detecta solamente al gen YQ, revela (nicamente las

bandas de 900pb, compath con amplificaciónde plásmido residualde la transfección. Esta sonda

no alcanza a revelara labanda de 500pb me se observa en la f'eua 21, probablemente porque esta

banda no 'nciuya a n'ngún producto del gen YQ.

Con esta metodologia y en estas condiciones, no se pudo detectar nhsL'n producto de

transcripción dei sen YQen las céluas NIH3T3,lo que contradice la experimento presentado por Ferraro.

Conciuimos, con estos resultados, que que eIYQno se tramcrbe en las células N|H3T3cuando

es transfectado.
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Elobjet'NOde la presente tesis fue caracterizarm gen HLAclase ide los me se o<presan en la mea

canarYHHH. Lacaracteristicadist'ntivade stes ames es me Lnode dios, d HLAB,'ncremm

notabidnente su otpnesiónen membrana tngo de m tratamiento con ¡FNa.

Para dio se donó en foso Ama genoteca saiómíca parcialdd DNAde la céUas YHHH(Ferrara

1990).

De 6ta genoteca, se sdaccionó Lnclon, llamadoYQ.Fuéreconocido por dos sondas me

reconocm seamcias ensmdos «tramos de losames HLA-clase I: p001y pB3ut.

Sobre estos dos clones se desarrollóLnmapeo de restriccióncon hbidización postaior con

sondas derivadas de genes HLAclase Iespecificasde los damos 5’y 3'.

Sólo mo de estos clones,dY9, ranió lascaractaktícas de Ln9m completo, al rend'rlos

fragmmtos esperados pordigestión con lasdianas enzimase hbn'dizarcon lassondas de losdos
actuamos.

Se procedió a secuenciaraYQ.Sesecuenciaron4008pb dd cionYï, me alarm compidammte

losames e htronesy regions flanqxantes. Deéstasúltimas,se smíarm 460para de baseshacia

5' dd ATG'niciadory 260 pares de bases hacia 3' de laseñal de poiiadmiiación AATAAA.

Laestmctua gmómica cpesuge dd análisisde lasecumcia mcieotidicaddng2, es ia

caractaistica de m gm HLAclase l:

oTimelasecuenciampomable de lahdicbilidad por 'ntafaón.

ola regiónpromotoray mgmton'a presmta losdamas conocidos y lasseñalesdescriptas para

ma correcta 'niciaciónde la Uarscrípción: TATAy CAATboxes.

oPresentalaestmctua completa de omnes descriptapara estos 9m.

¡Laodersióndeios 'ntroneses laesperadaparacada modeeflossegínloscorsemosqz
derivande lassecumcias conocidas.

olas sdiales despiic'rg atén pesetas en lasposiciona conectas para pamü'rma correcta

madxación dd transcripta

oPresmta laseamcia comerse necesaria para la políadenflaciónen 3' (ATAAA)en la posición

conecta.

S'nembargo dgen YQpmsmta ma dñ‘mia fmdamental comparado con cuaquiagm HLA

clase l-A,B,o C típico: tiene ma base menos cue los clásicos genes HLAclase I.

Estabusedemcnos,est6 Lbicadnendexón4qxcodifica paraddom'nioa3. Laconsecuencia

deestaddecióndemmcleótido,esmesidngïfLm capazdesav'rdetdnplado parala
tianscripción,se odendia m transcriptodd genYQme saltatfi de marcode ¡actua en ese pmto y
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mcortrarfamcodóndetami'ncíón artes ddf‘naldd ozón4. EstemRNAsaíahaompletoyfuaa de
fasecompumdoconmscnclásicoapartida!Modelo ducciónLamambndeestetrarsaüodnría
on'gcna tn poltmtido de aproximadamate 34000Datonsde PM,mms me lasantenas clásicas

tienenPMdeakededorde45000. Estepobéptido, camcafa de losdanatos escaniales de los HLAclase

lzddom'niodeuíónpara laB-2miaoslob.ü1aestá mod‘icadoa partidela ddecióqenla posición

amhoacfdíca226,y no pose: losdomhios transmcmbranay cioplasmátícos, ¡esperadas dd anclajea la

membranacenar. Podíasama cadam secretadao medardatro de lacaja.

Deamado a lassecuencias nxieotídicas desc'ptas para losgenes HLAclase l, edsten ciertas

posicionesconsensodem de cada Iocts (pesan dagnóstícasde losát'ntos locí.

Se trató dc caracterizan! sen YQuizando lasposicionesdiagnósticasdesaiptas para losgenes

HLAClasicos,tarto a nivd de mcleótídos como de amhficidos. Se evidmcíó en esta comparación, me

estábamos«¡pasaría demsmHLAqxnomsponda a lassewencíaconsersoden'mmodelos
¡00.5dsaiptos rasta se mommto.

