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1. SISTEMA HLA

1.1. El sistema HLA. Generalidades.

Todo organismo posee la capacidad de producir una respuesta de defensa
frente a lo extrafio, bien sean sustancias exdgenas (antigenos) o injertos de trasplante
(aloantigenos). En el caso del rechazo a injertos, se observd que existian una serie de
moléculas que tenian una importancia decisiva para la supervivencia de los mismos. Estas
moléculas eran los productos de una regidon determinada: antigenos codificados por un
grupo de genes agrupados que se denomind Complejo Principal de Histocompatibilidad
(Major Histocompatibility Complex, MHC) ( Dausset, 1958; Van Rood y col.; 1958; Payne
y col, 1958; Dausset y col., 1965).

Sin embargo, pronto se dedujo que la destruccion del tejido trasplantado no
era la principal funcion del MHC. El papel fisiologico de las moléculas del MHC consiste
en el fendbmeno de la restriccion (Zinkernagel y col.,1974). Estos antigenos estan
involucrados en la cooperacion entre subpoblaciones linfocitarias y las células presentadoras
de antigeno. Se encargan de presentar los antigenos extranos a los linfocitos T a nivel de
la superficie de la membrana de células presentadoras de antigeno (CPA). Asi, el receptor
de la célula T reconocera el antigeno extrafio en conjunto con el antigeno MHC (en el

contexto de lo propio).

Se han encontrado en todas las especies de mamiferos estudiados, sistemas
principales de histocompatibilidad andlogos. Los més estudiados en la actualidad, son el del
ratén, denominado H-2 (situado en el cromosoma 17) y el del hombre denominado HLA
(Human Leukocyte Antigens) (situado en el brazo corto del cromosoma 6) (Ploegh y col,,
1981).

Una de las caracteristicas més interesantes del sistema HLA es el gran

polimorfismo que posee, con la presencia de un gran nimero de variantes alélicas de cada



uno de los loci genéticos que lo constituyen. El estudio del gran polimorfismo de este
sistema ha sido de gran utilidad fundamentalmente en la mejora de la supervivencia en los

trasplantes de Organos asi como en otras dreas de la medicina.
1.2. Antigenos HLA.

El sistema HLA se comporta como un sistema dialélico, autosomico y
codominante constituido por una serie de genes que codifican para un amplio conjunto de

antigenos de la superficie celular que se agrupan en tres clases fundamentales:
1.2.1 Antigenos de clase I:

Dentro de este grupo se encuadran los antigenos de los loci HLA-A, -By -C
que se agrupan juntos por sus caracteristicas comunes. Estos antigenos se expresan en la

superficie de todas las células nucleadas, plaquetas y espermatozoides.

Estos antigenos son detectados principalmente mediante anticuerpos presentes
en el suero de embarazadas (Van Rood y col, 1958) y en el suero de individuos
hiperinmunizados por transfusiones. Los antigenos de clase I junto a los de clase II, actian
de marcadores para el reconocimiento de lo propio frente a lo no propio, hecho necesario
en el organismo para defenderse de agresiones extraiias. Ellos tienen la capacidad de

presentar antigenos ex6genos, principalmente, a las células T citotéxicas.

Los antigenos HLA de clase I clasicos (HLA-A, -B y -C), son glicoproteinas
transmembranales que constan de 2 cadenas polipeptidicas unidas no covalentemente: una
cadena pesada, trasmembranal, de 44 Kd de peso molecular, lamada cadena alfa y que se
codifica en los loci HLA {cromosoma 6) y una cadena ligera (beta 2 microglobulina) (Figura
1) de 12 Kd de peso molecular codificada por un gen que no pertenece al sistema HLA y

que se localiza en el cromosoma 15 (Orr y col.,, 1979 a y b).

La cadena pesada, consta de 338 aminoécidos: 274 extracitoplasmaticos, 32

ligados a la membrana celular y 32 situados en el citoplasma. La parte extracelular de la
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molécula consta de 3 dominios de igual longitud llamados ¢ 1 (1-90 aa); @ 2 (91-182 aa) y
o 3 ( 183-274) (Figura 1)

Los dominios e3 y B2 microglobulina presentan secuencias de gran homologia
con las regiones constantes de la cadena pesada de las inmunoglobulinas. Esto sugiere que

los antigenos HLLA pueden actuar como receptores (Bjorkman y col., 1987a).

En los ultimos afios se ha conseguido cristalizar fragmentos soluble de
diferentes antigenos HILA-A2 compuesto por a1, «2, «3 y B2 microglobulina( Bjorkman y
col.,, 1987b). En el cristal {Figura 2), los dominios alfa 1y alfa 2 constan cada uno de una
estructura de ldmina B antiparalela y una hélice «. En €l dominio e2 existe un puente
disulfuro que une la cadena B-amino terminal y su e-hélice més larga . Las dos estructuras
beta de e 1y 2 forman la Ginica lamina de 8 cadenas. Por encima, paralelas entre ellas, se
sitian las 2 estructuras alfa-hélice. Entre las 2 alfa-hélices aparece una hendidura cuyo
fondo viene dado por la ldmina beta antiparalela. Se cree que esta hendidura representa

un lugar de union para el péptido del antigeno procesado (Bjorkman y col., 1987b).

1.2.2 Antigenos de clase II

El descubrimiento de estos antigenos vino dado por la respuesta
linfoproliferativa entre individuos HLLA-A,-B,-C idénticos. A este sistema se le denominé
HLA-D. Posteriormente se identificaron antigenos relacionados con este HLA-D, pero ya
determinados por métodos serolégicos convencionales: antigenos HLA-DR (HLA-D
“related") y méas tarde antigenos que parecian ser especificidades piblicas, denominidndose:
MT, MB, DCy SB. Hoy dia estos equivalen a HLA-DRw52/w53, -DQ y -DP (Tanigaki y
Tosi, 1982; Moller y col., 1985; Shaw y col., 1980), respectivamente.

Los antigenos de este grupo se expresan solo en unas pocas células, las cuales
son las que primero entran en contacto con antigenos extrafios: son los macrofagos,

linfocitos B, células epiteliales, células de Langerhans.

Los antigenos HLA de clase II son glicoproteinas transmembranales que



FIGURA 2. Representacitn de la estructura cristalogrdfica del antigeno HLA-A2. A) Estructura completa tridimensions
B) Representacidn de 1a parte mis distal de la molécula vista desde arriba.



constan de 2 cadenas polipéptidicas, una cadena pesada e de aproximadamente 34 Kd y una
cadena ligera  de 28 Kd. Ambas se unen no covalentemente. Cada molécula e o B esta
formada por 4 dominios (Figura 3) Uno aminoterminal, distal a la membrana celular (el
y B1) de 90 aa; uno proximal de 95 aa, homdlogo a las regiones constantes de las
inmunoglobulinas, un péptido conector de 12 aminoacidos (aa) y una pequefia region

intracitoplasmatica de 8-15 aa.

Recientemente se ha logrado la cristalizacion de la molécula HLA DR (DR1)
(Brown y col, 1993). Los resultados de este trabajo sugieren que las moléculas de clase II
se agrupan en la superficie de linfocitos B y células presentadoras de antigeno formando
dimeros (Figura 3), lo que apunta a una fuerte unién entre esta célula y el receptor de la

célula T.

La determinacion de las variantes alélicas de los antigenos HLA clase 1y II
se basa en la utilizacion de antisueros policlonales y anticuerpos monoclonales especificos
frente a estructuras proteicas de los antigenos HLA cuya reaccién se detecta por lisis
mediada por complemento (ver Pacientes y Métodos, Apdo 1.1). El establecimiento de
nuevas variantes se realiza en los Talleres Internacionales de Histocompatibilidad. En la
tabla (Tabla 1 ) se muestra la lista de especificidades reconocidas en el dltimo taller de

Histocompatibilidad (Japon, Noviembre 1991.)( Bodmer y col., 1992).

En el estudio del sistema HLLA, se hizo pronto patente el hecho de que ciertos
alelos de los diferentes loci, tanto de clase I como de clase II, mostraban una asociacion
preferencial en el mismo cromosoma apareciendo juntos con una mayor frecuencia que la
calculada a partir de la frecuencia de aparicidon de cada alelo. A este fenémeno se le
denominG desequilibrio de ligamiento lo cual da lugar a los llamados supratipos o

haplotipos extendidos. Se han propuesto dos hipdtesis para explicar este fenémeno:

- Son combinaciones 6ptimas de los loci involucrados en interacciones inmunolégicas
y cualquier alteracibn por sobrecruzamiento de esta agrupacién resultaria

inadecuada.
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FIGURA 3. Estructura de los antigenos HLA de clase IL A) Representacién esquemética



FIGURA 3 (Cont). Estructura de los antigenos HLA de clase 11 Modelo del cristal de HLA-DR1 que cristaliza como ut
dimero de heterodimeros a-f (uno de ellos se represcnta en rojo y otro en azul). Las flechas amarilla indican el hugar de
unién del péptido. B) Las cadenas & estin coloreadas del wno més claroy las B mis intensamente.C)Estructura cristalografic
del dimero vista desde la parte superior. (tomado de Brown y col., 1993).



- Los supratipos son legados de nuestros antepasados y no ha habido tiempo suficiente

para que se separen.

1.2.3. Antigenos de clase [II: componentes de la via clasica y alternativa del

complemento.

Los genes que codifican para las proteinas del sistema del complemento, C2,
C4 y Bf pertenecen al Complejo Principal de Histocompatibilidad del hombre, al igual que
en otros mamiferos. A todos ellos se les denomina antigenos HLA de clase Il Los
productos de los loci C2, C4 y Bf son los responsables de la activacion de la proteina
PROTEINA, componente central de la cascada del complemento, teniendo un papel muy

importante en la fase efectora de la respuesta inmune (Figura 4).
Proteina C4:

Esta codificada por dos loci cercanos llamados C4A y C4B. Las proteinas
codificadas por C4A y C4B poseen una homologia de! 99% (Carro! y Alper, 1987) pero se
diferencian en la carga neta y en su actividad hemolitica (superior para C4B). La proteina
C4 tiene 200 Kd y consta de 3 subunidades e, B y ¥, unidas covalentemente por puentes
disulfuro. Durante la activacién del complemento, el fragmento Cls corta 10 Kd del extremo
amino-terminal de la cadena e dando lugar al fragmento C4a. El otro fragmento C4b se une
a la molécula C2 que se dividird en C2a y C2b. El complejo C2a-C4a constituye la llamada

C3 convertasa que forma parte de la via clasica de activacion del complemento (Figura 4).

Proteinas C2 v Bf:

Ambas tienen una Wnica cadena pglicosilada de 100Kd y 90 Kd
respectivamente. C2 colabora en la via clasica del complemento en la formacion de la
convertasa de C3. El factor B (Bf) se asocia con el factor C3 en la via alternativa de
activacion del complemento y se generan dos fragmentos Ba y Bb, estos Gltimos contienen
el sitio proteolitico de la convertasa. Las proteinas C2 y Bf tienen una homologia del 50%.

Ambas estan formadas por 3 dominios globulares aproximadamente del mismo tamaiio.
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FIGURA 4. Esquema de la cascada de activacion del sisiema del complemento. Se puede observar la influencia de los
factores C2, C4 y Bf en la activacion del factor C3 (Vias aliernativa y clisica).



Las variantes alélicas de C4, tanto C4A como C4B se obtienen por un proceso
de electroforesis e inmunofijacidén con antisueros y anticuerpos monoclonales dirigidos

contra molécula (Awdeh y Alper, 1980).

Del mismo modo se obtienen las variantes alélicas del factor B (Mauff y col.,
1975} mientras que el polimorfismo del factor C2 se ha definido por estudios de

isoelectroenfoque e inmunofijacién con antisueros especificos (Campbell, 1987).

Los loci C2, C4A, C4B y Bf estdn intimamente ligados. Se denomina
complotipo al conjunto de alelos de los componentes del sistema del complemento ligados
a HLA que se encuentran en un mismo cromosoma. Los complotipos segregan en bloque

sin que se hayan detectado a(in recombinaciones entre los loci (Alper y col., 1983).

1.2.4 Otras proteinas relacionadas con el sistema HLA.

Dentro de la regiéon HLLA en el cromosoma 6 existen multitud de genes a
parte de los propiamente incluidos en este sistema. Algunos de ellos codifican para

determmadas proteinas con diferente funcién. Entre ellos podemos destacar :

- La enzima 21 Hidroxilasa (21-OH): Consta de dos genes, originados por

duplicacién. S6lo uno de los dos (21-OHB) codifica para una proteina no polimoérfica
denominada citocromo p-450, mientras que el otro (21-OHA) es un pseudogen. La proteina
p-450 es una enzima que interviene en la sintesis de esteroides por parte de la gliandula
adrenal. En pacientes con Hiperplasia Adrenal congénita aparece una ausencia de los genes
21-OHB y C4B en el cromosoma 6 (Globerman y col., 1988).

1.3 Genes del sistema HLA.,

Los genes que codifican para los antigenos HLA de clase I, II y II ocupan
aproximadamente 2 cM (0.8% del genoma humano) El mapa vigente del sistema HLA se
representa en la figura 5 ( Campbell y Trowsdale, 1993). Uno de los mayores avances que

permitié el estudio de esta y otras regiones fue el descubrimiento de las endonucleasas de
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restriccidn, enzimas que tienen la capacidad de romper el DNA de doble cadena en lugares
especificos. Ademas y con la creciente disponibilidad de enzimas adicionales ( exonucleasas,
DNA ligasas, DNA polimerasas, transcriptasa inversa etc...) ha sido creada la tecnologia
denominada de DNA recombinante. Gracias a ella se han conseguido aislar los genes

correspondientes a los antigenos HLA de clase LII y IIL
1.3.1 Estructura de los genes HLA de clase 1.

En la regién HLA de clase I se han descrito alrededor de 20 genes dentro de
los cuales existen genes, pseudogenes y fragmentos de genes (Srivastava y col.,, 1985; Koller

y col, 1987b; Lawlor y col., 1990; Geraghty y col., 1990).

Los primeros genes que se determinaron fueron los que codifican para los
antigenos denominados de clase I clasicos: HLA-A, -B y -C. Los genes que codifican para
las cadenas alfa de los antigenos A, B y C constan de 8 exones. De estos, los exones 2 a 5
codifican para los 3 dominios extracelulares el, @2, a3 y el dominio de la region
transmembranal (TM). El dominio citoplasmético se codifica por diferentes exones
dependiendo del tipo de antigeno. Los exones 2 y 3 son los mas polimérficos y coinciden

con el primero y el segundo dominio proteico (Figura 6).

Por otra parte existen una serie de genes que se los ha denominado HLA de
clase I no clasicos, cuya nomenclatura oficial es HLA-E, -F, -G,-H, -] y otra serie de 7 loci
entre los que se incluyen varios pseudogenes. HLA-E fue el primer gen no cléasico que se
reconocio (Koller y col., 1987a; Srivstava y col., 1987). Su distribucién de intrones y exones
es similar a la de los genes de clase I clasicos HLA-A,-B y -C. HLA-G, -F, -H y -J tienen
igualmente distribucion intronica/exénica parecida a los genes clasicos pero con diferencias

a nivel de transcripcién y traduccion a proteinas (Geraghty y col., 1987) (Figura 7)
1.3.2. Estructura de los genes de clase II.

Los loci que codifican para los antigenos HLA de clase II o region HLA-D
contienen 5 familias de genes llamados HLA,-DR,-DQ,-DP,-DO/DN y DM. Cada uno de
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ellos contiene al menos un gen para la cadena pesada (e) y otro para la cadena ligera (B)

y se denominan A y B, respectivamente (Figura 8).

Familia HIA-DR:

La subregion DR se compone de un gen DRA1 que codifica para la cadena
a no polimorfica; 1 gen DRB1 que codifica una cadena B polimorfica que genera todas las
especificidades serologicas de la DR1 a la DR18; una serie de genes DRB que codifican
para las diferentes cadenas beta: DRB3, DRB4, responsables de las especificidades DR52
y DR53,DRBS y otra serie de pseudogenes DRB (DRB2, DRB6, DRB7 y DRB8) (Spies y
col,, 1985). Los genes y pseudogenes DRB presentan 5 distribuciones diferentes
dependiendo de la especificidad DRB de la que se trate (Figura 9)( Andersson y col., 1987
Gorski y col.,, 1987, Larharmar y col., 1982, Rollini y col., 1985, Korman y col., 1985, Bell
y col,, 1985, Kawai y col., 1989, Merryman y col., 1988, Corell y col., 1991).

Familia HLA-DQ:

La familia DQ se compone de 5 genes. DQA1 y DQBJ1, que codifican para
las cadenas e, relativamente polimérficas y B muy polimoérficas. DQA2 y DQB2 podrian ser
pseudogenes por no conocerse su expresion. Se ha descrito un quinto gen DQB3 (Ando y

col., 1989) del cual no existe evidencia de expresion.

Familia HLA-DP:

La subregién DP contiene 2 pares de genes A y B. Un gen A y un gen B
codifican para las correspondientes cadenas e y B funcionales. Los otros 2 genes (A2 y B2)

parecen ser pseudogenes (Kelly y Trowsdale, 1985).

Familia HLA-DN/DO:

En esta familia solo existe un gen por loci (DNA y DOB) (Trowsdale y Kelly,

1985). Debido a la distancia entre ambos, parece improbable la formacion de heterodimeros
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e /B entre ellos, pero no hay datos concluyentes al respecto.

Famitia HLA-DM:

Los loci de esta subregién, DMA y DMB, se han descrito muy recientemente
(Kelly y col, 1991 a) y se localizan entre los loci DOB y DNA. Por su secuencia de

nucledtidos se situarfan en una posicion intermedia entre los genes de clase 1y IL

Los genes que codifican las cadenas de los antigenos de clase II constan de
5 exones que incluyen el péptido lider y la regién 5’UT. Dos exones para dominios ely a2
y un cuarto exén para el péptido conector, la regién transmembranal, el dominio
citoplasmaético y la regién 5’ UT. Las cadenas beta se codifican por un exén para el péptido
lider, 2 exones para los dominios proteicos f1y B2, el cuarto ex6n para el péptido conector,
el dominio TM y el dominio citoplasmético en parte. El resto se codifica por al menos 2

exones mas (Korman y col., 1985; Trowsdale, 1987).

Otros genes de la region HILA de clase II:

Entre los loci HLA-DN y DO se han localizado una serie de nuevos genes gue

se pueden definir:

a) Genes sin relacién con el sistema inmunol6gico: por ejemplo,el gen RING 3,
homélogo a un gen de la Drosophila que controla la esterilidad en las hembras (
Hanson y col,, 1991).

b) Genes que codifican para proteinas involucradas en el procesamiento antigénico:
LMP2 y LMP7 (Kelly y col.,, 1991b, Glynne y col., 1991) o en el transporte de
péptidos hacia el reticulo endoplasmico : TAP1 y TAP2 (Trowsdale y col., 1990,
Spies y col., 1990, 1991).

1.3.3. Estructura de los genes de clase III



Genes de C4:

Mientras que todos los genes de C4A analizados tienen una longitud de 22 Kb
s6lo aproximadamente el 50 % de los genes C4B miden 22 Kd (C4 B long). El 45-50%
restante de los genes C4B tienen un tamafio de 16 Kb (C4B short). La diferencia en este
tamafio se debe a la ausencia de un intron en el extremo terminal en los C4B short. Debido
a la elevada similitud de estas regiones (99%) se sugiere que han aparecido como

consecuencia de una duplicacion génica reciente (Figura 10).

Genes de C2 v Bf:

Ambos estin muy cercanos entre si. La similitud en la estructura y la funcién
de ambos factores sugiere que estos loci aparecieron por un efecto de duplicacién génica

lejana en el tiempo.

1.3.4. Otros genes de la region HLA de clase III

Genes del Factor de Necrosis Tumoral (TNF):

Estos genes codifican para unas linfocinas implicadas en mecanismos de
inmunidad celular. Estan codificadas por 2 genes TNFA y TNFB. Cada uno tiene 3 Kby
contiene 3 intrones (Carrol y col., 1985a, 1985b).

Genes de "Heat Shock Protein 70(HSP70):

Se han encontrado 3 genes para la proteina inducida por shock térmico (Sargent y
col., 1989).

Genes de la 21-Hidroxilasa (CYP21P):

Existen 2 genes: uno llamado CYP21A que es funcional y otro CPY21A que es un
pseudogen debido a mutaciones deletéreas (Carrol y col., 1985a, 1985b).
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FIGURA 10. Distribucién de intrones y exones del gen para el factor C4 del complemento.



1.4  Estudio del polimorfismo del sistema HLA.

El sistema HLA es extremadamente polimérfico; es decir, presenta una
elevada cantidad de variantes alélicas para cada uno de sus loci genéticos . Esta
caracteristica hace que dos individuos no emparentados, tengan escasisimas posibilidades
de ser HLA-idénticos. Con el avance de las técnicas de biologia molecular ha sido posible
el desarrollo de nuevas técnicas de tipificacion del sistema HLA y ello ha permitido el
descubrimiento de un polimorfismo cada vez mayor de este sistema. Asi, el nimero de
variantes que se detectan por serologia es menor que las que pueden detectarse por
fragmentos de restriccion (RFLP) y a su vez es menor del que se puede detectar si se

secuencia el ADN de los diferentes alelos.
1.4.1. Polimorfismo serologico del sistema HLA

Para que un alelo sea reconocido por las técnicas de serologia es necesario
disponer de sueros policlonales o monoclonales anti-HLLA que permitan el reconocimiento
de las diferentes especificidades. Estas nuevas especificidades se reconocen cada cuatro afios
en los talleres internacionales e Histocompatibitidad (Bodmer y col, 1992)(Tabla 1) De los
loci citados en la tabla 1, s6lo HLA-A, -B, -C, -DR y -DQ se tipifican por las técnicas de
microlinfocitotoxicidad estandard, en tanto que Dw se tipifica en cultivo mixto de linfocitos

frente a un panel de c€lulas homocigotas de tipaje y DP en respuesta a cultivo secundario.

1.4.2. Polimorfismo genético de restriccidn: RESTRICTION FRAGMENT
POLYMORPHISM (RFLP).

Una de las primeras técnicas de genética aplicadas al estudio del polimorfismo
HLA es la de ADN-RFLP. La técnica consiste en obtener polimorfismos genéticos basados
en la presencia o ausencia de sitios de restriccion (fragmentos especificos de secuencia
reconocidos por endonucleasas de restriccion 6 RFLPs). Los RFLPs se obtienen por la
técnica de Southern (Southern, 1975) en las que los fragmentos generados del gen en
estudio se revelan por una sonda especifica. Asi se obtendran los diferentes patrones

correspondientes a los diferentes alelos del locus HLA estudiado (Figura 11). Con la
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A 8 C D DR DQ DP
Al BS Cwi Dwi DR1 DA DPw1
A2 B7 Cw2 Dw?2 DR103 D2 DPw2
A203 B703 Cw3 Dw3 DR2 0DQ3 DPw3
A210 B8 Cw4 Cw4 DR3 DQ4 DPw4a
A3 B12 cws Dw5 DR4 DQ5(1) DPwS
A9 Bi3 Cwb Dwé DR5 DQB(1) DPwE
A10 B14 w7 Dw? DR6& DA7(3)
Al B15 Cwa Ow8 DR7 DQB(3)
Al19 B16 Cw3{w3) Dwg DRa DQ3(3)
A23(9) B17 Cw10(w3) Dw10 DR9
A24(9) B18 Dw11(w7) DR10
A2403 B21 Dwi12 DR11(5)
A25(10) B22 Dwi3 DR12(5)
AZ6(10) 827 Dwt4 DR13(6)
A28 B35 Dwi5 DR14(6)
A29(19) B37 Dw16 DR1403
A30(19) B38(16) Cw17(w7) DR1404
A31(19) B3g(16) Dw18(WE) DR15(2)
A32(19) B3gM Dw19{wb) DR16(2)
A33(19) 83902 Dw20 DR17(3)
A34(10} B40 Dw21 DR18(3)
A36 B4005 Dwa2
A4l B4 Dw23 DR51
AB6(10) B42
ABB(28) B44(12) Bw24 DRs2
AB9(28) B845(12) Dwa25
A74(19) B48 Dw26 DAR53
B47
B48
B49(21)
B50(21)
B51(5)
B5102
B5103
B52(5)
B53
B54(22)
B55(22)
BS&(22)
B57{17)
B58(17)
B59
B60(40)
B61(40)
B&2(15)
B63(15)
B64{14)
B65(14)
B67
B70
B71(70)
B72{70)
B73
B875(15)
B76(15)
B77(15)
B7801
Bw4
Bwt

TABLA 1 Especificidades HLA conocidas, 1993.
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aplicacion de estas técnicas al sistema HLA y mas concretamente a los genes de clase II
(Bidwell y col, 1986), 1a tipificacion de antigenos HLLA-DR y DQ es mas fiable que mediante
las técnicas serologicas y fundamentalmente define muchos alelos que por la serologia pasan

inadvertidos.

Las técnicas del polimorfismo de restriccion o RFLPS también han sido
aplicadas al estudio de los genes del complemento. De esta manera, se han definido un gran
nimero de RFLPs en el locus C4 y P450c21 (Belt y col.,, 1984, Carrol y col., 1985,
Ratanachaiyavong y col, 1989). Tienen un especial interés los patrones polimérficos
definidos por la enzima Taq | ya que permiten determinar el tamafio y la organizacion de
los genes C4 y detectar deleciones y duplicaciones de estos genes (Ver Pacientes y Métodos,
Apdo 2.3.4) (Schneider y col., 1986).

1.4.3. Asociacion de antigenos HLA clase II-RFLPs y polimorfismo de
secuencia de DNA.

En el afio 1985 y con la aparicion de la PCR (Saiki y col., 1985), la cual
permitia obtener un nimero elevado de copias de un gen determinado, fue posible la
secuenciacion de los genes HLA y se puso a punto un sistema de tipaje génico mediante
oligosondas. Ello ha permitido todavia un mayor incremento de alelos definidos en el
sistema HLA.

Los RFLPs en ADN de los genes DRB, DQA1y DQB1 se han asociado a los
alelos determinados por serologia y tipaje Dw (Bidwell, 1988, Martinez Laso y col., 1989a,
Martinez Laso y col 1989b) que a su vez han sido correlacionados con las secuencias del
exon 2 de los genes DRB, DQA1y DQB1 (Marsh y col., 1989, Vicario y col, 1991). Por lo
tanto, ha sido posible asociar los alogenotopos (conjunto de fragmentos que definen un
alelo) DRB, DQA y DQB con sus correspondientes secuencias en el exén 2. (Tabla 6,

Pacientes y Métodos, Apdo 3).
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2. SISTEMA HIA Y ENFERMEDAD

Los primeros hechos que llevaron a pensar que el sistema HLA pudiera jugar
un papel en el desarrollo de enfermedades fue el descubrimiento de que genes del sistema
principal de histocompatibilidad del ratén (H-2) controlaban la resistencia a virus

desencadenantes de determinadas leucemias.

Desde estos primeros trabajos, se han estudiado las posibles asociaciones entre
antigenos HILA y diferentes patologias, encontrandose muchos casos de alteraciones en la
frecuencia de estos marcadores genéticos en los grupos de individuos afectados de una

determinada enfermedad frente a las muestras de una poblacién control sana.

Los primeros estudios en humanos descubrieron la asociacitn entre las
diferentes enfermedades y los antigenos HLA de clase I: por ejemplo HLA-B8 y
enfermedad celiaca, HLA-B13 y B17 y psoriasis. A partir de entonces s¢ han identificado
toda una serie de asociaciones entre enfermedad y el sistema HLA. Mas tarde y con la
posibilidad de tipificacion de los antigenos HLA de clase I, se observé que la mayoria de
las enfermedades presentaban una asociacién méas fuerte con los antigenos HLLA de clase
II. En la tabla 2 , se muestran las asociaciones mis significativas entre las distintas

enfermedades y los antigenos HLA.

Las asociaciones encontradas tienen implicaciones en el diagndstico y profilaxis
en algunas enfermedades y en otras, la asociacion a HLA ha contribuido a una mejor
clasificacion de la enfermedad. Las asociaciones que se describen en la tabla son un
consenso de todas las descritas ya que se ha observado que la asociacion varia dependiendo
de la poblacién estudiada. Por ejemplo, la diabetes mellitus Insulino-dependiente en
poblaciones caucasoides no espafiolas se asocia con los haplotipos A1 Cw7 B8 BfS C4AQ0
C4B1 DR3 DQ2y el haplotipo Ax Cw3 Bw62 BFS C4A4 C4B2 DR4 DQ8 (Svejgaard y col.,
1980, Svejgaard y Ryder, 1981) mientras que en la poblacion espafiola lo hace con A30 CwS5
B18 BFS C4A3 C4BQ0 DR3 DQ2 y con HLA-DR4-DQ8 (Martinez Laso y col,, 1992a) y
en la japonesa se asocia con DR4 y/o DR9 (Bertrans y Baur, 1984).
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ENFERMEDAD ALELO(S) HLA ASOCIADO(S)
HODGKIN Al
HEMOCROMATOSIS IDIOPATICA A3/BI/Bl4
BEHGET BS
HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA B42/DRZ
ESPONDILITIS ANKILOSANTE B27
REITER B2Z
UVEITIS AGUDA B27
TRODITIS SUBAGUDA B35
PSORIASIS Cwé
DERMATITIS HERPETIFORME DR3
CELIACA Al/B8/DR3/DRY
DEFICIENCIA DE IgA DR3/DR?
SINDROME DE SICCA DR3
EDDISON DR3
GRAVES DR3
DIABETES MELLITUS INSULIN DEPENDIENTE Al/B8/DR3
B18/DR3
B62/DR4
DRS
DR9
MIASTENIA GRAVIS DR3
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO Al/B8/DR3
B18/DR3
DR2
NEFROPATIA MEMBRANOSA IDIOPATICA DR3
BLOQUEG CARDIACC CONGENITO Al/BS/DR3
NARCOLEPSIA DR2/B7
ESCLEROSIS MULTIPLE DR2
NEURITIS OPTICA DR2
DEFICIENCIA DE C2 DR2
SINDROME DE GOODPASTEUR DR2
ARTRITIS REUMATOIDE DR4
PEMFIGO DR4
NEFROPATIA IGA DR4
LUPUS INDUCIDG POR DROGAS DR4
TIROIDITIS DE HASHIMOTO DR5
ANEMIA PERNICIOSA DRS
ARTRITIS REUMATOIDE JUVENIL DR5/DRS
GLOMERULONEFRITIS PRIMARIA C4B*2.9

TABLA 2. Asociacién entre antigenos HLA y enfermedades.



