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I. EL SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD HUMANO (HLA)

1. GENERALIDADES

El Sistema Principal de Histocompatibilidad (MHC, del inglés Major Histocompatibility
Complex) es un conjunto de genes en su mayoria altamente polimérficos, cuyos productos se expresan en
la superficie de gran variedad de células y que son responsables de la respuesta inmune "adaptativa”. Se
considera que estos genes estan presentes en todos los vertebrados (Klein 1986; Humphreys y Reinherz
1994) y en el hombre recibe el nombre de sistema HLA (del inglés, Human Leukocyte Antigen). Fue
descubierto en los afios 50 en una situacién artificial de trasplante de tejidos de un individuo a otro. Las
proteinas que codifican estos genes se denominan "moléculas HLA" o "antigenos HLA™ que son los que
determinan el rechazo o aceptacion de un injerto. Asi, dos individuos que expresen en sus células las
mismas moléculas HLA aceptan tejidos trasplantados uno del otro, e individuos que difieran en estos loci
lo rechazaran vigorosamente. Aunque el papel de estas moléculas en el rechazo de trasplantes tiene un
considerable interés, la funcion primordial de las proteinas codificadas por este complejo genético es la
presentacion antigénica (respuesta inmunoldgica especifica mediada por linfocitos T).

El papel principal de los genes HLA en la respuesta inmune frente a antigenos fue postulada en
1970 cuando se demostr6 que los linfocitos T antigeno-especificos no reconocian antigenos libres o en
forma soluble, sino que reconocian porciones de proteinas antigénicas unidas no covalentemente a las
moléculas HLA. Puesto que estas moléculas son proteinas asociadas a membrana, los linfocitos T pueden
reconocer antigenos extrafios solamente si estan unidos a la superficie de otras células. Esta limitacion en
la activacion de los linfocitos T es debida a que interaccionan mejor con otras células que muestran
antigenos asociados a moléculas HLA que en forma soluble.

El modelo de asociacion del antigeno con la molécula HLA determina el tipo de linfocito T que es
estimulado. Asi, los antigenos unidos a moléculas HLA de clase | estimulan principalmente linfocitos T
CD8" y los unidos a moléculas HLA de clase 11 estimulan principalmente linfocitos T CD4"

La forma en que estos genes influyen en la respuesta inmune frente a diferentes antigenos viene
determinada por la modulacién del repertorio de células T maduras realizada por el MHC. De esta
manera, el sistema inmunolégico es capaz de diferenciar lo "propio” de lo "no propio” (patégenos) e
incluso de lo "propio alterado” (transformacién tumoral).

El sistema HLA es dialélico y codominante. Presenta tres caracteristicas principales:

* gs poligénico; esta constituido por varios genes clasificados en tres regiones.

* es muy polimdrfico; existen maltiples alelos para cada locus. Los distintos alelos difieren entre sien la
habilidad para unir y presentar con mayor eficacia diferentes antigenos proteicos. Cada individuo puede
tener dos alelos diferentes para cada gen, y la mayor parte de los individuos de una poblacion son
heterocigotos para cada gen de este sistema.
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Introduccién 3

* presenta desequilibrio de ligamiento, es decir, diferentes alelos de distintos genes se encuentran en el
mismo cromosoma con una frecuencia mayor a la teéricamente esperada en una combinacion al azar.

Todas estas propiedades hacen que el MHC sea uno de los sistemas genéticos mas complejosy a
la vez fascinantes descritos en la naturaleza.

2. LOCALIZACION Y ESTRUCTURA

El sistema HLA se localiza fisicamente en el brazo corto del cromosoma 6, en la parte distal de la
banda 6p21.3 y ocupa una longitud de 4 centimorgan (CM), aproximadamente 4 millones de pares de
bases (Ferrando y col. 1981). En el primer mapa genético completo del sistema HLA se han identificado
224 loci, de los cuales 128 podrian expresarse y el 40% de estos se les supone funcién inmunoldgica (The
MHC sequencing consortium 1999).

Dependiendo del origen genético y/o funcionalidad bioldgica de sus productos, el conjunto de
genes de esta region tradicionalmente se ha dividido en 2-4 grandes grupos (Klein 1977; Campbell y
Trowsdale 1997). En la actualidad se admiten tres regiones bien definidas, aunque la caracterizacion
funcional y evolutiva de otros genes en esta region no excluye una revision futura de esta clasificacion
(Figura 1).

2.1. Region de clase |
Es la region mas telomérica y abarca un segmento cromosémico de unas 1600 Kb. Comprende

seis subgrupos de genes cuya nomenclatura esta relacionada con el orden cronolégico de su descripcion,
estructura, funcionalidad y patron de expresion celular. En la figura 2 se esquematiza la localizacion de

p

21.3

21.1

12 21.2‘ 22 23

CLASE 11 CLASE 11l CLASE |

o 1000 2000 4000 Kb

Figura 1. Vista de la localizacion del sistema HLA en el brazo corto del cromosoma 6.
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Introduccién 4

estos genes en la regién de clase I.

2.1.1. Genes HLA de clase | *'clasicos™ o la:
A este grupo pertenecen los genes HLA-A, -By -C. Son los primeros descritos dentro del sistema

HLA. Codifican para glicoproteinas de membrana que se expresan en practicamente todas las células del
organismo, si bien su nivel de expresion varia desde un méaximo en células pertenecientes al sistema
inmune (linfocitos T, B y macréfagos) hasta un minimo en células musculares, del sistema nervioso y
fibroblastos. Son moléculas implicadas en la restriccion del reconocimiento antigénico mediada por

linfocitos T citotdxicos CD8".

e N
GF
\\

17 30 8021

=

00¥T —
008T -

Centrémero Telémero

Figura 2. Genes de la region HLA de clase I.

2.1.2. Genes HLA de clase | "'no clésicos™ o Ib:
Son HLA-E, -F y -G. Codifican para proteinas estructuralmente similares a las de los genes

clésicos. Se diferencian basicamente de los anteriores por su limitada expresion tisular, su menor

polimorfismo y su diferente funcion aln poco conocida.
Ademas, en la region de clase | se han descubierto toda una serie de secuencias de DNA que

seglin su mayor o menor grado de similitud con genes funcionales se han clasificado en:

2.1.3. Pseudogenes:
Los primeros pseudogenes descritos fueron nombrados como HLA-H, -J, -K'y -L (Geraghty y col.

1992a). Se sitlian en las proximidades de HLA-A, teloméricos o centroméricos a éste. Todos ellos tienen
en comun la presencia de deleciones que rinden codones de terminacion prematuros. Se desconoce Si

tienen alguna funcién bioldgica.

2.1.4. Genes truncados:
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Introduccién 5

Son los denominados HLA-16, -75, -80 y -90. Presentan homologia con los genes de clase | en
zonas extensas (Geraghty y col., 1992b). HLA-75 es el Gnico que tiene homologia con laregion 5'UT (del
inglés, UnTranslated) de los genes de clase I; los demas la presentan con la region 3'UT.

2.1.5. Segmentos génicos:

Son las secuencias mas pequefias y con un menor grado de homologia con clase 1, el cual se
observa en cortas regiones exén/intrén. Aqui se incluyen HLA-17, -21, -30 y -81. HLA-81 mapea fuera
del sistema HLA y Unicamente presenta homologia con el exén 8 y region 3'UT.

2.1.6. Genes no HLA que se encuentran dentro de la region de clase 1:

Existe un grupo de genes que mapean dentro de la denominada regién de clase | pero que no
tienen ninguna funcién conocida que los relacione con la presentacidn antigénica, si bien muchos de ellos
podrian ser genes reguladores (Le Bouteiller 1994). A este apartado pertenecen los genes OTF3, gen
MOG, genes S, gen de la cadena B de la tubulina, genes de la familia P5, genes HSR1, exdn B30-2, gen
de la prolactina, genes MIC y gen de la hemocromatosis (HFE).

Dentro de este grupo quizas el mas interesante sea el gen (HFE). La proteina para la que codifica
parece estar implicada en el metabolismo del hierro. Se ha postulado, mediante un analisis de homologia
de secuencia, que podria tener estructura de molécula de clase | (Feder y col. 1996).

2.2. Region de clase Il

Es la més centromérica y comprende unas 900 kilobases (Kb). Se divide a su vez en tres
subregiones de centrémero a telémero: HLA-DP, -DQy -DR. Los genes de clase 11 se definen con la letra
D, seguida de lainicial de la subregion (P, Q o R). Cada subregion se compone a su vez de varios genes.

Las proteinas para las que codifican estos genes estan implicadas en fenémenos de restriccién del
reconocimiento antigénico mediado por linfocitos T cooperadores CD4+. Su distribucion tisular esta
practicamente limitada a células del sistema inmune: linfocitos B, macréfagos, linfocitos T activados, etc.

Entre las subregiones -DP y -DQ aparecen otra serie de genes poco conocidos, éstos son -DN, -
DO, -DMAY -DMB (Trowsdale y Kelly 1985; Tonnelle y col. 1985; Kelly y col. 1991a ). Ademas, en esta
misma zona también se han descrito los genes TAP (TAP1 y TAP2) que codifican para proteinas
transportadoras de péptidos (Trowsdale y col. 1990; Spies y col. 1990) y los genes LMP que intervienen
en el procesamiento antigénico (Glynne y col. 1991; Kelly y col. 1991b).

2.3. Region de clase llI

Al menos 36 genes han sido identificados en el fragmento cromosémico que corresponde a esta
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region. Estos genes, fuertemente ligados, abarcan un segmento de DNA de unas 100 Kb.

No todos sus genes presentan funcion inmunoldgica. Asi, esta region incluye factores del
complemento de la via clasica (C4A, C4B, C2) y de la via alternativa (Bf). También mapean en esta zona
los genes Ay B de factores de necrosis tumoral (TNF-A'y TNF-B), genes para las proteinas inducidas por
estrés (HSP70-1 y HSP70-2) y muchos otros, algunos de ellos de funcién desconocida.

La presencia en esta region de genes sin relacion funcional o evolutiva con los antigenos HLA
hace que muchos autores no la consideren como perteneciente al Sistema Principal de
Histocompatibilidad (Klein 1990).

3. GENES SIMILARES A CLASE | CODIFICADOS FUERA DEL SISTEMA HLA

Se han descrito recientemente toda una serie de genes con estructura similar, en mayor o menor
medida, a los genes de clase I. Los mas resefiables son CD1, FcRn, MR1 y a2 glicoproteina unidora de
Zinc. Todos ellos se consideran genes relacionados evolutivamente con los genes HLA.

CD1 y MR1 mapean en el cromosoma 1, al igual que muchos otros genes pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas (Calabi y Milstein 1986; Albertson y col. 1988; Hashimoto y col.
1995).

La proteina codificada por el gen FcRn (receptor Fc neonatal) se encarga de unir IgG
(inmunoglobulina G) procedente de la leche materna ingerida por el recién nacido y transportarla a través
del intestino (Story y col. 1994; Burmeister y col. 1994). Juega un papel importante en la adquisicion
pasiva de inmunidad humoral en el neonato. También se ha encontrado en la placenta humana donde se
encargaria de transportar I1gG.

Se ha demostrado hace poco que CD1 es capaz de presentar lipidos y glicolipidos a los linfocitos
T o/B (Beckman y col. 1994; Seiling y col. 1995; Melian y col. 1996).

Varios cientificos han postulado que este grupo de genes podria representar una linea importante
de defensa frente a diferentes agentes infecciosos uniendo ligandos no polimoérficos de los
microorganismos tales como péptidos, carbohidratos, derivados de nucleétidos, lipidos, etc...(Stroynowski
y Forman 1995).

4. MAPA GENETICO DEL SISTEMA HLA

La aplicacion de técnicas de genética molecular ha permitido determinar la organizacion fisica de
los loci del complejo HLA. El primer mapa genético completo del sistema HLA se ha dado a conocer
recientemente (The MHC sequencing consortium 1999) con 224 loci identificados. EI mapa genético
previo (Campbell y Trowsdale 1997) ya constaba de al menos 209 loci correspondientes a genes,
pseudogenes y fragmentos génicos (Figura 3).
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Figura 3. Mapa del Sistema Principal de Histocompatibilidad Humano (HLA).
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5. ESTRUCTURA DE LOS ANTIGENOS HLA DE CLASE |

5.1. Estructura proteica de los antigenos HLA de clase | clasicos

Los antigenos HLA de clase | clasicos (HLA-A, -B y -C) son glicoproteinas de membrana
compuestas por dos cadenas polipeptidicas, una cadena pesada o de unos 44 Kilodalton (Kd) codificada
en el sistema HLA y una cadena ligera de 12 Kd, la B2 microglobulina (f2-m) cuyo gen se encuentra
fuera del sistema HLA, concretamente en el cromosoma 15 (Ploegh y col. 1981). La cadena pesada es el
Unico miembro del heterodimero que atraviesa la membrana celular y cuyo extremo aminoterminal esta
orientado hacia el exterior de la célula. Ambas cadenas se unen no covalentemente en su porcién
extracelular (Figura 4).

La cadena o estd formada por 338 aminoacidos (aas) (HLA-B) o 341 aas (HLA-Ay -C). La
porcion extracelular de esta cadena se divide en tres dominios globulares bien diferenciados de unos 90
aas cada uno, que pueden escindirse de la superficie celular bajo la accién proteolitica de la enzima

papaina, denominados: dominio al (aas

1-90, porcion N-terminal de la cadena o), a2

puente

dominio a2 (aas 91-182) y dominio a3
(aas 183-247), codificados cada uno por disulfum
un exén (Malissen y col. 1982). La
porcidn transmembrana, con estructura de papaina
a-hélice, de unos 25 aas, se continla con
un pequeno tallo citoplasmatico de 30 aas 01000290 SO0000CY Plasmaética
aproximadamente, rico en tirosinas y
serinas.

Los dominios al y a2 de las

cadenas pesadas de las moléculas de clase

Figura 4. Estructura proteica de la molécula HLA de clase
1

I son altamente polimorficos a diferencia
de a3 que estd mas conservado. El dominio a3 y la cadena ligera f2-m presentan alta homologia de
secuenciay estructura con las regiones constantes de las inmunoglobulinas (Shrivastava y col. 1985). Las
moléculas de clase | se consideran miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas por tener un
origen evolutivo comlny por similitudes estructurales, mas evidentes en el dominio 3. Esta superfamilia
también incluye a las moléculas de clase 1, al TcR, CD4 y CDS8.

En 1987, Bjorkman y colaboradores definieron la primera estructura tridimensional de una
proteina HLA, concretamente el antigeno HLA-A2 (Bjorkman y col. 1987a; Saper y col. 1991).
Posteriormente, se ha conseguido cristalizar varios antigenos mas como HLA-Aw68, HLA-B27, HLA-
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B35y HLA-B53 (Garrett y col. 1989; Madden y col. 1991; Smith y col. 19964, b). Todos los cristales
obtenidos presentaban una regién distal formada por los dominios a1 y a2 de la cadena pesada, y una
region proximal a la que pertenecen los dominios a3 y B2-m. En la figura 5 se puede ver una
representacion extrapolada del cristal de clase I: la valva, el heterodimero o/B2-m con el péptido unido, y
la interaccion con el receptor de la célula T (TcR). Los dominios distales (ol y a.2) presentan una
estructura compuesta por dos I&minas 3, formadas cada una por cuatro hebras antiparalelas, y una region
de a-hélice localizada carboxi-terminal de las laminas B (Figura 5). Ademas el dominio a2 contiene una
hélice corta adicional en posicién carboxi-terminal que une los dominios a2 y a.3. Las laminas B de
ambos dominios forman la base de una valva flanqueada por las a-hélices orientadas hacia el exterior.
Esta valva formada por los dominios al y a.2 de las moléculas de clase | constituye la estructura para la
union de los péptidos procesados (Bjorkman y col. 1987a; Bjorkman y col. 1987b).

El gran polimorfismo que muestran estas moléculas se encuentra concentrado en esta valva. Estos
residuos polimoérficos sirven para interaccionar con los distintos péptidos y/o con el TcR. De los 19
residuos aminoacidicos de alta variabilidad identificados en las moléculas de HLA (Parhamy col. 1988),
14 constituyen residuos de posible contacto con el péptido (posiciones 9, 24, 45, 66, 67, 70, 74, 77, 80,
95, 97, 114, 116 y 156), uno contacta con el TcR (posicion 65) y cuatro mas contactan con el péptido y
con el TcR (residuos 62, 69, 76 y 163).

Se establecen toda una serie de contactos intra e interdominios entre a1y a2. Aparece un puente
salino entre las posiciones 55 de a1 y 170 del dominio a2. Dos puentes disulfuro unen las cisteinas de las
posiciones 101y 164 de a2 y las posiciones 203 y 259 de a3, ademas de varias interacciones de puentes
salinos interdominios (Bjorkman y col. 1987a; Saper y col. 1991; Madden y col. 1992). Todas estas
relaciones entre aas contribuyen a la estabilidad de la molécula de clase | en su parte distal. La asparagina
en la posicion 86 aparece N-glicosilada, si bien esta ramificacion no es esencial para el ensamblaje de la
molécula ni para su expresion en superficie.

La region proximal a la membrana est4 formada por el dominio a3y la f2-my cada uno de ellos,
al igual que los dominios constantes de la inmunoglobulinas, consisten en dos laminas B antiparalelas, una
formada por 4 hebras y la otra por tres. Las hebras de cada lamina se conectan entre si por puentes
disulfuro internos formando una estructura similar a un "sandwich". La 32-m se sitda por la parte de abajo
de la valva formada por los dominios ol y a2, de tal manera que existe un minimo contacto entre estos
dos dominios y el a3. Si los dominios a1l/a2 interaccionan con el péptido y con el TcR reconociendo
residuos polimorficos, el dominio a3 lo hace con el co-receptor de la célula T (CD8), reconociendo
determinantes monomorficos en 3. La interaccion con CD8 requiere la presencia de aas acidos en las
moléculas de clase I, en posiciones 223, 227 y 229, que ocupan una zona localizada en un lazo del
dominio a3, en una cavidad justo debajo de la valva (Connolly y col. 1990; Salter y col. 1990). A titulo

anecdético, recientemente se ha demostrado que el dominio a3 no es imprescindible para el
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mantenimiento de la conformacion nativa de la valva, al menos en lo que se refiere a su unién al péptido a
presentar (Collins y col. 1995).
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@ Dominio a1l
S

¥~ Dominio a2

Figura 5. Representacion tridimensional de la molécula de clase | HLA-A*0201: a) dominios
moleculares de unién a antigeno; b) estructura completa de HLA-A*0201 con un péptido asociado y la
B2-m; ¢) lamisma estructura anterior interaccionando con el TcR (Bjorkmany col. 1987a; Garbocziy
col. 1996).
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La variabilidad que presentan las moléculas de clase | se traduce en cambios topoldgicos en los
sitios de union a péptido. Las caracteristicas quimicas y la exclusiva configuracion de la estructura de
cada valva (o Peptide-Binding Groove) explica coémo pueden unir gran variedad de péptidos (Garretty
col. 1989; Madden y col. 1992). Saper y colaboradores identificaron una serie de depresiones a lo largo
de la valva, son los llamados "Peptide-binding Pockets" o bolsillos (Saper y col. 1991). Los péptidos
unidos a la valva pueden acomodar una o méas de sus cadenas laterales aminoacidicas en estos bolsillos.
Se han identificado seis bolsillos denominados con letras de la A a la F, localizados en las uniones de las
Iaminas B con las a-hélices (bolsillos B, C, D y E) o0 en los extremos de las dos a-hélices (bolsillos Ay F)
(Figura 6). Estos dos ultimos contienen aas mas conservados que los otros cuatro (Barber y Parham
1993). De las 19 posiciones de alta variabilidad identificadas en las proteinas de clase | que interaccionan
con el péptido y/o con el TcR, 17 estan situadas en la valva.

'_-x\
LT,

45

Figura 6 . Disposicion de los bolsillos de union al péptido en la molécula HLA
de clase I. El color de cada circulo (residuos variables) representa la
contribucién a cada bolsillo.
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5.2. Estructura génica de los antigenos HLA de clase | clasicos

Los genes que codifican para los antigenos HLA-A, -B y -C se han denominado clasicos por ser
los primeros en conocerse dentro del sistema HLA, por su gran polimorfismo, por estar implicados en el
rechazo de injertos y ademas por presentar una expresion casi generalizada en las células del organismo.

La cadena o de las moléculas clasicas o la esta codificada por un gen constituido por 8 exones
(Malissen y col. 1982; Jordan y col. 1985), de manera que existe correspondencia exdn/dominio
estructural, excepto para los dominios citoplasmaticos que estan codificados por dos o tres exones (Figura
7). El exdn 1 codifica para la region 5'

UT no traducida y para un péptido GEN(3.5kb)

lider de 24 aas, éste contiene un nlcleo El E2 E3 E4 ES E8
hidrofébico caracteristico de las {D_:H:'_DD_E%!T:’_
proteinas que migran del reticulo m RNA (1.6 kb)

endoplasmético. Los exones 2 y 3 son SUT<[O I 1T 11—

los mas polimorficos y codifican pfpﬁdo < = & 3'UT
respectivamente para los dominios a.1 fider Citoplésmico

y a2 de la molécula, mientras que el NH2| ol I a2 I o3 I Tr -
exon 4 es menos polimorfico y da

COOH

lugar al dominio a3. Losexones4y 5 | Figura 7. Estructura de los genes HLA de clase I.
codifican para el dominio

transmembrana hidrofébico. El dominio citoplasmatico esta codificado por los exones 6, 7 y parte del 8
para los genes HLA-A'y -C, y por los exones 6 y 7 para HLA-B. En este Gltimo, el ex6n 8 ya codifica
para la region 3'UT no traducida. La diferencia en el tamafio del dominio citoplasmatico se debe a la
situacion que ocupa el codon de terminacidn, estando éste en el exdn 8 para HLA-Ay -C, y enel exén 7
para -B.

Una caracteristica de los genes HLA de clase | es la homologia de secuencias de nucleétidos entre
los distintos alelos de la serie HLA-A en su region 3'UT que se diferencia claramente de la de los alelos
de las series -By -C (Jordan y col. 1985). Adem4s existen zonas de secuencias conservadas no sélo entre
genes clase I humanos sino con los de otras especies, tanto en intrones como en exones, pero que no son
locus especificas y a las que se otorga un papel todavia no definido (Shrivastavay col. 1985). El anélisis
de las secuencias conocidas correspondientes a distintos genes de clase | permite diferenciar "zonas
variables" y "zonas homoélogas”. Hasta el 80% de los cambios de base dentro de las primeras rinden
cambios de aas, mientras que sdlo lo hacen el 35% en las Gltimas (Shrivastava y col. 1985).
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5.3. Estructura de los antigenos HLA de clase | no clasicos

Se han caracterizado tres genes considerados como no clasicos (Ib) llamados HLA-E (Shrivastava
y col. 1987; Koller y col. 1988), HLA-F (Geragthy y col. 1990) y HLA-G (Geragthy y col. 1987). El locus
HLA-E dista 550 Kbs de HLA-A y los otros dos estan en sus proximidades (ver la Figura 2).

En lineas generales se puede decir que no existen grandes diferencias en cuanto a la organizacion
exon/intron de estos genes con respecto a los clasicos, aunque poseen una serie de caracteristicas
peculiares que los diferencian de los genes la; estas son:

* Restringida distribucion tisular (-G y -F).

* Restringido polimorfismo.

* Ausencia, de momento, de una funcién definida. Aunque este punto cada vez se va
aclarando més, sobre todo para -E y -G.

HLA-E

Es el mas divergente de todos los genes humanos Ib. Los exones 2 y 3 de los genes clasicos se
parecen mas entre si que a los de HLA-E, mientras que los exones 4y 5 de HLA-A son mas semejantes a
los de -E que a los de -B y -C (Hughes y Nei 1989).

HLA-E presenta una delecion de cinco nucleétidos en el exén 7 que origina un codén de
terminacion por lo que su dominio citoplasmatico es méas corto, con un aa menos que los de los loci HLA-
B y cuatro menos que los de los loci -A'y -C. Posee tres segmentos repetitivos Alu que no estan presentes
en otros genes de clase I: el primero aparece en laregion 5'UT, el segundo en el intron 5 y el tercero en la
region 3'UT. También presenta variaciones en las sefiales reguladores que comentaremos posteriormente.

Se ha descrito la presencia de dos transcritos de tamafios 1.8 y 2.7 Kbs que difieren en la
extension de laregién 3'UT no traducida, originados por el uso de sefiales alternativas de poliadenilacion,
una de las cuales aparece como consecuencia de la insercién Alu en 3'UT (Ulbrecht y col. 1992). Sus
RNA mensajeros (MRNA) se han visto en todo tipo de tejidos incluyendo tejidos fetales y placentarios
(Weiy Orr 1990; Guillaudeux y col. 1995; Houlihan y col. 1995); sin embargo, en muchos afios no pudo
confirmarse la presencia de la proteina en la superficie celular, lo que sugeria un mecanismo de
regulacién postranscripcional que impide su llegada a la membrana.