Haciad f'nnldd ausente Lmbajo,se ubicó lami: de m sen, llamadosen H,me co'ncicia
cond gm YQm las(¡mias con losHLAclaseIclasicosdesaiptos hastaese mommto(M1990).

Lhosmeses más tarde se desabió m nuevo locus,al (pese damom'nóHLA-AR,m dcpese 'ncbyeron 6

clones,de|osmalessep1bficaIaseamía,rú'emodeloswales aa ddesaiptoporümomeyy
cobbomdores.

Como resulado, se tiene Lnsm ¡amado gen H, y Ln¡00.5 ruevo, llamadoHLAAR(Zanmou

1990) EInombm del locus HLA-ARfué cambiado a HLA-Hpor la comisión de nomencbtua del comlé

'ntamcioml de HLA(Bdmer1991).S'nernbatso, este comlé desconocía laa’stemia del 3m H,razón por

lacual,d sm Hdsa'pto poeromeyy colabomdoms,y d locusHLAHse dmom'nan Gual.Paraevtar

comsioms Llamamosaldo Hde! IocusHLAHo simplemmtegm Halsm desaípto porChomeyy
colabomdoms.

ElsmH,esmmüdadmmianbrodeatenmo loas,al'emlq1edsmY2.Aesteloas,
patmdsm HLA-12.4qxfuéd pimersmHLAclaseIdcaipto a tivddesusmia rucbotídica
(Malissen1982)WWW
Detodos losaldosddlocus,seha nblicado laseumia completaddgen Hyde] HLA12.4.Se

establecióma comparación base por base con elgen H.

DelacomparaciónMYQy elsen Hse han detectado 20dfaencías. Cadama de estas

dfmios fué espacinlmcntevaficndo. Lamayorpartese detectan a1 'ntmncs,tbicados a1 sumarios

qJe noLiam desa‘vtan'rema tinciónm partimlar.Observandodeteridammteestasamas, se
podía pensarcpemuchasde ellasse debena mas de la:th enelautomd'ograma.Porsupusto qx
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mdsmHymmYZmesdadoqnuinaosenbicóbseam deH,seMta1¡dolnposbidadde
vonnayotravasob'ecada (¡anda hastacorfimarlasemmciadeYQ.

Lasd‘miasmcortradasmbsmmesnoinpicanmdmmb aotdmdaivada
deestosgm,ya qumapanmhssmcñsdesdcig.

Encuantoahsdi‘aerríasqzsemntranmlos aoruesfiodnsgmncambiosde
aminoácidoscmndodmRNAsetdece. Eshmdedestacardhadndeqzdesdelu posicióndzln
ddeciónhncin3'sóloaparecemnámia mmcleótidosmedi! usara mavariacióndeamhoácidom
elmarcode ¡actua clásicoperoqJenosenaa (¡mins en d marcoHLA-H.Cuandose comparanlas

minsdelosoconesdelosaldosddbus HM-Hatrestwselaobsavacióndeqxtiermmudwos
dematos sininrcs.Existmcíutasposicionesdcccrscnsoatmtodos dos,qxson dades delos
consersos descriptos pata A, By C. Estoes quxdn a estos nidos lauifOtrnídadsúicimte como para

cpesu popioconsensouimitudes dañodelgruponea Iosuficiertemateinpatarte comopara
fiamrsedelosconsasosdeotros locusHLA.

Docta meneame def'nem patróndemdeótidos espacflcos dd bos HLA-AR.Estepatrónse

puedwbsavarm latabla17.LacaractaStícaqxsoUesalemtodos losmiemth deeste locus,saNod
12.4,6q1etodos carecmdemnxbótidomla posición133ddexón N,correspordatealdom'rioor.3.

Hayvar‘nsposicionesmeson especificasdeeste locus,ya qJermca aparecemesta posición61:6

mísmomcbótidocnn‘remHLAclaselsmiudo:
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Tabla 17. Patrón de nucleótídos especíicos del locm HLA-AR.WW
EIsen YQ,ptcsmta ma secuencia amhoaddica cue comparada con d conserso de los loci

clásicos,co’ncideen la mayor parte de las posiciona (tabla 19) hasta me cambia de marco de ¡actua

como prometo de laddeción de m nucleótidome couesponde a laposiciónam'macídica 226(o 227)

delterna dom'nioatracwlarde laproteinamucha.

Hay tra caracterktícas s'sníficativa dd locus HLAH:

1)Ng'nha mdam'noácido 1.

Qïmflalan'na porCistcha m la posición 164.