Podemos estudiar la asociacion entre HLA y una enfermedad através de:

* Estudios poblacionales:

Analizando pacientes no emparentados y grupos control sanos igualmente no
emparentados. Después se construyen tablas de contingencia 2 X 2, comparando las
frecuencias para cada antigeno en las 2 poblaciones aplicando la prueba Chi? con correccion
de Yates o bien la prueba Fisher (Tabla 3),se calcula luego, el valor de significacion p que
ha de corregirse por el nimero de comparaciones realizadas. También se calculan los
valores de riesgo relativo (RR), fraccidn etioldgica (8) y fraccion preventiva (PF). El riesgo
relativo indica con mayor que probabilidad se puede desarrollar una enfermedad en
individuos portadores de un alelo comparandolo con individuos sanos. La fraccion etiologica,
EF 6 Delta (8), indica la influencia inmediata que un antigeno particular tiene en el
desarrollo de la enfermedad. La fraccidn preventiva, PF, puede ser usada para riesgos
disminuidos. Los valores de la PF y EF varfan entre 0 (no asociacién} y 1.0 (asociacion

méxima).
*Estudios familiares:

Cuando se ha establecido una asociacién en individuos no emparentados es
recomendable realizar estudios familiares para ver si estin también implicados genes no
HLA en el susceptibilidad a enfermedad. Por otra parte, enfermedades no asociadas con
factores HLA conocidos pueden estar controlados por factores HLA desconacidos no
asociados con aquellos conocidos. Ello s6lo puede ser clarificado mediante estudios
familiares. Pueden averiguarse modos de herencia ( dominante/recesivo) con parejas de
hermanos afectados. El sistema HLA resulta un arma muy atil en los estudios clasicos de

ligamiento en enfermedades de herencia mendeliana.
2.1. Mecanismos de asociacion HLA y enfermedad:

A.-  Lasenfermedades asociadas a HLA pueden dividirse en 3 grupos: un pequefio grupo

en el que los mecanismos inmunolégicos no parecen ser relevantes en la patogenia
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Andlisis en ias asoclaciones HLA. Enfermedades

1. Paclentes no emparentados

a) Signilicacidn esiadistica de la desviacén de lrecuencias.

Antigeno HLA
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+ (pacientes) a b Ma
Enfermedad
- [controles) C d M
Mo Mz i

My = ndmero de enlermos estludiados.
Ma = numero de sanos esiudiados

a .
! = ———- = frecuencra del anligeno en pacieriles.

a+b
{ja-d-b-cf{~"Yr-a7-n
My Mz - M35 M

Xivaes = 3,84 ps 005
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b} Estmacion de fa fuerza de ascoacén.
. a-d
Riesgo reiativo (RA): RA = —_—
G

Fracodn etologica (EF. Etologic Fraction)

RR a+ 0D AA
Solo en asociaciones positivas, RR = 1
Fraccion prevenbva (PF. Preventive Fraclion):
(1 = RAy -1

RA (11~ |
Solo en asociacones negativas, RR < 1.

pF

c) Modelos de herencia dominante-recesivo

2. Estudlio en familias

a) Parejas de hermanos aleclados. Modelos ¢e herencia dominanic-recesivo

b) Padies-hijos aleclados. Transmision de la enfermedad unlo con anligenos-
haplolipos HLA. Mélodo Led Score.

c) Haploupes exlendidos En famiias con vanos descendiehies Calculos idenlicos a
los punlos 13} y 1b) de esla fabla

d}  Segregacidn preferente de anhigenos/haplotipos MLA & la descendencia enlerma

TABLA 3. Analisis de la asociacién de los antigenos HLLA a enfermedad.



de la enfermedad : Ej, el déficit de la 21-Hidroxilasa o la hematocromatosis
idiopética. En general son patologias debidas a alteraciones del gen que codifica para

las proteinas que son funcionaimente enzimas o receptores entre otros.

B.-  un segundo grupo,el mayoritario, donde los mecanismos inmunoldgicos parecen ser

importantes para la patologia. (enfermedades autoinmunes, generalmente), y

C.-  un grupo con una patogenia de etiologia incierta: ejemplo, la narcolepsia.

Debido al fenomeno de desequilibrio de ligamiento, al encontrar una
asociacion entre un antigeno HLA y una enfermedad puede ocurrir o bien que el alelo esté
involucrado directamente en la patologia de la enfermedad o bien que esté en desequilibrio
de ligamiento con otro alelo , el propiamente patogénico. También se puede relacionar la
susceptibilidad (o resistencia) a una enfermedad con los haplotipos extendidos o supratipos
(Apartado 1.2.2.) ya que la interaccién entre los productos de varios genes puede ser

involucrada en la asociacién de HLA y enfermedad.

Se han dado toda serie de posibles hip6tesis para dar explicacién a la posible
implicacion del sistema HLA en enfermedad, las mas conocidas se enumeran a continuacion
(Klein, 1990) :

a) Hipobtesis del mimetismo molecular:

Esta hip6tesis postula que los antigenos que son portados por determinados
agentes patGgenos pueden tener una homologia estructural a antigenos HLLA particulares
por lo que el individuo que porta ese particular HLLA no puede responder frente a él, es
susceptible a la enfermedad causada por el agente patdgeno. Asi por ejemplo, un grupo de
investigadores postulan que uno de los antigenos de la Klebsiella es similar a el Ag HLA-

B27y que este microorganismo seria el cansante de la enfermedad Espondilitis anquilosante.

b) Hipotesis del receptor :
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La moléculas HLA funcionarian como receptores para patogenos, hormonas
u otros transmisores y drogas. Asi, por ejemplo, se especula que los pacientes con
enfermedad celiaca poseen un receptor para el gluten y que el antigeno HLA B8, con el

que se asocia la enfermedad, es imprescindible para la expresion de este receptor.

c) Hipétesis de los genes de respuesta inmune (genes Ir):

La asociacion entre HLA y enfermedad es debida a que ciertos individuos son
incapaces de responder a determinados epitopos criticos pertenecientes a los
microorganismos que son responsables de la enfermedad. Esta falta de respuesta podria ser
debida a "agujeros en el repertorio” de las células T en parte debido a un determinado
haplotipo HLA.

d) Hipdtesis de la alteracion de lo propio:

Segin esta teoria, €l agente causante de la enfermedad alteraria moléculas del

propio organismo y entonces éstas serian el blanco de las respuestas autoinmunes.

Es posible que todas las hip6tesis sean validas o bien que ninguna pueda
explicar realmente el mecanismo de asociacion HLLA- enfermedad. Son necesarios maltiples
estudios sobre todo a nivel de la regulacién y funcionalidad del sistema HLA para

determinar la verdadera etiologia de la asociacion HLA-enfermedad.

2.2  Inmunogenética HLA de las enfermedades del tejido conectivo

Hoy dia , parece claro que los factores genéticos juegan un papel importante
en la susceptibilidad y en la expresion de las enfermedades autoinmunes del tejido conectivo
(conectivopatias autoinmunes) (Arnett , 1991.). Entre ellas se incluyen: Artritis Reumatoide
(AR), Sindrome de Sjdgren, dermatomiositis, esclerodermia (o esclerosis sistémica) y Lupus
Eritematoso Sistemico, enfermedad que nos ocupa. Las primera observacion en cuanto a
los aspectos genéticos fue la incidencia familiar de algunas de estas enfermedades. Mas

tarde el componente genético fue confirmado cuando se observé la asociacién de estas
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patologias a diferentes alelos del sistema HLA.

Con la aplicacién de la moderna tecnologia de genética molecular se ha
comenzado a definir con mas precision los factores genéticos que determinan la aparicion
de respuestas autoinmunes que caracterizan a este grupo de enfermedades (Nepom, 1992).
Parece claro que el componente genético predominante es el sistema HLA en muchas de

ellas.

Por otra parte, los estudios en modelos animales y el analisis de la herencia
en familias humanas sugieren que son enfermedades multigénicas. La falta de concordancia
en la enfermedad entre gemelos univitelinos apoya la teoria de que la influencia de un
factor ambiental, hasta ahora desconocido, es importante en el desarrollo de estas

enfermedades.

Los estudios de inmunogenética HLLA en las diferentes enfermedades
reumaAticas han permitido hasta ahora la identificacién de genes (alelos) de susceptibilidad
Gtiles como factores predictivos previos a la expresion clinica de la enfermedad. Por
ejemplo, para la AR se ha postulado la teoria del epitopo compartido por alelos HLA-DR
(DR4, DR1 etc) (Gregersen y col, 1987) de la misma manera que se ha confirmado la
asociacién de la espondilitis anquilopoyética al antigeno HLA-B27 (Schlosstein y col,
1973)). Los estudios de inmunogenética HLA han sido también de gran utilidad para
explicar la gran heterogeneidad clinica de algunas enfermedades y ayudar a subdividirlas,

por €j, es el caso de la Artritis Reumatoide Juvenil (Ansell y Albert, 1984).

En el futuro, este tipo de andlisis genéticos podria ser el punto de partida
para la obtencion de nuevas vias terapéuticas mas especificas, aplicadas a cada mecanismo
patogénico en particular (Nepom, 1992). Ya se han definido tentativas terapéuticas
preliminares en las enfermedades mas clarificadas desde el punto de vista inmunogenético,
como es el caso de la Artritis Reumatoide (Herzog y col., 1989). Los factores genéticos que
determinan la aparicién de muchas otras patologias relacionadas con la AR permanecen
como un enigma adn sin resolver. A su vez, estos estudios se complican debido a la

heterogeneidad genética y clinica de las conectivopatias autoinmunes y el elevado grado de
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solapamiento que las caracteriza.
3. SUSCEPTIBILIDAD GENETICA A LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

El LES es una enfermedad considerada como el prototipo de enfermedad
autoinmune debido al gran niimero de manifestaciones clinicas y serolfgicas que la
caracterizan. Se asocia con la produccién de miultiples autoanticuerpos, especialmente
anticuerpos antinucleares (ANA) y se caracteriza por la posible afectacion de mnltiples
6rganos. La enfermedad es por tanto de naturaleza extremadamente heterogénea (Kenneth

'y col,, 1989).

Aunque tanto la etiologia como la patogenia de la enfermedad afin no han
sido clarificadas, es bien sabido que factores genéticos, hormonales y ambientales juegan un

papel en el desarrollo de esta entidad.

Varios hallazgos apoyan la idea de que factores genéticos juegan un papel en

la susceptibilidad a padecer LES:

1) Agregacion en familias y estudios en gemelos.

Se ha observado una incidencia familiar de la enfermedad. Aproximadamente
de entre un 10-12% de los pacientes tiene un familiar de primer grado afecto de LES
(Arnett y col., 1976, Hochberg y col., 1987). También se ha encontrado una alta incidencia

de autoanticuerpos o alteraciones inmunolégicas en familiares "sanos" de estos enfermos.

Un estudio genético exhaustivo en un grupo de familias, con casos miltiples
de LES (familias multiplex) (Bias y col.,1986), postula un modelo de herencia de la
enfermedad autoinmune basado en la existencia de un gen primario autoinmune que
determina el caracter autoinmune del individuo ("autoimmune trait") y que se hereda como
un carcter autosdmico recesivo. Este gen, no determinado por el momento, podria ser
epistitico con otros genes secundarios que finalmente determinarfan la expresién de la

autoinmunidad o el fenotipo de la enfermedad autoinmune. Los genes del MHC podrian
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ser algunos de estos genes secundarios.

En las familias multiplex de LES, se observa que es més comun la presencia
del "caricter autoinmune" que la enfermedad autoinmune en si y que en ausencia de este
hipotético gen primario no ocurren ni la enfermedad autoinmune ni ninguna de sus

manifestaciones (Bias y col,, 1986).

Al igual que en otras enfermedades autoinmunes, parece evidente que otros
factores no genéticos determinan la expresion del LES. Aunque la concordancia para la
enfermedad es mayor entre gemelos univitelinos (25-70%, segin diferentes trabajos) que
en dicigdticos (1-3%) (Deapen y col,, 1992), la falta de penetrancia total en los primeros
sugiere que es necesario un factor externo para el desencadenamiento de la enfermedad.
Algunos autores postulan que se trata de agentes inespecificos ambientales que modulados
por genes como los de! MHC confieren susceptibilidad o no a la enfermedad (Bias y col,,
1986). Otros autores sugieren que otros posibles acontecimientos como mutaciones
somaticas o reordenamientos de genes implicados en el sistema inmunoldgico,

independientes de linea germinal, podrian explicar las diferencias entre gemelos.

El LES, al igual que otras enfermedades autoinmunes tiene una mayor
incidencia en el sexo femenino. El factor hormonal parece ser la explicacion a este hecho.
Parece probable que tanto las hormonas femeninas como masculinas modulen la aparicién
de autoinmunidad. Estudios de los niveles hormonales y actividad hormona! en enfermos
de lupus , encuentran niveles elevados de actividad estrogénica tanto en mujeres como
varones con LES (Lahita y col, 1982). Por otra parte , en €l lupus murino, se ha
demostrado que mientras que los androgenos bloquean la produccién de autoanticuerpos

y retardan la aparicion del lupus, los estrdgenos pueden aceleran la enfermedad (Roubinian
y col., 1977).

i)  Modelos murinos de LES:

La existencia de varios modelos murinos de LES en los que ratones de

determinada cepa producen espontineamente una patologia autoinmune equivalente a la
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que ocurre en el lupus humano, apoya el importante papel de los factores genéticos en esta
enfermedad, Existen varias cepas murinas que desarrollan espontineamente una
enfermedad que aunque en ninguno de los casos es estrictamente igual que el lupus humano
son un campo de estudio muy valioso para la investigacion en el lupus. Las patologias que
ocurren espontaneamente en las diferentes cepas son variadas al igual que los genes que
se han implicado en su desarrollo. En el lupus murino se han identificado algunos genes que

contribuyen o modulan la expresiéon de la enfermedad.

Los primeros genes identificados fueron los de clase IT del MHC en la cepa
murina (NZB x NZW) F, 1a cual a diferencia de las cepas parentales, no afectadas, presenta
un enfermedad similar al lupus, principalmente caracterizada por la produccion de altos
niveles de anticuerpos anti-DNA IgG y una severa nefritis (Hirose y col, 1986). Al analizarse
la contribucién genética de cada cepa a la generacién F, se observd una asociacién
significativa entre el haplotipo H-22 de la cepa NZW y los rasgos de la enfermedad lipica

que aparecen en la cepa F,.

La importancia de los genes de!l MHC en este modelo de lupus se confirmd
mas tarde al estudiar ratones congénicos NZB con el mismo MHC que la generacién (NZB
X NZW) F, y que entonces también presentaron nefritis (Kotzin y col, 1987). Pero al
realizar cruzamientos de la cepa NZB con otras cepas se observd que determinados genes
especificos portados por la cepa NZB parecian necesarios para determinar la expresion de
la autoinmunidad en los cruces resultantes. No se conoce el mecanismo por los que las
moléculas de clase II contribuyen al desarrollo de la autoinmunidad en este ratdn pero
parece necesario, al igual que se ha postulado para €l lupus humano (Bias y col, 1986), la
presencia de los genes "background" o constitutivos de estas cepas para la aparicion de la
enfermedad autoinmune. En este modelo murino también puede confirmarse el papel
patogénico de los anticuerpos anti-DNA, con un isotipo IgG2, fijador de complemento y

cuyo titulo se incrementa en suero coincidiendo con la clinica de dafio renal en el ratén.

Se han identificado otros genes fuera del MHC potencialmente implicados
en el lupus. Entre ellos €l mas destacado es el gen lpr (lymphoproliferation), portado por la

cepa murina MRL-Ipr/lpr. Este gen es una mutacién autos6mica recesiva que actiia como

20



un acelerador de la autoinmunidad en el contexto genético de la cepa autoinmune MRL.
La cepa MRL-Ipr/lpr se caracteriza por la produccion de anticuerpos anti-DNA, nefritis por
inmunocomplejos y por una acumulacion de linfocitos de fenotipo CD4-,CD8- en el tejido
linfoide (Cohen y col, 1991).

El papel de la mutacién lpr se ha estudiado a diferentes niveles. Se ha
observado que cuando se transfiere a cepas murinas no autoinmunes, estas adquieren la
capacidad de producir anticuerpos pero no se induce la presencia de enfermedad
autoinmune confirmandose asi la importancia de los genes "background" o constitutivos del
individuo, observada también en lupus humano. Recientemente se ha descrito que la
mutacién Ipr implica también al gen que codifica al antigeno Fas, proteina de superficie
que media la muerte celular programada o apoptosis, por lo que se ha postulado que la
acumulacién de células T CD4- y CD8- observada en los ratones lpr podria deberse a un
escape de la seleccion timica dependiente del un proceso de apoptosis aunque no se conoce
atn el mecanismo por el que las mutaciones en el gen de apoptosis Fas conducen a un
desarrollo acelerado de autoinmunidad. Algunos autores postulan que las células
autoreactivas CD4+, responsables de la enfermedad autoinmune, pudieran escapar a los
mecanismos naturales de tolerancia debido a un defecto del proceso apoptotico que ocurre

en el timo (Sneller y col, 1992).

Aunque la cepa MRL-Ipr/lpr podria ser un buen modelo de estudio de la
inmunopatologia mas relevante del lupus humano, en la patologia humana no se ha
observado la linfoproliferacion masiva de células T CD4- CD8-, las cuales parecen tener un

papel clave en la patologia murina.

31 El sistema Principal de Histocompatibilidad y LES :

La primera asociacion descrita en el LES con un marcador genético fue con
el alelo HLA de clase I: HLA-BS, en 1971 (Grumet y col., 1971). Los estudios posteriores
han puesto de manifiesto que la correlaciébn LES-HLA, al igual que para otras
enfermedades autoinmunes, es mucho més fuerte con los antigenos de clase II en concreto,

HLA-DR2 y DR3 (Gibofsky y col., 1978; Schur y col, 1982; Woodrow, 1988). Esta
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asociacion es consistente sobre todo cuando se estudian poblaciones caucasoides blancas de
origen en el Oeste europeo, mientras que en otros grupos raciales, las frecuencias de los
antigenos HLLA asociados no son tan elevadas o simplemente no se confirman y aparecen

otras nuevas asociaciones.

Asi por ejemplo, en enfermos de lupus de raza negra, no se encuentra un
aumento de la frecuencia del antigeno DR3 y tampoco son constantes las asociaciones con

otros antigenos de clase 11 (Howard y col., 1986; Reveille y col., 1989; Fronek y col., 1990)

Por otra parte, los estudios de asociacién a HLLA realizados en enfermos de
poblaciones orientales arrojan resultados discordantes con los de caucasoides y también
discordantes entre si. Parece ser que otros alelos HLA podrian estar implicados ya que se
ha constatado un avmento de la frecuencia de HLLA-DR4 y disminucién de HLA-DR6
(Hashimoto y col.,, 1985; Hirose y col., 1988). Se observa también que determinados
antigenos de clase 11I se asocian fuertementemente a la enfermedad en estas poblaciones
(Hawkins y col., 1987).

Cuando se comenzé el estudio de la asociacién de los antigenos de clase II
y el LES, se sugirié que posiblemente los diferentes resultados encontrados en los distintos
grupos se debian a los problemas innatos a la determinacién del tipaje de clase II de estos
enfermos. Estas dificultades podrian deberse a la presencia de anticuerpos anti-linfocitarios
que enmascaran los antigenos HILA o bien al escaso nimero de linfocitos, de pobre
viabilidad, encontrado en los LES debido fundamentalmente al tratamiento inmunosupresor
, entre otras posibles razones ( Dunckley y col., 1986). El tipaje a nivel de DNA reduciria
por tanto las diferencias en las resultados de las asociaciones dentro de poblaciones del

mismo origen pero no ocurre asi entre enfermos de diferentes poblaciones o razas
{(Woodrow, 1988).

Los genes de clase 111, especialmente los alelos nulos de los componentes de
la via clasica (C4 y C2) del complemento se han implicado en la susceptibilidad a LES.
Entre ellos destaca el alelo C4AQO0 cuya frecuencia esta incrementada entre los LES en

diferentes estudios (Ver apartado 3.1.1).
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Una gran parte de los trabajos en enfermos de LES de origen caucasoide,
encuentran que el haplotipo extendido A1 B8 Cw5 SC01 DR3 DQ2 se asocia fuertemente
a la enfermedad. Estos hallazgos dificultan la localizacion del locus directamente implicado,
en el caso que se trate de uno solamente, en la susceptibilidad al LES, debido a el
fenémeno de desequilibrio de ligamiento entre los alelos HLA que componen este

haplotipo.

Los haplotipos extendidos son asociaciones extremadamente conservadas en
el mismo cromosoma de determinados alelos HLA de clase I{ HLA-A, -B, y -C), clase 11
(-DRy -DQ)y clase III (C2, C4 y Bf) del complejo HLA( Apartado 1.2.2.). Estos haplotipos
caracterizan a las diferentes poblaciones o razas. Se ha postulado que cualquiera que sea
el mecanismo del mantenimiento del desequilibrio entre antigenos HLA, la ruptura de este

podria implicarse en la asociacién HL.A-enfermedad (Arnaiz-Villena y col., 1984)

3.1.1 . Déficit de factores del Complemento en el LES.

Los déficits heredados de genes para factores del complemento,
fundamentalmente los implicados en la via clasica , son uno de los ejemplos mas claros de
predisposicion genética a la enfermedad similar al lupus ("lupus like")(Koht y col., 1988).
Esta patologia esta asociada sobre todo a déficits homocigotos de los factores C1, C2 y C4

y aunque tiene baja incidencia, en todos los casos produce cuadros clinicos similares al

LES).

Estos componentes del complemento juegan un papel primordial en el
eficiente aclaramiento de los inmunocomplejos. La falta o un bajo nivel de alguno de ellos
podria provocar un procesamiento defectuoso de los inmunocomplejos, un depésito en
lugares inapropiados y finalmente sintomas caracteristicos de enfermedad autoinmune

sistémica.

En el caso de los genes C4 (C4A y C4B), los déficits heterocigotos de estos
genes, los alelos C4AQ0 y/o C4BQO (C4A 6 B nulos) son comunes en la poblacién sana (15

y 18% respectivamente) pero son mucho mdas frecuentes entre enfermos de LES,
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especialmente los alelos C4AQ0 (Roychoudhury y col,, 1988).

En un principio se considerd a C4Q0 como un mero marcador del haplotipo
A1l B8 Cw7 BfS C4AQ0 C4B1 DR3 DQ2, ligado a la enfermedad, por su desequilibrio de
ligamiento con HLA-DR3 (Fielder y col, 1983;). Mas tarde, se¢ observd que C4AQ0
incrementaba su frecuencia dentro de otros haplotipos o como alelo aislado en otras
poblaciones o grupos étnicos diferentes a la caucasoide. La frecuencia de C4AQO aparecia
significativamente elevada en poblacién negra americana, (Howard y col., 1986); poblacion

japonesa (Tokunaga y col.,, 1985 )y china (Hawkins y col., 1988).

Por otra parte, algunos estudios encuentran que el alelo C4BQO y no el
C4AQ0 es el implicado en la susceptibilidad a LES (Wilson y col., 1988). Estos hallazgos
son ampliamente discutidos ya que se contraponen a la hip6tesis cominmente aceptada de
que es el factor C4A y no el C4B el responsable del aclaramiento de inmunocomplejos,
debido a la mayor avidez del primero por los grupos amino, abundantes en la superficie

de los complejos antigeno-anticuerpo (Law y col., 1984).

La base molecular de los déficits de C4A y C4B parece ser muy heterogénea.
Se debe a deleciones, mutaciones o conversiones génicas, algunas de ellas no determinadas

hasta ¢l momento (Fredrikson y col, 1991; Partanen y col, 1989).

El déficit homocigoto del factor C2 del complemento es el mas comin de los
deéficits homocigotos del complemento en caucasoides. Un tercio de los pacientes desarrolla
LES o enfermedad Lupus-like. El estado heterocigoto ocurre en un 6-10% entre los
enfermos de LES frente a un 1-2% en poblacién sana. Los pacientes con déficit
heterocigoto presentan un sindrome de afectacién fundamentalmente cutdnea muy parecido

al denominado Lupus Eritematoso cutaneo (Stern y col., 1976).

Al igual que el factor C2, el factor B es poco polimérfico pero se conocen
casos de deéficit total y heterocigoto, ambos poco comunes y nunca relacionados con la
patologia del LES.
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3.1.2. Sistema HLA y aspectos clinicos y serolégicos del LES.

Las manifestaciones clinicas del L.LES pueden variar enormemente de un
paciente a otro y es dificil predecir el curso clinico de la enfermedad en cada caso. Es
posible que dos pacientes se ajusten al criterio de clasificacion de LES (Tan y col., 1982)
y sin embargo no compartan ninguno de los caracteres clinicos o de laboratorio que apoyan
el diagnostico. De ahi que los estudios de inmunogenética HLLA hayan tratado de encontrar

la posible relacion entre los grupos clinicos y seroldgicos méas homogéneos y el sistema HLA.

Se ha postulado que el sistema HLLA podria ejercer su influencia sobre las
diferentes manifestaciones clinicas y serologicas mas que sobre la susceptibilidad a la
enfermedad propiamente dicha (Harley y col., 1990). Este hecho se sugiere con fuerza en

los estudios de ligamiento genético en familias multiplex (Bias y col., 1986).

En los dltimos 15-20 afios se han descrito asociaciones HLA y diferentes
rasgos clinicos del LES tales como pericarditis, afectacidén pulmonar, afectacién neuroldgica,

etc...(Reveille y col., 1989; Ahearn y col., 1982). En general todas ellas débiles y no siempre

confirmadas.

Algunos autores subdividen a los pacientes de LES para el estudio en
pacientes con nefritis (una de las patologias més caracteristica y grave de la enfermedad)
y pacientes sin nefritis. Aunque los resultados en estos grupos no son siempre coincidentes,
el grupo LES con afectacion renal parece ser el mis homogéneo desde el punto de vista

Inmunogenético.

A finales de los afios 70, se descubrié que aproximadamente 1/3 de los
pacientes afectos de LES presentaban en el suero anticuerpos reactivos frente a estructuras
denominadas snRNAs (small nuclear RNA), componentes del niicleo o citoplasma celular
y acomplejados normalmente con diferentes proteinas, las cuales contenian los epitopos
frente a los que se dirigen la respuesta de autoanticuerpos. Desde entonces se han
secuenciado los diferentes snRNAs y estudiado sus proteinas asociadas. La principal funcién

de estas particulas parece ser la intervencién en los mecanismos de "splicing" de los

25



precursores de los mRNA (Steitz y col, 1988) Las respuestas de anticuerpos frente a
snRNAs son fundamentalmente de dos tipos: anticuerpos frente a los U-RNA (Uridine rich
RNAs), que son los mas comunes e incluyen las especificidades anti UIRNP y anti-Sm y por
otro lado, la respuesta anti Ro/SSa (YRNAs) y anti La/SSb. En el contexto del LES y otras
enfermedades relacionadas estas dos respuestas, aunque no excluyentes, ocurren
normalmente por separado (RNP/Sm o SSa/SSb) y poseen diferentes caracteristicas en
cuanto a los mecanismos de iniciacién y control, segiin postulan los diferentes autores, de
la misma manera que difieren en los genes que parecen determinar la susceptibilidad a

producir cada respuesta especifica.

El analisis de los pacientes de LES agrupados de acuerdo con la produccion
de estos autoanticuerpos especificos ha revelado fuertes asociaciones con el sistema HLA
y a su vez con determinados rasgos clinicos del LES. Se ha postulado que la presencia de
autoanticuerpos anti SSa (Ro) y/o anti SSa/SSb (La) define dos grupos distintos de
pacientes, cada uno asociado a diferentes marcadores HLLA (Wasicek y Reichlin, 1982). La
produccién de anti-Ro/l.a se relaciond con un grupo de pacientes que comparten
determinadas caracteristicas: edad tardia de comienzo de la enfermedad; menor incidencia
de lesiones renales; presencia de sindrome seco etc..., y fuerte asociacion a HLA-DR3.
Mientras que el grupo de pacientes con anticuerpos anti-Ro exclusivamente, se define por
el alto de riesgo de afectacioén renal; un mayor titulo de anticuerpos anti-Ro y un peor

pronostico clinico y una fuerte asociacién a HLA-DR2. (Harley y col., 1987).

Se ha encontrado una evidencia indirecta de que el anticuerpo anti-Ro
participa en la produccién de lesiones de piel (lupus neonatal) (Watson y col.,, 1984) )y
posiblemente es el anticuerpo patogénico en los casos de bloqueo cardiaco congénito en la

descendencia de madres con LES y anticuerpos anti-Ro( Buyon , 1990).

Miultiples estudios, utilizando tipaje seroldgico HLA, demostraron que los
individuos heterocigotos para los alelos HLA-DQ1/ HLA-DQ2 tienen el mayor riesgo
relativo de predisposicidn a la produccidén de anticuerpos anti-Ro o anti-Ro/La. Se
postulaba asi, que esta combinacién heterocigota podria representar un ejemplo de

Interacciones epistaticas (cis o trans) entre las cadenas proteicas de los alelos HLA en la
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superficie de la membrana celular (Harley y col,, 1986).

Estudios posteriores pusieron de manifiesto que los niveles de anticuerpos méas
altos ocurrian efectivamente en estos enfermos heterocigotos DQ1/DQ2 y fueron
confirmadas estas asociaciones al ser estudiadas otras poblaciones caucasoides y no

caucasoides (Arnett y col.,, 1989a; Arnett y col., 1989b).