Recientemente, se ha conseguido cristalizar la molécula de HLA-E formando complejo con un
ligando (O'Callaghany col. 1998). El péptido unido (VMAPRTVLL) procede de los residuos altamente
conservados 3-11 de la secuencia lider del alelo HLA-B8, y que también comparten HLA-B7, -B14, -
B39, -B42 y -B48. Anteriormente se demostré que HLA-E era capaz de unir péptidos de 9 aas con
estructura XMXXXXXXL procedentes de fragmentos del péptido lider de otros genes de clase I, excepto
de si mismo, tanto clasicos como de HLA-G (Braud y col.1997a). El anélisis cristalogréafico de HLA-E
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muestra que tiene estructura similar a las moléculas la. Sorprendentemente, a pesar de que estos péptidos
lider estan en el reticulo endoplasmico, lugar donde ocurre el ensamblaje de las moléculas de HLA y la
unidn del péptido antigénico, se ha demostrado que la expresion en superficie de HLA-E es dependiente
de la presencia en la célula de proteinas TAP y tapasina (Braud y col. 1997b). Tanto TAP como tapasina
son unas proteinas implicadas en el procesamiento antigénico, se encargan de introducir los péptidos a
presentar al interior del reticulo endoplasmico (ver apartado 7.1). Esto implicaria que es necesario que los
péptidos lider, sustrato para HLA-E, deben abandonar el reticulo y sufrir una fragmentacion que origine
péptidos de tamafio adecuado, en el citoplasma celular, y posteriormente deben ser introducidos de nuevo.
Esta es la via normal del procesamiento antigénico para todas las moléculas HLA de clase I. La hip6tesis
funcional sugerida para HLA-E es muy sugerente porque se ha propuesto que se encargaria de inhibir la
lisis producida por las NKs, a través del reconocimiento por parte de los receptores NK (de tipo lectina
CD94/NKG2A,By C; Braud y col. 1998; Borrego y col. 1998; Long 1998), sobre células normales que
expresen HLA-E con el péptido unido. Las células NK lisan las células infectadas por virus que impiden
la expresién normal de las moléculas HLA. HLA-E funcionaria como un "negociador-intermediario™: si la
célula esta sana, se sintetizan proteinas HLA, con lo que HLA-E tiene a su disposicion péptidos lider para
unirlos y poder expresarse en la superficie celular, interaccionar con las NKsy producir su inhibicion. Si
la célula esta infectada se interrumpe este proceso mediador ya que HLA-E, al igual que las otra proteinas
HLA, es inestable si no tiene un péptido unido, y se produce la lisis celular.

HLA-F

Al igual que los otros genes no clasicos, HLA-F presenta una organizacién exén/intrén y tamafio
similar a los clasicos. Sin embargo, posee dos caracteristicas que lo diferencian claramente: la primera de
ellas es que elimina por splicing (maduracion del mMRNA) el exon 7 debido a una mutacion puntual en la
sefial de splicing en 3' del intrén 6, ésta cambia AG (sefial normal en el 100% de los casos) por AA no
reconocida por la maquinaria de maduracion del mMRNA. La segunda es que presenta una inusual region
3'UT, exclusiva entre los genes de clase I, que se caracteriza por la insercion de una secuencia altamente
conservada durante la evolucién y semejante a la de una proteina ribosomal (Zemmour y Parham 1992).

HLA-G

Posee la misma organizacion exén/intrén que los genes clasicos, con la particularidad de que el
segundo triplete del exén 6 es un codon stop, que daria lugar a una proteina con un dominio citoplasmico
corto de 6 aa, 5 codificados por el exén 5y 1 por el exén 6. Se ha propuesto un splicing alternativo del
MRNA de HLA-G (Ishitani y Geraghty 1992), al haberse detectado no solamente el MRNA de tamafio
completo (1200 pb) que codificaria para una proteina (HLA-G1) con un dominio transmembranal intacto
y una cola corta (1 aa), sino también otras formas mas cortas:

-un mRNA de 900 pb en el que estaria excluido el exdn 3, dando lugar a una proteina (HLA-G2)
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sin el dominio a.2. En esta isoforma los dominios a.1 y a3 se encontrarian unidos.
-un mRNA de 600 pb que careceria de los exones 2 y 3 dando lugar a una proteina (HLA-G3) en
el que el dominio a1 estaria directamente conectado a la porcion transmembranal.

Se propuso, a partir de estos hallazgos, que HLA-G podria funcionar como forma soluble tras ser
escindida de la membrana plasmatica por accién proteolitica enzimatica, de manera similar a lo que se
supone ocurre para las formas solubles de HLA.

Con este modelo se sugiere que las proteinas de HLA-G son en unos casos estructuralmente
parecidas a las de clase la (HLA-G1), mientras que en el caso de HLA-G2 y -G3 lo serian a las de clase
I, al postular la existencia de dimeros, en los que la estructura de "valva" de la molécula se origina por la
interaccion de 2 dominios a1 procedentes de dos moléculas de HLA-G diferentes; de manera analoga a lo
que ocurre en las moléculas HLA de clase Il, en las que interaccionan dos dominios a1y B1 de dos
cadenas polipeptidicas diferentes para originar la estructura de "valva".

Una cuarta forma de splicing alternativo formaria una proteina sin dominio a3, codificado éste
por el exdn 4 (HLA-G4) (Kirszenbaum y col. 1994).

Otros estudios (Fujii y col. 1994) detectaron la existencia de 2 transcritos alternativos adicionales
en los que la pauta de lectura se extiende desde el péptido lider hasta parte del intron 4, en el que un
codon stop eliminaria la porcion transmembranal, originando un extremo carboxi-terminal de 21 aa
diferente al encontrado en las proteinas de membrana. Esto apoyaria, segin estos investigadores, la
existencia de 2 formas solubles: HLA-G1 soluble, constituida por los dominios a.1, a2, a3 y lacolade 21

aa codificada en el intron 4, y HLA-G2 soluble, idéntica a la anterior pero sin dominio a2.

5.4. Regiones reguladoras de los loci de clase |

El control de la expresion génica de los loci de clase | se efectla a través de toda una serie de
elementos reguladores situados en la region 5' promotora. Esta region abarca aproximadamente de 150 a
200 pb anteriores al punto de inicio de la transcripcién, aunque posiblemente su tamafio sea mucho mayor
(Maguire y col. 1992). En ella se han descrito a su vez distintas subregiones a las que se unen proteinas
inductoras/represoras de la transcripcion.

Los elementos reguladores conservados comprenden dos regiones "enhancer”, los elementos ICS
y a, y por ultimo las “cajas” CAAT y TATA.

* Enhancer A: abarca dos regiones, la region | es un palindromo de 13 pb que es homélogo al
sitio de unién del factor Nf-kB originariamente descubierto en el promotor de los genes de las
inmunoglobulinas y mas recientemente en otros genes, incluyendo 2-m, IFN, IL2 y HIV (Ozato 1995).
La region 11 parece contener un sitio de respuesta a AMPc y otro de respuesta a los retinoles.

* Enhancer B: (Isréel y col. 1987) parece ejercer una induccion mas débil que el enhancer A.
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Contiene una secuencia conservada de 11 pb aunque se desconoce su significado fisiologico.

* ICS (Secuencia Consenso de Interferén) es homdlogo a los denominados elementos de
respuesta a interferon (IRE) encontrados en otros genes inducibles por interferon. Como se puede ver en
la figura 8 se postula que a través de su secuencia interaccionan toda una familia de factores proteicos

ENHANCER A ENHANCER B
] 1
INICIO
TRANSCRIPCION
-75 -50

1
“CAAT “TATA
BOX” BOX”
CREB NF-kB D CREB

FAMILIA
IRF

KBF 1

RXR B
Figura 8. Region reguladora transcripcional de los genes HLA de clase I.

(Interferon Regulatory Factor family) los cuales serian los intermediarios en la accion de los interferones.

* CRE: elemento de respuesta a AMPc, se ha localizado en la region 1I, como ya se ha
mencionado, y también en la region a. A través de él ejercen su accion algunas hormonas (insulina) y
corticoides (hidrocortisona) disminuyendo la expresion de los genes HLA de clase | (Saji y col. 1992) en
los 6rganos diana. Con estos elementos interaccionan los CREB (CAMP Response Element Binding
factor) o factores de union.

A parte de estos elementos existen otros que actlian coordinadamente, definiendo enhancers
(inductores) y silencers (silenciadores) a través de los cuales se controla la expresion basal e inducible de
los genes HLA de clase I, asi como el diferente patrén celular y/o tisular de expresion de estos antigenos
(Maguire y col. 1992); de esta forma se podria explicar por ejemplo el patron de expresion tan
restringido/especifico de los antigenos de clase Ib.

El gen de la p2-m también posee elementos reguladores del mismo tipo, lo que sugiere una
coordinacion paralela con la de clase I. Otro aspecto interesante de la regulacién es que las células
tumorales frecuentemente pierden la expresion de las moléculas HLA de clase | (Blanchet y col. 1992),
motivada por la carencia de determinados factores proteicos (Nf-kB, KBFI), de unién a otra de estas
subregiones (Regién 1), los cuales estdn también implicados en la regulacion.
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Enhancer A Enhancer B
RI ICS CAAT TATA +1

H
B27 =-= — — éa,nl

A2 e ———g—p—T
W1 e e ——L

E S S o
F - r
G ' ———0D
H e e el 4

Figura 9. Estructura de la region 5° UT de los genes HLA de clase I.
Se representan los 5 elementos promotores principales:

- rectangulos rellenos: motivo conservado y funcién conocida.

- rectangulos punteados: motivo divergente y funcion no conocida.

- rectangulos vacios: motivo divergente y no funcional.

- rectangulos rayados: motivo divergente pero funcional.

Por Gltimo, mencionar que todos estos elementos poseen entre los distintos loci de clase | un
grado de conservacion variable lo que repercute en su funcionalidad (Vallejo y Pease 1995), como se
muestra en la figura 9. Todos los genes transcritos por la RNA polimerasa I, incluyendo los genes HLA
de clase I, poseen dos elementos promotores, las cajas TATA y CCAAT, localizadas aproximadamente
entre 50 y 75 pb anteriores al codon de iniciacién. Todos los loci de clase I, exceptuando HLA-C poseen
una CCAAT-box inalterada y situada en similares posiciones.

En cuanto a la TATA-box, a parte de HLA-E y -F que presentan una secuencia TATAAA
convencional, todos los loci HLA 1 presentan una inusual TATA-box (TCTAAA), lo que parece ser una
peculiaridad de estos genes humanos (Geraghty y col. 1992b).
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6. ESTRUCTURA DE LOS ANTIGENOS HLA DE CLASE II

6.1. Estructura proteica de los antigenos HLA de clase Il

Las moléculas de clase I1 (HLA-DP, -DQ y -DR) son heterodimeros transmembrana formados por
dos cadenas, una cadena o de 33-35 (Kd) y otra 3 de 26-28 Kd asociadas no covalentemente. Se orientan
de tal manera que sus extremos amino-terminal aparecen fuera de la célula (Figura 10).

Ambas cadenas presentan dos dominios extracelulares de 90 a 100 aas designados como a1, a2y
1, p2. Los dominios B1 son todos polimoérficos y en algun caso los ol también (-DQa., -DPa). Los
dominios a2 y B2 son homdlogos a las regiones constantes de las inmunoglobulinas. Un péptido conector
hidrofobico (10 a 12 aas) une los dominios extracelulares de ambas cadenas a las respectivas porciones
transmembrana (20 a 25 aas) y a los segmentos citoplasmaticos (8 a 15 aas) (Kaufman y col. 1984).

Las cadenas o poseen dos puntos de N-glicosilacion, uno en cada dominio extracelular, y un

puente disulfuro intradominio en a2. A diferencia de ésta, la cadena B posee un Unico sitio de N-

glicosilacion en Bl y dos puentes disulfuro
intradominio, uno en 1, que genera un asa
de 64 aas, y otro en 2. Estas modificaciones
post-traduccion  no influyen en el
reconocimiento por aloantisueros de estas
moléculas de clase Il (Shackelford y
Strominger 1983).

Intracelularmente, las proteinas de
clase 1l se asocian con un tercer elemento
proteico no polimoérfico, de 31 Kd,

denominado Cadena Invariante (li) vy

codificado fuera del sistema HLA. El | Figura 10. Estructura proteica de la molécula HLA de
clase Il.

complejo Cadena Invariante-dimero o/p se

forma durante la biosintesis y transporte de
las moléculas de clase I1; sin embargo, se disocian antes de su expresién en la superficie celular (Kvisty
col. 1982). Se ha postulado que la Cadena Invariante podria jugar un papel importante en el transporte
intracelular de las moléculas de clase Il y en la unién del péptido.

Brown y colaboradores (1993), usando técnicas de difraccion de rayos X consiguieron determinar
la estructura tridimensional de los antigenos de clase I1, concretamente de HLA-DR1. Descubrieron que
ésta era muy similar a la de clase I, descrita unos afios antes, y eran casi superponibles. Los dominios a1y

a2 de HLA-DR1 se asemejaban al dominio a1y f2-m de las moléculas de clase I y los dominios f1y 2
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de HLA-DR1 eran superponibles respectivamente a los dominios a2 y a.3. Los cristales obtenidos de la
molécula HLA-DR1 también evidenciaron la tendencia que presentan a formar dimeros (a.8)2, 1o que
parece tener importancia en la cascada fisioldgica de transduccidn de sefiales al interior celular. El punto
de interaccion con CD4 se ubica en el dominio B2 de la molécula de clase Il (Kéning y col. 1992;
Cammarota y col. 1992).

Los dominios distales de la proteina, a.1/B1, forman la valva de unién del péptido que consiste en
una lamina B formada ocho hebras antiparalelas y flanqueada por dos regiones en a—hélice. La region
helicoidal del dominio a1 presenta un extremo amino-terminal en cadena extendida y su extremo carboxi-
terminal se pliega hacia la base de la valva. Esta peculiaridad hace que la zona de unién a péptido muestre
los extremos abiertos. En esta valva abierta por los extremos se puede acomodar un péptido grande, de
entre 12 y 24 aas. Este péptido puede permanecer en la valva en conformacion extendida y sus extremos
amino y carboxi-terminales sobresalen fuera de la molécula (Rudensky y col. 1991; Chicz y col. 1992;
Rudensky y col. 1992; Stern y col. 1994; Rammensee 1995).

6.2. Region de genes HLA de clase Il

Los genes de clase 1l

se localizan en la region mas clase Il clase Il clase I
- . MHC | | | |
centromérica del Sistema | \ \ |
HLA denominada region D. 0 1000 2000 4000 kb
Como ya se habia comentado, .
o Subregiones DP DQ DR
se divide a su vez en tres \ I T o =1 | \
bregiones, de centro gga Ows aEm o 2
subregiones, de centromero a & A genes 33 3 & &
elomero: “DP, -DQ ¥ DX 7 1] ] 1
Fi 11). L - =
(Figura 11). Los genes de Q3 Yz
clase 11 se definen con la letra | O 5 B g R 700

D, seguida de la inicial de la ) . )
» Figura 11. Estructura génica de las subregiones DP, DQ y DR.
subregion (P, Qo R) y de la

letra A para los genes que

codifican cadenas a, 0 B para los genes que codifican cadenas 3. Ademas, se le afiade un nimero para
designar cuantos genes A o B estan presentes en cada subregion. En esta misma region se localizan otra
serie de genes de clase 1I: HLA-DNA, HLA-DOB y HLA-DM (-A 'y -B), ademas de los genes TAP y
LMP implicados en el procesamiento antigénico de las moléculas de clase I.

6.2.1. Subregién -DP:
Ocupa unas 100 Kby contiene dos genes A (DPAly DPA2) y dos B (DPB1y DPB2). Los genes
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DPA1yDPB1, que se orientan cabeza con cabeza con sus promotores separados por 2 Kb, codifican para
un heterodimero tipico de clase 1. DPA2 y DPB2, a pesar de presentar una secuencia génica intacta, no se
expresan, por lo que se consideran pseudogenes. Las causas de esta no expresion son desconocidas; para
DPAZ2 se postula que la insercion de una secuencia repetitiva en el intron 1 provoca el reemplazamiento
de la mayor parte del exon 1, dando lugar a un péptido lider no funcional (Radley y col. 1994).

6.2.2. Subregion -DQ:

Contiene dos genes A (DQAL y DQAZ2) y tres B (DQB1, DQB2 y DQB3). DQA1 y DQB1
codifican para las proteinas HLA-DQ y los demas son pseudogenes. Los dos genes codificantes se
orientan del mismo modo que los genes DP. HLA-DQAU1 presenta la estructura tipica de los genes A de
clase 1. Sin embargo, DQB1 tiene un dominio citoplasmatico mas corto al eliminarse por maduracion, o
"splicing”, de su mMRNA el exdn 5 (Radley y col. 1994).

6.2.3. Subregion DR:

Su estructura ha sido estudiada en diferentes grupos de tal manera que el nimero de genes
presentes en cada uno de ellos define haplotipos (genes o alelos que se heredan conjuntamente).

Dependiendo del haplotipo, aparecen un gen DRA que codifica para las cadenas o, y uno o dos
genes DRB que lo hacen para las cadenas 3 (Figura 12). El resto de genes DRB de cada haplotipo son
pseudogenes:

- Haplotipos con un gen DRB funcional. Presentan sélo el gen DRB1, altamente polimorfico, y el
gen DRA. A éste grupo pertenecen los antigenos HLA-DR1, -DR8 y -DR10.

- Haplotipos con dos genes DRB funcionales. Poseen el gen DRB1 y otro, menos polimdrfico,
DRB3, DRB4 0 DRBS5, en funcidn del subtipo codificado DRB1 (DR1, DR2, DR3, etc).

6.2.4. Otros genes de clase 11
Entre las subregiones DP y DQ hay toda una serie de genes cuya estructura 'y funcién empieza a
conocerse en la actualidad (Figura 13). Entre ellos estan:

* Genes DNA y DOB:

El gen DNA (Trowsdale y Kelly 1985) se sitla proximo a la subregion DP y el gen DOB
(Tonnelley col. 1985) lo hace cerca de DQ, separados entre si por unas 100 Kbh. A pesar de esta distancia,
se cree que forman heterodimeros o/p (Karlsson y col. 1991). Aunque su funcién es todavia poco
conocida, se ha postulado que al menos HLA-DOB podria ser un regulador de la carga de péptidos de los
antigenos de clase Il mediada por HLA-DM (Liljedahl y col. 1996), y recientemente se ha demostrado que
ejerce una modulacion negativa (Van Hamy col. 1997).
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HAPLOTIP

HLA
DRB1 DRB6 DRBY9 DRA
rEE e —— == DRI, 10
DRB1 DRB6 DRB5 DRBY9 DRA
e el == DR2
DRB1 DRB9 DRA
s == DRS
DRB1 DRB2 DRB3 DRB9 DRA
= eolleessss——n =@ DR3, 5,6
DRB1 DRB7 DRB8 DRB4 DRB9 DRA

DR4,7,9

[l GENES ACTIVOS | | PSEUDOGENES

Figura 12. Diferentes haplotipos de la subregion DR.

* Genes DMA 'y DMB:

Se localizan entre los genes DNA y DOB (Kelly y col. 1991a). Estan separados entre si por unas
7.5 Kbh. A diferencia de otros genes de clase I1, poseen un polimorfismo restringido y la comparacion de
su secuencia con la de los genes de clase 1 y 11 los sitda en una posicién intermedia, son equidistantes
entre ambos.

DP DQ DR
1 [ | I I
i 1

T T
0 100 200 300 400 500 600 700

2
| Il |

\ \ \ \ %

(kb] 100 200 —

Figura 13. Otros genes HLA de clase II.

DNA
1 RING3

Codifican para un heterodimero o/ integral de membrana de 261-263 aas, no detectado en la
superficie celular. La estructura proteica de este dimero seria ligeramente diferente a la del resto de los
antigenos de clase Il ya que, si bien los dominios proximales a la membrana pertenecen a la superfamilia
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de las inmunoglobulinas, los dos dominios mas externos contienen aas que pueden formar multiples
puentes disulfuro que darian lugar a una conformacion muy rigida y probablemente cerrada. Estos genes
poseen una funcion relacionada con la presentacion antigénica mediante moléculas HLA de clase Il (ver
apartado 7.2).

*Genes TAPly TAP2:

(del inglés, Transporter associated with Antigen Processing).

Pertenecen a la familia de los ABC-transportadores y son proteinas que median la translocacion,
dependiente de la hidrdlisis de ATP, a través de membranas de células eucariotas y procariotas de una
gran variedad de moléculas tanto organicas como inorganicas. Fueron descritos por primera vez en 1990
(Trowsdale y col. 1990; Spies y col. 1990).

Se han detectado en la membrana del reticulo endoplasmatico donde forman heterodimeros
TAP1/TAP2 unidos no covalentemente. Se ha postulado que este heterodimero estaria formado por 8 a 10
dominios hidrofébicos embebidos en la membrana del reticulo y con los dominios ATP-dependientes
orientados hacia el lumen (Koopmann y col. 1997).

Su implicacion en el procesamiento antigénico mediado por las moléculas de clase | seré discutida
posteriormente (ver apartado 7.2).

*Genes LMP2y LMP7:

(del inglés, Low Molecular weight Protein).

Codifican para proteinas de baja masa molecular implicadas en el procesamiento antigénico. Estos
dos genes, LMP2 (Glynne y col. 1991) y LMP7 (Kelly y col. 1991b), presentan alta homologia con dos
componentes de un complejo proteésico intracelular denominado proteasoma.

LMP2y LMP7 estan proximos y estrechamente ligados a los genes TAP. La relacion entre ellos
hizo postular la existencia de una regulacion conjunta de su expresion. Estos hechos se han demostrado
como verdaderos en el caso de TAP1y LMP2 (Wrighty col. 1995); ambos comparten el mismo promotor
de transcripcién y ademas presentan elementos reguladores que coordinan su expresion ante diferentes
estimulos. Asi, la "caja" SP1-GC promueve su actividad basal, y el elemento de respuesta a NF-kB
coordina la respuesta inducida por TNF-o. (Factor de Necrosis Tumoral: citocina implicada en el aumento
de los niveles de expresion de los genes relacionados con la respuesta inmune, los de clase | entre ellos).
La existencia de elementos reguladores comunes entre los genes HLA de clase I, genes TAP y LMP
apunta a un mecanismo regulador compartido del aumento de expresion de genes de clase I con los
implicados en su transporte. En este contexto, se ha comprobado que al igual que TAP y las proteinas de
clase I, la expresiéon de LMP2 y LMP7 es inducible por la citocina antiviral Interferén-y (Singer y
Maguire 1990; Belich y col. 1994; Friih y col. 1994; Groettrup y col. 1996).
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6.3. Estructura génica de los antigenos HLA de clase Il

La correspondencia entre los exones de los genes de clase 11 y los dominios estructurales de la
proteina madura a la que dan lugar es casi perfecta. En la figura 14 se esquematizan los genes Ay B que
codifican respectivamente para las cadenas a. y B de los antigenos de clase Il.

Las cadenas a. se sintetizan a partir de genes A de 5 exones que incluyen laregion 5'UT, el exon 1
que codifica para el péptido lider, los exones 2 y 3 lo hacen para los dominios a1 y a2 respectivamente,
el ex6n 4 da lugar al péptido conector, la region transmembrana y el dominio citoplasmatico. La region
3'UT es codificada en parte por el exén 4 y el resto por el exon 5.

Los genes que dan lugar a las cadenas B estan constituidos por 6 exones. El péptido lider esta
codificado por un exén, dos exones para

los dominios de proteina Bl y B2, un GEN A

cuarto exon para el péptido conector, el Bl E2 B3 B4 ES
dominio transmembrana y parte del | L FO=T—{"TF————
Tm

dominio citoplasmaético, y el resto de este Cadena ¢ [CI&TT&II 3 Ut

dominio estéa originado por al menos dos

xones mas, si bien esto dltimo varia en GENB c
exones mas, si bien esto Gltimo varia e El - B3 FA ES E6
las diferentes subregiones. ] [ 1 1 r
El tamafio de los intrones es muy T%
. . . . Cadena '
variable. EI mas grande, que mide varias B 3T
Kb, es el intrdn 1 que separa los exones 1 Cit

y 2 de los genes A. En los genes B,

también es muy grande el intrén 2, entre

los exones 2 y 3. El intrén més pequefio
encontrado en los genes de clase 11 es el intrén 3 del gen DNA, con un tamafio de 180 pares de bases (pb).

6.4. Regiones reguladoras de los genes de clase Il

La secuenciacion y andlisis de mutaciones del DNA de la regién 5' flanqueante de los genes de
clase Il ha permitido identificar toda una serie de motivos altamente conservados responsables de la
regulacidn de estos genes. Se han descrito al menos cuatro regiones que controlan su expresion de manera
constitutiva y son los denominados Elementos Reguladores en cis o "cis-acting elements": las cajas (o
box) W/ZIS; las cajas X1, X2 e Y (Figura 15), que son responsables de la mayoria de los aspectos
reguladores que conciernen a los genes de clase .