3) Cambio de marco de lectua en la posición 226.

Sh embargo,hay otros demmtos también importartes cue pamten caracterizan losmiembtosde este

locus,y dierancrlos de los clásicos HLA-claseL

Estosdunmtosfimonrunidos a1 la tabla 18:
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Tabla 18: caractaizacíón am'noacícica dd Iocus HLA-H.

Ahmasdeestas dfamcías sonnotabIes,ya“matan elementoscueafectaránlafmcionalídadde
lanotaba. Esdcasodela arg'n'naenla prírnerposiciónbeaoddclívajeddpénido Ida.

Elcasodelafaflalnnhaenposición164,huceqxaq.ímsep.zda formardmandísuhm de
losqnsostiam estmctualmate a lamotera.

Esteanáfi's sólo tíanvalídez teórica,ya qJe laprotein cpese obtend‘Íade este templado

carencia de elementosfuncionalesimpatartes como son d dom'ru'oaa 'ncapaz dem'ra la

Bimboslobulin y losdom'niosctoplusmátícosy tmnsmembana.

Coneste apaimento se trató de estudiartanto la«presión dd sm YQcomo su 'ndJcbñidadpor

'rtafaún. Lasonda me se utñ'aóparavaficar launión dd gen YQen d RNAlascéblas YHHHfué

sdeccíomda, m losfrasmmtosqxse diporíanabclonados, de talmanaa me pamitiesema

(Baim'naciónMdsmYQy unhficrotro sen mese cstwíese«pesando en locébla:

BóanópfldoUdet
1 20 40 60 73WWWÜTWÜWW

m—a:: c s: 4:. c
¡LR-B 33:} C c H c 30¡UH-cs: a ca c :14*44444444áááááááüáááááááá

Slbm esta sonda paraceserespectica, talcualseobsava en d escpema antaior, amen d caso

deqneflnosetmrsabiaamodía ocur'rqxlasonda se potejaconotmsmasajeos HlAclasel
mates md mRNA,y6cuela accióndelamcleasaS1sepodfaver difunda enlosslios 'ntemosyse
vieranpotegidns lasposicionesqndi‘mianalsmYQddmstodelos mRNAsdelosHLAsclasequ
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se «pesan enYHHH.Sn dnbargo, en d momentoen me se iiciaon estos aperimertos, no se díponía

dc ma mdorsonda.

Tambiaisevió cue d genYï, o d tmnsaido ptotegido,respondea la 'ndiccion por 'ntafdón

hadnentando lacantidadde mRNAdsponble parapotqaa lasonda.

Recimtdnentese ha prlicado (Gianey 1990)qJe con mRNAde lalhoa chIarMolt 4, por

protecciónfrmte a rbonucleasa H,se detecta transabto dd gen H.

End apaimento desaipto en su nblicación, se analizanlosnNdesconsmutivosy basaies de

apesióndeestesm. Nosepoponeritfliza lacapacidaddeestegmdesahdicbiepor'ntdfdón. No
sehace refermcíaa laseamcía 'ntafaón mpondedaa a pesardetdidla pesatey sacudidada. Como
sondaseuflizaDNAddsquxfuaa clonadodela¡ica p'ovaimtedeun bbliotocascnómicade
placmta humana.

Eltranscrino detectado es bastante particular,en manto a me hcbye una fracciónde 'ntrón.

La plotecciónmesedesabe paradsen Hen lalhoaceblarMolt4, posbidnentese deba a ma

d’scstiónhcomplda dd complejodirecta sonday iosmRNN;de losHW clase l(pese apesan en la
chia.

Duante d presentetrabajono se ha podido ddoctartal cosa.

Sien lascébias Moit4 esportáneamente se transabida algt'ngen de este Iocus,probabid'nmte

setmte deYQmasme de H,amqu cabn'alaposbflidadde mese amm 2 aldos porgmoma

d'ploide,ymedsesmdo aldofueraH.Estevanscriptose podia ddoctarcon lasondaYQAyaquïy

Hson homólogos en esa zona, a pesarde locual,no hemos podido ddoctarn'ngun clasedetransaipto

porteecnicas de PCR.

Se ha buscado d pmto de hicíaciónde latranscripcióndd 3m YQutñizandola mismasonda qx

para mapeo S1.Se obsava ma Mansión de lasonda hacia 5', dando Lnaseñal de hiciaciónde ia

transcripción11mcloótidos hac 5' dd ATGcpe se mcuema tbicado hacia5'. No caben didas acerca

de cue se trata dd pn'merATGy no dd segLndo, pompa lasonda comienza hacia 3' con ma fracción de

'ntrún,meescompidamd'ïte
Se podia oJestionareste apaimaito, dado me nose detectanUansaiptosde otrosgm HM

clase I,en particularde andlos mayoritariosde los cue sise tiene evidencia, aL'nserolósica, de su

«presión. Se podía atrbuíd resultadode este apdimento a lahiotidizaciónde ¿te sonda con abín

transcripto HLAclase lde los mayatarios en cuyo caso esta hicíación de la tramcrípción fuaa evidencia

de algín gm transaipto, muysímiiaraY? pero con ma masa de mRNAmucho mayorme ladeY2.