Las investigaciones mas recientes, aplicando técnicas de DNA-RFLP; PCR
(Polymerase Chain Reaction) e hibridacién con oligonucledtidos especificos de secuencia
(850), han desarrollado modelos de respuestas de autoanticuerpos anti Ro/ SSb  ligadas
a secuencias de genes HLA ( Reveille y col,, 1991a). Del mismo modo se han estudiado

la asociacién de los genes HLA vy la produccién de otros anticuerpos en LES:

El grupo de anticuerpos dirigidos contra la familia de las ribonucleoproteinas
ricas en uridina (U-ribonucleoproteinas): anti RNP y Sm , es especifico del LES,
especialmente los anticuerpos dirigidos frente a Sm. Esta respuesta es mucho mas comiin
en la poblacidon negra que en la caucasoide blanca (Arnett y col, 1988) y atn es menos
frecuente en poblaciones de origen mediterraneo 6 de origen hispano (Reveille y col.,
1991b; Carreira y col, 1987)). Aunque no se han encontrado asociaciones consistentes entre
alelos HLA y RNP o Sm , posiblemente debido a que la asociacién al sistema HILA de esta
respuesta es bastante débil, recientemente se ha postulado un modelo basado en la
influencia de las diferentes cargas de los aminoécidos de los alelos HLA-DQ y la respuesta

de anticuerpos RNP y/6 Sm (Kaneoka y col,, 1992, Olsen y col., 1993).

Igualmente se han descrito asociaciones del sistema HLLA y la produccién de
anticuerpos anti-DNA de doble cadena (DNA ds), anticuerpos altamente especificos de LES
¢ implicados activamente en el dafio renal por inmunocomplejos en el LES. El alelo HLA
DQwb6 podria ser un candidato para la determinacion de una respuesta anti-DNA en LES,

segun estudios recientes (Khanduja y col., 1991)
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OBJETIVOS



Estudiar por primera vez en la_poblaciébn espaiiola , los marcadores
seroldgicos HLA A, B, C, DR DQ Bf y C4 de susceptibilidad a LES.

Realizar un estudio a nivel de genética molecular para buscar marcadores
genéticos de susceptibilidad a LES, mas especificos que los marcadores

clasicos.

Analizar el estudio de la asociacién a antigenos HLA en diferentes subgrupos

clinicos y serologicos homogéneos dentro la enfermedad.

Valorar el grado de asociacion de los alelos HLA, tanto a las distintas
manifestaciones clinicas y serologicas de la enfermedad como a la

susceptibilidad a padecer LES.

Hacer una comparacion de los valores del riesgo relativo (RR) y fraccion
etinlogica (8) de los diferentes loci (clase I, II y IIT) y alelos HLA de
susceptibilidad a LES, determinados tanto por serologia como por técnicas de

genética molecular, y en los diferentes subgrupos dentro de la enfermedad.

Analizar la asociacion del sistema HLA con el LES y/o sus manifestaciones

en casos familiares multiples.
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PACIENTES Y METODOS



1. DETERMINACION DEL FENOTIPO HIA

Los antigenos HLA se determinaron sobre linfocitos aislados de sangre
periférica desfibrinada. La sangre se extrajo al vacio (sistema Venoject, Terumo, Japon) en
tubos de vidrio de 10 mi provistos de 40-50 perlas de poliestireno de 1mm de didmetro. La
desfibrinizacion se realizd mediante agitacion rotatoria horizontal (10 mn) de los tubos , que
induce la formacién de codgulo de fibrina alrededor de las perlas. Se tomaron 6 ml de
sangre desfibrinada y se afiadieron cuidadosamente sobre 4 m! de lymphoprep (d=1.077
g/ml, GHNycomed, Noruega) procurando que no se mezclen las fases, y se centrifugaron
a 1800 rpm durante 40 mn. Los linfocitos se recogieron de la interfase con una pipeta
Pasteur y, después de lavarlos 3 veces con medio Hank’s (Flow, Reino Unido)(10mn, 1200
rpm), se resuspendieron en un medio apropiado y a la concentracion adecuada segin su
utilizacién posterior. El rendimiento es de 1X10¢ linfocitos/m! de la sangre periférica de
partida, El recuento de linfocitos se realizd en una camara de Neubauer mediante un

microscopio de contraste de fase (Nikon, Japon).

Todos los medios utilizados para el aislamiento de linfocitos contenian
antibioticos (Gentamicina, 40ug/ml, Ampicilina 125pg/ml, Cloxacilina, 125pg/ml) y se
ajustaron a pH 7.3 con NaHCO; 7.5% (Flow, Reino Unido).

1.1. Antigenos de clase I: HLA-A, -B, -C, -Bw4 y -Bw6.

La determinacion de estos antigenos se llevé a cabo por el ensayo de
microlinfocitotoxicidad sobre linfocitos totales (Mittal y col., 1968, Danilovs y col., 1980)
utilizando una bateria de sueros anti HLA (Tabla 4). El ensayo se basa en la especificidad
de los sueros empleados, que reconocen y se fijan a los antigenos HLA sobre los linfocitos
que presentan, provocando su lisis al anadir complemento (reaccion positiva). Esta reaccion

no tiene lugar cuando los linfocitos en estudio no presentan los antigenos HLA que
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ZA-63
FGR-853
CLB-15.6
C-131
PRIMOC-213
ZR-67
SEVI-142
BIO-112560
BIO-520012
76.3.10
Xv-17
VLC-192
PRIMOC-4]-B
FGR-300
PRIMOC-178
ovl-1
CLB-9.4
SEVI-120
FE-116
McSHERRY
OSTERMAYER
PRIMOC-145
PRIMOC-218
Ms-27

HAROC
BIO-120678
Bl-127
TORP-2664
GRER POCL
BIO-1126833
CATA-]
PRIMOC-2862
CLB-21]
BIO-111084
OSXX 04/05
BIC-111761
Fe-67
FRE-7896
BIO-111628
SEVI1-307
BIO-112459
BIO-180636
Fe-78
BIO-130829
Fa-717
ALIA-1168.2
VR-66747

JASY

Al PRIMOC-378
Al PRIMOC-{15
Al PRIMOC-588
Al HILB-1081
A2 HoDos!

A2 CLB-27

A2 PRIMOC-122
AZAB9 PRIMCC-13B
A2,A28 CIYRNESS
AZA28 PRIMOC-254
A2.A28 KLJO

A3 RCER

A3 VR-47997

A3 TF-5CM-65
AS CLB-70.2

A3 Bl-21

AS PRIMOC-4B
AiD SEVI-350
Al0A34,A66  CTM-3
AlDAIS PRIMOC-260
Al0,A43 FRE-8048
All SEVI-S0
AllA3 C-598

All CLB-76

A23 KCMA

A23 BIO-15069
A24 Fe-105

AZ4 BlO-121022
AZS BlO-161022
AZ5 SEVI-7]
AZ5,A32 BlO-114576
A25.A26 WEISSMAN
A26,A34A56  FRE-7907
A26,AL1,A34A66Fe-3]

AZ6 SCHERTER
A28 A33A3¢ 1715
AZ8.A68 BIO-820440i
A29 CLB-148
A29 BD-7.7
AZ9A30A31  BIO-12095)
A30 MCA-116
A30 PRIMOC-348
A31,A30 MUR-187
A3) FRE-8028
As2 Fe-l42

A3 DEWI POOL
A33 PILKINGTON
A33 CLB-235

A33B8Bi4
BS

BS
BS5,B53,B53
B5B45,B53,B63
BS5.B49,B53,B63
B5,B49,B17
B1,B40
B7.B48
B7.B12
B1,B60B42.B67
B1B42B67
B1.B27,B73
B8

B8,B5S

B8

Bl2

Bl2

Bl13

Bl3

B13

Bl4

Bl4
B15,B46,B57
B15,835B50,B70
BlS

BB

Bl6

Bl6

Bl7

B17
B11,.B63
Bl8

Bls

B2l

B2l

B22

B2z

B27

B27

B27

B35

B3S

B37

B37

Bag

B3S

B39

PAWA
VERMER.! 11
PRIMOC-257
ZEMA
FRE-8294
CLB-96
McCABE
PRIMOC-123
MUS-22289
PLA-3599
CTCV-162
CJC-85/58
SEVI-351
MOUE
FRE-8249
CLB-140.2
OS2ZT
CLB-148
BIO-112270
FGR-114
VLC-112
MLS-K160.3
OSYTs-02
PE-364RN
WEIN
CwPLA-1837
CLB-904
Fe-124
PRIMOGC-7B
SCHRAMEL
BIO-113649
FRE-7279
OSXD-0405
FRE-7103
JAN
VR-52007
OSZR

UZRE
MUE-23928
CLB-147.2
Fe-18
TORP-976
VR-34486
MG-260
WIUE-45884
TORP-594
VR-46031

B40

B40,B13 B47
B40,B7,B13,B47
B40,B13 B47
B41

B4l

B44

B44

B45B1S
B4§,B50

B4S%

B43

BSQ

asi

B5:

B52 B44

BSS

BES B42 B67
BS6

BS7

B57

B6O

B60

B62

B62
B63,BS7,B44
Cwl

Cwl

Cw2

Cwe

Cw3

Cwi

Cwéd

Cwg
Cwid,Cwe
Cw¢,Cwé
Cws
Cws,Cw8
Cwb
Cw7B22B42
Cw8Bil4B8
Bw4

Bwi

Bwd

Bwb

Bwb

Bwb

TABLA 4. Lista de sueros anti-HLA clase I utilizados.



reconocen los antisueros utilizados (reaccion negativa).

Los sueros anti HLA utilizados (tabla 3), incluyendo un control positivo (suero
anti-linfocitico OTWH 02/03, Behring, Alemania) y un control negativo (sueroc humano AB
Rh+), se dispusieron en placas de Terasaki especiales para tipaje (Nunc, Dinamarca)
provistas de 60 pocillos de 15ul de volumen (1p! de antisuero por pocillo) se recubrieron
de parafina liquida (Carlo Erba, Italia) para evitar la evaporacion y se congelaron a -80 &C

hasta su utilizacién.

Los linfocitos totales obtenidos como se indica més arriba (Apartado 1), se
resuspendieron en medio Hank’s a una concentracién de 2.5x10° células/ml. Con una
microjeringa (Flamilton, Nevada) provista de dispensador automatico se afiadié 1p! de la
suspension de linfocitos a cada pocillo de la placa de Terasaki. Las placas se incubaron 30
mn a temperatura ambiente, anadiéndose después 5 ul por pocillo de complemento de
conejo (Seralab, Alemania) e incubidndose una hora méas. Transcurrido este tiempo,las
placas se tifieron con eosina al 5% (Sp! por pocillo, Merck, Alemania), se fijaron con
formaldehido y se conservaron a 4 2C hasta su lectura (antes de 24 h). Las reacciones
positivas y negativas se determinaron mediante un microscopio invertido de contraste de
fase (Nikon, Japon). La cuantificacion de las reacciones siguié la siguiente nomenclatura
utilizada internacionalmente: 8 = mas del 80% de linfocitos muertos; 6 = 60-80 % de los
linfocitos muertos; 4 = 40-60- % linfocitos muertos; 1 = menos del 20 % de linfocitos
muertos; 0 = reaccién no valorable. Se consideran positivos los pocillos con reacciones de

8 0 6, dudosos con reacciones de 4 y negativos con reacciones de 2 ¢ 1 (Figura 12).
1.2. Antigenos de clase II: HLA-DR,-DQ.

La determinacién de los antigenos HLA-DR se llevd a cabo por
microlinfocitotoxicidad sobre linfocitos B purificados (Danilovs y col., 1980), ya que estos
antigenos estin presentes en los linfocitos B pero no en linfocitos T. Los linfocitos B
suponen un 10% de los totales en sangre periférica. Se aislan a través de columnas de
plastico (0.6 x 19.5 cm Winkler, California) con 60 mg de lana de fibra de nylon (Fenwall,

Illinois) suavemente empaquetada y sumergida en medio RPMI 1640 (Flow, Reino Unido)
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suplementado con un 10% de suero de ternera fetal descomplementado (Flow, Reino
Unido). Las microcolumnas se sellaron al fuego en cufia por un extremo y se taparon con

Nescofilm (Nesco, Japon) por el otro, conserviandose a -80 C hasta su utilizacion.

Los linfocitos totales obtenidos (apartado 1), se resuspendieron a una
concentracidn de 80x10° células/ml en medio RPMI 1640, un 10% de suero de ternera fetal
calentado a 37 2. La suspension celular se introdujo por la parte superior de la
microcolumna, que se habia lavado e incubado previamente con medio fetal 30 mn a 37 2C,
se sellé con Nescofilm por ambos extremos y se incubd 30 mn a 37 2C . Los linfocitos T se
eluyeron en primer lugar haciendo pasar 20 ml de medio Fetal a 37 2C a través de la lana
de nylon. Los linfocitos B se extrajeron comprimiendo de arriba a abajo la lana de nylon
empapada en medio fetal y lavando repetidas veces hasta completar 10 mi Los lifocitos B
se lavaron dos veces antes de su utilizacion (10 mn, 1.200 rpm). El rendimiento de la técnica
fue del 10% de linfocitos B respecto de los linfocitos totales iniciales, y la pureza de la
preparacton fue del 90%. Los sueros utilizados (Tabla 5), se prepararon como se indica

anteriormente (apartado 1.1).

Los linfocitos B obtenidos se resuspendieron a una concentracion de 3x10¢
células/ml. Se afadio 1 pl de esta suspensidn a cada antisuero y se incubd la mezcla 1h a
temperatura ambiente. Después se anadieron 5 pl! de complemento de conejo y se incubd
las mezcla 2 horas més. Al igual que para la determinacién de los antigenos HLA de clase
I y transcurrido €l tiempo de incubacién se tifleron con eosina, se fijaron con formaldehido

y se cuantificaron de la misma forma (Figura 12).
1.3. Determinacién de los alotipos del complemento: factores Bf, C2 Y C4.

La determinacion de los alotipos de los componentes del complemento Bf y
C4 se realiz6 mediante técnicas standard de electroinmunofijacién en muestras de plasma

EDTA utilizando sueros de cabra anti Bf y C4 respectivamente (Atlantic antibodies, USA)
(Regueiro & Arnaiz-Villena, 1988)
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PRIMOC-84B
PRIMOC-56B
FGR-40
VR-72646
PRIMOC-252
PRIMOC-168
PRIMOC-768
VR-42475.9
CABON-570
MUR-847
KERD-509
BIO-111235
PL-1501
MCLAREN
LEBORGNE
LH-1207
HAJO-521
SEVI-77
PRIMOC-178
MICAULT

DRI
DRI
DRI
DRI
DR2
DR2
DR2,DR6
DR2
DR3
DR3
DR3DR6
DR3
DR3
DR4
DR4
DR4
DR4 DRI
DR5
DR5,DQ7
DRS

PETERSON
2378-DROZ
PRIMOC-68B
FGR-108
PRIMOC-20B
BI-114
HILL-1114.4
TORP-740
DS044RN
BRULE
XIV-1458
ANTIN
GUILLAUME
FRE-7608
BIO-111323
GILPIN-5276
VR-62424.1
VR-64034.]
VR-52767
PRIMOCC-254

DRé&
DR6,DR3,DR2
DR?

DR?

DR7Y

DR7?

DR

DRS
DR8,DRS
DR$

DR9 DR52
DR3S DR7
DRIO
DRIG

DRI11

DRI11

DR11
DR13,DRS
DRI3,DRS
DR14,DRI6

CTM-4
MRV-302
PRIMOC-255
GARIN
TORP-156
9866 SOH
PRIMOC-19}
OVTR
PRIMOC-122
PRIMOC-153
PRIMOC-27B
EB-26

FeMpl
TORP-942
PLM-12
VR-820061
Qo047
PLM-2
AlO/13

DRIS
DRIS
DRE2
DR5Z
DRE2
DR5Z
DR53
DR53
DQI
19,0}
DQl
bQ2
DQ2
Q2
DQ3
DQ3
DQ3
DQ7
DQ7

TABLA 5. Lista de sueros anti-HLA clase II utilizados.



2. DETERMINACION GENICA (RFLP)DE LOS ALELOS DE 1.OS LOCY HIA-DRB,
DQAL, DOQB1 (CLASE II) Y C4 (CLASE IIT).

2.1. Obtencion de sondas.
2.1.1. Amplificacién de sondas, lisado y obtencién de plasmidos puros con inserto.

Todas las sondas utilizadas fueron amablemente cedidas por diferentes

laboratorios (apartado 2.1.4.)

Las sondas utilizadas se recibieron en el laboratorio en medio glicerol. Las
sondas estaban incluidas en un vector (plasmido) crecido en E. coli y con resistencia a
antibidtico especifico en cada caso. Se realiz6 un agotamiento de asa en placas de agar GD
con el antibidtico adecuado en esterilidad y se crecié durante 18 h a 378C para la obtencion

de colonias aisladas y homogéneas.

Se tomd una muestra de una colonia pura y se realizd un cultivo en 600 ml
de medio liquido LB estéril con el antibidtico adecuado durante 18 h a 37 2C en un
agitador orbital a 150 rpm. A continuacién se vertieron en un Erlenmeyer de 5 1 con 1400
ml de medio M9 suplementado con sulfato magnésico, cloruro céicico y glucosa y el
antibidtico. Se dejo incubando unas horas y més tarde se afadid cloranfenicol (solucién

stock 34mg/ml) en la proporcion de 5 ml por cada litro de cultivo y se incubd otras 18 horas

en agitador orbital a 37 2C y 150 rpm.

Los cultivos se centrifugaron en botellas de 11 a 4000 rpm durante 30 mn. El
sobrenadante se deseché por decantacion y el precipitado se resuspendid en una solucién
de TE 50:1. A partir de este momento hay que trabajar en hielo ( de 0 a 4 =C). El
volumen obtenido anteriormente se completd hasta 25 ml con TE 50/1. Se afiadieron 5 ml
de lisozima preparada en agua destilada a una concentracién de 32 g/l unos minutos antes
y conservada en frio. Esta mezcla se agitd snavemente en todas direcciones y se incubb en
hielo durante 30 mn. Posteriormente se afiadieron 4 ml de EDTA 0.5 y 1.9 ml de Dodecil

Sulfato Sodico (SDS) al 10% vy se agitd suavemente 10 mn hasta que la viscosidad fue
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completa. El lisado asi obtenido se conservé a -20 2C al menos 18 horas.

En el momento de hacer la separacion del plasmido en gradiente de cloruro
de cesio, se descongeld el lisado (preferiblemente a 56 ¢C), y se trasladé a tubos
transparentes de policarbonato. Se centrifugd a 3.000 rpm durante 30 mn a 42C, se recogid
el sobrenadante y se deseché el precipitado. Por cada ml de sobrenadante se afiadio 1 g de
CsCly 0.1 ml de Bromuro de Etidio. Se agitd suavemente, evitando la luz y se repartié en
tubos para ultracentrifuga (Quick-seal, Beckman, EEUU) afiadiéndoles parafina hasta
completar el volumen del tubo. Se ultracentrifugé a 45000 rpm durante 40 a 48 horas y a
15 oC.

Al finalizar la centrifugacion, se visualizaron, con una lampara ultravioleta
(UV), dos bandas formadas en el gradiente, una debida al DNA bacteriano (superior)y otra
al DNA del plasmido (inferior). Se recogit la banda correspondiente al plasmido con jeringa
estéril evitando arrastrar el DNA bacteriano. A continuacién se extrajo el bromuro de Etidio
mediante un tratamiento con butanol (un volumen igual). Se mezcl6 bien y se dejo reposar

hasta que se formaron dos fases, desechando la orgénica. Se repite el proceso de 5-7 veces.

La fase acuosa resultante, que contenia el DNA del plasmido, se depositd en
bolsas de didlisis y se dejo dializando 18 h frente a 11 de TE10/1 pH 8.0 a 4 =C. El
dializado se extrajo dos veces con solucién PCly 8 con cloroformo/Isoamilico (24/1), y se
precipité con dos volimenes de etanol absoluto y NaCl 150 mM, durante 18 h a -20 &C
para luego centrifugarlo a 10000 rpm 15 mn. Se deshecha el sobrenadante, secando el

precipitado en el liofilizador y finalmente se resuspendié en TE 1/0.1.

Para estimar la concentracion del pldsmido se midi6 la absorbancia a 260 y
280 nm teniendc en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a una
concentracion de 50ug/mly que el cociente 260/280 nos da el grado de pureza del DNA

que si es correcto debe estar en un valor de 1.8-2.0.

Para comprobar Ia pureza del pldsmido presente en la muestra, se realizo una

electroforesis en agarosa al 0.7% (tampén TEA 1X y Bromuro de Etidio (Br Et)). La
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preparacion del gel se realiza segiin se describe en el apartado 2.2.2 . En los extremos del
gel se introdujo un marcador de peso molecular (fago lambda digerido con la enzima de

restriccion Hind III).

2.1.2. Digestion de plasmidos

Primeramente se realiza un control de digestion. A 1pg de la muestra se le
afadieron 5-10 unidades de enzima adecuada (segiin especificase el laboratorio proveedor

de la sonda), el tampén correspondiente y agua. Se incuba la mezcla 37 #C durante 1 h.

Después de la incubacién se realiz6 una electroforesis en un minigel de
agarosa al 0.7 % en presencia de Br Et, a 10V/cm durante 90 mn. Se incluyen en calles
paralelas marcadores de peso molecular para identificar correctamente sonda y vector y
controlar el funcionamiento de la digestion. Cuando fue necesario la utilizacion de mas de
una enzima, se repitio el proceso cuidando de utilizar las enzimas en orden creciente de

fuerza iGnica de sus respectivos tampones.

Después de un control de digestion satisfactorio, se realizd una digestién de
100 ug de sonda a la que se anadieron de 500 a 1000 unidades de enzima, el volumen
adecuado del tampon correspondiente y agua bidestilada. Se incubd la mezcla de reaccién
, 18 horas a 372C (excepto para Taq I que fue de 65°C). En el caso de que se tratara de
una doble digestién se incubd al menos 4 horas con la primera enzima y luego 18 horas con

la segunda.

2.1.3. Electroelucién y Purificacion.

Mediante este método, los fragmentos de sonda son recuperados de los geles
de agarosa. Para ello se utiliza un concentrador electroforético ISCO (Isco, Inc, Nebraska,
EEUU) siguiendo las instrucciones indicadas por el proveedor. El sistema concentra
macromoléculas tomando ventaja de su movilidad electroforética y de la forma de la copa
donde se introduce la muestra. Se realiza una electroforesis (tampén TEA 1X con Br de

Etidio, durante 90 minutos a 90 V). Al final del proceso la muestra tras migrar hacia el
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anodo acaba concentrada en el pocillo de concentracion, de donde se recupera, apta para

su purificacién posterior.

La purificacién de la sonda se realiza pasando la muestra concentrada a través
de una minicolumna Elutip-d (Schleicher y Schiill, RFAy), siguiendo las instrucciones del
suministrador. Brevemente, se prepara la minicolumna Elutip-d inyectando 3 ml de NaCl
1.0M en TE (20mM Tris-HCI pH 7.4, EDTA 1mM) a través de la columna con una jeringa
de 5 ml A continuacién, con la misma jeringa, se inyectan 5 ml de Na Cl 0.4 M en TE.
Posteriormente, se inyecta con una jeringa de 1 ml el producto obtenido en la electroelucién
previamente llevado a una concentracidn de 0.3 M de NaCl. Luego se procedi6 a lavar la
columna con 400 ml de NaCl 0.4 M en TE. Finalmente se eluyd la muestra con uno & mas
volimenes de 200 m! de NaCl 1.0 M en TE, recogiendo el eluido en tubos eppendorf (1.5
ml).

Posteriormente se hace una precipitacion con etanol (como se describe en el
apartado 2.2.1), para una mayor purificacién de la sonda. Posteriormente se procedio a
resuspender la muestra en agua destilada & TE 1/0.1 a una concentracidon de Smg/ml,
controlando la concentracion por mediciones espectrofotométricas a 260 nm y mediante un

gel, como se describe en el apartado 2.2.2.

2.1.4. Sondas utilizadas.

Todas las sondas utilizadas fueron amablemente cedidas por diferentes

laboratorios. Estas fueron:

- pTRV1. Fragmento de Pst I de 517 bp de un clon de cDNA HLA-DRB ex6n
especifico (Bidwell y Jarrod, 1986).

- pDCH1. Fragmento de Pst I de 797 bp de un clon de cDNA de HLA-DQA
(Auffray y col., 1982).

- pl1-B-1. Fragmento de Ava I de 627 bp de un clon de cDNA de HLA-DQB
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(Larharmar y col., 1982).

- pAT-A. Fragmento de Sal I/Hind III de 5.5 Kb de un clon de cDNA de C4
(Belt y col., 1984).

- pC21la. Fragmento de Pst I de 490 bp de un clon de ¢cDNA de 21-OH (
White y col, 1986).

2.2. Obtencion de fragmentos de restriccion (Southern Blot)
2.2.1. Extraccién de DNA gendmico.

Se realiza la extraccién de DNA a partir de leucocitos de sangre periférica.
Se parti6 de 20-30 m! de sangre venosa extraida al vacio en tubos con EDTA K 3 (Terumo,
Jap6n). Después de centrifugar la muestra durante 5 minutos a 2500 rpm, se separé el
plasma sobrenadante y se anadid a la sangre tamp6n de lisis de eritrocitos (Red Cell Lysis
Buffer, RCLB) hasta un volumen de 50 ml. Después se procedié a una centrifugacion a
1500 rpm 10 minutos, desechando el sobrenadante. El proceso anterior se repitid dos veces

mas.

El precipitado resultante se resuspendi6 en 2 ml de tampén RCLB y se afiadi6
tampon de lisis de células blancas (White Cell Lysis Buffer, WCLB) con proteinasa K, 0.2
mg/m] WCLB hasta un volumen final de 15 ml. La mezcla se incubd durante 18 horas a 42

2C con agitacion (150 rpm).

Posteriormente se procedio a la extraccion de DNA con solucién PCI (Fenol-
Cloroformo-Isoamilico). Tras centrifugacion a 1500 rpm durante 10 mn, se afiadieron 15 ml
de PCly la mezcla se llevd a un agitador orbital durante 10 mn. Se centrifugd durante 3 mn
a 1500 rpm, procediendo luego a la eliminacién de la fase inferior organica dejando la
interfase. Se realiza después una segunda extraccidén con PCI y tras volver a centrifugar 3
mn a 1500 rpm se hicieron dos extracciones mas de S5 minutos cada una con
cloroformo/alcohol Isoamilico (24:1), desechando la fase inferior orgénica después de cada

extraccion.
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Una vez separada Ia fase acuosa con el DNA, se precipité con isopropanol
(Carlo Erba, Italia). Para ello, se afadié un volumen de NaCl 3M para obtener una
concentracién final de 60 mM, afiadiendo luego isopropopanol absoluto hasta un volumen
final de 30ml. Después se agita suavemente, hasta la formacion de un precipitado, que se
lavo tres veces con 4 ml de etanol al 70%, para posteriormente secar 5 minutos al vacio.
El precipitado asi formado, se resuspendié en TE 1/0.1 durante 30 mn en un concentrador

de vacio.

La concentracion final ptima fue de 200 pg/ml, se fraccioné en alicuotas de

50 u!y se mantuvieron a -80 ®C hasta su utilizacion,
Los procesos que siguen a continuacion se resumen en la figura 13.
2.2.2. Digestiones con enzimas de restriccion.

Una vez ajustados los ADN a la concentracion oOptima (200 pg/ml), se
procedi6 a la digestion con la endonucleasa de restriccion Taq I (Amersham, EEUU). Se
tomaron 10 pg de cada DNA, utilizando luego 1 pg para control de digestion y los 9
restantes para la obtencion de los RFLPs. El volumen pipeteado se puso en un tubo tipo
eppendorf y posteriormente se afiadieron en el orden indicado los siguientes reactivos: a)
Agua bidestilada,en un volumen de tal manera que el buffer de la enzima de restriccion
quedara a una dilucién 1/10 en el volumen final de digestion. b) El buffer o tampén
adecuado para la enzima a una concentracion 10X, siguiendo las recomendaciones de la
casa comercial suministradora. ¢) Afiadir espermidina (Sigma, EEUU) a una concentracion
final de 2mM (la espermidina mejora las digestiones de las endonucleasas de restriccion).
d) Finalmente , se anadi6 el volumen necesario de enzima, 50 U (5U/mg de DNA). El
volumen de enzima se anadio en 3 veces, poniendo 1/3 del volumen final cada vez. Después
de cada tercio, se incub0 a 65 2C durante una hora en un bafio de agua. Después de cada
incubacion de una hora y antes de echar una nueva dosis de enzima, se centrifugaron los

tubos en una microfuga para que la condensacion producida descendiese al fondo.

Para el control de digestién, se prepard un gel de agarosa (Sigma tipo II,
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EEUU) al 0.7 % en agua destilada con 6ml de TEA 50X. Se hirvi6 en un horno microondas
hasta la total solubilizacién de la agarosa. Después, y antes de echar el gel en la bandeja de
metacrilato, se afiadieron 14 ul de Bromuro de Etidio (10 mg/ml;concentracion final 0.5
mg/ml). Cuando el gel alcanzd 56 =C se vertid sobre una bandeja de metacrilato (BRL,
EEUU) en una placa niveladora, dejandolo gelificar en horizontalidad durante al menos 30
minutos, tomando un aspecto opaca. Pasado este tiempo, se quitd el peine formador de
pocillos, y se introduce en el tanque de electroforesis (BRL, EEUU) que contenia dos litros
de tampon TEA 1X pH 8.0 y 100 ul de Br de Etidio. El gel debe quedar completamente

sumergido por el tampodn.

Con el gel preparado, se tomo 1pg del DNA digerido, guardando el resto en
hielo, hasta comprobacion de la digestién en el control. Este volumen de DNA se aflade a
4 pl de solucion de BPB 5X y la cantidad necesaria de agua destilada hasta 20 pl. Se
procedid luego al llenado de los pocillos, evitando la formacién de burbujas. Se situaron
en los extremos marcadores de peso molecular (fago lambda digeridc con Hind III;
Boeringher Mannheim, Alemania). Se cargaron 10 pl de fago lambda, 4 pl de tamp6n de
BPB y agua hasta 20 ul.