- caja Y. Se localiza entre 40-160 pb del lugar de inicio de la transcripcién. Contiene una
secuencia CCAAT inversa. A esta caja se une el complejo proteico heterotrimérico denominado NF-Y
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REGION 5'UT PROMOTORA

Figura 15. Regulacion de la transcripcion de los genes HLA de clase
1.

que es un
regulador positivo (Sinhay col. 1995; Ronchi y col. 1995) y el factor YB-1 que parece modular el efecto
inductor del Interferon-y (IFN-y). (Ting y col. 1994).
- region X. Comprende dos elementos reguladores solapantes:
* - un motivo de 14 pb denominado caja X1 al cual se une el factor proteico RFX (Reith y
col. 1988).
*- caja X2 de 7-8 pb. Muestra homologia con los CRE [Elementos de Respuesta a AMP-
Ciclico (AMPc)]. A ella se une el factor proteico X2BP (X2 Binding Protein) (Hasagawa y
Boss 1991). Los factores RFX y X2BP cooperan y se unen estrechamente a las cajas X y
ambos confieren estabilidad al complejo DNA-proteina formado (Moreno y col. 1995).
- region de cajas W. Se localiza en las 30-40 pb anteriores a la caja X. Contiene los subelementos
Z y S. Parece ser que esta caja induce la transcripcion mediada por INF-y (Vilen y col. 1992).
Posteriormente se ha descrito que el subelemento S une el factor RFX (Jabrane-Ferrat y col. 1996).
Ademas de estos motivos que parecen estar presentes en todos los promotores de los genes de
clase Il, existen otros de distribucién mas variable presentes solamente en algunos genes:
- La"TATA box" presente en el gen DRA (Matsushima y col. 1992).
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- "V box", elemento silenciador encontrado en el gen DRA.
- "Elemento J". Podria ser un elemento de respuesta a INF-y en los genes DRB1, DPAly DQB1
(Louisy col. 1993).

El descubrimiento de un nuevo factor regulador de la transcripcion denominado CIITA (del
inglés, MHC Class Il TransActivator), ha abierto una nueva via en la comprension del mecanismo de
regulacion de estos genes (Chang y col. 1994). Este factor no se uniria al DNA sino que podria funcionar
como coactivador imprescindible para la regulacion general de la expresion de las moléculas de clase 11.
También regularia la expresion de los genes DM y de la Cadena Invariante implicados en el
procesamiento antigénico (Chang y Flavell 1995). Recientemente, se ha comprobado que también
interviene en el control de la transcripcion de los genes de clase | (Gobin y col. 1998). A diferencia de los
factores RFX, X2BP y NF-Y que aparecen de manera ubicua en todos los tejidos, la proteina CIITA
solamente se ha encontrado en células que expresan genes de clase Il sugiriendo que seria el factor
limitante en la regulacion de estos genes (Chang y col. 1994; Steimley y col. 1994). La regulaciéon de la
expresion de los proteinas codificadas por los genes de clase Il también se efectla a nivel post-
transcripcional. Se han descrito al menos dos proteinas que interaccionan con las regiones 3'UT no
traducidas del mMRNA de HLA-DRA (Pozzo y col. 1994). Esta interaccidn parece condicionar la cantidad
de mensajero que se traduce a proteina.

7. FUNCION DE LAS MOLECULAS HLA

7.1. Presentacion antigénica de las moléculas HLA de clase |

Las moléculas de clase | acttan como receptores de péptidos enddgenos, propios normales y
alterados (tumorales), y virales, para hacerlos accesibles a la deteccién por las células T que llevan en su
superficie celular el marcador CD8+ (mayoritariamente linfocitos citotdxicos), aunque las células
presentadoras de antigeno también pueden presentar péptidos procedentes de proteinas exégenas para ser
reconocidas por el mismo tipo de linfocitos T (Kovacsovics-Bankowski y Rock 1995; Norbury y col.
1995).

Las funciones de union de péptidos y presentacion implican que cada molécula de clase | puede
formar complejos con un amplio espectro de péptidos, sin embargo cada una de ellas une un grupo
determinado, lo cual indica que estas moléculas presentan selectividad alelo-especifica (Falk y col. 1991).
La estructura cristalina de la molécula HLA con el péptido unido ha revelado cémo un Unico producto
alélico puede unir un extenso panel de péptidos con alta afinidad (Madden y col. 1995).

El tamafio adecuado de estos péptidos es de 8 a 11 aas (Falk y col. 1991; Latron y col. 1992;
Rammensee y col. 1993) y sus extremos carboxilo y amino terminales estan fuertemente fijados al borde
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de la hendidura (Madden y col. 1995), a diferencia de los péptidos para clase 11 en los que son los aas
centrales los que interaccionan con la valva. Practicamente, el Gnico requerimiento imprescindible para
que el péptido se adapte bien a la valva es que el aminoécido carboxi terminal sea hidrofébico o cargado
(Rammensee y col. 1993), permitiéndose casi cualquier aminoacido excepto prolina y probablemente
glicina (Momburg 1994). Las cadenas laterales de los residuos aminoacidicos P1, P2, P3, P6, P7 y P9
interactdan con los bolsillos A, B, D, C, E y F respectivamente (ver Figura 6) (Maddeny col. 1992; Falk
y col. 1991). Para péptidos mas largos de 9 aas, los extremos se adaptan a los bolsillos Ay F, y los demas
se curvan hacia fuera de la valva. Las interacciones entre los bolsillos y los aas ancla estdn mediadas por
puentes de hidrégeno (Matsumura y col. 1992).

La arquitectura de la valva permite que sus residuos interaccionen con el péptido y puedan
adoptar conformaciones opcionales para mejorar esta unién (Matsumuray col. 1992). Ademas, la mayor
parte de estas interacciones confieren estabilidad a la molécula y al péptido, y los hacen més accesibles al
contacto con el TcR de la célula T (Zhang y col. 1992).

Como ya se ha comentado, la inmensa mayoria de los péptidos presentados por las moléculas de
clase I son generados a partir de proteinas localizadas en el interior celular, las cuales son degradadas en
un organulo especial formado por un complejo protedsico ATP dependiente llamado PROTEASOMA
(Goldberg y Rock 1992; Koopmann 'y col. 1997).

El Gnico requerimiento especifico para que una proteina entre en el proteasoma de forma eficaz es
gue posea una cola de ubiquitina unida de forma covalente (Ciechanover 1994; Groettrup y col. 1996).

La implicacion de este complejo proteasico especifico en la presentacion antigénica fue sugerido
tras el hallazgo de dos subunidades, LMP2 y LMP7, cuyos genes mapean en el MHC (Glynne y col.
1991). Se ha demostrado que ambos, tras ser inducidos por INF-y, reemplazan a dos subunidades
constitutivas del proteasoma (Frih y col. 1994; Belich y col. 1994), de manera que orientan el
procesamiento hacia un patrén distinto, y probablemente especifico, de los requerimientos de las
moléculas HLA de clase | (Gaczynska y col. 1994).

El descubrimiento de otro activador inducible por INF-y (Realini y col. 1994) y que también
modifica la especificidad del proteasoma, el 11S-regulador o PA28 (subunidad que forma parte del
proteasoma), ha sugerido la posibilidad de que estos tres componentes -LMP2, LMP7 y PA28- sean los
responsables de los cambios especificos que sufre el proteasoma (Groettrup y col. 1995; Lehner y
Cresswell 1996).

Los péptidos generados en el citosol han de ser translocados a través de la membrana del reticulo
endoplasmético por los transportadores de péptidos TAP1y TAP2, translocacion dependiente de ATP. No
esta claro si los péptidos, una vez en el lumen del reticulo, sufren un procesamiento proteolitico afiadido
(Koopmann y col. 1997). La molécula HLA de clase | madura consta de tres componentes: las dos
cadenas polipeptidicas (cadena pesada a y la p2-m) y el péptido. Al igual que todas las proteinas, en la
mayoria de los organulos, sufre plegamientos y ensamblajes facilitados, y en parte controlados, por las
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denominadas chaperonas. Las chaperonas se caracterizan por la falta de especificidad de sustrato, el bajo
namero de recambio (turnover) y por no catalizar reacciones de plegamiento especificas. Basicamente
parecen uniry estabilizar la conformacidn "no nativa" de las proteinas impidiendo su agregacion (Melnick
y Argon 1995). Entre ellas los miembros de las familias de las "heat shock proteins", hsp60 y hsp70, que
pertenecen a las llamadas “proteinas inducibles por estrés" (stress-induced proteins). EI modelo de
ensamblaje propuesto para las moléculas HLA de clase | (Koopmanny col. 1997) implica toda una serie
de interacciones sucesivas (Figura 16):

1. Lacadenapesada naciente se asocia principalmente a la proteina BiP (Binding Protein) o a la
calnexina (Vassilakos y col. 1996).

2. Launion de la B2-m promueve la liberacion de la calnexina, probablemente por un cambio
conformacional de la cadena o (Nossner y Parham 1995).

3. Mas tarde se forma un nuevo complejo constituido por la cadena a/p2-m al que se unen dos
nuevas chaperonas, la calreticulina y la tapasina, y posteriormente el heterodimero
TAP1/TAP2 (Sadasivan y col. 1996).

4. Una vez formado este complejo, la molécula de clase | es cargada con el péptido
proporcionado por TAP1/TAP2, adquiere la conformacion madura, se libera y es transportado
hacia la membrana celular a través del cis- y trans-Golgi siguiendo la ruta secretora (Carreno

y col. 1995).

Eduardo Gémez Casado



Introduccion 30

7.2. Presentacion antigénica de las moléculas HLA de clase Il

Las moléculas de clase Il unen un grupo heterogéneo de péptidos procedentes en su mayor parte
del exterior celular y se encargan de "exponerlos" en la superficie de las células presentadoras de
antigenos (linfocitos B, células dendriticas y macrofagos) para ser "inspeccionados™ por el TcR de los
linfocitos T CD4+ (generalmente cooperadores). La mayor parte de los péptidos presentados por las
moléculas de clase Il provienen de la degradacion endocitica de proteinas exdgenas o bien, en menor
medida, de proteinas enddgenas que acceden a los endosomas (Figura 17).

El ensamblaje de la molécula de clase Il con el péptido ocurre en unos compartimentos acidicos
especiales llamados MIIC (del inglés, MHC Class Il Compartment) (Tulp y col. 1994; Pieters 1997).

La estructura fisica del antigeno de clase 1, asi como la ruta proteolitica seguida por las proteinas
cuyos péptidos van a ser presentados, hacen que el tamafio final de éstos varie de 12 a 25 aas (Sterny col.

MATRIZ EXTRACELULAR ﬂ{{@
A0 |
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PROTEINA IMP2,7 @ @ PEPTIDOS
J

d @%‘& GOLGI TAP 1 "" TAP 2
\/

@ HLA y Péptido
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TAP
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Figura 16. Via de procesamiento y presentacion antigénica para moléculas HLA de clase I.

Interaccion

1994; Rammensee y col. 1995).

Mientras los péptidos se estan formando, las cadena . y B de los antigenos HLA de clase 11 son
sintetizados en el reticulo endoplasmatico e inmediatamente el heterodimero naciente se asocia a la
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cadena invariante, li (proteina de membrana de tipo Il invertida). La cadena invariante, ademas de ayudar
al ensamblaje de las cadenas a/B también bloquea la hendidura del heterodimero impidiendo la unién de
péptidos en el reticulo endoplasmico. La unién estd mediada por la proteina BiP y la calnexina (Marks y
col. 1995) ademas de otras chaperonas que ayudan a la estabilizacién y ensamblaje correcto de complejos
nonaméricos (o/B)31i3 (Roche y col. 1991; Cresswell 1994). Estos complejos son rapidamente exportados
hacia los compartimentos endociticos a través del aparato de Golgi guiados por las sefiales de la cola
citoplasmatica de la cadena invariante (Pieters y col. 1993). Cuando el complejo nonamérico entra en el
endosoma la cadena invariante sufre una proteolisis secuencial, mediada por proteasas, catepsinas entre
ellas, que la reducira a un pequefio péptido de unos 20 aas denominado CLIP (del inglés, Class Il
Associated li Peptide) y que ocupara la hendidura (Ghosh y col. 1995). En este proceso es cuando los
complejos nonaméricos se disocian en dimeros /B y es cuando entra en juego otro heterodimero,
DMA/DMB, que actlia como catalizador que promueve la separacion del CLIP y la unién del péptido
antigénico, reaccién favorecida por el pH acido del compartimento MIIC (Denzin y Cresswell 1995;
Sloany col. 1995). Sin embargo, el mecanismo exacto de este intercambio, asi como el sustrato sobre el
que actda la molécula HLA-DM permanecen todavia poco claros.

7.3. Seleccién del repertorio de linfocitos T

La presentacion de péptidos en el contexto de las moléculas HLA de clase | y Il es esencial
durante la seleccion del repertorio Gtil de los linfocitos T en el timo. Cada timocito genera por
reordenamiento un TcRap (0 y3) Unico y probablemente irrepetible. Inicialmente, se produce una
seleccidn positiva rescatando aquellos timocitos con reordenamientos funcionales de los TcR, que son
capaces de reconocer a las moléculas HLA con un péptido. Posteriormente, puesto que la especificidad de
cada TcR ya no cambiara mediante maduracion de su afinidad, se desarrolla una seleccion negativa para
eliminar aquellos timocitos que pudieran convertirse en linfocitos autorreactivos, y lo hace segun la
afinidad de estos TcRs por las moléculas HLA de clase 1 y 1l con péptidos propios unidos. Los timocitos
cuyo TcR posean una afinidad muy elevada o muy baja seran seleccionados negativamente (apoptosis),
quedando aquellos timocitos con afinidad media-baja por los péptidos propios.

8. CARACTERISTICAS DEL SISTEMA HLA

8.1. Polimorfismo del sistema HLA

El sistema HLA presenta un enorme polimorfismo en los genes cuyas proteinas participan en la
presentacion antigénica: genes HLA de clase | clésicos (A, By C) y de clase Il (DR, DQ y DP). Esta
caracteristica implica que dos individuos, sin ser parientes, tengan muy pocas probabilidades de ser HLA
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idénticos.

8.1.1. Polimorfismo serolégico

El polimorfismo del sistema HLA se detecto inicialmente mediante técnicas serologicas (Terasaki
y McClelland 1964; Mittal y col. 1968; Danilovs y col. 1980), que consisten en ensayos de
linfocitotoxicidad por anticuerpos mediada por complemento. Por tanto, es necesario disponer de
anticuerpos monoclonales o policlonales (menos frecuentes actualmente) para reconocer un antigeno
HLA en diferentes laboratorios. Las nuevas especificidades son revisadas cada cuatro afios de forma
oficial en los Talleres Internacionales de Histocompatibilidad por el Comité de Nomenclatura de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En el dltimo Taller Internacional de Histocompatibilidad
(Paris, 1996) se reconocieron oficialmente 28 especificidades de la serie A, 61 para la serie B, 10 de la
serie C, 24 de la serie DR, 9 de la serie DQ y 6 para HLA-DP (Bodmer y col. 1997a) (Tabla 1).

8.1.2. Polimorfismo genético

Este se ha incrementado de forma exponencial respecto al detectado por técnicas seroldgicas. El
descubrimiento y aplicacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain
Reaction, Saiki y col. 1985), ha permitido desarrollar nuevas técnicas moleculares de caracterizacion del
polimorfismo genético de los alelos HLA de clase | y clase Il: amplificacion e hibridacion con
oligosondas especificas de alelo o grupos de alelos (oligotipaje directo y reverso), y la secuenciacion de
DNA gendmico y cDNA. En el dltimo Taller Internacional de Histocompatibilidad (Paris, 1996) se
reconocieron oficialmente 98 alelos para el locus A, 212 para el locus B, 195 para el locus DRB1, 19 para
el locus DQAL, 35 para el locus DQB1, 10 para el locus DPAly 77 para el locus DPB1 (ver Tablas 2 y
3) (Bodmer y col. 1997a). Hasta Julio de 2001 se han reconocido oficialmente los siguientes alelos
(http://www.anthonynolan.com/HIG):

HLA de clase | HLA de clase 11
Loci N° de alelos Loci N° de alelos

A 225 DRA 2

B 444 DRB 358

C 111 DQA1 22

E 6 DQB1 47

F 1 DPA1 20

G 15 DPB1 96
DMA
DMB 6

Debido a la gran cantidad de polimorfismos diferentes encontrados, el Comité de Nomenclatura
revisa y publica mensualmente los nuevos alelos, asi como los alelos que confirman los ya existentes.
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Los genes de clase | clasicos presentan la variabilidad genética fundamentalmente en los exones 2
y 3, que codifican respectivamente para los dominios ol y a2 de la molécula. Por su parte, los genes B de
clase 11 (DPB, DQB y DRB) localizan la variabilidad genética principalmente en el ex6n 2 y de manera
similar ocurre para los genes A de clase 11 (DPA1, DQAL, DRA).

Tabla 1. Nomenclatura de las variantes polimoérficas determinadas por técnicas seroldgicas de los
antigenos HLA de clase | y Il (Bodmer y col. 1997a).

HLA-A HLA-B HLA-C
Al A28 B5 B40 B59 cwl
A2 A29(19) B7 B4005  B60(40) cw2
A0203  A30(19) B703 B41 B61(40) cw3
A210 A31(19) B8 B42 B62(15) cw4
A3 A32(19) B12 B44(12)  B63(15) cw5
A9 A33(19) B13 B45(12)  B64(14) Cw6
A10 A34(10) B14 B46 B65(14) cw7?
A1l A36 B15 B47 B67 cw8
A19 A43 B16 B48 B70 Cwow3)
A23(9)  A66(10) B17 B49(21)  B71(70) Cw10(w3)
A24(9)  AB8(28) B18 B50(21)  B72(70)
A2403  AB9(28) B21 B51(5)  B73
A25(10)  A74(19) B22 B5102  B75(15)
A26(10) A80 B27 B5103  B76(15)

B2708  B52(5)  B77(15)

B35 B53 B78

B37 B54(22) BS1

B38(16) B55(22)

B39 B56(22) Bw4

B3901  B57(17) Bwé
B3902  B58(17)

HLA-DR HLA-DQ  HLA-DP HLA-D

DR1 DR13(6) DQ1 DPw1 Dwl Dw14
DR103  DR14(6) DQ2 DPwW2 Dw2 Dw15
DR2 DR1403 DQ3 DPw3 Dw3 Dw16
DR3 DR1404 DQ4 DPw4 Dw4 DW17(w7)
DR4 DR15(2) DQ5(1) DPW5 Dw5 Dw18(w6)
DR5 DR16(2) DQ6(1) DPwW6 Dw6 Dw19(w6)
DR6 DR17(3) DQ7(3) Dw7 Dw20
DR7 DR18(3) DQ8(3) Dw8 Dw21
DR8 DQI(3) Dw9 Dw22
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DR9 DR51 Dw10 Dw23
DR10 DR52 Dwll(w7) Dw24
DR11(5) DR53 Dw12 Dw25
DR12(5) Dw13 Dw26

Los antigenos que llevan a continuacion otro nimero entre paréntesis son un subtipo del antigeno entre paréntesis.
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Tabla 2. Nomenclatura de las variantes alélicas determinadas por técnicas de secuenciacion del exén 2y
3 del gen que codifica la cadena o de los antigenos HLA de clase | (Bodmer y col. 1997a).

HLA-A HLA-B HLA-C
A*0101 A*2414 B*07021 B*1529 B*3519 B*4406 B*67011 Cw*0102
A*0102 A*2501 B*07022 B*1530 B*3520 B*4407 B*67012 Cw*0103
A*0103 A*2502 B*07023 B*1531 B*3701 B*4408 B*7301  Cw*02021
A*0104N A*2601 B*0703 B*1532 B*3702 B*4409 B*7801  Cw*02022
A*02011 A*2602 B*0704 B*1533 B*3801 B*4410 B*78021 Cw*02023
A*0202 A*2603 B*0705 B*1534 B*38021  B*4501 B*78022 Cw*02024
A*0203 A*2604 B*0706 B*1535 B*38022  B*4601 B*8101  Cw*0302
A*0204 A*2605 B*0707 B*1536 B*39011  B*4701 B*8102  Cw*03031
A*0205 A*2606 B*0708 B*1537 B*39013  B*4702 Cw*03041
A*0206 A*2607 B*0801 B*1538 B*39021  B*4703 Cw*03042
A*0207 A*2608 B*0802 B*1539 B*39022  B*4801 Cw*04011
A*0208 A*2609 B*0803 B*1540 B*3903 B*4802 Cw*04012
A*0209 A*2610 B*0804 B*1541 B*3904 B*4803 Cw*0402
A*0210 A*2611IN  B*0805 B*1801 B*3905 B*4901 Cw*0403
A*0211 A*2901 B*1301 B*1802 B*39061  B*5001 Cw*0404
A*0212 A*2902 B*1302 B*1803 B*39062  B*5002 Cw*0501
A*0213 A*2903 B*1303 B*1804 B*3907 B*51011 Cw*0602
A*0214 A*3001 B*1304 B*1805 B*3908 B*51012 Cw*0701
A*0215N A*3002 B*1401 B*2701 B*3909 B*51021 Cw*0702
A*0216 A*3003 B*1402 B*2701 B*3910 B*51022 Cw*0703
A*02171 A*3004 B*1403 B*2702 B*3911 B*5103 Cw*0704
A*02172 A*3006 B*1404 B*2703 B*3912 B*5104 Cw*0705
A*0218 A*31012  B*1405 B*2704 B*40011  B*5105 Cw*0706
A*0219 A*3201 B*1501 B*27052 B*40012  B*5106 Cw*0707
A*0220 A*3202 B*1502 B*27053 B*4002 B*5107 Cw*0708
A*0221 A*3301 B*1503 B*2706 B*4003 B*5108 Cw*0801
A*0222 A*3303 B*1504 B*2707 B*4004 B*5109 Cw*0802
A*0224 A*3401 B*1505 B*2708 B*4005 B*5110 Cw*0803
A*0225 A*3402 B*1506 B*2709 B*4006 B*5111N Cw*0804
A*0226 A*3601 B*1507 B*2710 B*4007 B*52011 Cw*12021
A*0301 A*4301 B*1508 B*2711 B*4008 B*52012 Cw*12022
A*0302 A*6601 B*1509 B*2712 B*4009 B*5301 Cw*1203
A*0303N A*6602 B*1510 B*3501 B*4010 B*5302 Cw*12041
A*0304 A*6603 B*1511 B*3502 B*4011 B*5401 Cw*12042
A*1101 A*68011 B*1512 B*3503 B*4012 B*5501 Cw*1205
A*1102 A*68012 B*1513 B*3504 B*4013 B*5502 Cw*1301
A*1103 A*6802 B*1514 B*3505 B*4014 B*5503 Cw*14021
A*1104 A*68031  B*1515 B*3506 B*4015 B*5504 Cw*1403
A*2301 A*68032 B*1516 B*3507 B*4016 B*5505 Cw*1502
A*240210 A*6804 B*1517 B*3508 B*4017 B*5506 Cw*1503
A*240210L A*6805 B*1518 B*35091 B*4018 B*5601 Cw*1504
A*2403 A*6806 B*1519 B*35092 B*4101 B*5602 Cw*15051
A*2404 A*6901 B*1520 B*3510 B*4102 B*5603 Cw*15052
A*2405 A*7401 B*1521 B*3511 B*4103 B*5604 Cw*1506
A*2406 A*7402 B*1522 B*3512 B*4201 B*5701 Cw*1601
A*2407 A*7403 B*1523 B*3513 B*4202 B*5702 Cw*1602
A*2408 A*8001 B*1524 B*3514 B*4402 B*5703 Cw*16041
A*2409 B*1525 B*3515 B*44031  B*5704 Cw*1701
A*2410 B*1526N B*3516 B*44032  B*5801 Cw*1702
A*2411N B*1527 B*3517 B*4404 B*5802 Cw*1801
A*2413 B*1528 B*3518 B*4405 B*5901 Cw*1802
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Tabla 3. Nomenclatura de las variantes alélicas determinadas por técnicas de secuenciacion del exén 2 de
los genes que codifican para las cadenas o y B de los antigenos HLA de clase Il (Bodmer y col. 1997a).