Esnotable, d hecho de me no se resistxanovas hiciacionescue pudierancorresponda a otros

transcriptosHLA,me podían habdhbridizado con esta sonda.

Losresultadosobtenidos portémicas de mapeo S1tmdimtes a studiar la«ación dd sen YQ,
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fuerm comastados porestudos la/ados a cabo pareaccíones deampiícación con 'PolymeraseCha'n

Reactíon' (PCR)WW
Se ha analizado laexpmsióndel gm)? por latécnica de PCR.Se buscó con 6to detectar nNdes

deapesiónqxfimn mássensblesmed mapaoS1.

Parado, se hanmado entodos loscasoscDNNa partida RNMtotalesprovaientm de
céUus sometidosa d'st‘rtos tntamiatos:

Entodos loscasos se amplíícó con prinas especficos de HLA,y se hbidizó con 2 sondas:

opan HLAclase |(olígo 481)

osonda especifica pata YQ(YQA):

Losrcsdtndos demos cxpaímmtos seresumen en latabla 19Ay 198:

Seanpllflcaron c hlbrldlnron los slgulents com: DIIICCDNcon
Y! PAN HLA

YHHHhdxídas por24 horas con 200midadm de Mafaón a. NO Sl

YHHHcomols'n NO Sl
Molt4'nd1cidaspor48horas conQOOOuüdndesdemafaóna. N0 SI

Molt4controls'n N0 Sl

Tabla 19A: Expresión deY2 enYHHHy Mol 4.

Seanpllflcarone hfbfldlnnn losslgulentscom: Dam CON
Y! PAN HLA

CéUas3T3comume devariación. N0 N0
(¿blas 3TBtramfoctadas con d plásmidopY2catado porXba Ide tal modo

mese separapartede laseumc Moria 5' (hcbyesmith IRE). NO N0

(¿Has 3T3tmnsfectadas con el plás_m¡dopYQ. NO NO

(¿blas 313Uarsfectadas con el plásmído pYQcon d egresado de RNAde

céUas YHHH'ndJcídas por 'I'Itafaón, como control deshtes's de CDNA NO Sl

Tabla 198: Exaesión deY2 en 3T3.

Elresultadode estas apaimcías, muestranme elgm YQno se «pesa en sus céhlas de or'een,

Molt4 eYHHH,ri tampoco en cajas hetaólogas como son lasNiH3T3.
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Noseha poddodetectarapuiónddngQ porPCRen lascajasYHHHníMolt4.Este
resúadonocohcidecon losresutadosobtaidos pormapeoSLau‘melo másprobabieescuela
detección hecha porS1 sea de prodJctos dist'ntos de HlA-H.

Tambiénllamalaatarióndhadïodcqnmestrosnpomloddecta nicncéhlnsYHHHs'n
'rmc'r por itafcrón nihdridas, miatras me Chomeylopuede detectar en callas Moi-1,aL'ns'n

tratamientocon 'ntaferón Probablemete se trate de protecciónsobe transcu’ptosde losHb‘s clase I

clásicos,me se estén «pesando en lacéUa Mol 4, y me hayansido hcompletama'atedegradados por

RNasaH. Posblemcnte, tanto con larucleasa S1 como con la RNasaHse trabaje con defecto en la

conceflacíón de enzima,aume en las‘guiate comatracim seven ma degradacióntotalde lasonda.

Estosmundos, no safan másme artificiosexpainentales, prometo de h fata desensbiidad de h

tónica, supaada alutizar PCR.

Estosresúados, co'ncidm con losresultadosobtmidos en transfecciona dd gen Y?o qumeras

utflízandofrasmmtos qJe contienend'st'ntos componentes del 9m YQ,donde sólo se detectan

resultados negativos pmentados en latabia 15.
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CondalonesBB

capacidadde «pasarse en membtanapordfaates mzones:lasseamcias al: a1 HLA-Eyla

púddn de tejdo espacficichd en HlA-F.Enelpresets trabajohemos damostxadome d promotor

delHLA-Htienemfuatemecanismode 0 bmmesea nofmcionalapesardecorsavar
todas lasseumcias desahas como promotomsde h trama'pción

oW
m J
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