Se realizd la electroforesis, a 4V/cm 2 durante 2 horas. Al cabo de las 2 horas,
se saca la bandeja del gel fuera del tanque de electroforesis, y se llevd a un transiluminador
para visualizar el DNA, ya que la luz ultravioleta (302 nm) excita el bromuro de Etidio
intercalado entre las bases del DNA. Finalmente se tomd una fotografia del gel que se

archivé para su estudio (Polaroid, EEUU)

En una digestién correcta, aparece una mancha continua desde el pocillo,
debido a que se han formado una gran cantidad de fragmentos de diferentes tamafios y cuya
migracién difiere segin el peso molecular (Figura 14). En algunas ocasiones, puede aparecer
el DNA hacia un extremo mas alejado del pocillo. Esto podria ser debido a una

sobredigestion 6 bien a una mala conservacién de la muestra.

2.2.3. Electroforesis en geles de agarosa
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FIGURA 14. Electroforesis en agarosa de la digestién de ADN genfimico con la enzima de restriccitn
Tag L



La electroforesis en geles de agarosa tiene como objeto la separacién de
fragmentos de DNA en funcién de su tamafio molecular. La distancia a la que migran estos

fragmentos en el gel varia inversamente proporcional con el logaritmo del peso molecular.

Una vez comprobada la digestion, se realizd la electroforesis del resto del
digerido. Se prepard un gel de 0.7 % de agarosa de 20 cm x 25 cm x 0.6 cm. El gel, se
introdujo en el tanque de elctroforesis con dos litros de tampén TEA 1X'y Br Et 0.5
mg/ml

Se cargaron en los pocillos 9 pg de DNA con 4 ul de soluciéon BPB 5X y agua
destilada hasta 20 ul . Como marcadores de peso molecular se utilizaron dos muestras de

fago lambda digerido con Hind III en los extremos del gel.

Se realiza después la electroforesis y las muestras se someten a 2V/cm 2
durante 56 horas, haciendo recircular el tampén de electroforesis con una bomba peristaltica
(Pharmacia, Suecia) que se conecta inmediatamente después que las muestras han salido

del pocillo y han entrado en el gel. El voltaje en un principio es de 30V y después se fija
a 40V.

Cuando la electroforesis hubo concluido, se tomd una fotografia en el

transiluminador que se archiva para estudio.
2.2.4. Transferencia a filtros de nylon. (Southern blot).

Esta técnica (Southern Blotting, Southern, 1975) es utilizada para transferir
el DNA desde su posicion en un gel de agarosa a un filtro de nitrocelulosa o nylon situado
encima del gel. El DNA se desnaturaliza, neutraliza y transfiere por medio de capilaridad
con un tampoén de alta concentracion salina, El DNA desnaturalizado, monocatenario se une

al filtro de una forma permanente, para posteriormente hibridarlo con una sonda radiactiva.

Se cortd el gel a la altura de los pocillos. A temperatura ambiente, se lava el

gel con 400 m! de HCl 0.15 M, durante 10 minutos y posteriormente se lava con agua
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destilada para eliminar el exceso de acido. Luego se introduce el gel en 400 ml de solucion
de NaOH 0.2M/NaCl 0.6M durante 30 minutos. Retirar el liquido y lavar con agua.
Sumergir el gel en Tris pH 7.6 0.5M/NaCl 1.5M durante 30 minutos. Pasado este tiempo,
se lava con buffer de transferencia, durante al menos cinco minutos. La membrana de nylon

(Hybond, Amersham, Reino Unido) se introduce en agua destilada antes de ser utilizada.

El sistema de transferencia incluye, desde la base hasta la parte superior, (Figura 15):

Una batea con 500 ml de buffer fosfatos.

Un soporte de plexiglas atravesado sobre la batea.

Una capa de papel Whatman 3MM (Whatman, USA) mojada con tampén de
transferencia y con los extremos dentro de la batea, evitando la formacion de
burbujas

El gel, tratado como se ha descrito.

La membrana de nylon previamente humedecida

* Dos capas de papel Whatman 3 MM humedecidos en buffer de electroforesis

10 cm de toallas de papel de filtro

* Una placa de vidrio

* 0.5 Kg de peso

Después de unas 18 horas se cambiaron las capas hiimedas de toallas de papel por
nuevas capas secas. Se dej0 que la transferencia se produjera durante 18 horas, con el
volumen suficiente de tampdn de transferencia. Después de la transferencia se eliminé
cualquier posible resto de agarosa, lavando la membrana durante 5 6 10 minutos en SSPE
2X. Una vez lavada se dej6 secar a temperatura ambiente en papel de filtro Whatman
3MM. Se control6 con la ldmpara ultravioleta la adecuada transferencia del DNA del gel

a la membrana de nylon.

La membrana se mantuvo en una bolsa de pléstico sellada con liquido de

prehibridacion a 4 2C antes de utilizarla.

2.2.5. Marcaje radiactivo de las sondas (Random priming)

40



. o Superficie plana
o Toallag de papel
. Papel 3 MM
- Membrana de Nylon

P 7 Gel de agarosa

Bandeja con buffer fosfato.

®
Cristal elevado y 3 capas
puente de papel 3 MM

FIGURA 15. Esquema de la fase de transferencia de ADN desde el gel a la membrana de
nitrocelulosa en la técnica de Southern blot.




Previamente a su inclusidn en la reaccién de hibridacion, la sonda fue
marcada radiactivamente por el método de "Random priming” (Feinberg y Vogelstein,
1983). Se mezclaron 25 ng de la sonda (Spl) a utilizar con 250 pg de DNA de fago Lambda
Hind III, y se hirvi6 durante 2 minutos y posteriormente se introdujo en hielo 5 minutos. A
continuacién se afiadieron 5 pl de solucion OLB 5X, 4 pl de dCT*P a 10 pCi/pl{ >3000
Ci/mM) (Amersham, Reino Unido)y 4 unidades de DNA polimerasa I (fragmento Klenow),
y se llevo a un volumen final de 25 pl con agua destilada . El marcaje duro de 3 a 18 horas.
Una vez terminado, los nucledtidos no incorporados se eliminaron mediante cromatografia
de penetrabilidad a través de una columna de 9 ml de Shephadex G 200 (Pharmacia
Suecia). La actividad especifica de la sonda marcada se determind mediante el contaje de
radiactividad en un contador de centelleo liquido ( LKB, Suecia) de una fraccion alicuota

de 2 ul de la solucidn obtenida.
2.2.6. Hibridacion en filtros de nylon.

Este es un procedimiento para hibridar una sonda de DNA marcada
radiactivamente con *2P con los fragmentos de DNA separados en un gel de agarosa y luego

transferidos a un filtro de nitrocelulosa o nylon.

La hibridaciéon consta de dos fases: prehibridacién y la hibridaci6n

propiamente dicha.

Se introduce la membrana en una bolsa de plastico con 30 ml de mezcla de
prehibridacion. Se sella y se deja 18 horas a 42 C con agitacién en un bafio termostético.
Transcurrido este tiempo la mezcla de prehibridacion se sustituye por 20 ml de mezcla de
hibridacién. La bolsa se sella de nuevo y se vuelve a incubar 40 h a temperatura constante

de 42 2C con agitacidn en el mismo bano.

Una vez terminado el proceso de hibridacién se extrajo la membrana de la
bolsa y se realizaron una serie de lavados para la eliminacién del sobrante de sonda no
hibridada con el DNA de la membrana. Estos fueron los siguientes: a) dos veces con una

solucion SSPE 2X durante cinco mn cada vez, a temperatura ambiente; b) una vez, con
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una solucién SSPE 2X, 0.5% SDS durante 15 mn a 65 2Cy ¢) una vez, con una solucién
SSPE 0.5X durante 15 mn a 65 2C.

2.2.7. Exposicion y revelado.

Una vez realizados los lavados anteriormente sefialados, la membrana se dejé
secar al aire, sobre una hoja de papel Whatman y fue expuesto a peliculas radiograficas X-
OMAT-AR (Kodak, EEUU) entre dos pantallas intensificadoras, durante 18 horas a -80
2C. Al dia siguiente se reveld una de las peliculas y se dejé exponiéndose la otra durante
un tiempo més largo De 1 a 10 dias), dependiendo de los resultados de la primera

exposicion. Las autoradiografias se archivaron para su analisis posterior.

2.2.8. Deshibridacion,

Después de los pasos anteriores la membrana se deshibrida, eliminando asi

la sonda radiactiva de modo que quede apta para una posterior hibridacion con una nueva

sonda.

Para la deshibridacién, se lavo la membrana 30 mn con una solucién de
NaOH 0.2 M y posteriormente 30 mn més con una solucién de Tris 0.2 M pH 7.5, SDS

0.5% a 42 2C y con agitacion enérgica.
La deshibridaci6n se confirmé mediante una autoradiografia durante 18 horas

a - 80 2C. Después se guarda la membrana con mezcla de prehibridacién, en una bolsa

sellada a 4 2C, hasta nuevo uso.

2.3, Interpretacion de los patrones de RFLP de los loci DRB, DQA, DQB (clase
I} y C4 (clase III).

2.3.1. Patrones de RFLP DRB/Taq L

La sonda utilizada (pRTV1, ver apartado 2.1.4.) con la endonucleasa
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de restriccién Taq I identificd6 24 RFLPs. Distintas combinaciones de ellos dieron lugar a
una serie de patrones que correlacionan con las especificidades serologicas HLA descritas.
En la figura 16 se muestra un ejemplo de los patrones obtenidos. De esta forma cada uno
de los antigenos HILA-DR se define, por genética molecular (DNA-RFLP), por un grupo
de RFLP (Figura 16):

DR1yDRB = 6.1 Kb +4.4 Kb;

DR15 (DR2) = 12.5 Kb +1.6 Kb + 1.3 Kb;
DR16 (DR2) = 14.8 Kb + 1.5 Kb + 1.45 Kb
DR17.1 (DR3) =11.1 Kb + 7.8 Kb +4.20 Kb;
DR17.2 (DR3) = 13.0 Kb + 7.8 Kb + 4.15 Kb;
DR18 (DR3) = 11.1 Kb + 6.5 Kb + 4.1 Kb;
DR4 = 14.8 Kb + 6.1 Kb + 5.4 Kb + 3.8 Kb;
DR11 (DRS5) = 13.0 Kb + 6.5 Kb + 4.2 Kb;
DR12 (DR5) = 13.0 Kb + 4.2 Kb + 4.10 Kb;
DR13al (DR6) = 11.1 Kb + 7.8 Kb + 4.10 Kby
DR13a3 (DR6) = 11.1 Kb + 7.8 Kb + 4.3 Kb;
DR13a4 (DR6) = 13.0 Kb + 7.8 Kb + 4.2 Kb;
DR13b (DR6) = 11.1 Kb + 6.5 Kb + 4.1 Kb;
DR14a (DR6) = 13.0 Kb + 7.8 Kb + 4.2 Kb
DR14b (DR6) = 11.1 Kb + 7.8 Kb + 4.10 Kb;
DR7.1 = 148 Kb +7.9 Kb + 4.1 Kb + 2.6;
DR7.2 = 148 Kb + 6.1 Kb + 4.1 Kb + 2.7 Kb
DR8 = 9.6 Kb;

DRY = 148 Kb + 6.1 Kb + 4.1 Kb + 2.7 Kb;
DR10 = 13.9 + 4.4 Kb.

Se ha encontrado otro RFLP poco frecuente que correlaciona con la especificidad
serologica DR4, DRB 4x = 14.8 Kb +7.9 Kb + 54 Kb + 2.6 Kb

2.3.2. Patrones de RFLP DQA/Taq L
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La sonda utilizada (pDCH1, ver apartado 2.1.4.) con la endonucleasa de
restriccién Taq I identificé 7 RFLP, dos de los cuales pertenecian al gen DQAZ2 (alelos U/L,
Bidwell et al, 1987). Cada uno de ellos correlacion6 con las especificidades serologicas
descritas. De esta forma, cada uno de los antigenos HLA-DQ se define, por genética
molecular (DNA-RFLP) por un grupo de RFLPs (Figura 17):

DQ « 12 (DQ1) = 2.7 Kb;

DQ « 1b (DQY/DQ4) = 6.7 Kb;

DQ « 1c (DQ1) = 7.4 Kb;

DO « 2 (DQ2/DQ7) = 4.8 Kb;

DQ « 3 (DQ2/DQ3) = 5.8 Kb.

DQ « 4 (DQ4) = 6.4 Kb

DQ «3b (DQ3, DR11-DQ3) = 4.9 Kb

Las bandas de las especificidades DQe4 y DQe3b solo pueden diferenciarse
respectivamente de DQDQe 1b y DQ 2 cuando la electroforesis es de larga duracion (Apdo
2.2.3.). Ademas de los RFLPs especificos de DQA1 se pueden definir 2 RFLPs asociados
al gen DQA2, que tambien hibrida con la sonda pDCH1:

DQA2 U = 2.1 Kb
DQA2 L. = 2.0 Kb

2.3.3. Patrones de RFLP DQB/Taq L

La sonda utilizada (pII-B-1, ver apartado 2.1.4) con la enzima de restriccion
Taq T identific6 11 RFLP. Combinaciones de ellos dieron una serie de patrones que
correlacionaron con las especificidades serologicas descritas. De esta manera, cada uno de
los antigenos HLLA DQ se define, por genética molecular (DNA-RFLP), por un grupo de
RFLP, (Figura 17):

DQB 1a (DQ1) = 5.5 Kb + 4.5 Kb;
DQB 1b (DQ1) = 4.5 Kb + 2.8 Kb;
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DQB x (DQ1) = 4.55 Kb + 4.5 Kb

DQB 2a (DQ2) = 4.6 Kb + 4.5 Kb + 2.7 Kb + 1.6 Kb;
DQB 2b (DQ2) = 7.2 Kb + 4.5 Kb +2.7 Kb + 1.6 Kb;
DQB 2¢ (DQ2) = 4.5 Kb + 40 Kb + 2.7 Kb + 1.6 Kb;
DOQB 3a (DQY/DQ4) = 4.5 Kb + 2.4 Kb + 1.9 Kb;
DQB 3b (DQ7) = 4.6 Kb + 4.5 Kb + 2.5 Kb.

2.3.4. Patrones de RFLP C4 y 21-OH/Taq 1.

Las sondas utilizadas (pAT-A (C4)y pC21a (21-OH), ver apartado 2.1.4.) con
la endonucleasa de restriccion Taq I dan lugar a unos patrones especificos del extremo 5’del
locus C4y su locus vecino P450c21 Ellos permiten definir el tamafio (presencia de el intron
de 6-7 Kb) y la organizacién de los genes C4 y detectar las deleciones y duplicaciones de
estos genes (Schneider y col.,, 1986). Después de la hibridacion con las respectivas sondas

se pueden visualizar 4 fragmentos de restriccidén para C4 y dos fragmentos para 21-OH:

- Un fragmento de 7 Kb especifico de locus C4A.

- Un fragmento de 6.4 Kb, marcador de la delecién del gen C4 en el complotipo
SCO1(BF*S C2*C C4A*Q0 C4B*1), Este complotipo normalmente forma parte del
haplotipo extendido HLA-B8&, DR3, SCO1.

- Un fragmento de 6 Kb que representa la forma del C4B " long".

- Un fragmento de 5.4 Kb que representa la forma del C4B " short"

- Los genes 21-OH se identifican respectivamente con las bandas de 3.2 Kb (21-OH)
y 3.7 Kb (210HB).

En la figura 18 se representa un mapa de los genes C4 y P450c21(21-OH) donde se
muestran los RFLPs caracteristicos utilizando Taq I y las sondas especificas citadas

anteriormente.

Las deleciones y duplicaciones en el locus C4B y 21-OH A se determinan
comparando las intensidades de las bandas especificas obtenidas. En la figura se muestran

las combinaciones de los distintos fenotipos C4 y 21-OH encontrados en los individuos
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estudiados.

3. ASIGNACION DE SECUENCIAS DEL EXON 2 DE DQA1Y DQBI A PARTIR DE
LOS RFLPs DE HLA-DO.

Los RFLP de DQA1 y DQB1 han sido asignados a las especificiades Dw
definidas por técnicas de cultivo celulares (Bidwell,1988; Martinez Laso et al 1989 a;
Martinez Laso et al 1989b, que a su vez, se han asociado a las secuencias del exon 2 de

DQA1y DQB1 (Marsh et al,1989) (Tabla 6).

Fue posible por tanto, asignar de una forma inequivoca los aminodcidos de
la cadenas proteicas codificadas por los genes DQA1y DQB], y valorar asi la influencia de
los diferentes residuos en la susceptibilidad a la enfermedad y en la produccion de

autoanticuerpos en el LES.

Asi, por ejemplo, DR15 puede asociarse a dos fenotipos Dw diferentes, Dw2
y Dw12. EIDR15-Dw12 se corresponde con el alelo de DNA-RFLP DQ6-DQe 1b-DQB 1b,
que, a su vez, tiene la secuencia del exon 2 de DQ: DQA1*0102-DQB1*0602. Por otra
parte, DRw15-Dw12 se corresponde con el alelo de DNA-RFLP DQ6-DQe 1¢c-DQB x, cuya
secuencias del exon 2 de DQ corresponden a DQA1*0103 y DQB1* 0601.

4. DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-NUCLEARES EN SUERO.

Los anticuerpos anti-nucleares (ANA) constituyen uno de los rasgos
serologicos mas comunes y caracteristicos de las enfermedades reumaéticas autoinmunes,
especialmente en el LES donde los ANA constituyen en si mismos uno de los once criterios
Gtiles en el diagnostico de la enfermedad (Tan y col., 1982). En esta enfermedad aparecen

frecuentemente ANA de alto titulo con una gran diversidad de patrones y especificidades.

4.1. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Determinacion de ANA y anti
DNA de doble cadena.
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Alogenotopos Secuencias del

DQ ex6n 2

Alogenotopos

de DRB1 DQA1 DQB1 Dw asociado DQA1 DQB1
DR1,Br,10 la la 1,20,BON 0101 0501
DR14 1a la 9 0101 0503
DR15 1b 1b 2 0102 0602
DR15 1c X 12 0103 0601
DR16 1b la 21 0102 0502
DR17.1,17.2 2 2a 3,3var. 0501 0201
DR4 3 3a 4.2,10,13B,14A,15 0301 0302
DR4 3 3b 4.1,13A 0301 0301
DR11,12,13b 3b 3b 5,DB6,HAG 0501 0301
DR13al,13a2,13a4 1c 1b 18 0103 0603
DR13a3 1b la 19 0102 0604
DR7.1,7.2a 3 2Zb 717 0201 0201
DR7.2b, 9 3 3a 11,23 0301 0303
DRS8 4 3a 8.1 0401 0402

TABLA 6. Correlacion entre alogenotopos DRB1, DQA1, DQBI, especificidades Dw y secuencias del exén
2 de HLA-DQA y DQOB.



La técnica de inmunofluorescencia indirecta es una técnica histoquimica para la
deteccion de antigenos. Es un ensayo de doble anticuerpo donde se detecta la presencia de
un anticuerpo ( normalmente formando parte de un suero) unido a un sustrato mediante
la utilizacién de otro anticuerpo conjugado con un compuesto fluoresceinado, normalmente

isotiocianato de fluoresceina).

Esta técnicas se han utilizado ampliamente durante unos afios para la
realizacién del test mas sencillo para la deteccion de los ANA. Los tejidos utilizados como
sustratos son higado, estdbmago y rifién de rata y por otra parte la linea celular Hep-2
(Human epitelioid cell line). Esta tltima tiene la ventaja de poseer una mayor sensibilidad

en la deteccidn de algunas especificidades de ANAS.

La técnica de IF] para la deteccién de ANAs (Figura 19) puede resumirse en

los siguientes pasos:

1.~ Obtencitn de secciones de tejidos de rata de 6 micras de grosor, o células Hep-2 .

Ambas se permeabilizan con un disolvente orgénico previamente a:

2.- Incubacion con el suero del paciente autoinmune diluido 1/40 en PBS.

3.-  Lavado con PBS para eliminar el exceso de anticuerpo especifico en suero.

4.-  Incubacién con el conjugado fluoresceinado anti-inmunoglobulinas humanas.

5.- Lavado, montaje del cubre con medio de montaje y

6.-  Lectura en microscopio de fluorescencia de luz UV (E0 495nm, Nikon) donde la

excitacidn de compuesto fluoresceinado emite a baja energia en el espectro visible

en color verde.

También se utiliza esta técnica para la deteccion de los autoanticuerpos anti-
DNA de doble cadena o nativo (ds-DNA). El sustrato utilizado en este caso es el protozoo

Crithidia Lucillae cuyo kinetoplasto (o cinetonicleo) contiene una gran concentracién de
ds-DNA.

El altime paso de este test consiste en titular el suero positivo, lo cual se realiza

mediante una dilucién seriada del suero en PBS (1/40, 1/80, etc para los ANA 'y 1/2, 1/4....etc
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FIGURA 19. Esquema e ilustracitn de las técnicas de detecci6n de Anticoerpos anti nucleares. A
Inmunofluorescencia indirecta (IF1), para la determinacitn de ANA. Patrén ANA moteado y

en células Hep-2 B) Inmunodifusién de Ouchterlony. Se muestran los arcos de precipitacion de |
sueros de especifidades ENA (Extractable nuclear antigens) RNP y Sm.



para los anti-DNAds) y eleccién de la Gltima dilucién positiva en el test de IFL

La IFI no aporta informacion respecto a la identidad especifica de los antigenos
reconocidos por los sueros autoinmunes. Aunque los patrones de tincion de las células
(homogéneo, nucleolar periférico, moteado, centromérico etc) pueden sugerir en algunos

casos la presencia de una especificidad caracteristica.

4.2. Determinacion de anticuerpos anti-Antigenos antinucleares extraibles del
niicleo (ENA).

Aungque se han descrito correlaciones clinicas basadas en la presencia de ANA
o en los patrones de tincién de fluorescencia, hoy se utilizan otras técnicas para

complementar la IFI, como la determinacion de los ENA.

Los ENA se han denominado clasicamente asi por ser antigenos nucleares que
tienen la propiedad de ser facilmente extraibles del niicleo celular cuando se realizan lo
lavados convencionales de los tejidos utilizados como sustratos con PBS. Se pueden

determinar por tres técnicas fundamentalmente:
Contrainmunoelectroforesis (CIE).

* Inmunonmunodifusién doble (ID) o inmunodifusion de Ouchterlony.

* Inmunoprecipitacién e Inmunoblotting
4.2.1. Determinacion de ENA por CIE 0 ID .
Ambas se realizan en geles de agarosa donde se detectan los precipitados de
antigeno-anticuerpo que se forman en el gel de un tamafio de poro adecuado. La CIE
difiere de la inmunodifusion doble en que en el primer caso el campo eléctrico aplicado

facilita la velocidad del proceso de precipitacion (Figura 19).

Los extractos antigénicos utilizados son dos fundamentalmente:
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1. Extracto nuclear de timo de conejo (Pel-freez Biol. Rogers, Arkansas)

2. Extracto de placenta (enriquecido con antigenos citoplasmaticos)

Estos extractos se preparan en el laboratorio a partir de un liofilizado de timo
de conejo comercial y de una placenta humana recién alumbrada respectivamente, segiin

protocolos detallados en el apartado 7 de pacientes y métodos.

Se utilizan sueros control monoespecificos para la determinacién de las
reacciones de identidad, identidad parcial y no identidad con los sueros problema. ( Figura
19). Algunas de las especificidades de ENA més comunes y directamente relacionadas con
el LES son: RNP, Sm, SSa (Ro), SSb(La), PCNA. Las técnicas anteriores presentan
problemas de baja sensibilidad debida fundamentalmente a la falta de algunos antigenos
en los extractos antigénicos. Por ello se ha completado el estudio de los ENA por la técnica

de inmunoblotting.

4.2.2. Determinacion de ENA por inmunaoblotting.

La técnica consiste en una primera separacion por electroforesis en
poliacrilamida de las proteinas que componen el extracto antigénico nuclear de una linea
celular (Hep-2 6 FLC)y después se realiza una transferencia a papel de nitrocelulosa sobre
el que se incuban los sueros. El revelado se realiza con un antisuero marcado con
peroxidasa y el revelado con una reaccion colorimétria (ANABLOT, biolab, Bélgica). De
acuerdo con unos patrones establecidos podemos asignar las diferentes especificidades que

se codifican por la aparicion de bandas de diferente peso molecular (Figura 19)

Todos los sueros de los 58 pacientes del grupo estudiado se estudian, al menos
dos veces durante el tiempo gque dura el estudio, para la presencia de ANA por IFI; ENA
por CIE e Inmunoblotting para una posterior confirmacion sélo en el caso de los sueros
positivos para ENA por CIE. Algunos de los sueros fueron mas ampliamente estudiados
para la presencia de dcidos ribonucleicos que se unen a las proteinas antigénicas que
constituyen las especificidades ENA formando complejos. Se utilizd para ello una técnica

de inmunoprecipitacién de los Aacidos nucleicos presentes en el extracto nuclear y
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citoplasmaético de células HELA con los anticuerpos presente en los sueros de los pacientes

de LES. La técnica se detalla en Forman y col., 1985.

Los controles positivos utilizados para la identificacion de los sueros problema
se obtuvieron de enfermos afectos de diferentes conectivopatias. La especificidad de estos
sueros habia sido previamente determinada con sueros patron cedidos por el CDC de

Atlanta,

5. SELECCION DE INDIVIDUOS.

5.1. Sanos no relacionados:

El panel de controles sanos no relacionados esta formado por 69 individuos,
donantes voluntarios. En este grupo se determinaron los alelos serologicos HLA de clase
Iy I y los alelos DRB, DQA y DQB por técnicas de RFLP. También se determinan los
alotipos del complemento C4 y Bf. El genotipo de C4 y de P450c21 (21-OH) s6lo puede

ser asignado en 52 de los 69 individuos sanos.

5.2.  Pacientes afectos de LES y familias:

* Pacientes: Se estudiaron 58 afectos de LES no emparentados, diagnosticados segin los
criterios de la ARA (Tan et al, 1982),

* Familias: Este grupo esta formado por 10 familias en las que habia al menos un
individuo enfermo de LES. Podemos subdividir el grupo de familias en 3
subgrupos, segin las caracteristicas peculiares de cada uno. Estos grupos se

muestran en las figuras 20, 21 y 22.

a/ Un grupo de 2 familias "multiplex" para LES, donde hay méas de un

individuo afecto de esta enfermedad.

b/ Un grupo de 3 familias donde existe un enfermo de LES y al menos

otro individuo afecto de otra enfermedad autoinmune.
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c/ Un grupo de 5 familias "simplex", con solo un enfermo de LES.

En el grupo de 58 enfermos se determind el fenotipo HLA de clase I (HLA-
A,-By-C)y de clase II (-DR,-DQ) y el genatipo HLLA DRB, DQA y DQB por técnica de
RFLP. También los alotipos de C4 y Bf. Los genes de C4 y P450c21 solo pudieron ser

determinados en 53 individuos de los 58 enfermos de LES.

Los individuos que componen las 10 familias fueron tipados para los antigenos de

clase 1 y de clase II, bien por técnicas seroldgicas o de RFLP.
5.2.1 Clasificacion de los pacientes de LES segin aspectos clinicos.

Los enfermos y familias estudiados fueron seleccionados por el Dr Gomez

Reino del servicio de Reumatologia del Hospital 12 de Octubre de Madrid.

En los 38 pacientes se evaluaron las principales variables que se incluyen en
el criterio (ACR criteria, Tan et al, 1982) de diagnéstico de la enfermedad. De esta manera
los pacientes se examinaron para la presencia de artritis; artralgia; pleuritis; pericarditis;

enfermedad neurol6gica; anemia y enfermedad renal.

En cuanto a la afectacion renal, de los 58 pacientes analizados, 37 presentaron
evidencia de clinica de dafio renal y fueron biopsiados. Su nefritis pudo ser asi clasificada
de acuerdo con el criterio de la OMS modificado por Pirani y Pollack (Pirani y Pollack,
1978) en glomerulonefritis (GN) mesangial (MES); GN proliferativa focal (PF); GN
membranosa (MEM) o GN proliferativa difusa (PD). El patr6n y la severidad de cada tipo
se relaciona directamente con la localizacién y la cantidad de inmunocomplejos depositados

en el glomérulo renal .

La glomerulonefritis MES y PF son consideradas patologias de curso benigno
mientras que la forma membranosa (MEM) puede evolucionar en ocasiones a importantes
alteraciones en la funcién renal. La GNPD es la patologia renal mas severa en la entidad

clinica del LES. El grupo de enfermos con GNPD constituye un grupo homogéneo
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FAMILIA 1 FAMILIA 2

a/ A26 B8 Cw7 Bwé6 DR3(17.1) DR52 DQ2 a/ A24 B35 Cw4 Bwé DR13 DR52 DQ1
b/ A24 B8 CWx Bwé DR7(7.1) DR53 DQ2 b/ A30 B18 Cw5 Bwé DR3(17.2) DR52 DQ2
¢/ A30 B18 Cw5 Bwé DR3(17.2) DR52 DQ2 ¢/ A24 B35 Cwd Bw6é DR10 DR52 DQ1
d/ A23 B49 Cwx Bwd4 DRS DR52 DQ4 d/ A24 B45 Cwx Bwé DR10 DR52 DQ1

b’/ (recombinante) A24 B8 Cwx Bw6 DR3(17.2) DRS2 DQ2

6(5_]/- o t Ijj [_L_I O <> O O ‘:::“ ‘,

FIGURA 20. Arboles familiares, haplotipos HLA y principales caracteristicas serolgicas del grupo I de familias estudiadas.
Familias MULTIPLEX, con més de un caso de LES. (*) ANA positivo



FAMILIA 1

a/ A26 B8 Cw7 Bwé DR3(17.1) DR52 DQ2

b/ A24 B8 CWx Bw6 DR7(7.1) DR53 DQ2

¢/ A30 B18 Cw3 Bwé DR3(17.2) DR52 DQ2

d/ A23 B49 Cwx Bwd4 DRS DRS52 DQ4

b’} (recombinante) A24 B8 Cwx Bw6 DR3(17.2) DR52 DQ2

FAMILIA 2

a/ A24 B35 Cwd Bw6 DR13 DRS2 DQL
b/ A30 B18 Cw5 Bw6 DR3(17.2) DR52 DQ2
e/ A24 B35 Cwd Bwé DR10 DR52 DQ1
df A24 B45 Cwx Bwé DR1O DR52 DQ1

asb » cr/d
1o 0
T.ma
N ] are w | e

_____ e

OO O Ne. e

4/ a/4d dsi

FIGURA 20. Arboles familiares, haplotipos HLA y principales caracteristicas serotogicas del grupo I de familias estudiadas.