HLA-DRA

HLA-DRB1

DRA*0101
DRA*0102

DRB1*0101
DRB1*01021
DRB1*01022
DRB1*0103
DRB1*0104
DRB1*03011
DRB1*03012
DRB1*03021
DRB1*03022
DRB1*0303
DRB1*0304
DRB1*0305
DRB1*0306
DRB1*0307
DRB1*0308
DRB1*0309
DRB1*0310
DRB1*0311
DRB1*04011
DRB1*04012
DRB1*0402
DRB1*0403
DRB1*0404
DRB1*04051
DRB1*04052
DRB1*0406
DRB1*0407
DRB1*0408
DRB1*0409
DRB1*0410
DRB1*0411
DRB1*0412
DRB1*0413

DRB1*0414
DRB1*0415
DRB1*0416
DRB1*0417
DRB1*0418
DRB1*0419
DRB1*0420
DRB1*0421
DRB1*0422
DRB1*0423
DRB1*0424
DRB1*0425
DRB1*0426
DRB1*0427
DRB1*0701
DRB1*0703
DRB1*0801
DRB1*08021
DRB1*08022
DRB1*08032
DRB1*08041
DRB1*08042
DRB1*08043
DRB1*0805
DRB1*0806
DRB1*0807
DRB1*0808
DRB1*0809
DRB1*0810
DRB1*0811
DRB1*0812
DRB1*0813
DRB1*0814

DRB1*0815
DRB1*0816
DRB1*0817
DRB1*0818
DRB1*0819
DRB1*09012
DRB1*1001
DRB1*11011
DRB1*11012
DRB1*11013
DRB1*1102
DRB1*1103
DRB1*11041
DRB1*11042
DRB1*1105
DRB1*1106
DRB1*1107
DRB1*1108
DRB1*1109
DRB1*1110
DRB1*1112
DRB1*1113
DRB1*1114
DRB1*1115
DRB1*1116
DRB1*1117
DRB1*1118
DRB1*1119
DRB1*1120
DRB1*1121
DRB1*1122
DRB1*1123
DRB1*1124

DRB1*1125
DRB1*1126
DRB1*1127
DRB1*1128
DRB1*1129
DRB1*1130
DRB1*1131
DRB1*1201
DRB1*12021
DRB1*12022
DRB1*12032
DRB1*1204
DRB1*1205
DRB1*1301
DRB1*1302
DRB1*13031
DRB1*13032
DRB1*1304
DRB1*1305
DRB1*1306
DRB1*13071
DRB1*1308
DRB1*1309
DRB1*1310
DRB1*1311
DRB1*1312
DRB1*1313
DRB1*1314
DRB1*1315
DRB1*1316
DRB1*1317
DRB1*1318
DRB1*1319

DRB1*1320
DRB1*1321
DRB1*1322
DRB1*1323
DRB1*1324
DRB1*1325
DRB1*1326
DRB1*1327
DRB1*1328
DRB1*1329
DRB1*1330
DRB1*1331
DRB1*1332
DRB1*1333
DRB1*1401
DRB1*1402
DRB1*1403
DRB1*1404
DRB1*1405
DRB1*1406
DRB1*1407
DRB1*1408
DRB1*1409
DRB1*1410
DRB1*1411
DRB1*1412
DRB1*1413
DRB1*1414
DRB1*1415
DRB1*1416
DRB1*1417
DRB1*1418
DRB1*1419

DRB1*1420
DRB1*1421
DRB1*1422
DRB1*1423
DRB1*1424
DRB1*1425
DRB1*1426
DRB1*1427
DRB1*1428
DRB1*1429
DRB1*1430
DRB1*1431
DRB1*15011
DRB1*15012
DRB1*15021
DRB1*15022
DRB1*15023
DRB1*1503
DRB1*1504
DRB1*1505
DRB1*1506
DRB1*16011
DRB1*16012
DRB1*16021
DRB1*16022
DRB1*1603
DRB1*1604
DRB1*1605
DRB1*1607
DRB1*1608

HLA-DQAL

HLA-DQB1

DQA1*0101
DQA1*01021
DQA1*01022
DQAL1*0103
DQAL1*0104
DQA1*0105
DQA1*0201
DQA1*03011
DQA1*0302

DQA1*0303
DQA1*0401
DQA1*05011
DQA1*05012
DQA1*05013
DQA1*0502
DQA1*0503
DQAL1*0504
DQA1*06011
DQA1*06012

DQB1*0501
DQB1*0502
DQB1*05031
DQB1*05032
DQB1*0504
DQB1*06011
DQB1*06012
DQB1*06013
DQB1*0602

DQB1*0603
DQB1*0604
DQB1*06051
DQB1*06052
DQB1*0606
DQB1*0607
DQB1*0608
DQB1*0609
DQB1*0610

DQB1*0611
DQB1*0612
DQB1*0613
DQB1*0614
DQB1*0201
DQB1*0202
DQB1*0203
DQB1*03011
DQB1*03012

DQB1*0302
DQB1*03032
DQB1*0304
DQB1*0305
DQB1*0306
DQB1*0307
DQB1*0401
DQB1*0402
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8.1.3. Nomenclatura

Siguiendo la nomenclatura establecida por la OMS, los alelos de clase I se definen por la letra A,
B o C (en funcioén de su loci genético HLA) seguido de una serie de nimeros, y en ocasiones de una letra
(Tabla 2). Los dos primeros nimeros definen la especificidad seroldgica cuando ha sido identificado con
un anticuerpo, o en su defecto, definen la familia con la que posee mayor homologia de secuencia de
DNA. Los dos nimeros siguientes indican el alelo dentro de esa familia y se asigna por orden cronoldgico
consecutivo. Existe un quinto digito para aquellos alelos con cambios en la secuencia primaria de DNA
(normalmente en la tercera base de uno 0 mas codones) que no producen cambio en la proteina codificada
(por ejemplo, B*39061 y B*39062). También se han identificado alelos que no se expresan (nulos o en
inglés “Null”) y que se nombran incluyendo la letra N como altimo caracter en el nombre del alelo (por
ejemplo, A*0215N).

Los alelos de clase Il siguen las mismas reglas de nomenclatura genética, se definen por la letras
de la subregion (DR, DQ, DP) seguidos de A o B para indicar que codifican respectivamente para la
cadena o 0 P. Después un namero que indica la version del gen, y por altimo los caracteres
alfanumeéricos, por ejemplo, DRA1*0101-DRB1*03011 (Tabla 3). A diferencia de clase I, paraclase Il no
existe una correlacion légica entre la nomenclatura genética y la seroldgica, puesto que ambos genes, A
(alfa) y B (beta), son polimérficos (excepto DRA). Asi, el antigeno DQ5 (variante de DQ1) esta
codificado a nivel genético por los loci DQA1*0102 y DQB1*0602.

La OMS ha decidido asignar solamente nombre oficial a aquellos patrones de reaccion
seroldgicos que correlacionen con secuencias de DNA, ya que puede haber patrones de reaccién cruzada
entre diferentes antigenos por compartir determinados epitopos.

8.1.4. Implicaciones funcionales y evolutivas del polimorfismo HLA
De forma general, las fuerzas que impulsan la evolucion natural pueden resumirse en dos:
1) Variabilidad genética: genera diferentes variantes en el material genético a través de
mecanismos como:
a) Sustituciones: cambio de un nucleétido por otro.
b) Deleciones y duplicaciones: cambios en el nimero de genes y/o nimero de
nucleotidos dentro de un gen.
c) Inversionesy translocaciones: cambios en la situacion y orientacion de los genes en el
cromosoma.
d) Fusiones, fisiones, aneuploidias, haploidias y poliploidias: cambios en el nimero de
Cromosomas.
2) Seleccion natural: las variantes naturales mas ventajosas se seleccionan frente a las que

peor cumplen su funcion.
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La existencia de este elevado polimorfismo en los genes de clase | (clasicos) y de clase II, se
encuentra en estrecha relacion con la funcion inmune de las proteinas que codifican. Entre los
mecanismos que dirigen la variabilidad genética de los genes HLA se encuentran las recombinaciones no
homologas, conversiones génicas y deleciones. Sin embargo, estos mecanismos no son exclusivos de los
genes HLA (y MHC en general). De la multitud de alelos que se generan con estos mecanismos (y quiza
otros), tnicamente observamos aquellos que se seleccionan y puedan mejorar, 0 al menos no empeorar, e
incluso ampliar la respuesta inmune respecto a un repertorio de antigenos.

8.2. Desequilibrio de ligamiento del sistema HLA

8.2.1. Definicion de haplotipo

El término haplotipo fue introducido por Ceppellini y colaboradores (1967) para describir “la
combinacidn de determinantes antigénicos individuales que son controlados positivamente por un alelo”.
A pesar de su definicién original, actualmente nos podemos referir al término haplotipo como “una
combinacién de alelos de loci estrechamente ligados en un mismo cromosoma, que poseen afinidad
funcional, y que se observan en mayor frecuencia de lo que cabria esperar del producto de sus frecuencias
génicas”.

En un caso hipotético, el haplotipo mas simple consiste en dos loci cercanos (1 y 2) con dos alelos
cada uno (12, 1°, 22y 2°). En el doble heterocigoto 132%/1°2°, la combinacién 1222 es el haplotipo Ay la
combinacion 1° 2° es el haplotipo B.

En un caso menos simple, como es el sistema HLA, un haplotipo mas complejo podria estar
formado por varios loci de un cromosoma denominandose haplotipo extendido, en el que incluso pueden
aparecer genes muy ligados pero sin relacion funcional.

8.2.2. Desequilibrio de ligamiento

Con el nimero de alelos identificados para cada uno de los loci genéticos HLA de clase | clasicos y
de clase 11, deberiamos observar en condiciones de equilibrio tantos haplotipos como el producto de su
namero de alelos. Teniendo Gnicamente en cuenta HLA-A (n=165) y HLA-B (n=327), resultarian 53.955
haplotipos HLA-A-B en condiciones de equilibrio. Obviamente, el nimero que se ha encontrado en las
diferentes poblaciones es mucho menor, y aunque no se hayan determinado todos los haplotipos
existentes, estos probablemente no alcanzan la cifra esperada.

Los estudios realizados sobre poblaciones muestran la presencia de ciertas combinaciones de alelos
(haplotipos) en mayor frecuencia de lo que se esperaria del producto de sus frecuencias génicas. Los
antigenos HLA-AL y -A3, por ejemplo, tienen cada uno en una poblacion frecuencias de 0.14, y los
antigenos HLA-B7 y -B8 presentan ambos una frecuencia de 0.10. Los haplotipos teéricos resultantes Al-
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B7, A1-B8, A3-B7 y A3-B8 deberian tener una frecuencia de 0.14 x 0.10=0.014. Sin embargo, las

frecuencias son las siguientes:

Haplotipo Frecuencia esperada Frecuencia observada Diferencia (A o D)

Al-B7 0.014 0.007 -0.007
Al-B8 0.014 0.048 +0.034
A3-B7 0.014 0.067 +0.053
A3-B8 0.014 0.002 -0.012

Este fendmeno se denomina desequilibrio de ligamiento (A o D) y representa la diferencia entre
las frecuencias haplotipicas observadas y esperadas.

Los haplotipos se pueden obtener de estudios en familias (Hiller y col. 1978) o ser calculadas del
estudio de poblacion no relacionada, siempre que el nimero sea representativo con el fin de cometer el
menor error posible.

8.2.3. Parametros que miden el desequilibrio de ligamiento

- A0 D, calculado a partir del test de x> mediante tablas de contingencia 2x2.

- D, desequilibrio de ligamiento normalizado que ajusta la influencia de las frecuencias alélicas
variables. D’ =D/Dmax, y Dmax = maximo D dadas las frecuencias alélicas. Fluctlaentre-1y +1.
Es Gtil en la comparacion de diferentes valores de D.

- DPA (del inglés, Disequilibrium Pattern Analysis); este proporciona el patrén de todos los
haplotipos bi-locus que comparten un alelo determinado.

8.2.4. Origen del desequilibrio de ligamiento
Se desconoce la razon de la existencia de haplotipos y su desequilibrio de ligamiento, pero se
podria explicar por dos causas distintas:

1) La presion selectiva, ya que se ha sugerido que ciertas combinaciones de alelos HLA de
diferentes loci podrian ser necesarias para el desarrollo de una respuesta inmune correcta a
patégenos concretos encontrados en una &rea geogréfica determinada, especialmente en
épocas con frecuentes epidemias.

2) El efecto fundador por el que determinada poblacion procedente de un lugar especifico se
establece en otro, modificando la base genética de la poblacidn existente en este Gltimo.
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9. APLICACIONES AL ESTUDIO DEL SISTEMA HLA

El descubrimiento de las moléculas HLA actuando como antigenos en una situacion artificial de

trasplante de tejidos, y el polimorfismo tan elevado que presentan este sistema genético ha permitido su
estudio aplicado a las siguientes disciplinas:
- Clinicas: la compatibilidad HLA es favorable en los trasplantes de rifién, donde la aceptacion del 6rgano
es funcion de la compatibilidad entre los antigenos HLA-B y -DR, segln se deduce de estudios
retrospectivos. La compatibilidad puede ser favorable en trasplantes de corazén, pulmon, intestino,
pancreas e incluso cérnea, mientras que en los trasplantes de higado existen estudios contradictorios.

La compatibilidad debe ser maxima cuando se trasplanta médula para evitar que se produzca el
rechazo llamado “injerto contra huésped”; un Gnico cambio de amino&cido entre dos alelos donante-
receptor es capaz de producir rechazo.

Por otra parte, existen muchos estudios que relacionan ciertas moléculas HLA, e incluso
determinadas secuencias de DNA, como factores de proteccidn y susceptibilidad a padecer enfermedades.
Se ha postulado que el mimetismo molecular entre ciertos patégenos y péptidos autélogos podria
desencadenar una respuesta especifica autoinmune.

- Legales: el elevado polimorfismo del sistema HLA permite realizar estudios de paternidad, ya que es
muy improbable que dos personas no relacionadas genéticamente posean los mismos antigenos HLA. Su
poder de discriminacion supera el de otros sistemas de proteinas.

- Evolutivas: el polimorfismo y el desequilibrio de ligamiento del sistema HLA sirven como herramienta
para relacionar filogenéticamente grupos poblacionales humanos, alelos y loci genéticos entre diferentes
especies.

10. EI SISTEMA HLA Y LA GENETICA COMPARADA DE POBLACIONES

En los ltimos afios, se han realizado un gran nimero de estudios genéticos para progresar en el
conocimiento de la historia y las migraciones de las distintas razas, correlacionando estos datos con
teorias antropoldgicas, linglisticas y de otras disciplinas. Muchos de estos estudios genéticos se han
basado en el sistema HLA.

El elevado polimorfismo y el desequilibrio de ligamiento del sistema HLA hacen que éste se haya
utilizado como "herramienta” para individualizar etnias e inferir su constitucion genética, sus
movimientos migratorios y establecer relaciones genéticas entre poblaciones (e individuos) desde el 1%
Taller Internacional HLA de Antropologia (Dausset y Colombani 1972), en los siete Talleres
Internacionales de Histocompatibilidad posteriores, y en multitud de publicaciones. En el 12°y Gltimo
Taller Internacional de Histocompatibilidad de 1996, se llevaron a cabo estudios genético-antropol6gicos
HLA sobre 128 poblaciones de todo el mundo, repartidas en regiones geograficas concretas (Bodmer y
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col. 1997h). El interés creciente junto con el desarrollo y estandarizacion de técnicas de genética
molecular para la determinacion de antigenos HLA de clase 11 y méas recientemente de clase | permite una
mayor accesibilidad a estos estudios, aunque no todos rinden resultados con el mismo nivel de
caracterizacion (seroldgico y genético) y son, por tanto, dificiles de comparar. La discriminacion del
sistema HLA se incrementa cuanto mayor sea la caracterizacion de los alelos en las poblaciones
comparadas. Ademas, el estudio conjunto de frecuencias HLA y otras de sistemas menos polimorficos
(ABO, MN, Rh, etc) tiende a homogeneizar las comparaciones realizadas restando fuerza de
discriminacion al sistema HLA (Martinez-Laso y col. 1995).

Las frecuencias de los alelos HLA correlacionan con la existencia o ausencia de flujo genético
entre poblaciones y este puede ser “medido”, puesto que sus caracteristicas HLA no se han diluido con el
tiempo, mediante el estudio de sus correspondientes distancias genéticas y la presencia de haplotipos
HLA con fuerte desequilibrio de ligamiento (Imanishiy col. 19923, b; Claytony Lonjou 1997). Estudios
realizados en la poblacion de San Sebastian muestran que los vascos son un aislado poblacional, no s6lo
cultural sino también genético, pero que mantiene muchas similitudes con los espafioles, portugueses y
argelinos segun sus perfiles HLA y la presencia de haplotipos extendidos HLA compartidos. (Arnaiz-
Villena y col. 1995, 1997; Martinez-Laso y col. 1995). Otro ejemplo, son las poblaciones nativas
americanas (Amerindios) que poseen un restringido espectro de antigenos HLA (p.e.: B15, B35, B39,
B40) respecto a los caucasoides, y cuyos subtipos alélicos sélo se han encontrado en estas poblaciones
(Gomez-Casado y col. 1997, 1999). Asimismo, las poblaciones orientales, caucasoides y negroides
muestran alelos HLA y diferencias en sus frecuencias que sirven como marcadores genéticos
poblacionales.
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Il. ANTECEDENTES ANTROPOLOGICOS, ARQUEOLOGICOS E
HISTORICOS DE CRETA

1. LA ISLA DE CRETA

La isla de Creta abarca 8.331 Km?y es la mayor de las islas griegas, y de todo el Mediterraneo. Su
capital Iraklio cuenta con mas de 100.000 habitantes, y Creta en su conjunto tiene alrededor de 520.000
habitantes. Administrativamente, la isla se divide en cuatro prefecturas; de Oeste a Este son Chania
(misma capital), Rethimnon (misma capital), Iraklio (misma capital) y Lassithi (capital Agios Nikolaos).

Se puede considerar a Creta como un pequefio continente por la variedad de su geografia, paisaje
y agricultura. Sus montes centrales superan los 2.400 m de altitud (Levka Ori, Ida). En el sur descienden
escarpados, formando duros acantilados, playas de piedra y golfos como el de Mesara. Por el contrario, en
el norte se forman suaves playas de arena con un clima més suave, razones por las que esta zona sea la
mas habitada, y con mejores infraestructuras y servicios.

El nombre de Creta debe tener un origen muy antiguo; los egipcios lo llamaban Keftin, los
hebreos Caftor, los babilonios Captara y los vascos Kritxa (que significa cigarra), insecto ubicuo en Creta.

2. ANTROPOLOGIA

No se han encontrado huesos del hombre paleolitico en la isla, pero en algunas cuevas como la de
Mianou parece haberse hallado restos arqueolégicos de finales de la época magdaleniense (McKenzie
1996) que duré el periodo entre 20.000-10.000 afios antes de Cristo (a. C.).

El hombre neolitico fue capaz de colonizar las islas del mar Egeo hacia el 7°-6° milenio, incluidas
aquellas que como Creta, distaban mas de cien kilémetros de Europa, doscientos de Asiay trescientos de
Africa. Las primeras huellas de los pobladores neoliticos se han encontrado en las cercanias del pueblo
montafiés de Magasa; los colonos aparentemente llegaron en galeras de muchos remos, parecidas a las
pintadas en Egipto de la época predinastica (antes del 2700 a.C.). Debajo del palacio de Cnosos se ve que
hay depositos neoliticos que podrian ser del 12.000 a. C., pero no hay indicios de una cultura neolitica
mas reciente que la de Magasa; por ello se puede deducir que la oleada de poblacién més antigua que
alcanzé Creta lleg6 con una forma de cultura desarrollada en otro lugar y, por tanto, con unos genes HLA
determinados.

La primera pregunta que ha asaltado a muchos investigadores es el origen de esta oleada de
emigrantes. Las respuestas que se han dado, son muy diversas, dependen de los estudiosos que las
argumentan. La hip6tesis con mayor nimero de seguidores sit(a el punto de partida de estos pioneros
navegantes, en las costas de Turquia. Desde alli seguirian la ruta de Rodas y la isla de Karpathos, una de
las més cortas para acceder en una via de primordial importancia a partir de la Edad de Bronce. Sir Arthur
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Evans, descubridor del palacio de Cnosos, propone un origen egipcio de la civilizacién cretense. Otras
hipdtesis van desde la aportacion de colonizadores europeos hasta influencias semiticas, amparandose en
referencias mitoldgicas, artisticas, comerciales, etc.

Estudios antropomeétricos realizados en craneos encontrados de la época Minoica (Edad de
Bronce, después de 3500 a.C. hacia 2600 a. C.) muestran que la mayor parte son dolicocéfalos, parecidos
a los Egipcios predinasticos, del Sur y Oeste de Europa y del Norte de Africa (McKenzie 1996). El resto
de créneos son braquicéfalos pertenecientes a individuos doricos y micénicos que invadieron laislaen la
mitad del segundo milenio a. C. Diversos estudios apuntan que "los cretenses de Minos pertenecian en su
mayoria a la raza blanca mediterranea, pero que estaba constituida por al menos dos grupos y sus hibridos
respectivos” (McKenzie 1996). Es decir, unos datos indicando la existencia de un lejano sustrato neolitico
del dolicocéfalo y un componente racial braquicéfalo menos numeroso.

Donald Mckenzie (1996) concluye en su estudio sobre los primeros pobladores de Creta que la
mayor parte de la poblacién era de origen norteafricano y subraya las similitudes religiosas de cretenses,
sumerios y egipcios. El dice: "una conclusidn que se puede sugerir es que varias secciones de la raza
mediterranea habrian adoptado antes de su migracion a &reas propicias para el asentamiento desde su
tierra natal en el norte de Africa, un sistema de creencias religiosas que estaban muy relacionados con su
modo de vida agricola".

3. LA CIVILIZACION MINOICA

Después del periodo neolitico (de 6100-2800 a. C), se sucedi6 en Creta el llamado periodo
minoico. Este a su vez comprendio el de los Primeros Palacios (1900-1700 a. C, destruidos) y el de los
Segundos Palacios (1700-1450 a. C.); los palacios reconstruidos fueron de nuevo destruidos por causas
poco claras, aunque probablemente relacionadas con las invasiones de pueblos griegos procedentes del
Peloponeso.

Es en el periodo de los Primeros Palacios de la civilizacién minoica cuando Creta alcanz6 una
influencia que se extendio hasta Egipto y Mesopotamia, donde se han hallado objetos minoicos. Segun
Herodoto y Tucidides, esta influencia, que alcanzaria su apogeo en la edad de bronce (2.000 a.C.), se
basaba en un verdadero imperio maritimo; esto ha sido avalado por los descubrimientos arqueoldgicos
que han tenido lugar en las islas del Mar Egeo (Melos, Cos, Rodas) y en las costas de Asia Menor
(Mileto, lasos). Es posible que el continente griego también posea restos arqueolégicos minoicos
(Micenos, Tirinto y Epidauro).

A finales del siglo pasado el etn6logo inglés Sir Arthur Evans, inicié una serie de excavaciones en
Creta, que no tardarian en poner al descubrimiento unos grandes edificios, aln no bien clasificados como
palacios, templos o simples centros administrativos. Se descubren al mismo tiempo delicadas ceramicas,
frescos, esculturas, objetos, que obligan a reconocer a la comunidad cientifica que se estaba desenterrando
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unagran cultura. Después de sucesivas campafias, Evans habia ido clasificando el numeroso conjunto de
piezas exhumadas, y muy en concreto unos sellos, joyas, y tablillas con inscripciones escritas (Faure
1984), encontrandose estas Ultimas también en otras islas del Mar Egeo como Lemnos y Paros (Figura
18).

De estas tablillas se puede deducir que al final del tercer milenio (a. C) los pobladores de Creta
poseian la escritura en forma de ideogramas o jeroglificos, como los que aparecen en le disco de Festos
(Figura 19). A esta escritura le sucedio el “Lineal A” utilizado en el periodo de los Segundos Palacios
(1700-1600 a. C).Otras tablillas encontradas (més numerosas) se clasificaron como de escritura “Lineal
B”, utilizadas por los primeros griegos llegados a Creta, que habrian adaptado el “Lineal A” a su cultura
para prosperar en Creta.

Los minoicos construyeron Cnosos, Festos y otros palacios, asi como mansiones o grandes casas
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Figura 18. Islas del Egeo (en negro) en las que se han encontrado los
textos minoicos mas importantes.

por toda la isla. El principal y también el mejor conocido es Cnosos (Figuras 20y 21), un enorme palacio
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Figura 19. Disco de Festos. Ambas caras del disco tienen
caracteres jeroglificos en espiral.

construido sobre 25.000 m? de suelo, con 1500 estancias y cuya excavacion y estudio inicié Sir Arthur
Evans, entre los afios 1900 y 1931, una labor que aun hoy se continda.

De los trabajos de Evans se deduce que la arquitectura general de aquellos palacios era muy
sofisticada, permitiendo incluso la absorcion de los movimientos sismicos frecuentes y la preservacion de
los frescos pintados mediante sistemas de humidificacién por capilaridad. El palacio contaba con una
elaborada y compleja red de saneamiento y aguas como no se conoce hasta entonces; en los almacenes
inferiores (con funcion de depositos del "estado"), se guardaban miles de vasijas y ceramicas con todo
tipo de productos, desde grano a aceite o vino, asi como la zona del tesoro, talleres diversos, etc. Y en los
varios kilémetros de pasillos y corredores, santuarios, salas del trono y dependencias, estaban los frescos,
figuras escultéricas de ceramica y vidrio, joyas, etc, lo cual compone uno de los legados mas antiguos y
completos llegados hasta nuestros dias, recogido la practica totalidad en el Museo de Iraklio, junto al
también importante legado de Festos y de otros palacios de la isla.

Creta alcanza el punto culminante de su sorprendente civilizacién. En sus ciudades y templos
florecen casi todas las artes: pintura, ceramica, joyeria, escultura, arquitectura, danza, musica,
representaciones de mitos, etc. Son los siglos donde se forjan las numerosas leyendas sobre el Laberinto,
el Nacimiento de Zeus y de su hijo Minos (Figura 21b), se construyen los grandes santuarios, se expande
el comercio en base a una agricultura con excedentes y una potente flota que encuentra los puertos de
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Europa, Africa y Asia.

Figura 21. Reconstruccion pictdrica del Palacio de Cnosos.
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Figura 21b. Trono del Rey Minos en su estado actual (Palacio de
Cnosos).

4. LOS PRE-MICENICOS: FIN DEL IMPERIO CRETENSE

Creta sufri6 la invasion pre-micénica procedente de Grecia hacia el afio 1.450 a. C., teniendo en
cuenta los sincronismos con otras culturas; ademas de la cronologia proporcionada por el hallazgo de
objetos egipcios en las ruinas excavadas, la datacion del carbono 14 indica fechas aproximadas. No
sabemos si esta llegada de guerreros promovi6 un flujo genético entre ambas poblaciones, fue motivo de
incendios, destrucciones, y matanzas generalizadas, o si la poblacion de la isla se someti6 facilmente a los
nuevos sefiores.

Aun cuando los aqueos (primeros griegos indoeuropeos) se establecieron en Creta, se hablaba por
los cretenses el Lineal A, segln se ve por las inscripciones que han sido encontradas en la parte oriental y
que pertenecen a fechas tan tardias como los siglos V1 'y V a. C. (Loyadu-Platonos y Marinatau 1985).

Homero dice que en su tiempo Creta estaba poblada con aproximadamente 100 ciudades y
existian 5 razas: pelasgos, etedcritas (los mas antiguos cretenses), los kidones, los aqueos y los dorios;
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estos Gltimos procederian de Macedonia segUn el escritor griego Herodoto (1989). Es sélo una suposicion
el que la mayoria de los habitantes perteneciesen a los verdaderos y méas antiguos cretenses, siguiendo la
dindmica de las invasiones, donde en general prevalecen los genes (y el nimero) de los invadidos.
Después de las catastrofes palaciales en el periodo de “los segundos palacios”(erupcién de Tera,
cerca de 1700 a.C.) y de la primera invasion en el periodo “post -palacial”’(1300 a. C.) de los aqueos,
quienes aprendieron la navegacion de los cretenses, el imperio maritimo de Creta fue destruido y
continuado por los micénicos (Hagg 1986) que tomaron el lenguaje Lineal Ay lo convirtieron en el
Lineal B. La influencia poblacional y genética de esta invasion y otras subsiguientes no esta
documentada, pero podria no haber sido grande (por lo dicho anteriormente acerca de los invasores).
Posteriormente, Creta queda al margen del resto de Grecia, ya que no participa en las guerras persas y se
mantiene neutral en la guerra del Peloponeso (Loyadu-Platonos y Marinatau 1985). Sin embargo, las
guerras internas son continuas y se hacen alianzas con Egipto y el norte de Africa (provincia Cirenaica),
habiéndose encontrado una presencia egipcia en el islote de Lefki (Sudeste de Creta) (Marchand 1994).

5. HISTORIA CONTEMPORANEA

Desde el siglo 111 Creta se convirtié en el refugio de la pirateria que asolaba el Mediterraneo. Fue
precisamente este hecho el que atrajo la atencion del Imperio Romano hacia Creta, quienes tomaron y
gobernaron Creta (69-330 d.C.) cuando la isla ya contaba con 300.000 habitantes. Tras la caida del
Imperio Romano, Creta se unié al Imperio bizantino (330-824 d. C.), evitando las invasiones barbaras del
norte. Sin embargo, en el siglo VII comienzan los ataques de los arabes, y en el siglo IX los arabes
sarracenos llegados de Espafia tomaron la isla, recuperada de nuevo por los bizantinos en 961 d.C. La
poblacién arabe (y por tanto los genes) que permanecié durante su invasién fue probablemente pequefia.

En el siglo XII se asientan en la isla colonos bizantinos adquiriendo un estatus aristocratico vy,
presumiblemente, evitando su mezcla (al menos genética) con los habitantes de Creta.

Creta fue regida durante cuatro siglos (1204 a 1669) por los venecianos y durante tres siglos
(1669-1898) por los turcos otomanos. Tras sucesivas revueltas de la poblacién cretense, las potencias
europeas impusieron al gobierno turco la concesién de un estatuto autonomo a Creta. En 1912, el
Parlamento de Creta se declar6 favorable a la unién con Grecia; tras la derrota turca en la primera guerra
balcéanica, el tratado de Londres decret6 la definitiva incorporacion de Creta a Grecia (1913). Creta fue
Base militar inglesa durante la 11 Guerra Mundial, en mayo de 1941 fue ocupada por 4.500 paracaidistas
alemanes (batalla de Creta), que permanecieron en la isla hasta mayo de 1944.
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6. ANTECEDENTES GENETICOS Y CULTURALES AL PRESENTE ESTUDIO

El estudio HLA de poblaciones iberas y norteafricanas (espafioles, argelinos, vascos y
portugueses) ha permitido establecer una relacién de cercania genética entre ellas y con otras del
mediterraneo occidental (talianos, sardos, etc) (Arnaiz-Villenay col. 1981, 1995, 1997; Martinez-Laso y
col. 1995). Sin embargo, se han estudiado en menor medida las relaciones entre poblaciones del
mediterraneo oriental, y de estas con las occidentales (Martinez-Laso y col. 1996).

De entre los resultados del 12° y altimo Taller Internacional de Histocompatibilidad (Clayton y
Lonjou 1997) se observo que los griegos presentan alelos HLA-DRB1 compartidos de manera casi-
especifica con poblaciones de Etiopia, Sudan y del oeste de Africa. Este punto fue pasado por alto en la
comunidad internacional, y tampoco se realizaron anélisis comparativos de una manera global con los
datos existentes. El estudio genético HLA de las poblaciones cretense y macedonia puede indicar la
presencia o ausencia de estos alelos DRB1 casi especificos en estas poblaciones, asi como determinar el
grado de emparentamiento con las poblaciones mediterraneas (tanto norteafricanas como caucasoides),
sub-saharianas y africanas occidentales.

Las relaciones histdricas entre cretenses y los primeros griegos micénicos (ya comentadas en
apartados anteriores) se remontan a 2000 a. C. Por otra parte, los macedonios fueron considerados por los
griegos cléasicos como "barbaros no griegos" y no pudieron participar en los Juegos Olimpicos (Villar
1996). El clésico griego Herodoto escribié que los macedonios eran dorios y nunca fueron admitidos en la
comunidad griega (Herodoto 1989). Los antiguos macedonios vivieron entre el norte de Grecia (Tesalia)
y Tracia en los Balcanes, y no hablaban griego. Bajo el reinado de Felipe Il (357-336 a.C.), los
macedonios lucharon contra los griegos derrotandoles finalmente. EI imperio Macedonio se extendid
desde la Peninsula Balcanica hasta el Himalaya, y al norte de Africa bajo el reinado de su hijo Alejandro
Magno.

Por otra parte, en la lingiistica se da un paso de gigante pues se consigue descifrar, a partir del
vasco, algunas antiguas lenguas pre-romanicas extintas como el ibérico-tartésico de la peninsula Ibéricay
el estrusco (Etruria, Italia), el Lineal A minoico, que sorprendentemente era muy similar a los anteriores y
también se consiguid descifrar a partir del vasco (Arnaiz-Villena y Alonso-Garcia 1998). La antigua
lengua macedonia (eslava en la actualidad) guarda similitudes con las mencionadas anteriormente. Amén
de las relaciones linglisticas, existian otras arqueoldgicas respecto a la cerdmica y domesticacion de
animales en estas culturas (Escacena-Carrasco 1996) y las antropoldgicas expuestas por McKenzie
(1996). Una vez establecidas las relaciones linglisticas, culturales e histéricas entre las poblaciones de
Creta y Macedonia con otras mediterraneas, y la validez del sistema de histocompatibilidad humano
(HLA) como herramienta para caracterizar individuos y poblaciones, se puede afrontar el presente estudio
de la genética historica de la poblacion actual de la isla de Creta; los resultados genéticos HLA pueden
ayudar a esclarecer o incluso modificar las relaciones historicas-prehistéricas de las poblaciones
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estudiadas.
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La antigua cultura minoica de Creta, junto con las previamente existentes en el resto del
mediterraneo, puede ser una de las bases principales de la cultura griega y por lo tanto de la
civilizacién occidental. Para estudiar la contribucion relativa de las diferentes poblaciones
mediterraneas al perfil genético HLA de la poblacion cretense actual, se plantean los siguientes

objetivos:

1. Caracterizar por primera vez el polimorfismo de los genes HLA de clase | (Ay B) y de clase Il
(DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQAL1 y DQB1) en una muestra representativa de la poblacion

cretense y macedonia.

2. Calcular las distancias genéticas entre los cretenses y macedonios con otras poblaciones
mediterraneas, a partir de las frecuencias alélicas de los loci HLA de clase I (baja resolucién) y

clase 1l (alta resolucién) en conjunto, y sélo clase Il (baja y alta resolucion).

3. Construir arboles filogenéticos (dendrogramas) por el método de neighbor-joining (o “vecino
mas préximo™), a partir de las distancias genéticas calculadas, con el fin de determinar el grado

de emparentamiento de los cretenses y macedonios con otras poblaciones mediterraneas.

4. Realizar andlisis de correspondencia entre las poblaciones cretense y macedonia y otras

mediterraneas para observar las afinidades HLA y si existe correlacion genética y geografica.

5. Estimar las frecuencias y desequilibrios de ligamiento de los haplotipos de dos loci HLA-A-B,
HLA-B-DRB1, y HLA-DRB1-DQB1, asi como los haplotipos extendidos HLA-A-B-DRB1-
DQA1-DQBL1 caracteristicos de la poblacion cretense, y compararlos con los de otras

poblaciones principalmente mediterraneas.

6. Asignar, si es posible, la procedencia geografica de estos haplotipos

7. Esclarecer las relaciones genéticas HLA de los griegos con los cretenses y macedonios mediante

la comparacidn de alelos y haplotipos.
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8. Establecer, a partir de los resultados obtenidos de la comparacion del objetivo anterior, las

relaciones de emparentamiento y la procedencia de cretenses, griegos y macedonios clasicos.

9. Establecer el posible origen cultural y genético de la poblacidn cretense dentro del desarrollo de
las civilizaciones del mediterraneo actual mediante las relaciones filogenéticas HLA, la historia,

la antropologia y la lingdistica.
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1. POBLACION ESTUDIADA.
1.1. SELECCION DE INDIVIDUOS.

Con la colaboracion de Polybios lliakis, se
seleccionaron 135 donantes de sangre voluntarios sanos
no emparentados, cuyos antepasados han vivido en la
isla al menos tres generaciones. Las localidades
cretenses de donde procedian los donantes eran variadas
y comprendian una muestra representativa de toda la
isla: Iraklion, Rethimnon, Sitia, lerapetra, Malia y
Timbaki entre otras (ver figura 22).

1.2. RECOGIDA DE MUESTRAS.

Se procedi6 a la extraccion de sangre periférica con
un sistema de vacio (Venoject, Terumo, Japon) en tubos
de 10 ml que contenian EDTA-Na* como
anticoagulante. Posteriormente, para cada muestra de
sangre se mezclaron volimenes iguales (7'5 ml) de
sangre anticoagulada y solucién conservante (SC) en
tubos de polipropileno de 15 ml, que se identificaron de
forma apropiada. La solucién conservante impide la
degradacion del DNA gendmico y lo mantiene en
condiciones Optimas hasta su extraccion.

2. EXTRACCION DE DNA GENOMICO.

Se realizd de forma manual mediante extraccion con
fenol/cloroformo/agua (FCA). Los pasos fueron los
siguientes:

-Incubacién a 37°C durante 14 horas y en agitacion de
la siguiente mezcla:
-15 ml de sangre periférica + solucién conservante.
-15 ml de reactivo de lisis (Applied Biosystems, CA,
EE.UU).
-1 ml de Proteinasa K (200 pg/ml)
-Una extraccion con un volumen de FCA (Applied
Biosystems, CA, EE.UU).
-Incubacion en agitacion durante 10 minutos, y
posterior centrifugacion a 2500 rpm a temperatura
ambiente.
-Se recoge la fase acuosa (superior).
-Adicion de un volumen de FCA.
-Incubaciéon en agitacion durante 10 minutos, y
posterior centrifugacion a 2500 rpm a temperatura
ambiente.
-Se recoge la fase acuosa (superior).
-Adicion de un volumen de cloroformo (Applied
Biosystems, CA, EE.UU).
-Incubacion en agitacion durante 10 minutos, y
posterior centrifugacion a 2500 rpm a temperatura
ambiente.
-Se recoge la fase acuosa (superior).
-Adicion de dos volimenes de isopropanol.
-Agitacion suave y posterior precipitacion del DNA en
forma de "medusa”, o bien precipitacion del DNA

(aspecto de aceite) solvatado con el exceso de sal que
inicialmente tenia la solucién conservante.

-Dos lavados con etanol al 70% (-20°C). En el primer
lavado, el DNA con aspecto de aceite forma "medusa”
debido a la disolucion del exceso de sal en el 30% de
agua que contiene el etanol frio.

A los DNAs extraidos se les afiade agua bidestilada
para su resuspension y se conservan a -20°C hasta su
utilizacion. El célculo de concentracion del DNA se
realiza sobre una mezcla compuesta de 3 ul de DNA 'y
297 ul de agua bidestilada (dilucién 1/100). Se mide la
absorbancia de esta muestra a 260 y 280 nm. Se aplica
la formula:

[DNA]= Factor de dilucion x 50x A

La relacion Ayl Azgo NOs indica la pureza del DNA
y debe comprender un valor entre 1'6-1'8.

3. REACCION  EN
POLIMERASA (PCR).

CADENA DE LA

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del
inglés: Polymerase Chain Reaction), es un método de
obtencion de un nimero elevado de copias a partir de un
fragmento de &cidos nucleicos de interés. Partiendo de
una muestra con un sustrato DNA de cualquier origen,
la PCR consiste en la repeticion ciclica de tres etapas
por el siguiente orden (Figura 23):

1.- Desnaturalizacion: consiste en la separacion de cada
una de las dos cadenas del DNA substrato, efecto que se
consigue al incubar la muestra a alta temperatura (93-
97°C). Las dos cadenas permaneceran separadas libres
en la disolucién hasta que la temperatura baje lo
suficiente (37-55°C) para permitir la renaturalizacion.

2.- Anillamiento o hibridacion: en presencia de altas
concentraciones de oligonucledtidos  sintéticos
(denominados primers o cebadores), complementarios a
ciertas zonas del DNA substrato, el descenso de
temperatura previamente citado permite la hibridacion
de dichos cebadores a sus secuencias homoélogas en el
DNA substrato. Para la amplificacion de una region de
DNA "diana", son necesarios por tanto dos primers, uno
de ellos complementario a una de las cadenas y el otro a
la antiparalela, en zonas que flanqueen el segmento de
DNA que queremos amplificar. Estos primers vienen
definidos, por tanto, por la secuencia del DNA
substrato, vienen a estar compuestos en la mayoria de
los casos por 18-28 nucle6tidos y es necesario que sus
secuencias no sean complementarias entre si.
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3.- Elongacion o polimerizacion: este paso consiste en
la extension, en sentido 5'—3' del complejo primer-
DNA substrato. Como enzima DNA polimerasa que
incorpora los deoxinucledtidos monofosfato (dANMPs), a
partir de los trifosfato (dNTPs) presentes en la
disolucion, se utiliza de preferencia la denominada Tag-
polimerasa (extraida de la bacteria Thermus aquaticus,
Saiki y col. 1985).

3.1. OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS.
3.1.1. Sintesis de oligonucleétidos.

La sintesis de los oligonucledtidos empleados como
cebadores en las reacciones de amplificacion se llevo a
cabo en el sintetizador automatico "Oligo-1000M DNA
Synthesizer" (Beckman, Palo Alto, CA, EE.UU). La
técnica de sintesis estd basada en la denominada
"quimica de cianoetil-fosforamidito™, que consiste en la
incorporacion sucesiva de los diferentes nucleétidos a
un soporte sélido funcionalizado, a través de tres etapas:

1) Proteccion de nucleésidos y funcionalizacién del
soporte: los nucledsidos se protegen por acilacion de sus
grupos amino (con cloruro de benzoilo para la citidinay
adenosina, y cloruro de isobutirilo para la guanosina, la
timidina no necesita proteccion); y el bloqueo de la
posicion 5'-OH con p-dimetoxotritilo. Con el primer
nucledsido de la secuencia (teniendo en cuenta que la
sintesis ocurre en sentido 3'—5'), se funcionaliza el
soporte solido. Esto consiste en la reaccion del primer
nucleésido con grupos carboxilos terminales presentes
en el soporte, que suele ser gel de silice o vidrio de poro
controlado.

2) Sintesis ciclica: comienza haciendo pasar a través del
soporte funcionalizado una disolucién de acido
tricloroacético (TCA), el cual libera el 5-OH del
nucledsido unido al soporte del grupo p-dimetoxitritilo.
Seguidamente se afiade el fosforamidito (reaccion del
nucledsido protegido con N,N-diisopropil-cloro-
metoxifosfina) del segundo nucleétido de la secuencia.
Los posibles 5-OH que no hayan reaccionado se
bloquean haciendo pasar por la columna una solucion
de anhidrido acético. Con una disolucién de iodo se
oxidan los grupos fosfitos a fosfatos obteniendo asi un
dimero unido al soporte por el 3'-OH. Se vuelve a pasar
TCA através de la columna, se libera la posicion 5'-OH
y el dimero es susceptible de admitir un tercer
nucledtido. Este ciclo se repite hasta llegar a la longitud
de secuencia deseada.

3) Liberacion del soporte y desproteccion final: al
acabar el ciclo de sintesis se ha obtenido una cadena de
oligonuclettido unida al soporte. Afiadiendo tiofenol se
liberan todos los metoxilos unidos a los &tomos de
fosforo y eluyendo con amoniaco concentrado queda
separado el oligonuclettido del soporte solido. La
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Figura 23. Primeros ciclos de una PCR.
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incubacion de esta disolucion amoniacal a 54°C durante
un tiempo de 5 a 12 horas permite la desproteccion de
todas las bases de la secuencia y la obtencién del
fragmento de DNA en solucion acuosa.

3.1.2. Purificacién de oligonucleétidos.

Existen varios métodos de purificacion de
oligonucleétidos. El mas cémodo y rapido consiste en la
utilizacion del llamado cartucho de purificacion de
oligonuclettidos (OPC; del inglés: Oligonucleotide
Purification Cartridge). Se llevan a cabo los siguientes
pasos:

-Inyeccion a través del cartucho (flujo de 1 a 2 gotas

por segundo) de 5 ml de acetonitrilo grado HPLC.

-Inyeccion a través del cartucho (flujo de 1 a 2 gotas

por segundo) de 5 ml de acetato de trietilamina

(TEAA) 2 M, apH 7.0.

-Inyeccion a través del cartucho de 1 ml de

amoniaco, seguido del volumen de la solucién de

oligonucledtido obtenida (habitualmente 0.5 ml) y

de 0.5 ml de agua bidestilada.

-Recoger el eluyente y hacerlo pasar de nuevo por el

mismo cartucho.

-Lavar el cartucho con 5 ml de amoniaco diluido, 3

Veces.

-Lavar el cartucho con 5 ml de agua bidestilada, 2

veces.

-Lavar el cartucho con 5 ml de TEAA al 2%, 2

Veces.

-Lavar el cartucho con 5 ml de agua bidestilada, 2

Veces.

-Inyectar al cartucho 1 ml de acetonitrilo al 20%: el

eluyente que se recoge contiene el oligonucleétido

purificado.

-Desecar la solucion en una centrifuga conectada a

vacio.

3.1.3. Precipitacion de oligonucleétidos.

El procedimiento para eliminar las sales del
oligonucle6tido seco es el siguiente:

- Afiadir 100 pl de acetato sédico 2M pH 45y
resuspender por pipeteo.

-Afiadir 900 pl de etanol absoluto. Homogeneizar la
mezcla. Enfriar 60 min a -70°C

- Centrifugar a 4°C a 14000 rpm. Desechar el
sobrenadante a vacio o por pipeteo.

- Secar en centrifuga a vacio, teniendo cuidado de
no sobresecar.

- Resuspender en 100 pl de agua bidestilada.

3.1.4. Medicién
oligonucleétidos.

espectrofotométrica de

Una dilucién que consta de 3 ul de oligonucleétido
resuspendido en 297 pl de agua bidestilada, se mide al

espectrofotometro a una longitud de onda de 260 nm.
La concentracién del oligonucleétido en la solucion
original se obtiene aplicando la siguiente formula:

Factor de dilucion x Ay X 100
Concentracion (uM) =

1,54A + 0.75C + 1.17G + 0.92T
“ Valor de la medicién a longitud de onda de 260 nm.

3.1.5. Oligonucleétidos empleados.

Los oligonucleétidos utilizados en laamplificaciony
oligotipaje de los loci HLA-A y -B se muestran en la
tablas 4, 6 y 7. Los oligonuclegtidos utilizados en la
secuenciacion de alelos de clase | y clase Il se muestran
en las tablas 4, 8 y 9.

4. AMPLIFICACION Y OLIGOTIPAJE DE LOS
LOCI HLA DE CLASE |

4.1. AMPLIFICACION DE LOS LOCI HLA DE CLASE |
4.1.1. Locus HLA-A.

A partir de las secuencias exonicas (Arnett y
Parham 1995) e intrénicas (Summersy col. 1993) de los
alelos HLA-A, se disefiaron primers especificos para
este locus (Tabla 4). La amplificacion conjunta de los
dos alelos HLA-A para cada individuo estudiado, rinde
fragmentos de aproximadamente 1000 pb y comprende
las regiones nucleotidicas completas del exdn 1, intron
1, exdn 2, intrén 2, ex6n 3 y el intron 3 de forma
parcial. Un esquema de la amplificacién se muestra en
la figura 24.

4.1.2. Locus HLA-B.

La obtencion de secuencias no codificantes de
intrones 1, 2 y 3, permiti6 a Cereb y col. (1996)
establecer un dimorfismo en el intrén 1 para alelos de
HLA-B. En base a este dimorfismo, los alelos HLA-B
pueden clasificarse en dos grupos diferenciados (ver
Tabla 5). El disefio de dos primers para el extremo 5'
especificos de cada grupo, y de un primer 3' genérico de
todos los alelos HLA-B (ver Tabla 4), permite aplicar a
un mismo DNA las dos amplificaciones de grupo. Si el
DNA amplifica s6lo para uno de los dos grupos, bien
grupo CG bien grupo TA, indicara que los dos alelos
pertenecen a este grupo. De lo contrario, el individuo
serd heterocigoto de grupo para HLA-B. Esta
separacion especifica en la PCR nos va a facilitar la
resolucion de los alelos HLA-B en el oligotipaje.

Las amplificaciones rinden fragmentos de
aproximadamente 900 pb, y comprende las regiones
nucleotidicas del intrén 1 (parcial), exén 2, intrén 2,
exén 3 y el intrén 3 (parcial). Un esquema de la
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Figura 24. Esquema de las regiones amplificadas de los loci HLA de clase I: a) HLA-A 'y b) HLA-B.

amplificacion se muestra en la figura 24.

4.1.3. Reacciones de amplificacion del DNA.

La mezcla de reaccion de PCR para amplificar
HLA-A'y -B a partir DNA genémico constaba de:

- DNA genémico: 1 ug

- KCI' 50 mM

- Tris, pH 8.3, 10 mM

- MgCl, 1.5 mM
- Gelatina 0.01%
- dATP 200 uM
-dCTP 200 uM
-dGTP 200 uM
-dTTP 200 uM
- Primer 5 1 uM
- Primer 3: 1 uM

- Tag polimerasa, 2.5 Unidades enzimaticas (Perkin

Elmer Cetus, EE.UU).

- Todo ello en un volumen final de 100 pl.

Es importante sefialar que la mezcla se prepara en su
totalidad excluyendo el DNA y se expone durante 15
minutos con luz ultravioleta a dos longitudes de onda:
254 y 302 nm. La irradiacion fragmentaria el posible
DNA contaminante, impidiendo que actte de molde en
el proceso de amplificacion. Las condiciones para la
amplificacion de HLA-A y -B que se aplicaron en el
termociclador PCR-9600 (Perkin Elmer Cetus) fueron:

- Desnaturalizacion previa a 96°C durante 1 minuto.

- 4 ciclos de las siguientes etapas:
Desnaturalizacion a 96°C, 15 segundos.
Hibridacion a 72°C, 45 segundos.

Extension a 72°C, 40 segundos.

- 21 ciclos de las siguientes etapas:
Desnaturalizacion a 96°C, 15 segundos.
Hibridacion a 65°C, 10 segundos.

Extension a 72°C, 1 minuto y 10 segundos.

- Extension final a 72°C durante 10 minutos.

Tabla 4. Oligonucledtidos empleados para la amplificacion y secuenciacion de los loci HLA-A 'y HLA-B

HLA-A
Primer
5'AElc
3'Ai3c
HLA-B
Primer
5BN1-CG

5BN1-TA
3Bint3-37

Secuencia 5'/3'

CAGACGCCGAGGATGGC
GATCAGGGAGGCGCCCCG

Secuencia 5'/3'

Localizacion (pb)
5'UT-Ex6n 1 (-12 a 5)
Intrén 3 (14 a 31)

Localizacion (pb)

CGGGGGCGCAGGACCCGG Intrén 1 (59 a 76)
GGCGGGGGCGCAGGACCTGA Intrén 1 (57 a 76)
AGGCCATCCCCG(G/C)CGACCTAT Intrén 3 (3 a 37)
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Tabla 5. Grupos de amplificacion de los alelos HLA-B.