Familias MULTIPLEX, con mas de un case de LES.
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FAMILIA 3 FAMILIA 4

a/A24 B35 Cwd Bwé DR1 DQ1
b/ A2 B49 Cw7 Bw4 DR1 DQ1
¢/ All B35 Cw4 Bwé DR1 DQ1
d/ A2 B62 Cw3 Bw4 DR11 DR52 DQ3

a/ Al B18 Cw5 Bw6 DR3(17.2) DR52 DQ2
b/ AL B57 Cwx Bwd DR7(7.2) DR53 DQ2
¢/ A2 B44 Cwd DR7(7.1) DR53 DQ2

d/ Al B8 Cw7 Bw6 DR3(17.1) DRS2 DQ2

a’/b c/d

o L] a A
BHbBAB R Crioglobulinemla _——
—— mixta

a-cardioliplnase

— L— - -a ™ - * -
» d/a - c/b

- — DA > ¥R a-cardiollipinas +
LES

1.1 R

FIGURA 21. Arboles familiares, haplotipos HLA y principales caracterfsticas serol6gicas del grupo I1 de familias estudiadas.
Familias con un caso de LES y otro/s casos de enfermedades autoinmunes. -
(®) ANA positivo



FAMILIA §

a/ Al B8 Cw7 Bwé DR3(17.1) DR52 DDQ2
b/ A2 B44 Cwd Bw4 DR3(17.2) DR52 DQ2
¢/ Al B8 Cw7 Bw6 DR3(17.1) DR32 DQ2
d/ A2 B44 Cws DR4 DR33 DQ3

. -k F==="

Lxa
a~cardiolipinas +

- o noA a~n
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FIGURA 21 (Cont.). Arboles familiares, haplotipos HLA y principales caracteristicas serologicas del grupo I1 de familias
estudiadas. Familias con un caso de LES y otro/s casos de enfermedades autoinmunes. (#) ANA positivo



FAMILIA 6 FAMILIA 7
a/ A23 B49 Cw5 Bw4 DRI13(13a%) DR52 DQ1
b/ A11 B35 Cw4 Bwé DR2(DR15) DQL

¢/ A30 B18 Cw5s Bwé DR3(17.2) DQ2

d/ A33 B14 Cw5 BW6 DR3(17.2) DQ2

a/ A28 B18 CwX Bwé DR11 DR52 DQ3
b/ A2 B63 Cw7 Bw4 DR11 DR52 DQ3

¢/ A28 B35 Cw4 Bw6 DR11 DR52 DQ3
d/ A23 B55 Cw3 Bwé6 DR13 DR52 DQIL

- .D - * o3

FIGURA 22 Arboles familiares, haplotipos HLA y caracteristicas serologicas del grupo IIl de familias estudiadas. Familias
SIMPLEX, con un solo caso de LES. (®) ANA positivo



FAMILIA 9

FAMILIA 8

a/ Al B7 Cwx Bwé DR2(DR15) DQ1 a/ Al B18 Cwx Bwé DR11 DQ3 DR52 DQ3
b/ A1l B27 Cwl Bwd4 DRI DQ1 b/ A23 B8 Cw7 Bwé6 DR13(13b) DQ1

¢/ A26 B38 Cwx Bwd DR4 DR53 DQ3 ¢/ A32 B61 Cwx DR13(13a*) DR52 DQ!

d/ A24 B7 Cw7 Bwé6 DR1 DQ1 d/ A68 B50 Cw2 Bw4 DR3(17.2) DR52 DQ2

™ I ara * _—— .Q a~a -l

‘é - - © o .<b B.o
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FAMILIA 10

oA

B0 a88bs

a/ Al B8 Cw7 Bw6 DR3(17.1) DR52 DQ2
b/ Al B8 Cwx Bw6 DR3(17.1) DR52 DQ2
¢/ Al1 B35 Cwd Bwé6 DR1 DQ1

d/ A2 B39 Cws Bw6 DR1 DOL
‘. * ‘_j_
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B
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FIGURA 22. (Cont.). Arboles familiares, haplotipos HLA y caracteristicas serolégicas del grupo 11I de familias estudiadas.
Familias SIMPLEX, con un solo caso de LES. (#) ANA positivo



caracterizado por sufrir una patologia renal mediada por inmunocomplejos de caracter

grave.

Con el objeto de realizar el andlisis inmunogenético en grupos de caracter
homogéneo dentro de la gran heterogeneidad de esta enfermedad, dividimos el grupo de
enfermos en dos subgrupos clinicos: Enfermos con GNPD y sin GNPD. Los pacientes sin
evidencia de dafo renal no fueron biopsiados. De acuerdo con un estudio (preguntar cita
a G.Reino) publicado previamente , de 20 enfermos biopsiados sin evidencia de dafio renal,
solamente uno fue diagnosticado de GNDP. Asi, los pacientes de nuestro grupo, sin
evidencia de dafio renal, fueron incluidos en el grupo de GNPD negativa. Finalmente, los

58 enfermos de LES pueden subdividirse en:

22 LES con GNPD (GNPD +)y
36 LES sin GNPD {(GNPD -)(No biopsiados y afectos de otras GN)

6. ANALISIS ESTADISTICO

Los fenotipos, los genotipos obtenidos del estudio de familias o por andlisis
de RFLP, asi como las secuencias HLA asignadas, fueron analizadas en sanos y enfermos

mediante técnicas estadisticas clasicas utilizando un ordenador personal Philips.

El grado de asociacion de los marcadores estudiados( marcadores seroldgicos,
RFLPs, secuencias) y el LES y/o sus manifestaciones como autoanticuerpos, se calculb por
comparacion de la frecuencia de dichos marcadores entre la poblacién enferma y €l grupo
control sano. El nivel de significacién de las asociaciones encontradas se calculd mediante

la Chi cuadrado corregida por Yates.

Enfermos Normales
+ a b
Marcador A
_ c d
Total N; N,
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Chi* Yates = (ad-bd-0.5N) x N x [(a+b) (c+d) x N, x N,] donde a y b son las
frecuencias absolutas del marcador A en enfermos y normales, respectivamente, N; y N, son
los tamafios de las muestras de enfermos y normales. N= N;+N,; ¢c= N;-a; d= N,-b. La

significacion estadistica se estudi6 solo en las asociaciones con una probabilidad menor de
0.05 (p<0.05).

Los estimadores de] grado de asociacion utilizados son el riesgo relativo (R.R.)

y la fraccion etiologica (8), con sus correspondientes niveles de significacion.

6.1 Céleulo del riesgo relativo (R.R.) y la fraccion etioldgica (8)

El riesgo relativo indica con qué mayor probabilidad se puede desarrollar una
enfermedad en individuos portadores del antigeno, comparindolo con individuos sanos. Su

calculo se determina mediante la formula:

La fraccidén etiologica (8) indica la influencia inmediata que un antigeno
particular tiene en el desarrollo de la enfermedad. Su valor sdlo puede utilizarse cuando el

valor de RR es mayor de 1. Su célculo se realiza utilizando la formula:

d-p

donde "d" es la frecuencia del antigeno (tanto por uno) entre los individuos con la

L i ]

enfermedad y "p" la frecuencia del antigeno en la poblacion general.

La comparacion de los valores de 8 permite la medida de cual de los
diferentes marcadores HLA tiene la mayor fuerza de asociacién con la enfermedad o sus

manifestaciones. Esta medida tiene ventajas sobre el riesgo relativo cuando la asociaciéon es
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debida al desequilibrio de ligamiento entre el marcador genético y el auténtico marcador
"enfermo", estrechamente ligado al anterior. Puesto que no conocemos cudl es el auténtico
marcador de susceptibilidad, este tipo de analisis tiende a asignar los valores de 8 mas altos
al marcador genético situado mas cercano al auténtico locus de susceptibilidad (Bengtsson

and Thomson, 1981; Thomson et. al. 1983).

6.2. Programas estadisticos

Para la obtencién de los resultados se ha confeccionado el programa Prueba
1 en FORTRAN IV.

Caracteristicas del programa "Prueba 1":

El programa calcula diversos parametros, recibiendo como informacién: los
fenotipos HLA -A, -B, -C Bw4, Bw6, DR, la presencia de los diferentes patrones de RFLP
obtenidos, los pardmetros clinicos evaluados y la presencia de autoanticuerpos. Con esta

informacion el programa "Prueba 1" calcula:

a) La frecuencia génica y fenotipica de cada alelo. Para ello cuenta el nimero
de veces que aparece una variable en concreto en el volumen de datos,
hallando la frecuencia de cada alelo (frecuencia fenotipica). La frecuencia

génica es calculada por el programa mediante la aplicacién de la férmula:
p = 1-(1-f)
siendo p= frecuencia génica y f= frecuencia fenotipica.
b) Realiza combinaciones entre los distintos grupos. Para ello cuenta el niimero
de veces que una variable, va asociada a otra variable. El programa escribe

tablas de contingencia de 2X2 (descritas anteriormente), realizando todas las

combinaciones posibles entre los diferentes grupos.
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d)

A partir de las frecuencias génicas, el programa calcula la frecuencia
haplotipica esperada que se obtiene al multiplicar la frecuencia de cada uno

por separado (p, = frecuencia del alelo 1, p,= frecuencia del alelo 2).

P= P1 X P2

Calcula el valor de desequilibrio de ligamiento utilizando la férmula de
Mattiuz. A partir de este valor de A el programa escribe la probabilidad

corregida sumando al valor de la probabilidad haplotipica tedrica.

H., = +tphhxp;

H = probabilidad haplotipica corregida

A = valor desequilibrio de ligamiento de Mattiuz
P: X P2 = probabilidad haplotipica tegrica.

A partir de las tablas 2X2 el programa calcula el valor de Chi? y su

correspondiente grado de significacion de la asociacidn, aplicando la férmula

antertormente descrita.
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7. SOLUCIONES UTILIZADAS

Ampieilina :(20 mg/m1).Disolver 500 mg de ampicilina

en 25 ml de etanol al 80 %. La dosis para
cultivos liquidos {concentracion final: 50 pg/m1)
-+ 1,25 pl para 5 ml de LB; 1.5 ml para 600 ml]
de LB; 3.5 ml para 1,4 1 de M9. Para cultivos
¢n placa: 100p! por placa.

Bromofenol Blue (BPB 5X): Tris, pH 7.6, 50 mM;

EDTA 50mM; SDS 05%; BPB ( azul de

bromofenol) 0.1%; sacarosa 40 %.

ENA: Extracto de timo de conejo. Se pesan 8 gr de

liofilizado de timo de conejo ( Thymus
Acetone powder, Pel freez. Biol. Rogers.
Arkansas) y se disuelven ¢n 50 ml de PBS
durante 48 h en agitacién y a 4°C. Después se
centrifuga la solucion, en frio, a 3000 rpm
durante 20 mn. Recogemos el sobrenadante y
gjustamos la cantidad de proteinas a
aproximadamente 8mg/ml. Se alicuota y

mantiene a -208C hasta su utilizaci6n.

Formamida desionizada: E! dia de uso, pesar 5 g de

resina AG 501-X8 (BioRad) por cada 100 m!
de formamida. Agitar con iman durante 30

minutos. Eliminar la resina filtrando por papel
de filtro,

Magic Denhart 50X: Para 200 ml :

L. Preparar 100 ml de BSA al 2% del siguiente
modo: 2 g de BSA en 80 ml de agua
bidestilada; ajustar el pH a 3.0 con HCI 2N;
hervir durante 15 minutos; poner en hielo 10
minutos; ajustar sobre el hielo, ¢l pH a 7.5 con

NaOH 2N; enrasar con agua destilada hasta

100 ml.

2. Preparar 100 ml de PVP 40 al 2% Ficoll 400
al 2%. Autoclavar 30 mn a 100 2C.

3. Mezclar los 100 ml de cada una de las
soluciones anteriores. Fraccionar y conservar a

-20%C hasta su uso.

Medio de montaje: Disolver 2,5 gr de 1,4 Diazabiciclo

octano (DABCO) en 30 ml de buffer glicina
pH 8.6 (*). Ajustar a pH 8.6 utilizando CIH
puro (1-2 ml). Enrasar hasta 100 ml con
glicero! de buena purcza. Mantener a 4°C.(*)
Buffer glicina pH 8.6: Pesar 14 gr de glicina, 1
gt de Azida sodica, 0,7 gr de Na OH y 17 gr
de CINa y disolver en 500 ml de Agua. Ajustar

a pH=8.6 y enrasar a un litro con agua.

Medio rico LB: Pesar en un erlenmeyer: 6 g de bacto-

triptona, 3 g de bacto yeast extract; 6 g de
NaCl. Disolver en agua destilada y ajustar el
pH a 7.5 con NaOH 2N. Ajustar el volumen

final a 60C ml. Autoclavar.

Medio minimo M9: Pesar en un erlenmeyer: 8.4 g de

Na2HPO4; 4.2 g de KH2PO4; 0.7 g de NaCl;
1.4 g de NH4CL;, 7.0 g de casaminoicidos.
Disclver en agua bidestilada y ajustar el pH a
7.3 con NaOH 2N. Enrasar a 14 litros.
Autoclavar. Anadir filirando a través de un
filtro Millex-0.22 u, la siguiente mezcla: 2.8 mi
de MgSO4 1M; 0.14 mi de CaCl 1M; 9.33 ml
de glucosa al 30%.

OLB 5X: (Oligomer labelling buffer 5X): Solucién 0:

Tris pH 8.0, 1.25 M; MgCl, 0.125 M; conservar
a 4°C, Solucion A: 1 ml de solucién 0; 5 pl



dATP; 5 pl de dGTP; 5 ul de ATTP; (cada
nucle6tido trifosfato previamenie disuelio a
0.1M en Tris pH 7.0, 3mM/EDTA 0.2 mM).
Conservar a -20 2C, Solucion B: Hepes 2 mM
llevado a pH 6.6 con NaOH 4N. Conservar a
42C.  Solucibn C: Hexadeoxinucle6tidos
(Pharmacia) resuspendidos en Tris, pH 7.0,
ImM/EDTA 0.2 mM a una concentracion de
90 unidades Opticas (OD) por ml. Conservar a
-20°C. Preparacion de OLB 5X: Mezclar las
soluciones A:B:C en las

100:250:150.

proporciones:

PBS: (Phosphate Buffer Saline) 0.015 M, pH 7.2-74.

Pesar 80 g de NaCl; 20.7 g de NaH,PO4; y
afiadir 94.6 ml de NaOH 1M . Disolver en

agua destilada y enrasar a 10 litros.

(Phenol/Cloroformo/Isoamilico).Calentar fenol
hasta su fusion completa en una estufa a 80=C
durante toda la noche. Mezclar 3 volimenes
de fenol (750 ml) con un volumen (250 ml) de
cloroformo isoamilico (24/1). Afiadir 333 ml de
Tris, pH 8.0 1M y mezclar vigorosamente.
Centrifugar la mezcla durante 10 mn a 1500
rpm. Eliminar por aspiracion la fase acuosa
superior. Afiadir a la fase orgénica (inferior)
restante 333 ml de Tris pH 80, 0.1
0.2%

vigorosamente. Centrifugar la mezcla durante

M/Mercaptoetano!l y mezclar
10 minutos a 1500 rpm. Eliminar la fase
acuosa superior. La fase orgénica inferior (que
se denomina PCI) esta lista para su usoy debe

conservarse a 4°C y en oscuridad.

Placas GD: Disolver 10 g de Bacto-triptona, 5g de

bacto-Yeast extract y 5 g de NaClen 1 1de
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agua desionizada. Ailadir 10 g de Bacto agar.
Autoclavar. Dejar enfriar a 568C y verter 25

ml por placa Petri.

Ro: Extracto de placenta humana. Se utiliza una

placenta humana, recién alumbrada, a ser
posible, de cesirea. Después de retirarle las
tres capas con tijeras o bisturi, lavamos la
placenta con PBS frio pH=7.2 con 0.2 M de
Ditiothreitol (DTT) (mantiene los grupos -SH
de las proteinas reducidos) 3 veces, 15 mn
cada vez, ¢n frio y agitacién. Posteriormente,
se retira el PBS y se homogeneiza con ayuda
de POTTER o “minipimer". Filtramos el
homogeneizado con una gasa doble vy
centrifugamos el liquido resultante a 10.000 g
1 hora a 4 2C. El sobrenadante resultante es
medido con probeta y se afade la cantidad
necesaria de sulfato aménico para saturar la
solucibn al 30%. Después se repitc la
centrifugaciébn 20mn a 10.000g a 4°C, El
sobrenadante se satura seguidamente a un
60% con sulfato amoénico y después se
centrifuga de nuevo a las mismas condiciones
anteriores. Finalmente , desechamos el
sobrenadante y resuspendemos el precipitado
en PBS. Esta solucion se dializa frente a PBS
0.1M 24h y otras 24 h frente a PBS 0.01 M. Se

alicuota y se almacena a -80%C hasta su uso.

RCLB: (Red Cell Lysis Buffer). Tris, pH 7.6, 0.001M;

MgC12 0.0005 M; NaCl 0.001 M.

Soluciones de prehibridacione hibridacion:

Prehibridacion: Formamida desionizada 50%;
Magic Denhart 0.1%; SSPE 5X; SDS 1%;
sulfato de dextrano 5%; ssDNA 200 ug/ml.



Hibridacién: es exactamente igual a la solucion
anterior pero conteniendo la sonda

previamente marcada,

ssDNA: 10mg/ml. Pesar 500 mg de DNA de esperma
de salmon, aitadir agua bidestilada hasta 40 ml;
sonicar durante 30 ¢ 60 minutos; hervir
durante 10 mn; poner en hielo durante 10
minutos; enrasar a 50 ml; fraccionar y

conservar a -20RC,

SSPE 30X: NaCl 45 M, NaH2PO4 0.3 M, EDTA 30
mM; Ajustar el pH a 7.7 con NaOH. Disolver
toda la noche en agitacibn a temperatura
ambiente,

Sulfato de Dextrano: al 50%. Pesar 250 g de sulfato de
dextrano sobre una probeta de pléstico de 500
ml. Afadir agua y agitar hasta que se disuelva
la mayor parte del granulado. Dejar agitando
toda la noche a 42C, Fraccionar y conservar a
-20°C hasta su uso.

Tampén Fosfato: (tamp6n de transferencia). NaH,PO,
25 mM; Na,HPO, 25 mM.

TE 1X: Tris 2M, EDTA 1 mM, pH 8.0.

TE 1:0.1: Tris 1 mM, EDTA 0.1 mM, pH 8.0.

TE 1®:1: Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0.

TE 50X: Tris 50 mM, EDTA 1mM, pH 8.0.

TEA 50X: Tris 2M, Acido acético glacial 1M; EDTA

0.1 M. Ajustar ¢l pH a 8.0 con 4cido actico y
filtrar por 0.22p.
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Tetraciclina: (2mg/ml). 1. Disolver 200 mg de

tetraciclina en 100 ml de etanol al 80%. 2. La
dosis para cultivos liguijdos serd (concentracion
final: 10pg/mt) 25 ul para 5 ml de LB; 3 ml
para 600 ml de LB; 7 ml para 1.4 1 de M9. 3.

Para cultivos en placa: 200 u! por placa.

WCLB: (White Cell Lysis Buffer): Tris pH 7.6, 10 mM;

EDTA, pH 8.0,10 mM; NaCl 50 mM; SDS
0.2%; proteinasa K 200 pg/ml.



RESULTADOS



1. FENOTIPOS Y GENOTIPOS ESTUDIADOS

1.1  Fenotipos HLA-DR y DQ y alogenotopos estudiados en una muestra

de individnos sanos no relacionados.

En la tabla 7 se muestran los fenotipos HLA-DR y DQ encontrados
para los marcadores citados en una muestra de individuos espafoles no relacionados, asi

como los patrones RFLP obtenidos utilizando diferentes sondas HLA.

1.2. Fenotipos HLA-DR y DQ y alogenotopos obtenidos en una muestra de
individuos afectos de LES.

En la tabla 8 se muestran los fenotipos y alogenotopos HLA-DR y DQ

obtenidos del analisis de los individuos afectos de LES.
1.3 Secuencias de DQA1 y DQBI.

Se han asignado las secuencias del exén 2 de las cadenas DQAl y
DQBRB1 en funcién de los alogenotopos encontrados, segin lo detallado en el apartado 3 de

pacientes y métodos y la tabla 6.

1.4  Correlacion entre el tipaje HLA de clase II obtenido por serologia y
por RFLP.

Se ha descrito en varios trabajos, la inherente dificultad del tipaje de
clase II por métodos seroldgicos en los enfermos de LES (Dunckley y col, 1986).Las razones
que se postulan son, entre otras, el bajo namero de linfocitos B, de poca viabilidad, la baja
expresion de antigenos DR y DQ en la superficie, circunstancias ambas provocadas
probablemente por el tratamiento administrado a estos enfermos y la presencia de

anticuerpos antilinfocitarios que bloquean los antigenos HLA.

De los enfermos de LES fenotipados para clase II por serologia
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SEROLOGIA RFLP
HLA-A -B -Cw Bwd/Bw6 -DR HLA-DR  HLA-DQ  HLA-DRBI HLA HLA-DQA1  HLA-DQB1 HLA-DQA2
DRB3/B4
1 301 18,37 5,6 6,4 3,10 52X 2,1 17.2,10 52b,- 2,1a 2a,10 UL
2 1x 8,44 7,5 6,4 3,2 52,X 2,1 17.1,15 52a,- 2,1b 1a,1b 1928
3 1,2 8,44 7X 6,4 3,Br 52,X 2,1 17.1,Br 52a,- 2,1a 2a,la UL
4 1,X 837 7,6 6,4 3,10 52,X 2,1 17.1,10 52a,- 2,1a 2a,1a UL
5 2,24 Tw57 7X 4,6 3,2 52,X 2,1 17.1,15 52a,- 2,1b 2a,1b UL
6 2,3 18,7 5,7 6,6 3,4 52,53 2,3 17.2,4 52b,53 23 2a,3b LL
7 1,29 8,44 7,X 6,4 3,7 52,53 2,2 17.1,7.1 52a,52b 2,3 2a,2b UL
8 2432 18,65 1,8 6,6 3.X 52,X 2,2 17.2,X 52b,X 2,2 2a,2a LL
9 1,X 8,37 7,6 6,4 3,5 52,X 2,2 17.1,11 52a,52b 2,3b 2a,3b UL
10 2X 7,w53 4X 4,6 3,6 52X 2,1 17.2,13a3 52b,52a 2,1b 2a,la LL
11 228 45,w62 1,6 6,6 47 53X 3.2 4,7.1 53,X 33 3a,2b LL
12 26,31 27,44 2,5 4.4 45 53,52 3,3 4,11 53,52b 3,3b 3b,3b LL
13 229 49,44 7,X 4.4 7,4 53X 2,3 71,4 53X 3,3 2b,3a LL
14 226 w57 w62 3,6 4,6 4x 53X 3.X 4,X 53,X 3,3 3a,3a Uu
15 11,29 49,44 7.X 44 47 53X 3,2 4,7.1 53X 3,3 3a,2b UL
16 2X 38,51 X, X 4,4 45 53,52 3,3 4,11 53,52b 3,3b 3a,3b UuU
17 211 27.w50 1,6 4.6 1,4 53X 1,3 1,4 53,- 1a,3 la,3a UL
18 223 73,50 5.7 6,6 46 52,53 3,1 4,13b 53,52 3,3b 3b,3b LL
19 1,26 44, w62 3,5 4.6 56 52X 3,1 11,13a! 52b,52a  3b,ic 3b,1b LL
20 231 13,14 5,6 46 1,10 XX 1,1 1,10 la,1a la,1a UL
21 2,23 44,51 4,7 44 5,6 52,X 3,1 11,13a* 52b,X 3b,1c 3b,1b UL
22 3229 39,44 X, X 6,4 1,7 53X 1,2 1,71 53, 1a,3 1a,2b LL
23 2w33 7,65 7.8 6,6 1,2 X, X 1,X 151 1b,1a 1b,1a UL
24 29,w33 44,65 7.8 4,6 2,1 X, X 1,X 15,1 1b,1a 1b,1a UL
25 2X 18,w41 7.X 6,6 5X 52X 3,X 11,11 52b,X 3b,3b 3b,3b UL
26 11,w33 7.w65 7.8 6,6 6,1 52X 1,X 14a,1 52b,- la,la la,1a LL
27 2524 18,w64 8X 6,6 2,7 53,X 1,2 15,71 53, 1b,3 1b,1b LL
28 12 51,X XX 4.4 2.8 52,X 1,X 15,8 -32b  1b4 1b,3a UL

TABLA 7. Fenotipos HLA-DR y DQ y alogenotopos obtenidos en una muestra de poblacion
sana.



SEROLOGIA

HLA-A -B -Cw Bwd/Bwé -DR HLA-DR HLA-DQ
29 211 27,44 1,5 4,4 1,5 52,X 1,3
30 1124 735 47 6,6 12 XX 1,1
31 232 w1 w65 18 6,6 1,X XX 1,X
322X 7,44 5,7 46 2,6 52,X 1,1
3 23 13,w62 76 46 6,7 52,53 1,2
34 224 39,X 7.X 66 1.8 52,X 14
33 329 7,44 7.X 6.4 11,7 53,52 3.2
36 226 44w52 5% 44 1,15 XX 1,1
37 2430 w50,w53 46 4.6 6,7 52,53 1,2
33 21 51,35 4% 46 56 52,X 3,1
39 303 18,51 5,1 64 3,6 52X 21
40  2w33 14,51 XX 46 39 52,53 23
41 30w33 w22,14 XX 6,6 6,7 52,53 3,2
42 1126 18,14 6,X 4,6 2,X XX 1.X
43 24,11 44.W62 3,X 46 79 53,X 23
42X 49,w50 6,X 4.6 42 53,X 3,1
45 2 3945 6,X 6,6 45 53,52 33
46 1130 35,w60 34 6,6 1,1 XX 1x
47 251 18,14 5,X 6,6 2,7 53X 12
48 2931 35,64 48 6,6 1,6 52,X 1,X
9 2632 14,18 XX 6,6 6.7 5253 1,2
50 211 51,w5S 3,X 46 57 52,53 3,2
51 2,X 18,wS0 6,X 6,6 57 52,53 32
52 1,11 W62,35 3.4 6,6 6,10 52X 1.1
53 11,29 14,17 XX 46 2,7 53,X 1,3
542X 4527 1,5 4,6 1,8 52,X 1,4
55 1,24 14,13 6,X 4.6 1,7 53,X 1,2
56 1,11 4435 4.X 4.6 2,6 52X 1.X
57 1,2 w5541 7.X 66 6,10 52,X 1,1
58 229 44X 5,X 46 9,10 53X 3,1
59 329 w17w50 6,X 44 74 53,X 23
60 325 w62,35 34 66 35 52,X 32
61 1,2 51,38 XX 44 6.X 52, 1,1
62 302 18,14 5X 6,6 3X 52X 2,X
63 302 18,51 5.X 6,4 35 52,X 23
64 1,32 8,35 74 66 33 52,X 2,X
65 1,30 8,44 7,4 6.4 3,7 53,52 22
66 229 w1745 36 46 37 53,52 22
67 1,2 27,49 1,X 44 32 52,X 2,1
68 30X 18,X 55 6,6 34 52,53 23
69 22X 44X 4,5 44 57 52,53 32

TABLA 7. Fenotipos HLA-DR y DQ y alogenotopos obtenidos en una poblacion sana (Cont.).