Grupo CG B*13, B*15 (-1522), B*18, B*27, B*37, B*40, B*41,
B*44, B*45, B*46, B*47, B*49, B*50, B*54, B*55,
B*56, B*57, B*59, B*82

Grupo TA B*7, B*8, B*14, B*1522, B*35, B*38, B*39, B*42,
B*48, B*51, B*52, B*53, B*58, B*67, B*78, B*81

No clasificado B*73

4.1.4. Controles de amplificacion. individuo estudiado.

La alta sensibilidad de la técnica de la PCR (pueden
obtenerse mas de un millén de copias de la regién
flanqueada por los primers utilizados), hace necesario
un cuidado extremo en la manipulacion de las muestras
para evitar contaminaciones.

1 2 3456 78M910C-1112131¢

Por ello en las reacciones se introduce un control
NEGATIVO, que consta de los mismos ingredientes
que una reaccién estandar, sustituyendo el DNA
sustrato por agua bidestilada.

El control de amplificacion se realizd por
electroforesis en un gel de agarosa a una concentracion

del 2%. Figura 25. Productos de amplificacion para el locus

La electroforesis se lleva a cabo en presencia de HLA-A. (calles 1-8, 9-10 y 11-13). Ademas, se
tampén TEA 1x en una cubeta de electroforesis. En incluye un control negativo (C-) y un marcador de
cada pocillo se cargan 7 pl de la mezcla resultante de: masa molecular (M).

- 5 pl del producto de la PCR.

, 4.2.1. Oligonucleétidos empleados.
- 2 ul de tampon de carga. g P

Para la determinacion de alelos HLA-A se utilizaron
29 oligonucledtidos: 26 de ellos corresponden a los
exones 2 y 3 (Arguello y col. 1996), y el resto
reconocen secuencias del intrén 2 y fueron disefiados
para este trabajo (ver Tabla 6). Los alelos del locus

Ademas, se incluye un marcador de masa molecular
(MW VI, Boehringer Mannheim) para identificar el
tamafio de amplificacion de nuestras muestras. Este se
prepara tomando 2 pl del marcador, 2 pl de agua

bidestilada y 1 ul de tampén de carga. HLA-B (Tabla 7) se determinaron con la ayuda de 53
oligonuclettidos: 26 reconocen secuencias de los

Una vez cargadas las muestras y el marcador en los exones 2 y 3 (Arguello y col. 1996), 2 oligonucledtidos
pocillos, se someten a electroforesis durante 40 minutos de secuencia previamente publicada (Yoshida y col.
a 130 voltios, visualizandose finalmente el resultado en 1992) se pusieron a punto para  reconocer
un transiluminador ultravioleta (254 nm). El resultado especificidades Bw4/Bws, y 22 se disefiaron para este
se recoge mediante un sistema de fotografia y es el que trabajo, de los cuales 9 también reconocen secuencias
se muestra en la figura 25. de los exones 2 y 3, y los 16 restantes identifican
secuencias de los intrones 1y 2. Las Tablas 6 y 7

4.2. OLIGOTIPAJE DE LOS LOCI HLA DE CLASE | muestran los oligonucleétidos empleados y la

e L. . . especificidad de cada uno para los alelos HLA-A'y -B.
El tipaje genético mediante oligosondas de DNA se

denomina oligotipaje. Los oligonucleétidos se disefian
con una secuencia complementaria a cada una de las
regiones polimérficas que definen alelos o grupos de
alelos HLA-A'y -B en las regiones exdnicas e intronicas
amplificadas. La hibridacion (o ausencia de hibridacion)
con los amplificados de HLA-A y -B se detecta por
quimioluminiscencia. El conjunto de especificidades
definido por cada oligonucleétido positivo y negativo,
nos indicara qué antigenos HLA-A y -B presenta el
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4.2.2. Marcaje no radiactivo de los oligonucle6tidos.

Se utilizé el sistema comercial "Dig Oligonucleotide
3-End Labelling Kit" (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania)

Se prepara la siguiente mezcla de reaccion:

Tampon (5x)... LA ulx N
COClpeueiiriisiriiine LAulxN
Digoxigenina-ddUTP........1 ul x N
Terminal Transferasa......... 1ulxN

donde N es el nimero de oligonucle6tidos a marcar mas
uno. Homogeneizamos la mezcla por pipeteo y
tomamos 10 ul de ésta y 10 pl (100 pmoles) de
oligonucleétido. Incubamos 20 min a 37°C, y finalmente
guardamos a -20°C el oligonucleétido marcado hasta su
uso.

4.2.3. Transferencia del producto de PCR a
membranas de nylon.

Los amplificados de los loci HLA-A y -B fueron
transferidos con el aparato "Lambda dot 11 60 well"
(One Lambda, EE.UU) sobre membranas de nylon de 5
X 7 cm? (Hybond-N, Amersham, Buckinghamshire,
Inglaterra). Para ello se tomaron 50 pl del amplificado y
se situaron en un tubo Beckman (Robbins Scientific,
CA, EE.UU) . Este paso se repite hasta un total de 60
muestras diferentes, que es el nimero maximo de
muestras que puede el aparato dispensar
automaticamente. Los tubos Beckman se sit(an en un
carrier adaptable al dispensador. Este se programé para
tomar 40 ul de cada tubo y dispensar 0.5 pl, de manera
que se pueden obtener hasta un total de 80 réplicas.
Posteriormente, las membranas se incuban con NaOH
0.4N durante 10 min para desnaturalizar el producto de
PCR bicatenario. Después, se incuba con acetato
aménico 2M durante 10 min para neutralizar los filtros.
Se dejan secar a temperatura ambiente y finalmente, se
exponen a luz ultravioleta (Stratalinker 2400,
Stratagene, Reino Unido) durante 45 segundos a un
gradiente decreciente de energia de 1200 julios.

4.2.4. Hibridacién de las membranas de nylon.

Este es un procedimiento para hibridar una
oligosonda de DNA con los fragmentos de DNA
amplificados por la técnica de PCR vy transferidos a
filtros de nylon. Se introdujo cada membrana rotulada
con lapiz en un tubo de 50 ml (Falcon) igualmente
identificado. Se afiadi6 a cada tubo 10 ml de Solucién
TMAC + 10 pl del correspondiente oligonucle6tido
marcado. Todos los oligonucledtidos se incubaron
durante hora'y media en un horno con rotacion continua
a 54°C, excepto dos oligonucle6tidos de HLA-B (Bw4 y
Bw6, Tabla 7) que se incubaron a 56°C.

Posteriormente, se extrajeron las membranas de los
tubos y se colocaron en un recipiente plastico para la
realizacion de una serie de lavados, por los que se
eliminara el oligonucledtido no hibridado con el DNA
de la membrana. Estos fueron los siguientes:

- tres lavados de 5 min cada uno con una solucién

compuesta de SDS al 0.1% + SSPE 2x.

- dos lavados de 15 min cada uno con solucién

TMAC (500 ml) precalentada a 60°C, en un bafio

con agitacion a la misma temperatura. Los

oligonucle6tidos Bw4 y Bw6 se lavaron a 62°C.

- tres lavados de 5 min cada uno a temperatura

ambiente con una solucién formada por SSPE 2x.

Posteriormente, se realizan varias incubaciones con
el fin de preparar las membranas para la unién del
anticuerpo conjugado de la digoxigenina:

- un lavado de 5 min con tampon 1 a temperatura
ambiente.

- un lavado de 30 min con tampén 2 a temperatura
ambiente. Este lavado bloquea la membrana para
evitar las uniones inespecificas del anticuerpo anti-
digoxigenina.

- un lavado de 1 min con tampon 1 a temperatura
ambiente.

- un lavado de 30 min a temperatura ambiente con
tampén 1 + gelatina al 0.25% + anticuerpo anti-
digoxigenina. La proporcion es de 5ml de tampo6n 1
+ gelatina por 1pl de anticuerpo, y se debe preparar
en el momento.

- dos lavados con tampdn 1 de 15 min cada uno a
temperatura ambiente. Con este lavado eliminamos
el exceso de anticuerpo anti-digoxigenina.

Para el revelado se realizé lo siguiente:

- un lavado con tampo6n 3 (pH 9.5) de 5 min a
temperatura  ambiente. Con este lavado
equilibramos las membranas a pH basico para que
la enzima actle de forma eficaz.

- se prepara la solucion sustrato (New England
Biolabs, CA, EE.UU) compuesta de diluyente de
sustrato (25x) y el propio sustrato (100x) a una
concentracion final de 1x, teniendo en cuenta que
cada membrana requiere 2 ml de esta solucion.

- se disponen las membranas en recipientes
plasticos individuales o alguna superficie
desechable no porosa.

- se afiade la solucién sustrato por encima de las
membranas. Un primer contacto es suficiente para
que comience la reaccion de revelado.

- se colocan las membranas sobre papel secante
para quitar el exceso de solucién sustrato pero
teniendo cuidado de que no se sobresequen.

Las membranas estan listas para el revelado.
4.2.5. Exposicion y revelado.
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El proceso de revelado por quimioluminiscencia
conlleva los siguientes pasos:

- colocamos las membranas entre ldminas de
plastico (de conservacion de alimentos). Con la
superficie donde esta situado el DNA hibridado
hacia arriba, se fija al interior de un chasis
radiogréafico con papel adhesivo.

- bajo luz infrarroja, introducimos en el chasis una
placa de radiografia encima de las membranas.

- Dejamos exponer la lamina de radiografia un
tiempo inicial de 3 minutos.

- extraemos la placa de radiografia bajo luz
infrarroja y la revelamos con un procesador rapido
X-Omat (Kodak) en 2 6 3 minutos. Si la sefial
observada es débil (o muy fuerte) exponemos una
nueva placa de radiografia mayor tiempo (o menor
tiempo) hasta obtener una imagen clara (Figura 26).
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Figura 26. Resultado obtenido del revelado de
una membrana con 60 amplificados para HLA-
A, identificados mediante nimeros y letras.
Los puntos indican hibridacién del amplificado
con el oligonucleétido URSTO 43, que detecta
A*1, A*3, A*11, A*29, A*31, A*32, A*33,
A*36, A*6802, A*74 y A*80.

4.2.6. Deshibridacion de las membranas.

Las membranas se pueden usar de nuevo tras dos
lavados a 70°C con una solucion de deshibridacion.

5. AMPLIFICACION Y OLIGOTIPAJE DE LOS
LOCI HLA DE CLASE II.

5.1. LOCUS HLA-DQA1

La caracterizacion de los alelos de este locus se
llevé a cabo con la informacion obtenida del 12°
Workshop Internacional de Histocompatibilidad
(Bignon y Fernandez-Vifia 1997). En la Tabla 8 se
muestran las secuencias de oligonucleétidos para la
amplificacion del exén 2 polimérfico y determinacion
de los subtipos alélicos.

Las reacciones de amplificacion del DNA se
prepararon como en el apartado 4.1.3., con las
siguientes condiciones aplicadas al termociclador PCR-
9600:

-Desnaturalizacion previa a 96°C durante 5 minutos.
- 30 ciclos de las siguientes etapas:
Desnaturalizacion a 96°C, 15 segundos.
Hibridacion a 55°C, 20 segundos.
Extension a 72°C, 30 segundos.

-Extension final a 72°C durante 10 minutos.

Sobre los productos obtenidos se realizaron
controles de amplificacion como se describe en el
apartado 4.1.4. Posteriormente, se procedio al marcaje
no radiactivo de las oligosondas (ver apartado 4.2.2),
transferencia de los amplificados a membranas de nylon
(ver apartado 4.2.3), hibridacion de las membranas con
las oligosondas (ver apartado 4.2.4), y finalmente el
revelado en placas de radiografia (ver apartado 4.2.5).

5.2. LOCIHLA-DRB Y -DQB1

La amplificacién y deteccion de los alelos de los
loci de clase Il HLA-DRB (DRB1, DRB3, DRB4,
DRB5) y DQBL se llevo a cabo mediante el sistema
comercial INNO-LiPA (del inglés, Line Probe Assay).
Este sistema de tipaje se basa en el principio de
hibridacion reversa (oligotipaje reverso o dot-blot
reverso). Los primers estan biotinilados, y, por tanto, el
DNA amplificado también. Posteriormente, el DNA
amplificado se desnaturaliza y se hibrida con
oligosondas inmovilizadas sobre una membrana en
forma de tira. Después de la hibridacion, se adiciona
streptavidina conjugado con fosfatasa alcalina. Una
incubacion posterior con el cromdgeno BCIP/NBT
resulta en un precipitado parpura en aquellas lineas
donde el oligonucleétido hibridé especificamente con el
DNA amplificado (Figura 27).
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Tabla 8. Oligonucledtidos empleados en la amplificacion y deteccién de los alelos DQAL

Primers Codones

2DQAAMP-A  11-18
2DQAAMP-B  80-87

Secuencia 5'3'

AT GGT GTAAACTTGTACCAGT

TT GGT AGC AGC GGT AGAGTT

Oligonucleétid Codones
0

Secuencia 5'3'

DQA 2501 22-28 T GGC CAG TAC ACC CAT GA
DQA 2502 22-28 T GGC CAG TTC ACC CAT GA
DQA 2503 22-28 T GGG CAG TAC AGC CAT GA
DQA 3401 31-37 GA GAT GAG GAG TTCTACG
DQA 3402 31-37 GA GAT GAG CAG TTC TACG
DQA 3403 31-37 GAGACGAGCAGTTCTACG
DQA 4101w  38-44 AC CTG GAG AGG AAG GAG A
DQA 4102 38-44 AC CTG GAG AAG AAG GAG A
DQA 4103w  38-44 AC CTG GGG AGG AAG GAG A
DQA 5501 51-57 TC AGCAAATTT GGAGGT T
DQA 5502 51-57 TCCACAGACTTAGATITG
DQA 5503 51-57 TCCGC AGATTT AGAAGAT
DQA 5504 51-57 TCAGACAATTITAGATITG
DQA 6901 66-71 ATG GCT GTG GCA AAA CAC
DQA 6902 66-71 ATC GCT GTG CTA AAA CAT
DQA 6903 66-71 ATC GCT GTC CTA AAA CAT
DQA 6904 66-71 ATC GCT GTG ACA AAA CAC
DQA 7502 72-78 CTTG AACATC CTG ATT AA
DQA 7504W  72-78 CTTG AAC AGT CTG ATT AA

Especificidades DQA1

0101+0102+0104+0401+05011+05012+05013
0103+0201+0601

03011+0302

0101+0104
0102+0103+05011+05012+05013
0401+0601
0101+0102+0104+0201+03011+0302
0103
0401+05011+05012+05013+0601
0101+0102+0103+0104

0201

03011+0302
0401+0601+05011+05012+05013
0101+0102+0103+0104
0201+03011+0302
0302+05011+05012+05013
0401+0601

0201+0401+0601
05011+05012+05013

Este sistema es capaz de determinar la mayoria de los
alelos descritos para DRB1 (n=155) y DQB1 (n=27), de
acuerdo a la Nomenclatura Oficial (Bodmer y col.
1995).

5.2.1. Amplificacion de los loci HLA-DRB y -DQB1

Para el tipaje de los alelos DRB, se realiza una
amplificacion del exdn 2 de los alelos de los loci DRB;
DRB1, DRB1 + DRB3, DRB1 +DRB4, o DRB1 +
DRBS. Este sistema contiene oligosondas distribuidas
en una tira para hibridar a 55°C y otra tira para 63°C,
resultando en una media-alta resolucion. Cuando no se
obtiene la maxima resolucién de los alelos DRB, el
programa de interpretacion INNO-LiPA expert nos
indica que kit adicional debemos usar; INNO-LiPA
DRB1*04 para muestras DR4, INNO-LiPA
DRB1*15/16 para muestras DR2, o INNO-LiPA
decoder para el resto de muestras. Estos sistemas mas

especificos contienen las mismas oligosondas que kit el
inicial, pero se amplifica de forma especifica los alelos
0 grupos de alelos de interés. La informacion de la
composicién de los primers y oligosondas no la
proporciona el fabricante.

De igual manera, la determinacion por alta
resolucion de los alelos DQBL1 se realiza con el sistema
INNO-LiPA DQB1, previa amplificacién del exén 2
polimérfico del locus DQB1 y posterior hibridacion a
56°C con 21 oligosondas fijas de forma paralela en una
tira.

Las condiciones para la amplificacion de DRB y
DQBL1 que se aplicaron en el termociclador PCR-9600
(Perkin Elmer Cetus) fueron:

- Desnaturalizacion previa a 95°C durante 5 minutos.
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- 35 ciclos de las siguientes etapas:
Desnaturalizacion a 95°C, 30 segundos.
Hibridacion a 58°C, 20 segundos.
Extension a 72°C, 30 segundos.

- Extension final a 72°C, 10 minutos.

5.2.2. Controles de amplificacion

Posteriormente, se realiza un anélisis electroforético
de los amplificados siguiendo las indicaciones
expuestas en el apartado 4.1.4. En la figura 28 se
muestra un ejemplo de una amplificacion para los genes
DRB1+3+4+5.

5.2.3. Oligotipaje de los loci HLA-DRB y -DQB1

El oligotipaje reverso se realiz6 mediante el aparato
auto-LiPA, sistema automatizado capaz de analizar 30
muestras simultaneamente, y que consiste en un bafio
termo-regulable al que se adapta una bandeja con 30
compartimentos estancos, y un brazo multi-dispensador
que va recorriendo la bandeja.

El auto-LiPA esta disefiado para llevar a cabo los
pasos de hibridacion, lavados y deteccion por color,

- .

1 23 4 5 6 7 8 9 1011121314 C-M

Figura 28. Productos de amplificacion para los loci HLA-
DRB1+3+4+5 (calles 1-14), un control negativo (C-) y un
marcador de masa molecular (M).

calentando y enfriando soluciones, asi como
dispensando y aspirando las mismas.

Previo al anéalisis en el auto-LiPA se realiza lo
siguiente:

1. Desnaturalizacion de los productos de PCR. Se
realiza en la bandeja-soporte mezclando 10 pl del
producto amplificado y 10 pul de solucion
desnaturalizante  proporcionada por el sistema
comercial. Se deja incubar 10 min a temperatura
ambiente.

2. Se preparan los siguientes reactivos:

- Solucioén de lavado rinse solution. Se diluye el stock
5x de esta solucion con agua bidestilada para obtener un
volumen final a concentracion 1x.

- Solucion de conjugado. Se diluye el stock 100x

Cromégeno Precipitado
(NBT/BCIP) purpura
N P
—

Fosfatasa s

Estreptavidina alcalina

Biotina

Amplificado

Oligonucleétido

Tira de Nitrocelulosa -

Figura 27. Fundamento del tipaje genético de los
alelos HLA-DRB y DQB1 mediante dot-blot reverso.

de esta solucion con diluyente de conjugado para
obtener un volumen final a concentracion 1x.

- Solucion de sustrato. Se diluye el stock 100x de esta
solucién con diluyente de sustrato para obtener un
volumen final a concentracion 1x.

Se colocan en el aparato la bandeja y los reactivos
en los correspondientes conductos. Se arranca el
programa pregrabado deseado para realizar el analisis.

En la figura 29 se muestra un ejemplo para DRB1,
asi como del tipaje obtenido con el programa
informatico facilitado por el distribuidor.

En el caso de obtener un patrén de bandas de
hibridacion anormal, advertido por el programa
informético, llevariamos a cabo el proceso de
secuenciacion del DNA.

6. SECUENCIACION DE DNA.
(Sambrook y col. 1989).

Se realiz6 so6lo en aquellos casos en los que se
obtuvieron resultados ambiguos por oligotipaje directo
0 reverso.

6.1. SECUENCIACION MEDIANTE CLONAJE.

Este procedimiento se llevé a cabo teniendo en
cuenta las siguientes premisas para los diferentes loci
HLA:

- en todos los casos para HLA-A.

- para HLA-B, en aquellos DNAs que tengan alelos
que pertenecen al mismo grupo de amplificacion
(grupos TA'y CG, ver Tabla 5).
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Tirade Tirade
55°C 63°C

- Linea de Referencia

= Control de conjugado

Control de amplificacion
2*
4w

18*
6*

*Bandas de

8 hibridacién especifica
12* 25*
13*

28*

Figura 29. Patrén de bandas para un individuo
HLA-DRB1*0102, 1401 / DRB3*0202
detectado mediante el sistema INNO-LiPA.

- en todos los casos para DQAL.

- en todos los casos para DQBL1.

- para DRBL1, en aquellos casos en los que los alelos
pertenecen a un mismo grupo de amplificacion:
DR1-DR1, DR2-DR2, DR4-DR4 y DR52
asociados-DR52 asociados (Tabla 9).

Las amplificaciones se llevaron a cabo como se ha
descrito previamente para los loci HLA-A, -B, -DQAly
-DQB1, respectivamente.

Para el locus HLA-DRB1 se establecen cuatro
grupos de amplificacion (ver Tabla 9), y se aplico la
amplificacion al grupo correspondiente segun el tipaje
genérico obtenido por el sistema INNO-LiPA.

La mezcla de amplificacion de DRB1 se preparo
como se detalla en el apartado 4.1.2. Los primers usados
para el extremo 5' fueron 2DRBAMP-1 (DR1),
2DRBAMP-2 (DR2), 2DRBAMP-3 (DR3, DR8, DR11,
DR12, DR13y DR14) y 2DRBAMP-4 (DR4), mientras
que para el extremo 3' se utiliz6 el comin 2DRBAMP-B
(Tabla 9).

Las condiciones de amplificacién de DRB1 en el
termociclador 9600 son:

- Desnaturalizacion inicial a 95°C, 5 minutos.

- 30 ciclos de
desnaturalizacion a 96°C, 15 segundos.
anillamiento a 58°C, 20 segundos.
extension a 72°C, 30 segundos.

- Extensidn final a 72°C, 10 minutos.

Los controles de amplificacion se realizaron siguiendo
el apartado 4.1.4.

6.1.1. Purificacion de productos de PCR.

De la amplificacion de los DNAs es necesario
eliminar el exceso de sales, primers y productos de
amplificacion no deseados, ya que van a interferir en
reacciones enzimaticas posteriores.

En este proceso se utilizd el sistema comercial
"QIAquick Gel Extraction Kit" (QIAGEN, Hilden,

Tabla 9. Nomenclatura y localizacion de primers para la amplificacion

especifica de grupos HLA-DR.

Amplificacion DR Codones  Secuencias 5' 3"

TTCTTGTGG CAGCTTAAGTT
CCGCTG CACTGT GAAGCTCT

TTC CTG TGG CAG CCT AAG AGG
CCGCTG CACTGT GAAGCTCT

GTTTC TTG GAG CAG GTT AAAC
CCGCTG CACTGT GAAGCTCT

DR1

2DRBAMP-1 8-14
2DRBAMP-B 87-94
DR2

2DRBAMP-2 7-13
2DRBAMP-B 87-94
DR4

2DRBAMP-4 6-13
2DRBAMP-B 87-94
DR52 asociados

2DRBAMP-3 5-12
2DRBAMP-B 87-94

CACGTTTCTTG GAG TAC TCT AC
CCG CTG CACTGT GAAGCTCT
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Alemania). Este se basa en la adsorcion del DNA
amplificado a una membrana de silica-gel fija en una
columna. La unién del DNA se produce a pH menor o
igual a 7'5 y alta concentracion de sales, mientras los
contaminantes fluyen a través de la columna. El
desarrollo del proceso es el siguiente:

- Se prepara un gel de agarosa al 2% (ver Soluciones
Empleadas) al que se adapta un peine de 12 pocillos con
capacidad para cargar hasta 80 pl.

- Se somete a electroforesis el total del volumen de la
PCR. Se aplica un voltaje de 130 voltios durante 40
minutos. Las bandas de amplificacion que queramos
purificar deben verse en el transiluminador claramente
separadas.

- Preparamos un bafio de agua a 60°C.

- Se recorta con un bisturi estéril el fragmento de
agarosa que contenga la banda que nos interese. El
fragmento recortado se debe aproximar lo més posible
al tamafio de la banda.

- Se introduce el fragmento recortado en tubo de 1'5 ml
tipo eppendorf.

- Afiadimos 300 pl de tampdn de solubilizacion.

- Introducimos los tubos en el bafio de agua a 60°C
durante 10 minutos, o hasta que la agarosa se haya
disuelto completamente. En este tiempo, agitamos en 2
6 3 ocasiones ligeramente el tubo para mezclar.

- Preparamos las columnas de purificacién. Estas van
sobre tubos de recoleccion de 2 ml.

- Aplicamos la mezcla a la columna y centrifugamos a
14000 rpm, 1 minuto. En este paso el DNA amplificado
queda retenido en la membrana de la columnay el resto
de componentes eluyen al tubo de recoleccién.

- Desechamos el eluido y aplicamos en la columna 500
pl mas de tampon de solubilizacion. Se centrifuga a
14000 rpm, 1 minuto.

- Desechamos el eluido y aplicamos en la columna 750
ul de tampon de lavado. Esperamos 5 minutos y
centrifugamos en las mismas condiciones anteriores.

- Desechamos el eluido y centrifugamos de nuevo en las
mismas condiciones para eliminar los posibles restos de
etanol del tampon de lavado. El etanol es un inhibidor
de la Taq polimerasa.

- Colocamos la columna en un tubo de 1'5 ml tipo
eppendorf y aplicamos 50 pul de agua bidestilada al
centro de la membrana.

- Centrifugamos a 14000 rpm, 1 minuto. La solucién
acuosa eluida contiene el producto de PCR purificado.

Antes de proseguir con cualquier reaccion
enzimatica sobre el purificado, es conveniente estimar
el rendimiento del proceso. Para ello preparamos una
mezcla de 5 pl del producto purificado y 2 ul de tampén
de carga. Se somete a electroforesis en el gel de agarosa
de purificacion, si este se prepard con un peine mas de
pocillos pequefios. La intensidad de la banda nos indica
la eficiencia del proceso de purificacion.

6.1.2. Ligado en el vector de clonaje.

Se llevo a cabo mediante el sistema comercial
"pMOSBIue T-vector" (Amersham LIFE SCIENCE,
Buckinghamshire, Inglaterra). Las estrategias de ligado
y clonaje de este sistema se basan en el
aprovechamiento de la capacidad de la Taq polimerasa,
independiente de sustrato, de afiadir una deoxiadenosina

Hind Ill (45)
BspM 1 (50)
Sph1(55)
Sse83871(61)
Pst | (61)
Sal 1 (63)
Acc | f642_)
Hinc IT (65)
Xbal(69)
Spel (81)
Nde 1(88)
EcoRV (%)
BamH 1(99)
Aval (104)
Smal (106)
Kpn(112)
Sac 1(118)
EcoR1 (120)

Sap| (2663)
Afl 11l (2546) /

(2137)

Dralll (508)

BsaA | (508)
Drd Il (513)
Bec | (515)

Nae | (611)

11(1964)
Xmn | (1058)

\
Eam11051 (1658) BsaH | (1119)
Pfl1108 (1639) Sca 1(1177)
Bsa | (1592)
Gsul (1589)

Figura 30. Vector utilizado para el clonaje de los
productos de PCR.

al extremo 3' de todas las moléculas de doble cadena
generadas en la reaccion de PCR. Estos extremos 3'-dA
se usan para insertar el producto de la PCR directamente
en un vector especificamente disefiado con extremos 5'-
dT en el lugar de insercion. La figura 30 representa el
mapa del vector utilizado.

Las reacciones de ligado se prepararon del siguiente
modo:

-1 ul de tamp6n de ligado 10x.

-0.5 ul 100mM DTT.

-0.5 ul 10 mM ATP.

- 1.0 pl del vector (50ng/pl).

- 0.5 ul de T4 DNA ligasa (4u/ml).

- 3.5 ul de agua bidestilada estéril.

- 3 ul del producto de PCR purificado.

Es recomendable incluir en cada experimento de
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clonaje dos reacciones de ligado control que nos
indiquen la estabilidad del vector y la actividad de la T4
DNA ligasa. En el primer caso, se sustituye el producto
de PCR por agua bidestilada. En el segundo control se
incluye 2 ul de un fragmento con extremos 3-dAy 1 ul
extra de agua bidestilada con el fin de que la suma de
volimenes sea 10 pl.

Las reacciones de ligado se incuban a 15°C durante
una noche, y posteriormente se guardan a -20°C.

6.1.3. Transformacion de bacterias competentes.

El sistema "pMOSBIue T-vector" contiene una cepa
de bacterias E. Coli ya competentes, denominada
INVaF'. La transformacion se realiza de la siguiente
manera:

- Descongelar en bafio de hielo los tubos necesarios con
bacterias competentes (20 pl).

- Colocar en este bafio las reacciones de ligado.

- Afadir 1 pl de reaccién de ligado a cada tubo de
bacterias competentes. Agitar los tubos suavemente con
los dedos para homogeneizar las mezclas.

- Incubar durante 30 min en el hielo.

- Incubar en un bafio a 42°C durante 40 segundos.

- Pasar de nuevo a hielo. Incubar 2 minutos.

- Afadir 80 ml de un medio rico (SOC) a temperatura
ambiente. Este medio es proporcionado por el kit.

- Agitar en un incubador a 37°C, una hora y a 225 rpm.
- Preparar placas de Petri con agar LB, ampicilina (50
mg/ml), X-gal (50 mg/ml) e IPTG (100 mM). Se puede
preparar con anterioridad 40 placas de siembra (ver
Soluciones Empleadas).

- Poner en hielo los viales de células transformadas.

- Extender 50 ml de la suspension bacteriana en cada
placa de Petri convenientemente identificada.

- Incubar invertidas en una estufa a 37°C, hasta el dia
siguiente.

Para evaluar la eficiencia de las bacterias
competentes se realiza un control de transformacion de
bacterias, usando 1 pl de un plasmido superenrollado
control (proporcionado por el kit) y con resistencia a
ampicilina.

6.1.4. Seleccion, confirmacion y crecimiento de clones
recombinantes.

Con la introduccion de ampicilina y X-gal en las
placas de cultivo, es posible hacer una seleccién de las
bacterias transformadas, y de entre ellas, elegir las que
poseen el plasmido recombinante por presentar un color
blanquecino frente a los clones no recombinantes. A
estos Ultimos, la integridad del gen cuya proteina
metaboliza el X-gal les confiere un color verde-azulado.

El resultado de los controles de autoligado y
transformacion (citados anteriormente) nos orienta de la
eficiencia del experimento:

- La placa de autoligado debe contener s6lo un 1-
8% de colonias blancas.

- La placa de control de inserto debe presentar un
95% de colonias blancas recombinantes.

- La placa de control de transformacién debe
presentar por cada 5 ul sembrados una eficiencia de
4x107 transformantes/pg de plasmido
superenrollado.

Con el fin de asegurarnos que los clones de color
blanco son realmente recombinantes, realizamos con
cada una de las muestras el siguiente procedimiento en
campana de flujo laminar:

- Pinchamos entre 20 y 30 colonias blancas y una
colonia azul por placa.

- Se pincha la colonia blanca con una punta estéril y
se resuspende por pipeteo en 10 pul de PBS.

- Se toman 5 pl de la resuspension y se llevan a 50
ul de Tween 20 (0.01%) situados en tubos de PCR.
- Estos tubos se colocan en el termociclador y se
incuban a 100°C durante 15 min. El resultado es un
lisado bacteriano que deja libre el DNA plasmidico.
- Preparamos una mezcla de PCR como se describe
en el apartado 4.1.3. Como primers de
amplificacion se usaron:

M13Forward: TGTAAAACGACGGCCAG Yy
M13Reverse: CAGGAAACAGCTATGACC

- Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes:

- desnaturalizacion previa, 1 min a 96°C.
- 30 ciclos de las siguientes etapas:
desnaturalizacion a 96°C, 15 segundos.
hibridacion a 50°C, 20 segundos.
extension a 72°C, 40 segundos.
- Extensién final a 72°C, 40 segundos.

El resultado de la amplificacién se somete a
electroforesis (ver apartado 4.1.4). Para un clon no
recombinante es un tamafio pequefio de amplificacion
delimitado por la distancia en pb entre las dianas de
M13. Por el contrario, el producto de PCR de un clon
recombinante presenta un tamafio que es la suma del
caso anterior y del tamafio del fragmento insertado.

En la PCR de control de inserto se incluye un
control (todos los componentes sin lisado y con agua
bidestilada), si en la electroforesis no se observa
amplificado entonces indica ausencia de contaminacion.

Para crecer la seleccion de clones recombinantes se
prepara medio LB liquido con ampicilina (50 mg/ml), y
se inoculan los 5 ul restantes de suspension del clon en
PBS. Se incuba toda la noche a 37°C y en agitacion a
250 rpm.
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6.1.5. Purificacion de recombinantes.

La purificacion de plasmidos a partir de pequefios
volimenes de cultivos bacterianos se conoce con el
nombre de "minipreps". Los plasmidos de los cultivos
obtenidos de la Gltima incubacion se purificaron con un
sistema comercial llamado "QIAwell 8 plasmid Kit"
(QlAgen GmbH, Hilden, Alemania), que se basa en el
procedimiento de la "lisis alcalina" bacteriana y en la
retencion del DNA plasmidico en una membrana en
funcién de la fuerza i6nica. El procedimiento fue el
siguiente:

- Tomar 1.7 ml de cultivo bacteriano a un tubo de
microcentrifuga tipo eppendorf.

- Centrifugar a 14000 rpm, 2 minutos para bajar las
bacterias.

- Aspirar a vacio el sobrenadante.

- Afiadir 300 pl de tampdn P1 a 4°C. Resuspender
las bacterias por agitacion con vortex. El tampdn P1
contiene RNAsa.

- Afiadir 300 pl de tampon P2. Invertir los tubos 6
veces e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.
En este paso se produce la lisis alcalina.

- Afiadir 300 pl de tampén P3 a 4°C. Invertir los
tubos 6 veces e incubar en bafio de hielo durante 10
minutos. En este paso las proteinas precipitan.

- Centrifugar 30 minutos a 4°C y 14000 rpm para
bajar el precipitado de proteinas. En el sobrenadante
queda el plasmido junto con sales y otras
impurezas.

- Se prepara un soporte de metacrilato (QlAvac 6S,
QIAgen, Hilden, Alemania) con capacidad para
adaptar hasta 96 columnas de purificacion.

- Adaptamos tantas columnas de purificacion como
muestras tengamos y aplicamos 850 ul del
sobrenadante obtenido en el paso anterior.
Conectamos el aparato a un sistema de vacio de
manera que se produce un flujo a través de la
columna, en la queda retenido el DNA plasmidico.
- Afiadimos 2 ml de tampon de lavado a cada
columna.

- Se desconecta el vacio.

- Hasta ahora los liquidos eluidos recogidos en una
batea interna se desechan.

- Se sustituye esta batea interna por otra en la que se
incluyen tubos de recoleccidn que se adaptan a cada
columna por su parte inferior.

- Afiadimos 500 pl de tampon de elucion a cada
columna y aplicamos de nuevo vacio.

- Precipitamos el DNA plasmidico eluido con 350
ul de isopropanol.

- Centrifugamos 15 minutos a 14000 rpm (4°C) para
obtener el pellet de DNA plasmidico.

- Retiramos el sobrenadante por aspiracion a vacio.
- Eliminamos el exceso de sales mediante un lavado
con 1 ml de etanol al 70% (-20°C).

- Centrifugamos 5 minutos a 14000 rpm (4°C) para
fijar el pellet al fondo del tubo.

- Aspiramos el sobrenadante y secamos el DNA en
centrifuga de vacio.

- Resuspendemos el DNA en 25 pl de agua
bidestilada.

- El calculo de concentracion del DNA plasmidico
se realiza sobre una mezcla compuesta de 3 ul de
DNA'y 297 ul de agua bidestilada (dilucién 1/100).
Se mide la absorbancia de esta muestra a 260 y 280
nm. Se aplica la formula:

[DNA]= Factor de dilucion x 50x Ay

La relacion Aggo/Azgo NOs indica la pureza del DNA
y debe comprender un valor entre 1'6-1'8.

6.2. SECUENCIACION DIRECTA.

Se basa en la determinacion de la secuencia de
nucleétidos de un fragmento de interés sin realizar
previamente, mediante el proceso de clonaje, el
aislamiento de cada una de las copias amplificadas de
dos genes, ya que esta separacion se obtiene por el uso
de primers especificos de alelos o grupos de alelos.

Este procedimiento se aplicd a aquellos DNAs que
cumplian las siguientes caracteristicas:

-DNAs con alelos HLA-B que pueden separarse por
amplificacion especifica de grupo segin la Tabla 5
(p. e.: B35y B18).

-DNAs con alelos DRB1 que pueden separase por
amplificacion especifica de grupo, es decir, todos
aquellos DNAs con tipajes heterocigotos para DR1,
DR2, DR4 o DR52 asociados.

La mezcla de reacciéon y las condiciones del
termociclador utilizadas para la amplificacion del locus
HLA-B fueron las que se describen en los apartados
4.1.2 y 4.1.3, respectivamente.

Para la obtencion de amplificados del locus DRB1,
se aplicaron a un mismo DNA los primers especificos
de grupo (Tabla 9). Las mezclas de reaccion y
condiciones aplicadas al termociclador fueron las
descritas en los apartados 4.1.3 'y 6.1, respectivamente.

Los controles de amplificacion se realizaron
siguiendo el apartado 4.1.4.

El proceso de purificacion de productos de la PCR
se realiz6 como se describe en el apartado 6.1.1.

6.3. REACCIONES DE SECUENCIACION.

Estas siguen basicamente el modelo descrito por
Sanger (Sanger y col. 1977). Sobre esta base se han
venido desarrollando  diferentes quimicas de
secuenciacion que van desde el uso de enzimas
termoestables a enzimas mas procesativas (pero
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termolabiles), y que son capaces de incorporar
nucledtidos marcados con isétopos radiactivos o
fluoresceinados.

Para este trabajo se utiliz el sistema comercial
"ABI PRISM™ Dye Terminator" (Perkin Elmer, Foster
City, CA, EE.UU) que combina una enzima
termoestable modificada (AmpliTag® DNA polymerase,
FS) con dideoxiterminadores fluoresceinados. EIl
proceso de copia se realiza en un termociclador 9600,
mientras que la electroforesis y lectura laser de los
productos resultantes se realiza de forma automética en
un secuenciador de DNA modelo 373A (Perkin Elmer,
Foster City, CA, EE.UU) con capacidad para 48
muestras simultaneas.

6.3.1. Reacciones de secuenciacion en el
termociclador.

En las reacciones de secuenciacion se incorporan
los fluoréforos cada vez que se afiade a la cadena un
dideoxinucledtido marcado y convenientemente
modificado (“dye-deoxi-terminator") para terminar la
reaccion en lugar de un deoxinucle6tido estandar.

De este modo, se generan de forma aleatoria copias
monocatenarias fluoresceinadas con tamafios que
difieren entre si en una sola base de longitud. Estas
copias llevan como ultima base uno de los cuatro
posibles dideoxiterminadores.

Para la secuenciacion de DNA plasmidico se
prepara la siguiente mezcla:

Pre-mezcla ........cccooeeenee. 8 ul
(mezcla de: dye terminadores (A, C, Gy T ),
dITP, dATP, dCTP, dTTP, Tris-HCI pH 9.0,
MgCl,, pirofosfatasa termoestable y AmpliTaq
polimerasa FS)

Primer (3.2 pmoles/ul)...... 1l

En la secuenciacion directa de un producto de PCR la
mezcla es:

Pre-mezcla ........ccoevenee. 8l
(igual que el anterior)

Primer (3.2 pmoles/ul)...... 1ul

Producto de PCR................ 11l

Los pasos que se programan en el termociclador son
los siguientes:

- Desnaturalizacion, 2 minutos a 95°C.

- 25 ciclos de:
Desnaturalizacién, 10 segundos a 96°C.
Hibridacion, 5 segundos a 50°C.
Extension, 4 minutos a 60°C.

Los primers de secuenciacion utilizados para HLA-A,
-B, -DQA1y -DRB1se muestran en las tablas 4, 8y 9,
respectivamente. Para el locus DQB1 se utilizaron los
primers de secuenciacion universales M13 (ver apartado
6.1.4).

6.3.2. Purificacion de las reacciones de secuenciacion.

Este procedimiento de purificacion es necesario con el
fin de eliminar el exceso de "terminadores" marcados no
incorporados a las secuencias. Para ello se siguieron los
pasos:

- Centrifugacion del soporte de PCR con el fin de
recoger el volumen condensado sobre las paredes
superiores de los tubos.

- Tomamos todo el volumen del microtubo de PCRy
lo llevamos a un tubo tipo eppendorf.

- Afadimos 3 pl de acetato sodico 2M pH 4'5y 60 pl
de etanol absoluto. Mezclamos por agitacion.

- Incubamos en bafio de hielo 10 minutos.

- Centrifugamos a 14000 rpm (4°C) durante 20
minutos. Aspiramos el sobrenadante.

- Lavamos el precipitado con 250 pl de etanol al 70%
(-20°C).

- Aspiramos el sobrenadante y secamos en centrifuga
de vacio. Los dideoxiterminadores no incorporados
son eliminados en la aspiracion.

Las muestras pueden guardarse a -20°C y en oscuridad
hasta su desarrollo electroforético.

6.4. DESARROLLO ELECTROFORETICO DE LOS
PRODUCTOS DE SECUENCIACION; DETECCION Y
OBTENCION DE LAS SECUENCIAS.

Los cristales de secuenciacion se lavan con

detergentes que no produzcan residuos y agua caliente,
frotando con un pedazo de papel blando (tissue). Se
aclaran abundantemente con agua del grifo y, cuando ya
no quedan restos de detergente, con agua bidestilada.
Finalmente se lavan con etanol al 95% y se dejan secar
en posicion vertical.
Una vez secos, se prepara el sandwich cristal-
espaciadores-cristal. Se sellan los laterales y el fondo
con cinta adhesiva plastica. A la solucién de acrilamida
filtrada, se le afiaden 500 pl de persulfato de amonio al
10% y 45 pul de TEMED. Se agita suavemente y se
carga entre los dos cristales, en posicion vertical y
cuidando que no se formen burbujas. Cuando el interior
de los cristales estd lleno hasta dos cm del borde
superior, se sitGan en posicion horizontal, se coloca el
peine de secuenciacion y se fija con tres pinzas
metalicas. El conjunto se deja polimerizar de 1 a 2
horas.

Una vez polimerizada la acrilamida, se retiran las
pinzas, el peine y la cinta adhesiva. Se lava
abundantemente con agua del grifo y finalmente con
etanol al 95%. A continuacion se coloca en el interior
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de la cubeta del secuenciador automético 373A
(Applied Biosystems). Una vez puesto el cristal, y
comprobada la lectura del I&ser se rellenan con tampén
TBE 1x las cubetas de electroforesis superior e inferior.
Se conectan los cables de tensién, se limpian los
pocillos de restos de acrilamida y se realiza una carrera
previa de electroforesis durante 30 minutos, a 1500
voltios, 20 mA, 30 watios.

Las muestras, preparadas como se ha descrito
anteriormente, se resuspenden en 1 ul de EDTA pH 8.0,
50 mM y 5 pl de formamida desionizada.

Se mezcla con cuidado y repetidamente para
conseguir la resuspension. A continuacion se
centrifugan los tubos unos segundos para recoger todo
el liquido en el fondo. Se calientan durante 2 minutos a
90°C para desnaturalizar el DNA y se meten
inmediatamente en hielo. Asi estan listas para ser
cargadas en los pocillos del gel. Una vez cargadas, se
someten a electroforesis en las mismas condiciones que
la pre-carrera, durante 14 horas.

En el secuenciador, se programan los nombres de las
muestras introducidas en cada pocillo. Pasados unos 15-
20 minutos desde que comenzd la electroforesis
definitiva se da orden de recogida de datos. Un rayo
laser excita a las moléculas que pasan, y éstas, al llevar
fluorocromos conjugados, emiten en una determinada
longitud de onda (diferente segun que haya terminado
en A, C, G 6 T). La emision se filtra por los cuatro
colores posibles, se fotomultiplica y se envia al
ordenador.

Acabada la electroforesis, el ordenador integra todas
las emisiones fluorescentes recibidas, normaliza el
espacio entre las diferentes sefiales y realiza una
asignacion de bases. El resultado se conserva en un
fichero en el disco duro y se produce una impresion en
colores por medio de una impresora a color. La
secuencia se puede editar en pantallay ser recogida por
el operario. La figura 31 muestra un resumen del
proceso.

7. ANALISIS ESTADISTICO

SECUENCIACION DE ADN

3 5
5’ -
Gl ADN MOLDE
N
ddcTP —
ddCTP
ddCTP
ddGTP
> —>»
ddGTP
ddCTP
= 7/
’ L
5'-TTCGATTAGCCACT-3' < U GiA DE ADN

Figura 31. Esquema simplificado de una reaccion de secuenciacion y del resultado obtenido.
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Los genotipos HLA de clase | y 1l caracterizados en
los 135 individuos estudiados se analizaron mediante
los programas informaticos Arlequin v1.1 (Excoffier y
Slatkin1995; http://anthropologie.unige.ch/arlequin), y
Vista v5.0 (Young y Bann 1996;
http://forrest.psych.unc.edu) en un computador
personal.

7.1. CALCULO DE FRECUENCIAS ALELICAS.

La frecuencia de cada alelo se obtuvo mediante el
programa Arlequin v1.1, que realiza el contaje de cada
alelo y lo divide entre el nimero total de genotipos
(n=270).

7.2. POBLACIONES COMPARADAS.
Las poblaciones cuyos datos HLA se comparan en

este trabajo son las siguientes (ver Figura 32 de
Resultados):

Poblacion N Referencias
Cretenses 135 Presente trabajo
Marroquies (El 98 GOmez-Casado y col. 2000

Bereberes (Agadir)* 98 I1zaabel y col. 1998
Judios (Marruecos) 94 Roitberg-Tambur y col. 1995
Espafioles (Madrid) 176 Martinez-Laso y col. 1995
Vascos (S. Sebastian) 80 Martinez-Laso y col. 1995
Portugueses (Coimbra) 236 Arnaiz-Villenay col. 1997

Franceses 179 Imanishi y col. 1992b
Argelinos (Argel) 102 Arnaiz-Villenay col. 1995
Sardos 91 Imanishi y col. 1992b
Italianos 284 Imanishi y col. 1992b
Judios (Ashkenazi) 80 Martinez-Laso y col. 1996

Judios (no Ashkenazi) 80 Martinez-Laso y col. 1996
Macedonios (Skopje) 172 Arnaiz-Villenay col. 2001a

Griegos (islas del 85  Claytony Lonjou 1997
Griegos (Atica) 96  Clayton y Lonjou 1997
Griegos (Chipre) 101  Claytony Lonjou 1997
Libaneses (NS)* 59  Claytony Lonjou 1997
Libaneses (KZ)? 93  Claytony Lonjou 1997
Iranies 100 Mehray col. 1997
Turcos (Estambul) 228 Arnaiz-Villenay col. 2001b
Armenios 105 Imanishi y col. 1992b
Egipcios (oasis de 101  Claytony Lonjou 1997
Oromo (Etiopia) 83  Claytony Lonjou 1997
Amhara (Etiopia) 98  Claytony Lonjou 1997
Fulani (Burkina Faso) 38  Claytony Lonjou 1997
Rimaibe (Burkina 39  Claytony Lonjou 1997
Mossi (Burkina Faso) 42 Claytony Lonjou 1997
Bosquimanos (San) 77 Imanishi y col. 1992b

Senegaleses 192 Imanishi y col. 1992b
Negroides sudafricanos 86 Imanishi y col. 1992b

N = n° de individuos analizados. @ lengua arabe. * lengua
bereber (Marruecos). ‘NS= Niha el Shouff . ’KZ=Kazar
Zubian

7.3. DISTANCIAS GENETICAS Y DENDROGRAMAS.

A partir de las frecuencias alélicas de los diferentes
loci considerados se calcularon las distancias genéticas
entre las poblaciones (Nei 1972), y posteriormente se
construyeron dendrogramas o arboles filogenéticos con
el paguete informéatico DISPAN (Otta 1993), que
incluye dos programas; GNKDST es el que calcula las
distancias genéticas en las poblaciones comparadas y
TREEVIEW el que representa el dendrograma mediante
el método de neighbor-joining (NJ o el vecino mas
proximo, Saitou y Nei 1987). Ademas, para cada
dendrograma se realizd el test de bootstrap (Efron 1982;
Felsenstein 1985) que nos da idea de la bondad
estadistica del arbol mediante un proceso iterativo. Se
construyeron tres dendrogramas a partir de las
distancias genéticas calculadas teniendo en cuenta los
siguientes conjuntos de datos:

a) frecuencias alélicas de los loci HLA-Ay -B (baja
resolucion), y del locus HLA-DRB1 (alta
resolucion).

b) frecuencias alélicas del locus HLA-DRB1 (alta
resolucion).

c) frecuencias alélicas de los loci HLA-DRB1 vy -

DQBL1 (baja resolucion).

7.4. ANALISIS DE CORRESPONDENCIA.

Este analisis se realizo con el programa informatico
VISTA (Visual Statistics System, VV5.0), que se basa en
la representacion geométrica bidimensional de las
diferencias estadisticas entre las poblaciones
comparadas, de acuerdo a la inercia, pardmetro similar a
la varianza en los componentes principales, de las
frecuencias alélicas, y las distancias genéticas entre las
poblaciones (Nei 1972) calculadas con el programa
GNKDST. Se realizaron tres analisis de
correspondencia con los siguientes datos:

a) frecuencias alélicas de los loci HLA-A y -B (baja
resolucion), y del locus HLA-DRB1 (alta
resolucion).

b) frecuencias alélicas del locus HLA-DRBL1 (alta

resolucion).

c) frecuencias alélicas de los loci HLA-DRB1 vy -

DQB1 (baja resolucioén).