RFLP
HEA-DRB1 HIA HLA-DQA1 HLA-DQB1 HLA-DQA2
DRR3/R4
1,11 52b,- ta,3b 1a,3b 1L
1,15 . la,ib 1a,1b Uu
1,1 - la,la 1a,1a 1L
15,13a!l 52a,- 1b,1c 1b,1b UL
13a4,7.2 52b,53 ic,3 1b,2b UL
1.8 52b,- la,4 1a4 1L
11,71 52b,53 3b,3 3b,2b LL
1,15 . la,ic lax LL
1323372 52a,53 1b,3 1a,2b UL
11,13a1 52b,52a b,ic 3p,1b L
17.2,13a’ 52b,52a 2,1c 2a,1b UL
1729 53,52b 23 2a,3a ILL
13b,7.1 53X 3b,3 3h,2b 1L
15,X -- 1b,1b 1b,1b 9] 84
7.1.9 53X 33 2b,3a LL
4,15 53,- 3,1b 3a,1b LL
4,11 53,526 3.3b 3a,3b LL
1,X - 1a,1a 1a,la LL
15,72 53- 1b,3 1b,2b UL
1,13a2 52a,- la,lc 1a,1b UL
14a,7.1 53,52b 1a,3 1a,2b LL
11,7.1 52b,53 3b,3 3b,2b UL
11,7.1 52b,53 3b,3 3h,2b LL
13a4,10 32b,- le,la 1b,la UL
15,7.2 33,- 1b,3 1b,3a UL
1,8 52b,- 1a,4 1a,3a LL
1,72 53,- 1a,3 1a,2b LL
15,14a 520, 1b,1a 1b,1a uu
138310 52¢,- 1b,1a 1a,la UL
9,10 53,- 3,1a 3a,la LL
724 53.X 33 2b,3b uu
17.2,11 52b,X 2,3b 2a,3b LL
13aL,X 52a,X 1c,1c 1b,ib 1L
172X 52b,X 2,2 2a,2a LL
172,11 520, X 2,3b 3b,22 UL
17.1,17.2 52a,52b 22 2a,2a UL
17.1,7.1 52a,53 23 2a,2b UL
17.2,7.1 52b,53 23 2a,2b LL
172,15 52bh,- 2,1b 2a,lb UL
1724 52h,53 2,3 2a,3b UL
11,71 52h,53 3b,3 3b,2b UL



SEROLOGIA RFLP

HLA-A B -Cw Bwd/Bw6  HLA-DR HLA-DR HLA-DQ HLA-DRB1 HLA-  HLA-DQA1  HLA-DQB1 HLA-DQA2
DRB3/B4
L 29x 7,14 XX 6,6 23 52X 1,2 15,172 -,52b 1b,2 1b,2a UL
) 1,2 4437 5,6 4,4 6,8 52X 1,4 8,13al 52b,52a ic4 1b3a UL
) 3,26 7,44 1,X 46 45 52,53 3.X 4,11 53,52b 3,3b 3b,3b LL
4 2,29 7,35 4X 6,6 2,8 52X 1,X 8,15 52b,- 1b,4 1b,32 LL
5 11,30 18,38 56 4,6 3,6 52X 1,2 17.2,13a} 53,52¢ 1¢,2 Z2a,1b LL
5 2w33 14,18 5X 6,6 3X 52,52 2X 172X 52b,X 2,2 2a,2a LL
7 2,30 38,45 X.X 4,6 1,5 52X 1,3 1,11 52b,- 1a,3b 1a,3b 1L
3 3,24 7,51 1,7 46 2,X XX 1,X 15X 1b,1b 1b,1b Uy
) 24,30 18,51 5X 46 3,4 52,53 23 17.2,4 52b,53 3,2 2a,3a LL
10 32,29 17,49 XX 4.4 7.8 52,53 2,3 72,4 525,53 472 3a,2b UL
112X 4438 X, X 4.4 2,3 52,X 1,2 15,171 52a,- 1b,2 2a,1a UL
2 24X 7,27 2,3 4.6 2,6 52,X 1,X 15,13a* 52b,- 1c,1b 1b,1b UuU
13 3,24 35X 4X 6,6 2,5 52X 1,3 15,11 -,52b 1b,3b 1b,3b LL
4 223 51,w60 3,X 4,6 48 52,53 3,4 48 53,52b 4,3 3a,3a UL
15 30X 13,18 56 46 3,7 52,53 2.X 17.2,7.2 52b,53 3,2 2a,2b LL
6 1,24 18X 56 6,6 3X 52,X 2.X 17.2,17.2 52b,X 2,2 2a2a LL
17 3,30 14,18 5X 6,6 3,4 52,53 23 17.2,4 52b,53 32 2a,3a UL
83X 8,18 7X 6,6 3,6 52X 1,2 17.1,13a® 52b,52a 1c,2 1b,2a 1818
15 23 7,45 6,7 6,6 2,5 52X 13 15,11 52b,- 3b,10 3b,1a UL
20 1,2 8,44 47 4,6 3,X 52X 2.X 17.1,17.2 52b,52a 2,X 2a,2a LL
1 1,11 27,35 1,4 4,6 1,9 53,X 1,3 9,1 53,- 3,1a 1a,3a LL
2 2,29 8,44 X, X 4,6 1,X 52X 1,3 111 52b,- 1a,3b 1a,3b LL
32X 7,44 X, X 4.6 2.6 52,X 1.X 417.2 53,52b 3,2 3a,2a UL
4 11,24 714 X, X 6,6 2,7 53X 1,2 71,15 53,- 1b,3 2b,1b Uvu
5 3,24 51,7 X, X 4,6 2,7 53,X 1,2 15,7.2 53,- 1b,3 1b,3a LL
6 11,30 39,w63 X, X 4,6 2,5 52X 1,3 15,11 52b,- 1b,3b 1b,3b UL
7 26,11 35,51 4X 46 76 52,53 1,2 7.1,14a 53,52b 1a,3 2b,1a LL
8 1,2 49,w57 6,X 4.4 5,7 52,53 2,3 11,7.2 52b,53 3,3b 3b,3a LL

FABLA 8. Fenotipos HLA-DR y DQ y alogenotopos en una poblacion enferma de LES



SEROLOGIA RFLP

HLA-A -B -Cw Bw4/Bw6  HLA-DR HLA-DR  HLA-DQ HLA-DRB1 HLA-  HLA-DQA1  HLA-DQB1 HLA-DQA2
DRB3/B4
29 2430 18,7 5X 6,6 23 52,X 1,2 15,17.2 -,52b 2,1b 1b,2a UL
30 330 735 4.X 6,6 2,6 52,X 1,X 15,13a3 -52¢ 1b,1b 1a,1b 1914
31 2w33 7,14 XX 6,6 5,6 52X 1,3 17.2,172 X,52b 22 2a,2a LL
32 2326 35,18 4X 6,6 2,10 X, X 1,X 7.1,11 53,52b 33b 3b,2b LL
33 28X 8,14 7.8 6,6 3,12 52,X 3,2 11,7.1 52b,53 3,3b 2b,3b LL
34 26,30 18,w62 5% 6,6 3,13 52X 1,2 13a%,17.2 52¢,52b 1b,2 la,2a LL
35 25730 18,w50 XX 6,6 2,7 53,X 1,2 15,7.1 -53 1b,3 1b,2b UL
36 2X 51,17 7.X 4,4 7.8 52,53 2,3 728 52b,53 43 3a,3b LL
37 2X 7,14 7.X 6,6 4,7 53,X 2,3 47.1 53X 33 2b,3a LL
38 3728 18,35 45 6,6 2,3 52x 1,2 15,17.2 -,52b 1c,2 2ax UL
39 2332 17,14 6,x 4,6 3,7 52,53 2x 17.1,7.2 52a,53 3,2 2a,3a Uu
40 2X 44,17 5X 44 3,7 52,53 2,X 17.2,7.1 53,52b 23 2a,2b LL
41 2430 18X 5X 6,6 3.X 52,X 2,X 17.2X 52b,X 2,2 2a,2a LL
£2 1X 8X XX 6,6 3,.X 52,52 2,X 171X 52a,X 22 2a,2a UL
43 230 35,15 3,4 6,6 56 52X 1,3 8,13a3 52¢,52b 1b,3b 1a,3b UL
4 1,11 8,35 4.X 6,6 3,5 52X 23 11.1,17.1 52b,52a 2,3b 2a,3b UL
45 2430 35X 4.X 6,6 56 52X 1,3 11,13a 52¢,52b 1b,3b 1a,3b UL
46 12 44.w53 45 4.4 5,6 52X 1,3 11,13a* 52b,X 3b,1c 3b,1b UL
47 301 13,18 6,X 46 5,7 52,53 2,3 11,7.2 53,52b 3,2 2b,3b LL
48 28X 18,35 4X 6,6 5X 52X 3,X 11,X 52b,X 3b,3b 3b,3b LL
49 2528 w62, X 3,X 46 2,6 52,X 1,X 15,13a* -,32b 1b,lc 1b,1b UL
50 228 7,w56 1,7 6,6 6,8 52,X 1,4 8,13a° 52¢,52b 4,1c 3a,1b UL
51 1X 35,wS56 4,7 4,6 57 52,53 23 11,7.2 53,52b le,3 1b,2b LL
52 1,32 8,51 X,X 4,6 3,4 52,53 23 17.1,4 52a,53 23 3a,2a uu
53 3023 18,49 53X 4.6 3,6 52X 1,2 17.2,13a° 52b,52¢ 1b,2 la,2a LL
54 224 8,14 X, X 6,6 3,7 52,53 2X 17.1,7.2 53,52a 3,2 2a,2b UL
55 11,32 18,w50 56 6,6 3,7 52,53 2.X 17.2,7.1 52b,53 23 2a,2b LL
56 12 8,27 2,X 46 13 52X 12 L17.1 -52a la,2 2a,la UL
57 23728 8,w50 6,7 6,6 3.X 52X 2,X 17.2,13b 52b,- 23 2a,3a LL
58 332 7,w60 4X 6,6 1,3 52X 1,2 17.1,1 -2 1a2 2a,1a UL

TABLA 8. Fenotipos HLA-DR y DQ y alogenotopos en una poblacion enferma de LES (Cont.).



encontramos 11 individuos con un alelo "blanco" en HLA-DR (pacientes nimeros: 6, 8, 16,
20, 22, 41, 42, 48, 57 y enfermos de LES en las familias n® 8 y 10). Nos propusimos estudiar
el origen de estas asignaciones, determinando el genotipo HLA-DR, bien por estudio del

tipaje de la familia, bien por tipaje HLA-DNA-RFLP.

Solamente fue posible el genotipaje familiar en 5 casos (pacientes :20
(fam 5); 48 (fam 7); 57 (fam 9) y familias 8 y 10). En los individuos de las 5 familias se
determind el nivel de expresién de HLA-DR en linfocitos y macréfagos mediante citometria

de flujo, analizindose el resto de los casos mediante RFLPs.

Ocho de los 11 individuos estudiados (6, 8, 16, 20, 41, 42, 48 y LES
familia 10) resultaron ser homocigotos para HLA-DR, hecho que fue confirmado en el
estudio familiar o por tipaje RFLP. En los 3 individuos restantes (22, 57 y LES familia 8),
se observo una falta de correlacion entre los alelos HLA clase II asignados por serologia y
los asignados por RFLP. S6lo en uno de estos 3 individuos (LES familia 8) se observo una
baja expresidn de antigenos DR tanto en la superficie de linfocitas como en monaocitos

cuando se compard con la observada en individuos sanos y en sus propios familiares de

primer grado.

Por otra parte, cuando se compard el tipaje HLA-DR determinado por
DNA-RFLP con €l anteriormente realizado por serologia, en el grupo total de individuos
afectos de LES, la correlacion resulto ser muy buena, mayor de un 85%, por lo que se

puede excluir la posibilidad de omisién de antigenos HLA DR por dificultades de tipaje
(Tabla 9).

1.5  Descripcion de nuevos HLA-DNA-RFLP.

El estudio del polimorfismo genético de los antigenos de clase II por la técnica
de ADN-RFLP en el grupo de individuos con LES, puso de manifiesto la existencia de 2
nuevos RFLP, asi como una asociacion HLA-DR-DQ no descrita hasta ahora en la

literatura. Se detallan a continuacién y en la figura 20.
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Tipaje Nede antigenos Concordancia con

DNA-RFLP determinados Fenotipo (%)
DR1 5 100
DR2 15 100
DR3 31 93
DR4 7 85
DR5 15 86
DR13 13 92
DRI14 1 100
DR7 18 94
DRS8 7 85
DR9 1 100
DRI10 0 -
TOTAL 113 93
DQw1 36 97
DQw2 37 94
DQw3 26 84
TOTAL 99 92

TABLA 9. Correlacion entre los resultados del tipaje seroldgico HLA de clase 11 con el realizado a
nivel de DNA por RFLPs en el grupo de 58 afectos de LES.



* RFLP Taq JYDRB pRTYV, de 11.8 Kb. Una banda de 11.8 Kb, no definida
hasta ahora, se encontrd asociada a un individuo de tipaje HLA-DR15,11. La banda de 13
Kb, perteneciente al alogenotopo del alelo DRw11 (Bidwell, Bignon, Strasbourg, 1990), y
que correlaciona con la especificidad DRw532b, Dw25, estd ausente en este caso y es
sustituida por la nueva banda de 11.8 Kb (Figura 20). Ello sugiere la posibilidad de que esta
banda defina una nueva especificidad de DRw52 (DRB3).

Se descartd la posibilidad de que fuera una banda parasita o una digestion
incompleta o erronea al realizarse el estudio familiar en el que se pudo comprobar que la
banda segregaba en la familia del individuo (Figura 20). Estaba presente en dos individuos
de la familia (una hermana y un hijo del individuo afecto de LES, estudiado en primer

lugar), ambos con tipaje HLA-DR11.

No parece que esta banda pueda asociarse a LES, ya que solo se ha
determinado en este individuo aislado y su presencia en la familia no se relaciona con la

aparicion de LLES u otras manifestaciones autoinmunes.

El siguiente paso consistid en la secuenciacion del exon 2 del dominio

81 de la cadena 3 del gen DRB3. Ello se llevd a cabo mediante los siguientes pasos:

- Reaccion de PCR (polymerase chain reaction) especifica del exon 2 del gen
DRB con los oligonucle6tidos para la amplificacion genérica de genes DRB:
DRBAmp-A: 5-CCCCACAGCAGGTTTCTTG-3> y DRBAmp-B: §'-
CCGCTGCACTGTGAAGCTCT-3’ de la cual obtenemos un producto de 262
bp (Kimura y col, 1992).

- Clonaje en fago M13 del producto de PCR (segin protocolo descrito en
Corell y col, 1992).

- Secuenciacién automaética de los clones M13 con el inserto del exon 2 de
DRB. (Corell y cal., 1992)
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Se lograron 4 clones con el inserto del exon 2 del gen DRB3 que presentaban
idéntica secuencia a la de la especificidad DRw52 b (DRB3*0201), publicada en la literatura
(Marsh y col, 1992). De este hecho se deduce que las diferencias de la restriccién
encontradas para este alelo no se sitdan en el exdn 2 y podrian situarse en otros exones o

regiones no codificantes del gen DRB3 (Segurado y col, 1991).

* RFLP Taql/pRTV de 2,65 Kb. Esta banda aparece en el tipaje DRB de un
individuo sano, hermano de un enfermo de LES. Es una banda anadida a las que
constituyen los patrones caracteristicos de los alelos HLLA-DR15 y 17.2. La banda segrega
en la familia (de madre a hijo) asociada a al alelo HLA-DR15 (Figura 20). Se determind
que el exon 2 del gen DRBI1 de estos individuos DR15 positivos era el correspondiente al
alelo DRB1*1501, mediante la técnica de PCR, este caso, una amplificacién especifica del
exon 2 del gen DRB del alelo DRBI-DR2 (oligonucledtidos:DRB  Amp-2:
STTCCTGTGGCAGCCTAAGAGG-3 y DRBAmp-B: 5’-CCGCTGCACTGTGAAGCTCT-
3"), e hibridacion con oligosondas especificas de DRB*1501 mediante la técnica de PCR-
SSO (Polimerase Chain Reaction- sequence specific oligonucledtidos) que consiste
basicamente en una reaccién de PCR, transferencia a filtros de nylon del producto
amplificado e hibridacion con oligosondas especificas de los diferentes alelos de DRB1-DR2
(Kimura y col, 1992). La presencia de esta nueva banda podria deberse a un nuevo sitio de
restriccion para Taq I en otros exones o zonas no codificantes de los genes DRB en el

haplotipo HLA-DR15, segregado en estos individuos.

** _Asociacion HLA-DR13b-DQ9. A! determinar el genotipo HLA (DNA-
RFLP) de un paciente afecto de LES se encontré una asociacion del alelo HLA DR13b y
los alelos DQA 3,DQB 3a (DQ9) en vez de su asociacion clasica a DQ7. Esta nueva
asociacion DR13b-DQ9 es segregada en la familia del padre al hijo (Figura 20) y no ha sido

previamente descrita en sanos, ni tampoco parece tener relacién con la enfermedad LES

ya que solo ha podido determinarse en un caso aislado en el grupo de LES estudiado.

1.6  Alotipos de los factores Bf y C4 del complemento.

Se muestran los alotipos de los factores Bf y C4 del! complemento
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HLA—DRB b,

13A3 7.2
15 112

c/

c/d a/b

a/ HLA DR11, DQ7 (DQ«3, DQB3b)

b/ HLA DR13b, DQ9 (DQe3, DQP3a)
¢/ HLA DR13a4, DQ1 (DQalc, DQB1a)
d/ HLA DR17.2, DQ2 (DQa2, DQp2a)

a/c a/d b/d

FIGURA 23. Esquema de los nuevos RFLPs y la nueva asociacion HLA-DR-DQ encontrados en el anélisis de
immunogenética HLLA en el grupo de LES estudiado. a) 11,8 Kb RFLP DR Taq I/pRTV1. Ligado al alelo HLA-DR11
presente en la enferma (A)y que segrega en una hermana de la misma (B) y un hijo (B). o) 2,65 Kb RFLP DR Taq I/

pRTV1. Se muestra la segregacion de este RFLP ligado al el alelo HLLA-DR 135 en ia familia. ¢) Nueva asociacion HLLA DR-
DQ: DR13b-DQ9. Se muestra la segregacién de este haplotipo en la familia.



determinados en el grupo de 52 individuos sanos (tabla 10) y en el grupo de 53 enfermos
de LES (tabla 11).

1.7 Genes de los factores C4 y 21-OH.

En las tablas 9 y 10 se muestra también el andlisis de los genes del factor C4
del complemento y del factor 21-hidroxilasa en individuos sanos y enfermos respectivamente.
El polimorfismo Taq I/p-ATA , tal como se detalla en el apartado 2.3.4 de Pacientes y
Métodos, nos da informacién sobre las deleciones y posibles duplicaciones de estos genes,

asi como del tamaiio del gen C4B (leyenda tablas 10 y 11).

2. PRINCIPALES MANIFESTACIONES CLINICAS Y SEROLOGICAS
(AUTOANTICUERPOS) EN LOS ENFERMOS DE LES

En la tabla 12 se muestran las principales caracteristicas clinicas del LES de
los 58 enfermos estudiados asi como la presencia o ausencia en el suero de estos pacientes

de anticuerpos ANA, anti-DNA, ENA y anti-Ro, especificos de LES.

3. ASOCIACIONES MAS RELEVANTES DEL SISTEMA HLA Y LES EN UN GRUPO
DE LA POBLACION ESPANOILA.

3.1  Antigenos de clase 1,II en LES (GNPD+,GNPD-).
3.1.1. Asociaciones serologicas significativas.

En la tabla 13 se muestran las frecuencias de los antigenos HLA clase
I y I determinados por técnicas seroldgicas observadas en los pacientes de LES y los
subgrupos GNPD+ y GNPD- y las encontradas en el grupo control sano. La tabla 14
resume las asociaciones serol6gicas significativas cuando se comparan los grupos de LES y
el grupo control. La determinacion del fenotipo HLA muestra un aumento de la frecuencia
del alelo DR3 en el grupo de enfermos de LES que es estadisticamente significativo

(p=0.002) en el grupo de LES con GNPD cuando se compara con el de controles sanos.
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ALOQTIPOS GENES ALOTIPOS GENES
RBf C4A C4R. CdA 4B 21-0FA 21-0HB Bf CdA C4B C4A C4B 21-0HA 21-0OH1

SS 3,Q0 1,2 AAd L,(d) AD BB 34 8§ 34 1,2 AA SS AA BB

S8 4,Q0 1,5 AAd S,(d@) AD BB 35 FF 33 1,Q0 AA LS AA B.B

SF 3,Q0 1,1 AAd S,(d) AD BB 3¢, SS 32 1,2 AA LS AA BB

S8 3,Q0 1,1 AAd L,d) AD BB 38 Fs1 3,Q0 1,1 AA LL AA BB

SF1 3,3 Q0,Q0 AA L,Bd AD BB 39. FF1 33 Q0,Q0 AA 1L.Bd AD BB

. SF 3,Q0 1,1 AAd S,(d) AD B,B 4. S8 32 12 AA LS ALA B,B
1. SF 3,3 1,2 AA 5,8 AA BB 41. FF1 32 1,1 AA 5,5 AA B,B
2, FS 33 1,Q0 AA L.L AA BB 42, sS 3,Q0 1,1 AA LL AA B,B
3. EFS 3,Q0 1,1 AAd S,(d) AD BB 43, SS 44 2,2 AA S,5 AA B.B
4, FF 3,3 1,3 AA LS AD BB 44, SS 32 1,1 AA L,S AA B,B
5, SS 36 1,2.9 AA S,S AA BB 45, SF 33 1,2 AA L,S,S AA B.B
6. 58 33 1,1 AA L.L AA BB 4e. Ss 3,Q0 1,2 AA LS AA .B,B
8. ES 3,Q0 1.1 AAd S,(d) AD BB 48 FS 32 1,Q0 AA LS AA BB
9, 58 33 12 AA 85 AA BB 49, 8S 3,Q0 1,2 AA SS AA BB
. 58 4,Q0 1,5 AA 5,8 AA B,B s0. N 3,00 1,1 AA LS AA B,B
1. FS 3,3 1,Q0 AA L.Bd AD BB s1. FS 2,Q0 1,1 AA LSS AA B.B
2. FS 3,Q0 13 AA LS AA BB 53, SS 36 1,Q0 AA LS AA B,B
3. SS 3,2 1,2 AA LSS AA BB &5, SS 2,Q0 1,2 AA 5S AA BB
. 88 32 1,2 AA S8 AA BB 5eé. SS 33 1,Q0 AA L,Bd AD BB
6. S8 4,2 1,2 AA 8,8 AA BB 57 SF 3,3 1,3 AA 5,8 AA BB
7. 58 34 2,2 AA 8,8 AA BB 58 FF 33 1,Q0 AA LS AA BB
B, sS 33 1,1 AA L,L AA BB 62. SF1 32 1,2 AA §.S AA B,B
). 58 3,3 1,2 AA LL AA BB &3. SF1 33 1,Q0 AA S8 AA B,B
D, sS 33 1,Q0 AA L,Bd AD BB &5, FS 3,Q0 1,1 AAd 8,(d) AD B,B
2. FS 33 1,Q0 AA L,L AA BB 66. FF 33 1,1 AA 8.8 AA BB
3. FS 33 1,Q0 AA LS AA BB 67. SF1 3,3 1,Q0 AA Bd,Bd DD B,B

d = Delecién en C4A,21-OHA y parte de CAB representada por una banda de 6.4 Kb.

1)= Delecion parcial de C4B debida a la delecion de C4A (6.4Kb)

d = Delecién en C4B independiente de C4A.

= Delecién en 21-OHA

ABLA 10. Alotipos de los factores Bf y C4 y polimorfismo génico (RFLP Taq I /p-AT-A,pC21a) de C4

21-OH en un grupo de 52 individuos sanos.



ALOTIPOS GENES ALOTIPOS GENES
Bf C4A C4B C4A C4B 21-OHA 21-OHRB Bf C4A C4B C4A C4B 21-0HA 21-OH1
SS 2,Q0 1,2 AA LS AA BB 27. FS 33 1,Q0 AA S,Bd AD B,B
FS 33 2,Q0 AA LS AA BB 28. sS 36 1,1 AA LS AA B,B
FS 33 Q0,Q0 AA L,Bd AD BB 29. SF1 33 1,Q0 AA L,Bd AD B.B
SS 33 1,Q0 AA S,Bd ADD BB 30. Fs 3,Q0 11 AA LSS AA B.,B
SF 32 1,Q0 AA LBd AD BB 31. SF 33 1,1 AA LS AA BB
SF1 33 1,2 AA 5SS AA BB 32. sS 3,Q0 11 AA LS AA B,B
Fs 33 1,Q0 AA LS AA BB 33. SS 3,Q0 1,1 AA 55 AA B,B
§S 312 1,Q0 AA SL AA BB 34, FF 33 1,Q0 AA S,Bd AD B.B
. SF1 33 1,Q0 AA L,Bd AD BB 35 SF 33 12 AA 5,8 AA B,B
0. FS 3,Q0 1,Q0 AAd S,d) AD BB 36 SF 36 1,1 AA LSS AA B,B
1. FS 3,Q0 11 AA SS,L AA BB 37. SS 33 1,1 AA LS AA BB
2. FS 33 1,Q0 AA LL AA BB 38 SF1 33 1,Q0 AA L,Bd AD B,B
3. SS 33 1,1 AA LL AA BB 39. SS 6,2 12 AA 85,8 AA B,B
4. 5SS 3,Q 1.2 AAd L.(d) AD BB 40. Fs1 32 L1 AA $S.S AA BB
5. SF1 33 1,Q0 AA S,Bd AD BB 41. FIF! 33 Q0,Q0 AA Bd,Bd D,D B,B
6. FIF1 33 Q0,Q0 AA Bd,Bd D,D BB 42. SF1 Q0,Q0 1,QO Ad,Ad (d),(d) D,D B,B
7. SF1 33 1,Q0 AA S,Bd AD BB 43. FS 3,Q0 1,1 AAd S,(d) AD B,B
B. SS 3,Q0 1,2 AAd S.(d) AD BB 44. sS 3,Q0 1,Q0 AAd (d)d DD B,B
9. S§§ 33 1,Q0 AA 5SS AA BB 45 FS 3,Q0 1,1 AA 555 AA BB
0. SF1 3,Q0 1,Q0 AAd Bd,(d) DD BB 46. SS 33 1,1 AA LLS AA B,B
1. FF 3,3 Q0,Q0 AA LL AA BB 47. S§ 3,Q0 1,1 AA LS AA B,B
2. S8 3,Q0 1,1 AAd L.d) AD BB 50. FF 33 1,Q0 AA Bd,L AD B,B
3. SS 3,1 2,2 8,8 AA 5,8,8 AD 51, FS 33 1,1 AA S, AA BB
4. 88 33 1,Q0 AA S,.L AA BB §3. SF1 33 22 AA 5.8 AA B.,B
5. 8§ 33 L1 AA LL AA BB 5. S8 33 12 AAd L,d) AD B,B
6. SS 33 1,2 AA LS AA BB 57. SS 2,3 1,1 AA S5 AA B,B
58 SS 3,Q0 1,1 AAd L,(d) AD B,B
d = Delecién en C4A,21-OHA y parie de C4B representada por una banda de 6.4 Kb,
)= Deleci6n parcial de C4B debida a la delecion de C4A (6.4Kb)
d = Delecion en C4B independiente de C4A.

il

Delecién en 21-OHA

ABLA 11. Alotipos de los factores Bf y C4 y polimorfismo génico (RFLP Taq I/pAT-A,pC21a)de C4y
1-OH en un grupo de 53 afectos de LES no relacionados.



AFECTACION AUTOANTICUERPOS

Ro
PULMONAR CARDIACA NEUROLOG AHEMO", RENAL' ANA a-DNA ENA CIE* 1B*
GN
1. NO NO NO NO MES + . . + .
2. NO NO NO NO NB + . . . .
3, S1 NO NO NO MES + . . . .
4, NO NO NO NO GNPD + + . - -
5, St NO NO NO NB + - +N1 - -
6. St SI ST NO GNPD + - . . .
7. sI NO NO NO MEM + - . + .
3 SI NO NO NO NB + - . . -
9, SI NO NO NO NB + . +8Sb + -
10, SI 81 NO NO NB + - - + +60Kd
11.  NO NO NO NO MES + - - + -
12, NO NO NO NO MES + - - - -
13, SI NO NO NO NB - - - - -
14. NO NO NO SI NB + + - - -
15, NO NO NO NO GNPD + - - + +60Kd
16. NO NO NO NO GNPD + - +8m - -
17. NO NO SI NO GNPD - - - - -
18. NO NO NO NO GNPD - - - - -
19, NO NO NO NO MES + + - + -
20. NO NO NO SI NB + - - - -
21, NO NO NO SI GNPD + - - - -
22, NO NO NO NO PF + - - - -
23, NO SI NO SI GNPD + - - - -
24, NO NO NO NO NB + - . + +60Kd
25, NO NO SI NO MEM + - : : -
26. s NO NO NO PF + - - - -
27.  NO NO NO NO NB + - - - -
28.  NO NO NO NO PF + - - - -
9. NO SI NO NO NB + + +RNP - -

*} A.HEMOL = Anemia hemolftica, GN = Glomerulonefritis: MES= Mesangial; MEM = Membranosa; PF= Proliferativa; GNPD =
Glomerulonefritis proliferativa difusa; NB= No biopsiado.
(&) CIE: Contrainmunoelectroforesis; IB: Inmunoblotting,

TABLA 12. Caracterfsticas clfnicas y serol6gicas de 58 enfermos de LES



AFECTACION

AUTOANTICUERYPOS

Ro
PULMONAR CARDIACA NEUROLOG AHEMO®, RENAL' ANA a-DNA ENA CIE* IB*
GN
30. NO NO NO SI PF + + - + +60Kd
31. st NO NO St GNPD + + . - .
2. NO NO NO NO NB + + - + -
3. NO NO NO SI NB + - +55b + +60Kd
34. NO NO NO sI GNFPD + + . - .
35. NO NO NO NO GNPD + - - . .
3. NO NO NO SI NB + - +Sm + +60,52Kd
37. NO NO NO NO NB + - . - .
38. ST NO NO NQ GNPD + - - . .
39, SI NO NO NO GNPD + + +RNP - -
40. NO sI NO NO GNPD + - " . .
41. NO NO NO 51 GNPD + + . . -
42. sI SI NO NO NB + + - - .
43.  NO NO st NO GNPD + - - - -
44. NO NO NO NO GNPD + - . - -
45.  NO NO NO St NB + - - - -
4. NO NO St NO NB + + - - -
47. NO NO NO NO PF + - - - -
48. NO NO NO NO MES + + - - -
49. NO NO 81 NO NB + - - - -
50, sl NO NO NO PF + - - - -
51. sl NO NO NO GNPD + - - + +60Kd
$2.  NO NO NO NO NB + - - - -
53. NO NO NO NO GNPD + - - - -
54. NO NO NO NO NB + - +35b + +60Kd
88, s1 NO NO NO GNPD + - - + -
56. NO SI NO NO GNPD + - - + -
57.  NO NO NO NO NB + - +8Sb + -
58. NO NO NO NO GNPD + y +RNP + -
*} AHEMOL = Anemia hemaolitica. GN= Glomerulonefritis: MES = Mesangial; MEM= Membranosa; PF= Proliferativa; GNPD=

&)

Glomerulonefritis proliferativa difusa; NB= No biopsiado.
CIE: Contrainmunoelectroforesis; 1B: Inmunoblotting.

TABLA 12. Caracterfsticas clfnicas y scrolégicas de 58 enfermos de LES {(Cont.).



Hay un aumento significativo del haplotipo (A30) Cw5 B18 BFF1 C4A3 C4BQ0 DR3 DQ2
en el grupo de GNPD (p=0.001) mientras que el haplotipo (A1) Cw7 B8 BFS C4AQ0 C4B1
DR3 DQ2, tipicamente asociado a LLES en otras paoblaciones, no estd incrementado ni en

el grupo total de enfermos ni en ninguno de los subgrupos clinicos.

El antigeno DR2 no esta incrementado en ninguno de los grupos
estudiados cuando se compara su frecuencia con la hallada en los controles sanos, a
diferencia de lo que ocurre en otras poblaciones (Schur y col,, 1982). El resto de los

antigenos HLA de clase 1 y 11, determinados por serologia, no tiene asociacion relevante con

la enfermedad en el grupo estudiado.
3.1.2. Frecuencia de los alogenotopos de DRB, DQA y DQB.

La tabla 15 muestra las frecuencias de los alogenotopos HLA de clase II en
el grupo de LES estudiados y en €l grupo control (la nomenclatura utilizada estd tomada
de Bidwell, 1988 y Segurado y col., 1990). Las asociaciones significativas encontradas

después de realizarse las comparaciones entre los grupos se resumen en la tabla 16.
a) Asociaciones positivas:

DR3. Se encontraron dos patrones de RFLP-Taq I asociados con la especificidad serolégica DR3:
DR17.1 y DR17.2. So6lo el alelo DR172 (ligado a HLA-B18) esta asociado
significativamente al grupo de LES con GNPD cuando es comparado con el grupo GNPD-
y los controles sanos (p=0.003 y p=0.0008 respectivamente). Este alelo también esta
incrementado en el grupo total de LES aunque no significativamente frente a controles. El
alelo DR17.1, asociado a HLA-BS, no esta incrementado en el grupo de enfermos de LES
estudiados. Las dos especificidades DR17.1 y 17.2 presentan diferentes patrones de Taq I-

RFLP que marcan diferencias en sus alelos DRB3 asociados (52a y 52b respectivamente)
y en zonas no codificantes en DRB1 (Segurado y col, 1991).

DQe2 y DQB2. También se encuentra incrementada la frecuencia de estos dos alelos en el grupo

GNPD+(p=0.0004 frente a GNPD- y p=0.0004 frente a controles). Esto es debido
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probablemente al fuerte desequilibrio de ligamiento con el antigeno DR17.2.

b) Asociaciones negativas:

DQela. Este alelo aparece significativamente disminuido en el grupo de LES con GNPD y en el

grupo total de enfermos cuando se comparan con individuos control (p=0.02).

DR1. El alelo DR1, en desequilibrio de ligamiento con DQeala esta disminuido (p=0.04) en el
grupo total de LES.

El resto de los alogenotopos DRB, DQA y DQB no muestran desviaciones
relevantes en sus frecuencias en el grupo de LES sus dos subgrupos clinicos frente a

controles sanos.

3.1.3. Secuencias de DQA1 y DQBI.

Hemos asignado las secuencias del exon 2 de DQA1 y DQBI, segin se
describié en el apartado 3 de Pacientes y Métodos., y tabla 6 en los pacientes de LES y
controles. En la tabla 17 se muestran las frecuencias de las secuencias HLADQ en el grupo
de LES comparadas con el grupo de sanos. Se ha encontrado un incremento de la
secuencias DQA*0501 y DQB*0201, ambas asociadas a DR17, en el grupo de LES con
GNPD. Ello se explica ficilmente por el fuerte incremento de la frecuencia del haplotipo
HLA-DR17.2/DQea2/DQfi2a en este grupo.

También y como podia esperarse, la secuencia DQA1*0101 (secuencia
asociada a el alelo DQeala) presenta una frecuencia significativamente disminuida en el
grupo de GNPD- y LES total cuando se compara con controles sanos.

3.2  Antigenos de clase III y LES

3.2.1. Frecuencias de alotipos de los factores Bf y C4.
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Se encuentra incrementado con una frecuencia muy elevada (p=0.006) el alelo
BfF1 en el grupo de LES GNPD+ cuando se compara con ¢l grupo de GNPD- o el grupo
control (Tabla 18). Este hecho confirma estudios previos del factor B del complemento
realizados en otro grupo de LES en la poblacién espafiola (Martin Villa y col, 1986). Ello
confirma el posible papel determinante del haplotipo A30 B18 Cw5 BfF1 C4A3 C4BQO
DR3 DQw?2 en la susceptibilidad al dafio rena! por inmunocomplejos en los pacientes de
LES de estudiados.

Las frecuencias estimadas de los alelos nulos del factor C4( C4AQ0 y C4BQ0)
en el grupo de enfermos y controles se muestra en la tabla 18, En contraste con lo descrito
en otras poblaciones, el alelo C4AQ0 no aparece aumentado en el grupo total de enfermos
de lupus ni en el grupo GNPD+ o en el GNPD-. Las frecuencias de los alotipos no nulos
C4A y C4B no presentan desviacion en el grupo de LES frente a controles (datos no

mostrados),

Cuando se considera la existencia de un alelo nulo ya sea C4AQ0 o C4BQO
, € observa un incremento de estos en el grupo de LES GNPD+ frente a GNPD- y frente
a controles (Un 72% frente a un 36% y 72% frente a 59%, respectivamente) que no alcanza

significacion estadistica (Tabla 18).

3.2.2, Distribucién de genotipos C4 y 21-OH.

El anahisis de los RFLP (Taq I/ sondas C4 y 21-0H, Apdo. 2.3.4 de Pacientes
y Métodos) muestra que las deleciones en C4B y no en C4A tienen una mayor incidencia
en el grupo de pacientes con GNPD cuando se comparan con el grupo control (p=0.007)
(Tabla 19) Esto puede interpretarse como un posible reflejo del alto porcentaje del
haplotipo extendido A30B18CF130DR3DQw2 el cual porta una delecion de C4B.

Ademas estd significativamente incrementada la presencia de genes
delecionados en C4 (ya sean C4A o C4B) (p= 0.01) en el grupo de individuos con dafio
renal (GNPD+ )(Tabla 19).
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ANTIGENOS GNPD + GNPD- TOTAL CONTROLES

HLA n=22 n=36 n=58 n=69
(%) (%) (%) %)

Al 27 19 22 25
A2 31 33 32 52
A3 18 17 17 10
A23 9 8 9 3
A24 14 19 17 13
A25 4 3 3

A26 7

All 14 8 10 19
A28 4 14 10 1
A29 5 7 17
A30 36 19 27 13
A3l - - -

A32 9 8 9

A33 . 7
A - 10 11 10 12
Cwl 5 - 2 7
Cw2 3 7 3 3
Cw3 10 12 7 10
Cwd 12 6 9 17
Cw5 50 17 29 25
Cwo 18 15 15 20
Cw7 40 32 34 31
Cw8 - - i 6
C- 60 50 53 70

TABLA 13.Frecuencias fenotipicas de los antigenos HLA-A,-B,-C,-DR y DQ en los grupos de LES y
controles estudiados.



ANTIGENOS GNPD+ GNPD- TOTAL CONTROLES

HLA n=22 n=36 n=>58 n=69
(%) (%) (%) (%)
B7 23 22 22 10
B8 28 17 17 9
B44 9 19 15 26
B45 - 5 3 6
B13 4 3 3
B14 23 8 14 11
B62 9 3 8 10
B63 - 3 2 -
B38 4 5 8 3
B39 - 3 2 4
B57 9 8 9 4
B18 55 14 29 19
B49 5 6
B50 4 5
B22 - - - 10
B27 9 3 8 6
B35 23 17 19 11
B37 - 3 2 4
B60 4 3
B41 - - - 1
B56 4 3 3 -
B- 10 16 15 14

TABLA 13(cont).Frecuencias fenotipicas de los antigenos HLA-A,-B,C,-DR y DQ en los grupos de LES
y el grupo control.



ANTIGENOS GNPD+ GNPD- TOTAL CONTROLES

HLA =22 n=36 n=>58 n=69
(%) (%) (%) (%)

DR

DRI1 18 3 9 22

DR2 18 39 31 28

DR3 68 25 41 29

DR4 9 11 10 19

DR5 16 33 24 22

DR6 23 18 26 30

DR8 4 11 10

DR9 4 - 2

DR10 - 3 2

DR- 23 14 17 13

DQ

DQ1 50 S0 50 63

DQ2 19 15 15 60

DQ3 7 17 12 36

DQ- 28 23 24 37

TABLA 13(cont).Frecuencias fenotipicas de los antigenos HLA-A,-B,C,-DR y DQ en los grupos de LES
y €l grupo control.



ANTIGENOS GNPD+ GNPD- TOTAL CONTROLES

HLA n=22 n=36 n=>58 n=69
(%) (%) (%) (%)

B8 14 25 21 10

B18 *55 14 29 19

Cws 50 17 29 26

DR2 18 39 31 28

DR3 &68 25 41 29

(A30)B18DR3 841 8 21 9

(A1)B8DR3 13 16 15 10

(*)p=0,003 GNPD + frente a controles;RR =52  =0,44y p=0,001 GNPD + frente GNPD-;RR=7,5 =047
(& )p=0.002 GNPD+ frente a controles;RR =52 § =0,55y p=0,001 GNPD+ frente GNPD-;RR=6,3 $=0,57
($)p=0,001 GNPD+ frente a controles;RR =73 8 =0,34 y p=0,004 GNPD + frente GNPD-;RR=7,6 8 =0,34

TABLA 14.Asociaciones serol6gicas (HLA-A, -B, -C y DR) significativas a Lupus Eritematoso Sistémico.



RFLP GNPD+ GNPD- TOTAL CONTROLES

n=22 n=36 n=>58 n=69
(%) (%) (%) (%)
DRB

DR1 9 5 &7 22
DR15 14 33 26 20
DREr - - - 1
DR16 - - - -
DR17

DR17.1 23 14 19 26

DR17.2 59 17 33 17
DR4 9 14 12 19
DR11 9 36 26 22
DR12 - - - -
DR13a! - 3 17 9
DR13a2 - - - -
DR13a3 14 8 10 4
DR13a* 4 8 7 4
DR13a’ 3 17 -
DR14b - - - -
DR13b - 3 2
DR7

DR7.1 14 17 15 22

DR7.2 18 14 15 7
DRS 9 14 12 4
DR9 4 - 17 4
DR10 - - - 9

TABLA 15. Frecuencias de los RFLPs de HLADRB, DQA y DQB en LES y grupo control.



RFLP GNPD+ GNPD- TOTAL CONTROLES

n=22 n=36 n=>58 n=69
(%) (%) (%) (%)

DQA
DQala 18 8 12 30
DQalb 18 36 29 26
DQealc 14 17 15 16
DQa2 82 30 50 29
DQe3 36 42 40 48
DQe3b 4 28 19 23
DQu4 9 14 12 7
DQB
DQpB1la 27 19 22 37
DQp1b 18 29 31 31
DQpx 4 - 2 1
DQB2a 82 30 50 29
DQB2b 22 22 22 27
DQB3a 9 42 29 23
DQB3b 9 42 29 23
DQp3c - - - 1

TABLA 15 (Cont).Frecuencias de los RFLPs de HLADRB, DQA y DQOB en LES y grupo control.



RFLP GNPD+ GNPD- TOTAL CONTROLES

n=22 n=36 n=58 n=69

(%) (%) (%) (%)
DR1 9 5 &7 22
DR17
DR17.1 27 14 19 26
DR17.2 *59 17 33 17
DQe 12 18 **8 &&12 36
DQua 2a $82 30 50 29
DQSf 2a $82 30 50 29

(&)p=0,04 LES total frente a controles

(*)p=0,003 GNPD+ frente a GNPD-;RR=72 3=0,51 y p=0,0008 GNPD+ frente a controles;
RR=6,9 5=0,51.

(**)p=0,02 GNPD+ frente a controles

(& &)p=0,02 LES total frente a controles

($)p=0,0004 GNPD+ frente a GNPD-;RR=11,0 3=0,72y

p=0,00003 GNPD+ frente a controles; RR=10,2 3=0,72

TABLA 16.Asociaciones significativas de los alogenotopos de DRB1, DQA1 y DQB1 y LES.



GNDP+ GNPD- TOTAL CONTROLES

n=22 n=36 n=>58 n=469
(%) (%) (%) (%)

Secuencias DQA1
0101 14 *8 **10 39
0102 23 37 31 32
0103 14 17 16 19
0201 23 31 28 39
0301 18 14 16 32
0401 4 15 10 4
0501 $77 67 69 48
Secuencias DQB1
0501 18 17 17 30
0502 0 0 0 0
0503 0
0601 0 0 0 0
0602 18 40 3 20
0603 0 0 0 13
0604 0 0 0 0
02Mm &76 48 59 51
0301 14 43 31 30
0302 14 9 11 10
0303 0 0 0 6
0401 4 0

(*) p= 0,0031 GNDP+ frente a controles.
(**) p= 0,027 LES total frente a controles.
($) p=0,029 GNDP+ frente a controles.
(&) p=0,02 GNDP+ frente a controles.

TABLA 17. Asociacién de secuencias DQA1,y DQB1 y LES en el grupo estudiado.



GNI'D+ GNPD- TOTAL CONTROLES

n=22 n=36 n=>58 n=>52

(%) (%) (%) (%)
ALOTIPOS Bf

31 39 36 40
s 82 86 84 86
F1 *41 14 24 11
S1 4 0 2 4
FENOTIPOS C4
NULOS (*#¥)
C4AQ0 23 33 27 34
C4BQO 50 36 41 29
C4AQ0 6 C4BQO 50 36 41 29
C4BQO0 C4BQO 14 3 7 4

{*) p=0,006 GNDP+ f{rente a controles; RR=353 $§=0,34
(**)Para las comparaciones de los alotipos de C4 n=21 GNDP+;n=32 GNDP- y n=>52 controles.

TABLA 18. Distribucion de frecuencias de los alotipos del complemento (Bf y C4) en el grupo de LES
(GNDP+ y -y en controles sanos.



GNPD+ GNPD- TOTAL CONTROLES
n=21 n=32 n=53 n=32
(%) (%) (%) (%)

GENES C4
C4A del 19 16 17 15
C4B del &43 16 26 12
C4B short 67 72 70 71
C4B long $28 $81 60 58
C4A del 6 262 31 43 27
C4B del
ALELOS NULOS C4
por deleciin
C4AQ0 C4A del 100(4/4) 50(5/10) 64(9/14) 47(8/18)
C4BQO C4B del .90(9/10) 38(5/13) 61(14/23) 43(6/15)
C4AQ0 C4A del

6 .93(13/14) 43(10/23) 62(23/37) 45(14/33)

C4BQ0 C4B del

(&) p=0,007 GNPD+ frente a controles; RR=5.8 8=0,35

($) p=0,004 GNPD+ frente a controles y GNDP- frente a controles
(?) p=0,01 GNPD+ frente a controles

(.) p=0,01 GNPD+ frente controles y GNDP+ frente a GNDP-
(--)p=0,001 GNPD+ frente a controles

TABLA 19.Frecuencias de los genotipos del factor C4 y asociacién a LES y /o sus grupos clinicos.



Respecto al tamafo de los genes C4B, C4B long aparece significativamente
aumentado(p=0.04) en el grupo GNPD- y sensiblemente disminuido en los enfermos

GNPD+ (p=0.04) cuando ambos se comparan con el grupo control.

Cuando se analizan las frecuencias de los alelos nulos CAQO y C4BQO
(fenotipo), debidos a delecion se observa que los mas altos porcentajes de deleciones C4
ocurren en el grupo de LES con GNPD (90-100 %) comparado con los grupos GNPD-y
LES total (p=0.016 y p=0.0012, respectivamente ) donde solo aproximadamente un 50% de

los alelos nulos se deben a delecién mientras que el resto parecen ser pseudogenes.

3.3  Valores de la fraccion etiologica (&) y riesgo relativo (RR) en los

diferentes marcadores de susceptibilidad a LES (Tabla 20).

Si consideramos la fraccion etioldgica § como una medida del desequilibrio
de ligamiento entre un marcador HLA y el locus de la susceptibilidad a la enfermedad o
bien sus manifestaciones, observamos que los alelos HLA DQea2 y DQB2a son los
marcadores genéticos mas fuertemente asociados a la patologia renal grave (GNPD) en el
LES (8=0.72). El antigeno DR3 (DRw17.1 + 17.2) se asocian a este grupo en menor grado
(8=0.55). El RFLP 17.2, el subtipo de DR3 méds abundante de nuestra poblacién presenta
un valor de & similar al de DR3 (6=0.51). Los antigenos de clase III asociados al grupo de
LES con GNPD parecen ser marcadores genéticos mas débiles de esta patologia en
pacientes espaftoles. Asi, BfF1 y C4B del presentan la fraccion etiologica mas baja : §=0.34

y 0.35 respectivamente.(Tabla 20)

34  Asociaciones mas relevantes entre el sistema HLA y las

manifestaciones del LES.

En la tabla 21 se muestran las frecuencias de las manifestaciones clinicas e
inmunolbgicas caracteristicas encontradas en el grupo de 58 pacientes estudiados. La
patologia renal es la més frecuente en el grupo estudiado, lo que coincide con lo descrito
en la literatura (Tan y col, 1982). Esta descrito que aproximadamente el 70% de los

pacientes de LES presentan nefritis en la autopsia. La pleuritis es una manifestacion
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-

GNPD+ vs CONTROLES

GNPD- vs CONTROLES

GNDP+ vs GNDP-

TOTAL vs CONTROLES

P RR & p RR & P RR ] P RR ]
SEROLOGIA
Antigenos
B18 3107 52 0,44 NS 1x10? 7.5 0,47 NS
B18 DR3 1107 73 0,34 NS 4x10° 7.6 0,34 NS
DR3 2x10° 52 0,55 NS 1x103 63 0,57 NS
BIF1 6x107 53 0,34 NS 2102 42 0,31 NS
GENETICA MOLECULAR
Alogenotopos
DR17.2 8x10+ 6.9 0,51 NS 3x107¢ 7,2 0,51 NS
DQata NS X102 NS 210
DQa2 3x10° 10,2 0,72 NS 4x10+ 11,0 0,72 NS
DQ$§ 2a 3x10% 10,2 0,72 NS 4x10 11,0 0,72 NS
C4B del X107 58 0,35 NS NS NS

TABLA 20. Comparaciones del riesgo relativo (RR) y la fraccion etiologica (§) entre los marcadores serolGgicos y genéticos (clase I,

IT y 11T} de susceptibilidad a LES.



relativamente frecuente (30-50% en otros trabajos) en LES y la afectacion cardiaca
(pericarditis), anemia hemolitica y afectacién neurolOgica ocurren en baja frecuencia tanto

en este estudio como en otros.

En cuanto a la incidencia de alteraciones inmunoldgicas, se destaca la
presencia de anticuerpos antinucleares. Un 95% de los pacientes con LES poseen ANAs
de titulo > 1/80 cuando son testados por IFI en secciones de higado de rata o lineas
celulares Hep-2. (Tabla 21) Un 19% de los pacientes poseen anticuerpos anti-dsDNA en
suero. El titulo de estos anticuerpos es muy variable en los enfermos en funcién del grado
de actividad de la enfermedad y se ha observado su aumento o descenso en funcion de la

intensidad de determinadas manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Las frecuencias de autoanticuerpos ENA se distribuyen de la siguiente
forma: un 7% de LES son positivos para las especificidades RNP/Sm ; un 7% para SSb/La
y un 31% poseen la especificidad SSa/Ro (Tabla 21). La frecuencia de anti-RNP/Sm esta
muy disminuida con respecto a los valores encontrados en caucasoides aunque ya se ha
descrito una menor incidencia de Anti Sm en poblaciones mediterraneas y otras de origen
hispano en América del sur respecto a las del Norte de Europa y Ameérica. Las
especificidades anti-Sm y RNP aparecen con mucha mayor frecuencia en lupus de raza

negra que en blancos (Arnett y col., 1988) (ver también apartado 3.1.2. de Introduccién).

La frecuencia de anti-Ro en este grupo de LES disminuye a un 15 % cuando
los sueros de los pacientes son testados por la técnica de Inmunoblotting. Ello es debido a
que hay un 50 % de los sueros anti-Ro no reactivos por Western Blot aunque son positivos
en CIE. Ello confirma lo encontrado en otros estudios que consideran al Western Blot como
una técnica que puede provocar la ruptura de la conformacién nativa de la molécula cuyos

epitopos son criticos para el reconocimiento por sueros anti Ro (Gilles B y col., 1991).

Los datos mas recientes apuntan a que el antigeno diana Ro/SSa  puede
encontrarse al menos de cinco formas diferentes segiin el peso molecular de los polipéptidos
que lo componen y su localizacion citologica. Los méas abundantes son e! compuesto por el

polipéptido de 52Kd y el de 60Kd. La presencia de anticuerpos dirigidos contra ambos se
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LES n=58 (%)

PLEURITIS 27
PERICARDITIS 12
AFECTACION 12
NEUROLOGICA

ANEMIA 19
HEMOLITICA

AFECTACION RENAL* 64
ANA+>1/80 ENA ** 29

95% de los pacientes

TABLA 21. Frecuencia (%) de caracteres clinicos e inmunoldgicos (ANA) en 58 pacientes de LES.

(*) La afectacién renal o glomerulonefritis (GN) en los enfermos se subdivide en: 38% GNPD
(Glomerulonefritis proliferativa difusa) ;12% GN PF (GN proliferativa); 10% GN MES (GN
mesangial) y 3% GN MEM (GN membranosa).

(**) Las especificidades ENA se subdividen en los enfermos positivos de la siguiente manera: 7%
RNP/Sm; 7% 1.a 6 SSb y 31% Ro 6 SSa.



ha correlacionado con las 2 principales enfermedades en las que aparece la respuesta anti-
Ro: LES y Sindrome de Sjogren (Ben-Chetrit y col, 1990). Las respuestas anti Ro
determinadas por Western Blot en el grupo de LES estudiado son esencialmente frente
a la particula de 60 Kd de tal forma que un 44% de los anti-Ro positivo en CIE son anti
Ro 60Kd mientras que s6lo un 5% presentan anticuerpos anti-Ro 52 Kd junto a 60Kd y el

51 % restante son no reactivos en inmunablot.
3.4.1. Asociacién HLA y aspectos clinicos del LES

Cuando se estudian las frecuencias de los alelos HILLA de clase I y II en
relacion a las diferentes manifestaciones clinicas de esta enfermedad se observan 2

asociaciones principales:

- Hay una fuerte asociacion entre la Glomerulonefritis de tipo proliferativa difusa
(GNPD) y los alogenotopos DR17.2 (p=0.0004;RR= 6.9;4=0.51), DQe«2 (p=0.00004;
RR=11.0;6=0.75) y DQ8 2a (p=0.0002;R.R= 7.0; 8= 0.63). Todos estos alelos incluidos
en ¢l haplotipo extendido A30 B18 Cw5 BfF1 C4A3 BQO DR3 DQ?2, descrito previamente
(Apdo 3.1b., Resultados) como principal marcador de susceptibilidad a LES vy

fundamentalmente cuando se estudia el grupo afecto de GNPD.

- La presencia de pericarditis, aunque constituye una de las manifestaciones clinicas
menos frecuentes en LES (12% en el grupo estudiado) también estd significativamente
asociada a los alogenotopos DQe2 y DQB2a en el grupo de enfermos de LES. Un 100%
(7/7) de los individuos que padecen pericarditis poseen el alelo DQ2.1 (DQe 2,DQRB 2a)
frente s6lo un 39% de los que no la padecen (20/31)(p=0,003. Esta asociacién es
significativa cuando se compara con el grupo total de LES, con un 50% de individuos

positivos para los alelos DQe«2/DQB2a (p=0,01).

El resto de las manifestaciones clinicas de esta enfermedad no parecen estar

ligadas al sistema HLA en el grupo de LES espanoles estudiado.

3.4.2. Respuesta de autoanticuerpos mediada por antigenos HLA clase 11,
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Inmunogenética de las respuestas anti ENA (anti-RNP/Sm y anti-Ro):

* RESPUESTA ANTI RNP/Sm

Al estudiar las respuestas de autoanticuerpos anti-ENA y su relacion con el
sistema HLA, sélo se encuentran 4 individuos positivos para las especificidades RNP/Sm,
y todos ellos comparten el antigeno HLA DR17.2. que va asociado a DQ2 y a las
secuencias DQA1*0501 y DQB1*0201.

* RESPUESTA ANTI-Ro/LA

En la tabla 22 se muestran las asociaciones de las respuestas de anticuerpos

anti Ro y/o Lay el sistema HLA encontradas en el grupo de los 58 LES. Podemos destacar:

1) E! haplotipo HLA-B8DR3 aparece significativamente aumentado en el
grupo de pacientes positivos para La/SSb que en todos los casos se acompaia de Ro,

cuando estos se comparan con el grupo total de LES (p=0.02) o con el grupo de individuos

sanos (p=0.03).

2) El alelo DR7.2 esta incrementado significativamente en el grupo anti
Ro+La- cuando es comparada su frecuencia con controles sanos (p=0,004) De la misma
manera, e} RFLP DQRB2b(DQB1*0201), en desequilibrio de ligamiento con DR7 esta
aumentado en el grupo de LES Ro+ frente a LES Ro-. (p=0.01; R.R 5.6; 8=0.36) y por
ello la especificidad DQ2.2 (DR7) esta incrementada también significativamente cuando se

comparan los grupos Ro+ y Ro- entre si.

3) La respuesta anti-Ro no esta relacionada con incremento significativo de
DR3, DR17.1 6 17.2 ni tampoco esta asociada significativamente a sus RFLPs asociados en
DQ: DOB2a y DQe2. Por otra parte la asociacion descrita en la literatura entre los
heterocigotos HLA DQ1.2/DQ2.1 (en desequilibrio de ligamiento con DR2/DR3,

respectivamente} y la respuesta anti-Ro no se confirma en el grupo de LES estudiado.
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HLA Ro+ Ro+La+ Ro solo Ro- LES CONTROLES

n=18 n= n=14 n=40 n=58 n=69
DR1 22 0 28* 2 9 22
DR2(DR15) 28 0 35 25 26 20
DR3(DR17) 50 75 43 55 53 42
171 22 25 21 17 19 26
17.2 27 50 21 35 33 17
B8DR3 22 T5%* 7 12 15 12
B18DR3 11 25 14 25 21 10
DR7 50 50 50 22 30 29
DR7.1 28 50 21 20 15 22
DR72 22 0 28& 12 15 7
DOw1.2(DQw6) 28 0 36 32 31 32
DQw2.1 50 75 43 55 53 42
DQw2.2 453 50 43 12 22 26
DQp 2b 445% 50 43 12 22 27
DOQw1.2/
DQw2.1 11 0 14 10 10 5
DQA*0501 72 100 64 67 69 48
DQB*0201 8¢2 1060 71 52 62 50

(*) p=0,04; RR=4.1; $=0,17 LES Ro+ solo frente a LES totales;
p= 0,01; RR=19; &: 0,26 LES Ro+ solo frente Ro-.

(**)p= 0,02; RR =17,2; 8= 0,70 LES Ro+ La+ frente a LES total;
p=0,01; RR= 22; 8= 0,71 LES Ro+ La+ frente controles.

(&) p=0,04; RR=5,2; = 0,2 LES Ro+ solo frente a controles.

(3) p= 0,01; RR= 5,3; 8= 0,42 LES Ro+ frente a LES Ro-.

(3%)p= 0,01; RR= 6,4; 5= 0,41 LES Ro+ frente a LES Ro-.

(*)yp= 0,02; RR= 4;3= 0,6 LES Ro+ frente a controles.

TABLA 22.Antigenos HLA y su asociacion a la produccion de anticuerpos antiRo y/o La en un grupo de
LES comparado con controles.



4) Cuando se calculan las frecuencias de las diferentes secuencias DQAI y
DQB1 asignadas a los genotipos determinados por RFLPs en los individuos Ro+) (Tabla
21), si se observa un incremento de las frecuencias de DQA1*0501 y de DQB1*0201 (que
definen el alelo DQ2.1) entre los productores de anti Ro. De ellas solo la secuencia
DQB1*0201, compartida por las especificidades DR3 y DR7 estd incrementada
significativamente entre los pacientes de LES con Ro+ cuando se compara con su
frecuencia en controles sanos (p=0.02; RR=4; 8=0.8). Esta secuencia se encuentra entre
las descritas como implicadas en la predisposicidn a la produccion de anti-Ro en la hip6tesis

pastulada recientemente por Reveille y col. {Reveille y col, 1991).

Respuesta de autoanticuerpos y manifestaciones clinicas del LES

La respuesta anti SSb/Ro correlaciona significativamente (p=0.014) con la
ausencia de dafio renal en los enfermos de LES estudiados, confirmando asi lo encontrado

por otros autores (Wasicek y col, 1982).

No se encuentra una asociacion significativa entre la produccidn de anti-
dsDNA vy la presencia de dafio renal en los pacientes estudiados. Esta asociacion definida
por algunos autores (Khanduja y col, 1991) es dificilmente valorable ya que la presencia y
el titulo de los anticuerpos a-DNA ds varia en el tiempo con las remisiones y activaciones

de la enfermedad o aparece en algunos enfermos sdlo transitoriamente.

3.5.  Lupus Eritematoso Sistémico y/o sus manifestaciones en 10 familias

con al menos un miembro afecto de LES.

Se determiné el genotipo HLA-A,-B,-C y DR en 10 familias, 71 individuos
en total, mediante el analisis de la segregaci6n de los diferentes haplotipos. Los pedigrees
de las mismas se muestran en las figuras 20-23, junto con los haplotipos HLA deducidos a

partir del tipaje familiar y genotipos HLA clase II determinados mediante RFLPs.

Asociacidon del sistema HILA a la herencia del LES o sus manifestaciones en el grupo de
familias estudiado.
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Dada la heterogeneidad del grupo de familias estudiado (2 familias multiplex;
3 familias mixtas con pacientes afectos de LES y otra conectivopatia u otra enfermedad
autoinmune y 5 familias simplex, ver apartado 5.2 de Pacientes y Métodos) y la
heterogeneidad de la enfermedad en si, es complicado realizar una valoracién en conjunto
de la relacion entre sistema HLA y la susceptibilidad a LES en estas familias. Tampoco
puede realizarse un andlisis global formal de la asociacién de los antigenos HLA con las

respuestas de autoanticuerpos o rasgos clinicos en enfermos o familiares de los mismos.

Sin embargo, pueden destacarse varios aspectos:

* Si consideramos el grupo de familias con més de un miembro afecto de LES o bien
con un afecto de LES y otro caso de otra enfermedad autoinmune, (fig A y B), solo en 2
de estas familias (familias 2 y 3) (2/5), podemos establecer una relacioén directa entre el
sistema HLA y la existencia de enfermedad autoinmune. El haplotipo HLA-DR3DQ?2 es
heredado y compartido por los enfermos y no por los sanos en ambas familias. En las 3
familias restantes, se observa la comparticién de un haplotipo entre los afectos pero este
tambi€n es portado por individuos sanos de Ja misma familia lo que indica que otros genes

o factores externos no conocidos actiian en la determinacion de aparicién del LES.

* Cuando consideramos el conjunto de las 10 familias, la relacidn entre el sistema
HLA y la posesion del "rasgo o caracter autoinmune” ("autoimmune trait") { definido por
Bias y col., 1986, como la presencia de enfermedad autoinmune o bien autoanticuerpos en
suero u otras manifestaciones de caricter autoinmune, atin sin clinica aparente), no hay una
asociacién homogénea. S6lo en 2 de las familias estudiadas (niimeros 4 y 7), el mismo
haplotipo HLA es compartido por los individuos enfermos y sanos pero con anticuerpos
dentro de la familia, mientras que no es compartido por los familiares clinicamente sanos

y en ausencia de autoanticuerpos.

Comparticién de antigenos HLA entre los progenitores de familias con LES.

En el grupo total de familias estudiadas se observa una alta comparticién de

antigenos HLA entre los progenitores de las familias que cuentan al menos con un afecto
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AL MENOS COMPARTEN UN ANTIGENO (%)

Clase 1 Clase 11 Clase 1+11
a)PAREJAS DE FAMILIAS a0 60 70
CON LES (n=10)
b)PAREJAS CONTROL 64 58 87

SANAS (n=31)

Las comparaciones entre los grupos a y b para HLA clase I y /o II son todas no significativas.

TABLA 23. Frecuencia de comparticion de antigenos HLA entre progenitores de familias con afectos de
LES y en controles sanos.



de LES. Esta circunstancia ya ha sido descrita por otro trabajo (Schur y col, 1983) y sugiere
la existencia de un factor genético recesivo que podria determinar la aparicién de LES u
otra enfermedad o rasgo autoinmune dentro de una familia. En 7 de las 10 familias
estudiadas los padres comparten al menos 1 antigeno HLA, en el 80% de ellas este alelo
es de clase II (DR-DQ). Podemos destacar que la frecuencia de comparticion de antigenos
HLA entre padres es mayor en el grupo de familias "multiplex” o con incidencia de otras
enfermedades autoinmunes frente al grupo de familias simplex: el 100% de las familias del
primer grupo comparten antigenos mientras que solo en 2 de las 5 familias simplex hay

comparticidn de antigenos entre padres.

Para valorar la posible relevancia de este hecho en la herencia del LES o del
"caracter autoinmune", comparamos la frecuencia de comparticién de antigenos HLA entre
los padres de familias con LES y un grupo de parejas sanas (n=31, Martin Villa y col,1993).
No se observa un incremento significativo de la frecuencia de comparticién de antigenos
entre progenitores de familias con afectos de LES frente a la encontrada en padres de
familias sanas (p>0.05) (Tabla 23).

Respuesta de autoanticuerpos en familiares enfermos v _sanos.
Un 32% de los familiares sanos poseen autoanticuerpos no organoespecificos

en suero frente a un 94% de los enfermos. Los anticuerpos son no organoespecificos :ANAs
positivos en IFL. No hay ningiin caso de anti-DNA o ENA positivo entre los familiares
sanos. Al dividir las familias en funcién de! nomero de miembros afectos, hay una mayor
incidencia en la presencia de autoanticuerpos en las familias multiplex (con més de un
afecto) que en las simplex (40% frente a un 23%, p>0.05). Este dato confirma una vez mas

la presencia en las familias del "caracter autoinmune”.

Los individuos afectos de LES, excepto uno, presentan ANA positivo de titulo
>1/80. De los 13 afectos de LES, 5 presentan especificidad ENA: 3 SSa+ y 2 SSb/SSa +
(Figura). La respuesta anti SSa y /o SSb se asocia al haplotipo DR3-DQ?2 en 3 de los casos
Ro+ (Figuras 20-23) y a DR2DQ1 en el restante, coincidiendo con las asociaciones a alelos

HLA encontradas en el grupo de individuos de LES no relacionados.
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nfALELOS LES Ro+ LES Ro- CONTROLES

relevantes n=18 n=40 n=69
(DQA1,DQBI1) (%)

0 0 25 11,5
1 5 14 13

2 *55 7 34

3 33 26 25

4 5 21 16
Al menos 1 100 60 80

(*) p=0,0004; RR=16; =0,51

TABLA 24. Anélisis del efecto de dosis génica en la predisposicion a la produccion de anticuerpos anti-Ro
en el grupo de 58 LES estudiado



DISCUSION



La complejidad genética del LES tiene probablemente un gran paralelismo
con su gran heterogeneidad en las manifestaciones clinicas y serologicas. Este hecho implica
la necesidad del andlisis de los factores genéticos que determinan la expresion de la
enfermedad en diferentes subgrupos clinicos y serologicos mas homogéneos con el fin de

obtener resultados mas concluyentes. Los hallazgos de este trabajo asi lo apoyan.

1.CONTRIBUCION DEL SISTEMA HLA A LA SUSCEPTIBILIDAD A PADECER LES
Y GNPD EN UN GRUPO DE PACIENTES ESPANOLES.

El estudio de la asociacion del LES y el sistema HILA a nivel de fenotipo
aporta como primer dato el incremento de la frecuencia del haplotipo extendido A30 Cw5
B18 BfF1 C4A3 C4BQ0 DR3 DQ?2 entre los enfermos de LES cuando se comparan con
controles. Este haplotipo es caracteristico de la poblacién espafola y otras poblaciones
mediterraneas y se ha descrito asociado a enfermedades autoinmunes como la diabetes
mellitus insulino dependiente en poblaciones del sur de Europa (Arnaiz-Villena, 1984) a
diferencia de la asociacidon del haplotipo A1 Cw7 B8 BfS C4AQ0 C4B1 DR3 DQ2 a
diabetes y otras enfermedades autoinmunes en poblaciones caucasoides del norte de
Europa. Este tltimo haplotipo también se ha descrito asociado a LES en caucasoides del
norte de Europa (Howard y col, 1986} y a LES neonatal en nuestra poblacién (Arnaiz-
Villena y col, 1989).

El incremento del haplotipo A30 CwS B18 BfF1 C4A3 C4BQ0 DQ2 solo
alcanza significacidn estadistica cuando se analiza un subgrupo de los enfermos, el que
padece glomerulonefritis proliferativa difusa (GNPD), una afectacion renal grave mediada
por inmunocomplejos y una de las manifestaciones mas graves y caracteristicas del LES. De
la misma manera, cuando se analizan las frecuencias de los RFLPs de los genes HLA de
clase IT (DRB) en el grupo total de enfermos, se observa que solo la frecuencia del subtipo

de DR3, DR17.2 esta incrementado en €l grupo de enfermos con GNPD. Ello sugiere
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claramente que el aumento del antigeno DR3 se debe al incremento del subtipo DR17.2
y al haplotipo extendido donde esta incluido este alelo (A30 Cw5 B18 BfF1 C4A3 C4BQ0
DR3 (DR17.2) DQ2).

El polimorfismo DRB Taql/pRTV, pone de manifiesto diferencias entre los
subtipos del alelo HLA-DR17 (DR3). Dado que se ha descrito que las secuencias
codificantes de estos subtipos son idénticas (DRB1*0301) (Bodmer y col, 1989) las bandas
caracteristicas de cada alelo reflejan por tanto diferencias en las secuencias no codificantes
del gen DRB1 (Segurado y col, 1991), secuencias reguladoras del gen DRB que junto a
otras secuencias DQA y DQB caracteristicas de cada haplotipo (Bignon y col, 1989, Wescott
y col, 1987) pudieran estar implicadas en la susceptibilidad a enfermedad renal en pacientes

afectos de LES en las diferentes poblaciones.

Aunque regiones no codificantes en HLA DRB1 pudieran ser determinantes
en la susceptibilidad a enfermedad renal grave en LES espafioles, es importante destacar
el fuerte incremento de los RFLPs DQea2/DQf2a (que forman el alelo DQP2.1), en
desequilibrio de ligamiento con DR3, en el grupo de GNPD. Si tenemos en cuenta que el
valor de fraccion etioldgica (8) nos permite valorar la fuerza relativa de la asociacién de los
diferentes alelos con la enfermedad, DQe2/DQf 2a parecen estar asociados a el subgrupo
clinico GNPD con la méxima fuerza dentro del haplotipo extendido A30 Cw5 B18 BfF1
C4A3 C4BOQ0 DR3 DQ2 tal y como lo indica el mayor valor de 8 (0,72) para esta
asociacion (Tabla 20). En otros estudios recientes de la asociacion HLA LES se destaca el

importante papel en la susceptibilidad a LES del locus DQ :

El estudio de Fronek y col, 1990 muestra que el principal alelo HLLA asociado
a afectacién renal en pacientes con LES de origen caucasoide es HLA-DQ1, bien asociado
a los haplotipos DR1 DQB1.1, a DR2 DQB1.2 6 al alelo DR2(DR16) asociado a la
especificidad HLA-DQB1.AZH, de baja frecuencia. HLA-DQB1.2 y DQB1.AZH también
estan incrementados significativamente cuando se estudia un grupo de LES de raza negra.
En un estudio multicéntrico llevado a cabo con pacientes de LES de diferentes razas y
poblaciones (Bias y col, 1992) se determinaron los antigenos HLLA a nivel de RFLPs y

mediante la técnica de PCR-SSO, utilizando controles del mismo origen étnico y se encontrd
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un incremento significativo del alelo HLA-DQB*0602, secuencia en desequilibrio de

ligamiento con DRB1*1501 (DR2), en pacientes con LES de origen negro y japoneses.

2.AUSENCIA DE CONCORDANCIA ENTRE MARCADORES HLA QUE DEFINEN LA
SUSCEPTIBILIDAD A LES EN DIFERENTES POBLACIONES

Las diferencias encontradas entre estos recientes trabajos y el presente
estudio asi como las frecuentes contradicciones en los resultados que aporta la literatura

respecto a la asociacion HLA y LES podrian deberse a diferentes factores:

* Muchos autores han achacado el hecho de la falta de concordancia en los
resultados entre estudios de la asociacion del LES y el sistema HLA a los problemas
inherentes al tipaje HLLA seroldgico de los enfermos de LES (Apdo IIL.2, Pacientes y
métodos, Dunckely y col, 1986) lo que podria provocar errores en la asignacién de alelos
HILA quizés relevantes en esta enfermedad. En este trabajo, 12 buena correlacion entre el
tipaje serologico y genético (Tabla 9) elimina esta posibilidad. Por otra parte, la falta de

concordancia persiste entre andlisis realizados con técnicas de tipaje de ADN (Fronek y col,
1990).

* Un aspecto muy importante es el hecho de que la gran heterogeneidad clinica de
la enfermedad probablemente enmascara las posibles asociaciones con el sistema HLA. En
muchos de los estudios no se subdividen los enfermos para el andlisis en grupos
homogéneos, bien sean clinicos o seroldgicos. Se han publicado escasos trabajos en la
literatura donde se realice un anilisis comparativo entre los enfermos de LES afectos de
patologia renal, muy frecuente y homogénea desde el punto de vista inmunopatolégico en
LES. Ademaés la valoracién de la nefritis no es homogénea en los diferentes estudios. Asf,
en el presente estudio los enfermos son clasificados en funcién de los resultados de la

biopsia mientras que otros trabajos (Fronek y c01,1990) clasifican los enfermos con

afectacion renal solamente en funcidn de criterios clinicos.

* Una seleccion muy estricta del origen étmico o poblacional de los enfermos

estudiados al igual que de los controles, resulta ser un factor muy importante. Asi lo avalan
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numerosos trabajos. Schur y col, destacan la importancia de la etnia en la asociacion del
sistema HLA vy la aparicién de LES en su andlisis (Schur y col, 1990). Estos autores no
encuentran ninguna asociacion entre el sistema HLA y la enfermedad cuando estudian un
grupo poblacional mixto de enfermos de LES procedente mientras que cuando se
construyen grupos étnicos y/o poblacionales homogéneos y las frecuencias antigénicas se
comparan con controles de procedencia equivalente, se incrementan significativamente las
frecuencias de alelos descritos previamente asociados a LES: De esta forma, los enfermos
caucasoides de origen norte europeo (inglés e irlandés) presentan un incremento
significativo de la frecuencia del haplotipo Al Cw7 B8 BfS C4AQ0 C4B1 DR3 DQ2
mientras que la enfermedad no parece asociarse al sistema HLA cuando se analiza un
grupo de pacientes de origen norteamericano, probablemente debido a la gran

heterogeneidad étnica del grupo estudiado.

* La asociacién diferencial del LLES, o otras enfermedades autoinmunes como
diabetes, a 2 haplotipos HLA extendidos diferentes en diferentes poblaciones : A1 Cw7 B8
BfS C4AQ0 C4B1 DR3 DQ?2 en norte europeos y A30 CwS B18 BfF1 C4A3 C4BQO DR3
DQ2 en paises mediterrdneos podria indicar una posible relevancia funcional de las
diferentes regiones de ADN no codificantes del alelo DR3 de los dos haplotipos en relacion
con la asociacion a la enfermedad. Podria ocurrir que los diferentes factores ambientales,
en las distintas localizaciones geogréficas, determinaran la asociacién del LES a diferentes
alelos HLA. De esta manera la asociacién diferencial de LES neonatal a A1 Cw7 B8 BfS
C4AQ0 C4B1 DR3 DQ2.. en vez de a A30 Cw5 B18 BfF1 C4A3 C4BQO DR3 DQ2.. en
nuestra poblacion podria explicarse por la falta de susceptibilidad del feto a los mismos
factores ambientales determinantes de la enfermedad en adultos. Esta posibilidad debe ser
investigada y no podra ser desvelada hasta que los mecanismos moleculares que determinan

finalmente la asociacion de los alelos HLA y la enfermedad puedan definirse con més

exactitud.

Por otra parte, Dawkins (Cameron y col., 1992), destaca lo frecuente de la
asociacion de particulares haplotipos extendidos, mas comunes en la poblacién, a
enfermedad. Este autor postula que los haplotipos mas comunes en la poblacién son altos

respondedores no especificos, lo que implicaria que una alta respuesta inespecifica de
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anticuerpos por parte de los portadores de dichos haplotipos podria conducir finalmente a
enfermedad autoinmune produciéndose asi una implicacién directa de el haplotipo
extendido (sea cual fuere) en la susceptibilidad a enfermedad. En este sentido, otros
estudios de asociacion HLA-enfermedad confirman que la asociacion diferencial de distintos
alelos en distintas poblaciones es un mero reflejo de la diferente distribucién de frecuencias
de los haplotipos o alelos HLA en las mismas. Asi, 1a AR se asocia a DR4 en poblaciones
caucasoides del norte mientras se asocia a DR1y o DR10 en poblaciones mediterraneas.
La teoria del epitopo compartido (Gregersen y col., 1987) puso de manifiesto la implicacion
en la enfermedad de secuencias comunes a los diferentes alelos que se encuentran asociados

en las diferentes poblaciones.

* Otro planteamiento consiste en buscar elementos comunes situados en los loci
HLA asociados a LES entre las diferentes poblaciones. Asi, observamos, por ejemplo que
el alelo DQ2, fuertemente asociado a LES con nefritis en la poblacion espaiiola, es un alelo
comin a los dos haplotipos extendidos A30 Cw5 B18 BfF1 C4A3 C4BQ0 DR3 DQ2 y Al
Cw7 B8 BfS C4AQ0 C4B1 DR3 DQ?2 y por tanto un buen candidato a marcador de
susceptibilidad de la enfermedad. Sin embargo, como se ha citado anteriormente, cuando
se estudian las diferentes poblaciones o se realiza un analisis genético més preciso de las
especificidades HLA, se encuentra una falta de concordancia en las secuencias HLLA de
clase II asociadas a LES . Asi Fronek y col, (Fronek y col, 1990) encuentran que el alelo
de baja frecuencia DQB1.AZH, confiere el mayor riesgo relativo a padecer nefritis entre los
enfermos de LES de origen caucasoide (RR=14), asi como un incremento significativo de
las secuencias DQBI1 asociadas con los subtipos de DQB-DQ1: DQB1.1(DQB*0501);
DQB1.2 (DQB1*0602) en e! grupo de LES con afectacién renal. El alelo DQB 2a
correspondiente a la secuencia DQB1*0201, incrementada en nuestro grupo de LES con
GNDP, no comparte ninguno de los aminoécidos relevantes de las 3 regiones hipervariables
del exon 2 de la cadena DRB (sitios mas polimorficos), con las secuencias de la
especificidad DQB-DQ1, asociadas a la afectacién renal en el grupo de LES de origen

caucasoide.

Sin embargo, en este punto, tiene interés destacar los resultados de trabajos

recientes en los que se ha detectado un nuevo nivel de polimorfismo en las secuencias
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promotoras de los genes HLA de clase II DRA, DRB y DQB. Este polimorfismo parece
implicar fundamentalmente una diferente expresién de los distintos alelos HLA (Perfetto
y col,, 1993) ya que los sitios polimorficos en las secuencias promotoras se localizan en
lugares claves en las transcripcion de proteinas (expresion de antigenos DRB y DQB)}y por
tanto podria traducirse en diferencias funcionales entre alelos HLA. Asi, las diferencias
alélicas podrian estar relacionadas con la expresién de moléculas de clase II en tejidos de
expresion inducible de moléculas DR-DQ, hecho que se ha relacionado con la
autoinmunidad. Cuando se secuencian diferentes alelos HLA-DQB (Andersen y col., 1991),
s¢ pueden agrupar las secuencias DQB correspondientes a los alelos DQ1.2,
DQ1.1(DOB1*0501) y DQ2(DQB1*0201),en un grupo de alelos que comparten secuencias
génicas promotoras comunes frente a otros alelos HLA-DQ como DQ3 y DQ4. Estos
hallazgos sugieren la posibilidad de que un locus génico activamente implicado en la
susceptibilidad a nefritis lpica pudiera ser la regién promotora de los genes HLA-DQB mas
que otras regiones expresadas en el primer dominio (exén 2) de la proteina y por tanto se
podria hablar de "epitopos comunes” implicados en la susceptibilidad a nefritis en lupus

entre poblaciones de diferente origen.

3.FACTORES DEL COMPLEMENTO IMPLICADOS EN LA PATOLOGIA RENAL GNPD
EN LES.

El analisis de los factores del complemento Bf y C4, apoya la implicacion del
haplotipo A30 Cw3 B18 BfF1 C4A3 C4BQ0 DQ2 en la susceptibilidad a nefritis en el grupo
estudiado. El alelo BFF1 podria estar implicado en el dafio renal (M.Villa y col, 1986)., o
bien podria incrementarse en esta patologia como marcador de otro locus de susceptibilidad

localizado dentro del haplotipo citado.

Por otra parte, numerosos estudios han descrito que la proteina C4A es critica en
la solubilizaci6n y eliminacion de inmunocomplejos (Gatenby y col, 1990), cuyo depdsito en
exceso conduce finalmente a dafio renal. Sin embargo en el caso del LES hoy atin no esta
del todo clarificada la base fisiologica de la asociacion descrita del LES al alelo nulo C4AQ0
y no a C4BQO. Aunque algunos trabajos concluyen que C4A juega un papel més importante

que el isotipo C4B en el aclaramiento de inmunocomplejos, debido a la mayor afinidad de
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aquel por los grupos amino de los complejos antigeno-anticuerpo, otros trabajos sugieren
que C4B podria estar implicado junto a C4A en mecanismos de activacion de los factores
de la via cldsica y podrian resultar deficitarios funcionalmente los individuos con cualquiera

de los alelos nulos. (Briggs y col, 1991).

En el grupo de enfermos estudiados, no encontramos un incremento
significativo de alelos nulos de C4A o C4B (ausencia de proteina C4A o C4B) entre los
individuos LES con enfermedad severa mediada por inmunocomplejos (GNPD) frente a las
frecuencias de estos alelos observadas en individuos normales. En cambio, se observa un
incremento significativo de los alelos C4B delecionados cuando se estudian los genotipos de
C4 (RFLP Taql/pATA). Si realmente C4B resulta ser menos importante que C4A en el
aclaramiento de inmunocomplejos, este resultado sugiere que el incremento de C4B
delecionado en el grupo GNPD+ es un mero reflejo de la alta frecuencia del haplotipo A30
Cw5 B18 BfF1 C4A3 C4BQO DR3 DQ2 en este grupo de enfermos. El incremento
significativo de los alelos nulos C4AQ0 6 C4BQO debidos a delecidn génica y no a la falta
de expresion en el grupo GNPD++ frente a controles confirma que la delecién génica més
que la ausencia de la proteina es el marcador de dafio renal en este grupo. Algunos trabajos
muestran que no puede establecerse una correlacién directa entre bajos niveles de C4 en
plasma y presencia de alelos nulos en pacientes con LES (Briggs y col, 1991). Por tanto la
delecion en el locus C4B podria ser marcador de otros genes vecinos implicados en la

susceptibilidad a nefritis en el LES (HLA-DR3-DQ2-DQB*0201).

Por otra parte, la base molecular de los alelos nulos de C4B es mas
heterogénea que la de C4 (Partanen y col, 1989). La presencia del alelo nulo C4AQ0 esta
normalmente debida a delecidon del gen mientras que alelos C4BQ0 pueden deberse a
deleciones, fendmenos de conversidn génica que resultan en una duplicacion del locus C4A
0 bien a defectos en la transcripcion o traduccidn del gen. Al estudiar las longitudes
genéticas de los genes C4 en los enfermos de LES del presente trabajo, se observa un
incremento de la forma C4Blong en el grupo de enfermos sin GNPD. C4Blong no se ha
encontrado en desequilibrio de ligamiento con ningin haplotipo HLLA en particular.
C4Blong es la forma predominante de los genes "nulos” o pseudogenes C4B y gran parte

de estos alelos C4BQO se pueden explicar por la existencia de una conversion génica en el
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locus C4B que finalmente supone una expresién homoduplicada del locus C4A y una
ausencia de gen C4B. De esta manera podria especularse para el incremento de C4Blong
en LES DPGN-, que una doble dosis génica de C4A podria proteger frente a la GNPD en
LES.

4, INMUNOGENETICA DE LAS RESPUESTAS AUTOINMUNES ANTI Sm/RNP Y Ro/La

La respuesta autoinmune de anticuerpos frente a las especificidades RNP/Sm parece
estar determinada por varios factores genéticos. En primer lugar un factor genético
inherente a la etnia negra que determina su elevada frecuencia en LES de origen negro y
su baja frecuencia en caucasoides blancos (Arnett y col, 1988) y por otra parte su asociacion
al sistema HLA. Recientemente, Olsen y col (Olsen y col, 1993) han descrito la asociacion
de determinadas secuencias HLLA-DQA y DQB a la produccién de autoanticuerpos anti-
Sm/RNP, implicando asi a determinados aminoacidos de la molécula HLLA, posiblemente
criticos en su interaccién con un "péptido autoantigénico'y un receptor de la célula Ty
finalmente en la presencia de autoanticuerpos especificos en el suero del paciente. La baja
frecuencia de RNP y/o Sm en el grupo de LES estudiado (y en general en LES de nuestra

poblacién) no permite valorar la asociacion HLA de esta respuesta autoinmune.

De la misma manera, la respuesta de autoanticuerpos frente a el antigeno Ro
y/o La parece estar determinada por los alelos HLA de clase II. Los Gltimos estudios
apuntan a que la susceptibilidad a la produccién de anti Ro/La estaria situada en el locus
HLA-DQ y no en DR y que secuencias génicas que codifican para los aminoédcidos Gin 34
en DQA y Leu 26 en DOB serian las directamente implicadas (Reveille y col, 1991) en la
respuesta autoinmune anti Ro en el LES. Esta hipotesis es valida en nuestra poblacion ya
que un 100% de los LES productores de Ro poseen al menos una de las secuencias
susceptibles (Tabla 24). Aunque en el grupo de LES Ro+ estudiado es la secuencia
DQB*0201 la que se asocia con mds fuerza a la presencia de anti-Ro (8=0.8). Pero en este
analisis no se observa un efecto de dosis génica en cuanto a la asociacién de 1, 2, 3 6 4
secuencias susceptibles a la produccion de anti-Ro (Tabla 24). Este hecho puede reflejar la
baja frecuencia de homocigotos HLA-DQ1,DQ2 en el grupo de productores de Ro, a

diferencia de su elevada frecuencia descrita en otros trabajos. Este dato podria reflejar una
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diferencia poblacional o simplemente la necesidad de ampliar el nimero de

LES Ro+ estudiados.

A diferencia de otros estudios que postulan que los diferentes autoanticuerpos
son finalmente los causantes de la expresion clinica del LES en sus diferentes formas
(Harley y col, 1989), no se encontrd correlacién entre la presencia de autoanticuerpos anti-
ENA y la aparicién de manifestaciones clinicas especificas de LES. Con excepcion del
hallazgo de la correlacién inversa de la produccién de anti La y daio renal en LES, hecho
confirmado por otros trabajos y que confiere a la especificidad SSb/La un papel protector

del dafic renal.

S5.ESTUDIOS DE FAMILIAS MULTIPLEX

Aunque el anélisis del reducido niimero de familias con multiples casos de
LES no nos permite obtener resultados concluyentes en cuanto a la herencia del LES,
nuestras observaciones parecen apoyar lo postulado en otros estudios previos. Los antigenos
HLA no necesariamente cosegregan con la enfermedad u otras manifestaciones
inmunolégicas relacionadas con la misma en las familias estudiadas. Parece plausible la
hipétesis de que otro componente genético (Bias y col, 1986.) sea el responsable de
determinar la aparicion de la autoinmunidad en las familias y los genes HLA, ser4n los
genes secundarios que en diferentes contextos poblacionales o ambientales finalmente
modulen tas manifestaciones clinicas (patologia renal, por ejemplo) y serolégicas (presencia

de diferentes respuestas de autoanticuerpos) en el LES, definiéndose asi subgrupos

genéticos de la enfermedad.

82



CONCLUSIONES



La aplicacion de técnicas de genética molecular al estudio de la asociacion del
sistema HLLA al Lupus Eritematoso Sistémico (LES) nos permite definir marcadores

més especificos que los definidos por las técnicas serologicas.

La susceptibilidad a dafio renal grave, glomerulonefritis proliferativa difusa (GNPD)
en el grupo de LES espafioles, esta asociada al haplotipo A30 Cw5 B18 BfF1 C4A3
C4BQO0 DR3 DQ2 siendo el alelo definido por los RFLPs DQe2/DQp2a (DQ2) el

mas fuertemente asociado a esta patologia.

Se encuentran elementos comunes de susceptibilidad a nefritis entre el haplotipo
(A30) B18 DR3-DQ2 asociado a LES en espafioles y otros haplotipos (A1) B8 DR3
DQ2, 6 HLA-DR2/DR1 DQw1l asociados a LES en caucasoides del norte de
Europa o de raza negra, respectivamente: a) el alelo HLA DQ2, fuertemente
asociado a esta patologia en nuestra poblacién y com@n a los 2 haplotipos extendidos
citados b) secuencias génicas promotoras reguladoras de la expresion de los genes
HLA-DQB, compartidas por los alelos HLA DQB1*0201 (DQ2) y DQB1*0501
(DQ1), asociados a nefritis lipica en nuestra poblacién y otras poblaciones

respectivamente.

Se determinan otros factores HLA asociados a nefritis llpica diferentes segin los
grupos poblacionales estudiados. Se pueden destacar las diferentes secuencias
intrénicas reguladoras no codificantes del gen DRB1 definidas mediante el
polimorfismo DRB Taq I/pRTV1 que difieren entre los subtipos de HLA-DR17: 17.1
y 17.2 incluidos en los haplotipos A1 B8 DR3 y A30 B18 DR3 respectivamente. Este
hallazgo sugiere que diferentes factores ambientales podrian determinar la asociacién

a distintos marcadores HLLA en las diferentes zonas geograficas.
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Se encuentra un incremento de la frecuencia de la delecién del factor C4B del
complemento en los pacientes de LES con dafio renal grave (GNPD), aunque podria
ser un reflejo del incremento del haplotipo A30 Cw5 B18 BfF1 C4A3 C4BQ0 DR3
DQ2. No se ha encontrado al alelo nulo C4AQ0, implicado como factor primario
susceptibilidad a LES y/ o la patologia renal por GNPD lo que nos sugiere que su

papel en la eliminacion de inmunocomplejos puede haber sido sobreestimado.

El sistema HLA esti implicado en la respuesta de anticuerpos anti-Ro/La en LES
segin este analisis y confirmando lo descrito en otras poblaciones, aunque no se
observa un efecto de dosis génica sobre la influencia de determinadas secuencias
aminoacidicas en la aparicion de respuestas anti-Ro, como ha sido postulado por
otros. La respuesta de anticuerpos anti-Sm/RNP, por su baja incidencia entre los
LES de nuestra poblacion no puede ser valorada desde el punto de vista

inmunogenético.

Los datos obtenidos en estudios familiares, aunque preliminares, sugieren que otros
genes distintos a HLLA parecen estar implicados en la incidencia del LES y/o sus
manifestaciones autoinmunes caracteristicas dentro de una familia. Los alelos HLA
no cosegregan necesariamente con el LES o sus manifestaciones clinicas o

serologicas.

Se describen 2 nuevos RFLPs definidos por el polimorfismo de restriccion Taq I:
a) Un RFLP de 11,8 Kb Taq I/pRTV1 que forma parte del patron de restriccion del
alelo HLA-DR11 (DRB1*1101). Aunque posee una secuencia codificante en el exon
2 idéntica a DRB3*0201 podria tratarse de un nuevo subtipo de DR52b
(DRB3*0201) con diferencias en otros exones o zonas no codificantes de los genes
DRB.

b) Un RFLP de 2,65 Kb Taq I/pRTV1 que supone una banda extra asociada al
patron de restriccién de HLA-DR15, con el que segrega en la familia. Los estudios
genéticos preliminares sugieren que se trata de un alelo HLA-DRB1*1501 con un

lugar de restriccion extra en otros exones o zonas no codificantes de los genes DRB.
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