7.5. ESTIMACION DE HAPLOTIPOS Y DESEQUILIBRIO
DE LIGAMIENTO.

La muestra de poblacién cretense analizada
corresponde a individuos sanos no relacionados y no a
familias. Por tanto, desconocemos cuales son las
asociaciones alélicas o haplotipos reales formados por
los alelos HLA (por su segregacion en la familia). Para
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suplir este inconveniente se establece un estudio
estadistico que estima las asociaciones o haplotipos
formados por alelos de diferentes loci.

El célculo de haplotipos, su desequilibrio de
ligamiento, la frecuencia de los mismos y el valor
estadistico de significacion p para cada asociacion se
realiz6 mediante el programa informatico Arlequin
(version 1.1), que combina el algoritmo de expectacion-
maximizacion (EM) con el método de méaxima
probabilidad (maximum-likelihood, ML). Este es un
proceso iterativo que persigue estimados de maxima
probabilidad de frecuencias haplotipicas, obtenidos a
partir de datos genotipicos de varios loci cuando su
distribucion gamética es desconocida. El principio del
algoritmo EM es el siguiente:

1) célculo inicial aleatorio de frecuencias
haplotipicas.

2) uso de estos estimados para computar las
frecuencias genotipicas esperadas para cada
fenotipo, asumiendo el equilibrio de Hardy-
Weinberg (paso de expectacion).

3) las frecuencias genotipicas relativas sirven como
pesos para los dos haplotipos que se constituyen
en un procedimiento de contaje génico, dando
lugar a nuevos estimados de frecuencias
haplotipicas (paso de maximizacion).

4) se repiten los pasos 2 y 3 hasta que las frecuencias
de los haplotipos alcanzan el equilibrio.

La probabilidad de los datos observados (Q) con las
frecuencias haplotipicas calculadas (r), viene dada por:

n g
L@n=X Ilg;
=1 j=1
donde la suma es sobre "n" individuos de la muestray
el producto sobre todos los posibles genotipos.

Dos 0 més alelos de loci diferentes se consideran
asociados 0 en desequilibrio de ligamiento cuando
aparecen juntos en un mismo cromosoma con mayor
frecuencia de la que cabria esperar del producto de las
frecuencias génicas de los alelos implicados. El
desequilibrio de ligamiento (D) se define
matematicamente como Dab=FHab-(FaxFb), donde
FHab es la frecuencia del haplotipo ab en la poblacién,
Fa es la frecuencia alélica de a, y Fb es la frecuencia
alélica de b. Los haplotipos con D<0 tienden a no estar
juntos formando otros haplotipos, mientras que las
asociaciones con D>0 indican que los alelos que
componen los haplotipos tienden a formar estos y no
otros. Los haplotipos con valores de D>0 pueden a su
vez tener una probabilidad estadisticamente
significativa para un grado de libertad de p<0.05, es
decir, existe un 95% de probabilidad de que la
asociacion de alelos que forman el haplotipo es real y
no se debe al azar. En este trabajo se describen aquellos

haplotipos de dos loci con desequilibrio de ligamiento
positivo (D>0) y p<0.05.

Los haplotipos extendidos HLA-A -B -DRB1 -DQB1
fueron deducidos a partir de:

a) la estimacion obtenida con el programa Arlequin,
aunque para haplotipos de méas de 2 loci no se puede
testar la significacion estadistica. Por esto, ademas, se
tuvieron en cuenta:

b) haplotipos de 2 loci estimados en cretenses y otras
poblaciones (Imanishi y col. 1992b; Clayton y Lonjou
1997, y referencias del apdo. 7.2).

c) haplotipos extendidos que en cretenses aparecen en
2 6 mas individuos siempre que el otro haplotipo en
cada individuo se encuentre bien definido en otras
poblaciones (Imanishi y col. 1992b; Clayton y Lonjou
1997, y referencias del apdo. 7.2).

8. SOLUCIONES EMPLEADAS.

*» Acrilamida al 40%

Para 100 ml de solucion, pesar:

-38 g de acrilamida.

-2 g de bis-acrilamida.

Disolver por agitacion magnética a temperatura
ambiente en unos 90 ml de H,O bidestilada. Afiadir 10 g
de resina de intercambio iénico y dejarla actuar durante
30 minutos. Filtrar por 0.2 um y enrasar a 100 ml con
H,O bidestilada.

» Ampicilina (20 mg/ml)

Disolver 500 mg de ampicilina en 25 ml de etanol al
80%.

» Bromuro de Etidio (10 mg/ml)

Disolver por agitacion magnética 1 g de Bromuro de
Etidio en 100 ml de H,O bidestilada. Alicuotar en tubos
protegidos de la luz. Se debe manejar con mucha
precaucion porque es mutagénico.

» Deshibridacion, solucién de

10 mM Tris pH 8.0 + 10% de SDS.

*EDTA 0.5 M, pH 8.0

Disolver 186.1 g de etilendiaminoacetato-2H,0 en 800
ml de H,O bidestilada. Ajustar el pH a 8.0 con NaOH

(~20 g de lentejas de NaOH). Esterilizar en autoclave.

» Formamida desionizada
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El dia de uso, pesar 5 g de resina AG 501-X8 (Biorad)
por cada 100 ml de formamida. Agitar con iman durante
30 minutos. Eliminar la resina filtrada por papel de filtro
normal.

» Geles de secuenciacion
(Gel al 6% de acrilamida y 8.3 M de urea)

Se mezcla:

-50 g de urea

-15 ml de acrilamida al 40%

-10 ml de TBE 10x.

-enrasar a 100 ml con H,O bidestilada.

» Geles de agarosa al 2%

- Se pesan 6 gramos de agarosa "Sigma tipo 11" (Sigma,
St. Louis, MO) .

- Se disuelven completamente por ebullicién en 300 ml
de agua bidestilada y 6 ml de tamp6n TEA 50x.

- Se realiza un enfriamiento rapido bajo el grifo en
constante agitacion manual hasta alcanzar una
temperatura de 50°C aproximadamente.

- Se afiade 15 ul de Bromuro de Etidio (10 mg/ml).

- Se agita para homogeneizar la mezclay se vierte sobre
una bandeja de metacrilato. Previamente se habra
colocado un "peine" que sirve de molde para crear los
pocillos donde se carga la muestra de DNA.

- El enfriamiento a temperatura ambiente de la mezcla
hace que el gel polimerice por completo.

* IPTG (Isopropylthio-B-D-galactoside)

Disolver 2 g de IPTG en 8 ml de H,O bidestilada.
Ajustar el volumen a 10 ml y esterilizar por filtracion
(0.2 um). Alicuotar en volimenes de 1 ml y guardarlas
a -20°C.

*» Medio LB

Para 1 litro, pesar en un Erlenmeyer:

-10 g de Bacto-Triptona.

-5 g de Bacto-Yeast Extract.

-10 g de NaCl.

Disolver en H,O bidestilada y ajustar el pH a 7.5.
Ajustar el volumen final a 1 litro y autoclavar.

»NaCl 5M

Disolver 292.2 g de NaCl en 1 litro de H,O bidestilada.
Autoclavar la solucién.

*NaOH 0.4M

Pesar 16 g de NaOH vy disolver en 1 litro de H,O
bidestilada.

*NH,"Ac’ 2M

Pesar 154 g de NH,"Ac” y disolver en 1 litro de H,O
bidestilada.

»PBS

Disolver 8 g de NaCl, 0.2 g de KCI, 1.44 g de
Na,HPO,, y 0.24 g de KH,PO, en 800 ml de H,0O
bidestilada. Ajustar el pH a 7.4 con HCl y llevar a 1
litro. Esterilizar en autoclave.

*» Placas de siembra

Para 1 litro mezclar:

-Medio LBy 12 g de Bacto-Agar.

-Autoclavar y dejar enfriar a 40°C aproximadamente.
-Afadir ampicilina (50 pg/ul), X-gal (50 mg/ml) e IPTG
(100 mM).

-Repartir 25 ml de esta mezcla por placa de Petri y dejar
enfriar. Cerrar las placas con Parafilm y guardar a 4°C
hasta su uso.

» SDS 10%

Pesar 100 g de dodecilsulfato sédico y disolver en 1
litro de H,O bidestilada mediante agitacion magnética.

» Solucion Conservante (SC)
Dimetilsulfoxido al 25% saturado con NaCl.
» SSPE 20x

Disolver en 1 litro de H,O bidestilada 175.3 g de NaCl
+27.6 g de Na,HPO,4. H,0 + 7.4 g de EDTA.

» Tampo6n 0

100 mM TRIS pH 7.5.
150 mM NacCl.

» Tampon 1
Tampo6n 0 + 0.1% de Tween 20.
» Tampon 2

Tampoén 0 + 1% de Blocking Reagent (Boehringer
Mannheim). Ajustar a pH 7.5.

» Tampo6n 3
100 mM Tris pH 9.5.

100 mM NacCl.
100 mM MgCl,.

Eduardo Gémez Casado



Material y Métodos 77

» Tampon de carga

Se mezcla (V:V) glicerol y Rojo Cresol (500ug/ml). El
primero proporciona la densidad optima para que no
difunda la muestra al cargarla en el gel de agarosa,
mientras el segundo proporciona el color rojo-

anaranjado que nos sirve para visualizar el progreso de
la electroforesis.

» TBE 10x, Tampodn (Tris-Borate/EDTA)

Disolver en 1 litro de H,0 bidestilada 100 g de Tris +
55 g de &cido borico + 8.3 g de EDTA. El pH debe estar
entre 8.2 y 8.4. Filtrar por 0.22 p.

» TEA 50x, Tampon (Tris-Acetate/EDTA)

Tris 2 M pH 8.0+ &cido acético glacial 1 M + EDTA 0.1
M. Filtrar por 0.22 p.

» TMAC, Solucién (Tetramethylammonium chloride)

Solucién compuesta de TMAC 3M + 50 mM Tris-HCI
(pH 8.0) + 0.5 M EDTA + 0.1% SDS.

*»Tris2M pH 7.5

Disolver H,0 bidestilada 254 g de Tris- HCI + 47.2 g de
Tris-Base. Ajustar el pH a 7.5. Enrasar a 1 litro.

»Tris 2M pH 8.0

Disolver en H,0 bidestilada 177.6 g de Tris-HCI + 106
g de Tris-Base. Ajustar el pH a 8.0. Enrasar a 1 litro.

»Tris 2M pH 9.5

Disolver en H,O bidestilada 177.6 g de Tris-HCI + 106
g de Tris-Base. Ajustar el pH a 9.5. Enrasar a 1 litro.

» X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside)
Disolver X-gal en dimetilformamida para hacer una

solucién a 20 mg/ml. Alicuotar y guardar protegido de
la luz a -20°C.
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1. ALELOS DEL SISTEMA HLA ENCONTRADOS EN LA POBLACION CRETENSE

En la Tabla 10 se muestran los alelos HLA obtenidos por técnicas de genética molecular en una
muestra de poblacion de 135 individuos sanos no relacionados. Estos fueron escogidos de diferentes
partes de la islay sus familias han vivido en ella desde varias generaciones; son por tanto representativos
del conjunto de la isla de Creta.

2. DISTRIBUCION DE ALELOS HLA OBTENIDOS EN LA POBLACION CRETENSE

2.1. Frecuencias alélicas de los loci HLA de clase |

En la Tabla 11 se muestran las frecuencias alélicas de los loci HLA de clase | (HLA-A 'y -B)
obtenidos en la muestra de poblacion analizada. Los alelos de estos loci fueron detectados mediante
oligotipaje directo; este sistema es capaz de distinguir 21 alelos para el locus A 'y 41 alelos para el locus
B, lo que supone una resolucion media-baja. Sin embargo, es una resolucion mayor que la obtenida en el
altimo Taller Internacional de Histocompatibilidad: 21 alelos para el locus Ay 35 alelos para el locus B
(Clayton y Lonjou 1997).

Locus HLA-A

Los alelos que se encuentran en mayor porcentaje son A2 (25.5%), A24 (15.0%) y Al (12.0%). Los
antigenos A28 (0.5%) no pudieron ser asignados a uno de sus variantes alélicas A68 o A69. Por otra parte
no se han detectado, en la muestra de poblacion estudiada, los alelos HLA-A34, A66 (ambos del grupo
Al10), A74 (del grupo A19), A36 y A43. HLA-A36, A43 y A66 son caracteristicos de poblaciones
negroides africanas.

Locus HLA-B

Los alelos encontrados con mayor frecuencia para este locus son B35 (24.4%), B51 (10.2%), B18
(7.5%) y B7 (7.0%). No se han detectado los alelos HLA-B45 (del grupo B12), B75/B76/B77 (del grupo
B15), B54/B56 (del grupo B22), B42, B46, B47, B48, B59, B67, B71/B72 (del grupo B70) y B73.
Algunos de estos alelos ausentes como B42, B48, B59, B67 y B73 son caracteristicos de poblaciones
negroides africanas.
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Tabla 11. Frecuencias alélicas de los loci HLA-A'y -B en la poblacion cretense.

Alelos Frecuencias Alelos Frecuencias
Alélicas % Alélicas %
HLA-A HLA-B
Al 12.0 B7 7.0
A2 25.5 B8 4.3
A3 75 B13 3.8
All 4.0 B14 4.3
A23 8.0 B15 3.8
A24 15.0 B18 7.5
A25 3.0 B27 1.0
A26 6.0 B35 24.4
A29 4.0 B37 3.2
A30 4.0 B38 3.7
A3l 1.0 B39 1.6
A32 35 B40 2.2
A33 45 B41 0.5
A28 0.5 B44 4.8
A68 15 B49 2.7
B50 0.5
B51 10.2
B52 3.2
B53 3.2
B55 3.7
B57 1.6
B58 2.1

2.2. Frecuencias alélicas de los loci HLA de clase I

En la Tabla 12 se muestran las frecuencias alélicas de los loci HLA de clase Il (HLA-DRB1, -
DQALy -DQB1) obtenidos en el presente trabajo. Los alelos de estos loci se caracterizaron mediante
oligotipaje directo (DQAL) y reverso (DRB1y DQBL1), siendo capaces de reconocer la mayoria de los
alelos descritos: DQA1= 8 alelos, DRB1= 155 alelos y DQB1= 27 alelos. Estos datos se compararon con
los de otras poblaciones previamente estudiadas (Imanishi y col. 1992b; Clayton y Lonjou 1997; y
poblaciones de la Tabla 13).

Locus DRB1

DRL1. En la muestra de poblacion estudiada aparecieron los subtipos DRB1*0101 (6.6%), *0102
(1.4%) y *0104 (0.4%). DRB1*0102 es mayoritario en poblaciones africanas y en sardos, mientras que el
alelo mayoritario en las poblaciones caucasoides es *0101. El subtipo DRB1*0104 se ha detectado en
hangaros (5.7%) y es de suponer que pueda estar presente en otros europeos (Clayton y Lonjou 1997).

DR2. En el estudio realizado han aparecido las variantes DRB1*1601 (7.8%), *1502 (4.4%) y
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*1501 (3.7%). Existen poblaciones aisladas como las de Senegal y los sardos cuyo alelo mayoritario es
*1601. El alelo *1501 es el principal en poblaciones caucasoides, africanas y orientales, excepto
japoneses. DRB1*1502 se encuentra con muy baja frecuencia en poblaciones africanas; mayor es su
frecuencia en mediterraneos como esparioles e italianos (2%) y rumanos (4.7%). Los hindules y japoneses
son los que presentan la mayor frecuencia de este alelo.

DRa. Se ha encontrado Gnicamente el subtipo DRB1*03011 (7.4%) en la poblacidn cretense. Este
alelo se encuentra en elevada frecuencia en poblaciones negroides, excepto en los bosquimanos (1.9%).
Los europeos también muestran una frecuencia alta, especialmente los sardos (24.5%). Por otra parte, se
encuentra en muy baja frecuencia en japoneses y relativamente elevada en chinos de Singapur (5.7%).
Este alelo forma parte de dos haplotipos extendidos: A1-B8-DR3 frecuente en europeos occidentales y
norteuropeos, y el haplotipo A30-B18-DR3 frecuente en iberos, norteafricanos y sardos.

DRA4. En la muestra de poblacion cretense analizada se han encontrado los subtipos *0401 (0.7%),
*0402 (5.1%), *0403 (3.3%), *0404 (1.1%), y *0405 (1.9%). La frecuencia mayoritaria del alelo
DRB1*0401 se observa en poblaciones caucasoides no mediterraneas, y con baja en frecuencia en
libaneses, africanos sub-saharianos, europeos orientales, y mediterraneos (esparioles, italianos y griegos).
Su maxima frecuencia se observa en el aislado de los bosquimanos (San). DRB1*0402 es mayoritario en
norteafricanos (argelinos-8%, y marroquies-4.6%) y judios (15%). También esta presente en caucasoides
mediterraneos como los espafioles (2.9%), italianos (1.4%), y sardos (1.1%). DRB1*0403 tiene una
distribucion similar a DRB1*0402, salvo su presencia en orientales (4% en japoneses); es mayoritario en
caucasoides mediterraneos, norteafricanos (bereberes y marroquies) y libaneses. La mayor frecuencia del
alelo DRB1*0404 se observa en los hotentotes (también los bosquimanos) e hindles, pero con escasa
frecuencia en el resto de poblaciones africanas y orientales. Es de frecuencia variable en europeos con un
maximo en los espafioles (2.4%). DRB1*0405 es caracteristico de poblaciones mediterraneasy orientales,
asi como de la poblacion argelinay marroqui. En las poblaciones mediterraneas forma preferentemente el
haplotipo DRB1*0405-DQB1*0302, mientras en las orientales el haplotipo mayoritario es DRB1*0405-
DQB1*0402 (Imanishi y col. 1992b; Arnaiz-Villenay col. 1995; Martinez-Laso y col. 1995).

DR11. Los subtipos encontrados y sus frecuencias son: *1101 (11.1%), *1102 (0.4%), *1103
(2.2%) y *1104 (10%). DRB1*1101 es mayoritario en poblaciones africanas, caucasoides y orientales. El
alelo DRB1*1104 es mayoritario en mediterraneos como espafioles, italianos y sardos, y también en
rumanos. DRB1*1103 es poco frecuente, pero aparece con frecuencias entre 1-2% en algunas poblaciones
aisladas como alemanes, italianos, gitanos esparfioles e hindues. Finalmente, DRB1*1102 es caracteristico
de algunas poblaciones africanas (Imanishi y col. 1992Db).

DR12. Los cretenses presentan los alelos *1201 (0.7%) y *12021 (1.9%). El primero aparece elevado en
algunas poblaciones negroides norteafricanas y sudafricanas; de frecuencia baja en asiaticos y ain mas en
europeos. DRB1*12021 también se encuentra en negroides africanos pero en una frecuencia baja, mucho
menor que el anterior alelo. Los europeos carecen practicamente de este alelo, mientras los hindles y
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japoneses lo portan en un 2%. Sélo los Buyi (China) y los chinos de Singapur presentan una elevada
frecuencia (=8.5%) de este alelo.

DR13. De este grupo se han detectado los subtipos DRB1*1301 (3.3%), *1302 (3.7%), *1303
(1.1%) y *1305 (0.4%). El primer alelo es mayoritario en caucasoides. DRB1*1302 es caracteristico de
poblaciones africanas y con similar frecuencia en orientales. También aparece, con menor frecuencia, en
daneses y centroeuropeos (3.4% en alemanes) y europeos orientales (1.4% en rumanos). Los espafioles e
italianos presentan una frecuencia similar de este alelo a la encontrada en cretenses. DRB1*1303 aparece
en baja frecuencia en todas las poblaciones en general. Por Gltimo, DRB1*1305 aparece en muy baja
frecuenciay en poblaciones aisladas de Asia, del Africa sub-sahariana, y de Europa del Este; presenta su
mayor frecuencia en la isla Croata de KrK (2.4%).

DR14. De los subtipos alélicos definidos para esta especificidad s6lo aparece en cretenses el alelo
*1401 (4.4%). Los centroafricanos y sudafricanos presentan una frecuencia menor que la mitad, y en los
europeos ndrdicos es aun menor, mientras que los europeos mediterraneos presentan la mayor frecuencia
(5.1% en italianos). Por otra parte, los orientales también portan este alelo (3.8% en japoneses).

DR7.DRB1*0701 se encuentra muy elevado en la mayoria de las poblaciones negroides africanas y
mediterraneas norteafricanas, europeas mediterraneas, centroeuropeas y asiaticas, en las que contrasta una
baja frecuencia en japoneses y elevada en coreanos.

DRa8. Las variantes alélicas encontradas en cretenses son *0802 (0.7%), *0803 (0.3%). El primero
aparece en negroides con una relativa alta frecuencia (5.0% en Senegal y 3.9% en San), en muy baja
frecuencia en algunos europeos (0.6% en alemanes y 0.2% en italianos), y también en baja frecuencia en
asiaticos, excepto en japoneses (3.8%). Por el contrario, DRB1*0803 aparece con muy baja frecuencia en
negroides, y también en europeos. Los japoneses y coreanos tienen elevada frecuencia de este ultimo
alelo.

DRO9. No se han detectado ninguno de los alelos descritos en la muestra de poblacion estudiada.
Existe en poblaciones negroides un gradiente desde 0% hasta 1.7%. Su frecuencia es nula en nordicos
(daneses), italianos y sardos. Ademas, es muy baja en centroeuropeos (alemanes y rumanos) y elevada en
orientales (13.7% en japoneses y 9% en coreanos)

DR10. Solo existe un subtipo alélico (DRB1*1001) y aparece en cretenses con una frecuencia de
3.7%. Este se encuentra con su mayor frecuencia en paquistanies (8.4%), poblaciones asiaticas (4.7% en
chino-tailandeses), mediterraneos (5.3% en griegos), y norteafricanos (4.9% en beduinos).

Locus DRB3

Se encuentra en el mismo haplotipo que DRB1 cuando éste codifica para alelos de los grupos DR3,
DR11, DR12, DR13 y DR14. Por tanto, la frecuencia de los alelos del locus DRB3 es dependiente de la
frecuencia de los alelos de DRB1 mencionados. DRB3 es poco polimorfico respecto a DRB1, y no se han
encontrado alelos de este locus diferentes a los descritos en otras poblaciones (Imanishi y col. 1992b;
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Clayton y Lonjou 1997, y referencias de la Tabla 13).

Tabla 12. Frecuencias alélicas de los loci HLA-DRB1, -DQA1 y -DQBL1 en la poblacién cretense.

Alelos Frecuencias Alelos Frecuencias
Alélicas % Alélicas %

HLA-DRB1 HLA-DQAI1

0101 6.6 01 16.6

0102 1.4 0102 17.8

0104 0.4 0103 5.2
0201 12.6

0301 7.4 03 12.2
0401 1.1

0401 0.7 0501 34.7

0402 5.1 0503 0.4

0403 3.3

0404 1.1 HLA-DQB1

0405 1.9
02 20.0

0701 11.1 0301 27.1
0302 9.2

0802 0.7 03032 0.8

0803 0.3 0304 0.4
0305 0.4

1001 3.7 0401 0.4
0402 0.8

1101 111 0501 13.0

1102 0.4 0502 10.0

1103 2.2 05031 45

1104 10.0 06011 1.9
06012 1.1

1201 0.7 0602 3.7

12021 1.9 0603 3.3
0604 3.0

1301 3.3 0606/9 0.4

1302 3.7 06051 0.4

1303 1.1

1305 0.4

1401 4.4

1501 3.7

1502 4.4

1601 7.8

Los alelos DQA1*0101 y 0104 fueron asignados como DQA1*01. Los alelos DQA1*03011 y 0302 fueron
asignados como DQA1*03. Los alelos DQA1*05011, 05012 y 05013 fueron asignados como DQA1*0501. Los
alelos DQB1*0201 y 0202 fueron asignados como DQB1*02.
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Locus DRB4

Presenta un polimorfismo restringido y se encuentra en el mismo haplotipo que DRB1 cuando éste
codifica paraalelos de los grupos DR4, DR7 y DR9. No se han encontrado alelos de este locus diferentes
a los descritos en otras poblaciones (Imanishi y col. 1992b; Clayton y Lonjou 1997, y referencias de la
Tabla 13).

Locus DRB5

Este locus es también poco polimérfico y se encuentra en el mismo haplotipo que DRB1 cuando
éste codifica para los alelos del grupo DR2, que se divide en las variantes DR15y DR16. Tampoco se han
encontrado alelos de este locus diferentes a los descritos en otras poblaciones (Imanishi y col. 1992b;
Clayton y Lonjou 1997, y referencias de la Tabla 13).

Locus DQAL/ Locus DQB1

El polimorfismo de estos loci es menor que el de DRB1 y no se han detectado variantes alélicas
diferentes a las descritas previamente. Los alelos de mayor frecuencia para el locus DQA1 son
DQA1*0501 (34.7%), *0102 (17.8%), *01 (16.6%), *0201 (12.6%), y *03 (12.2%), mientras que parael
locus DQB1 son DQB1*0301 (27.0%), *02 (20.0%), *0501 (12.9%), *0502 (10.0%) y *0302 (9.2%).

Las frecuencias de los alelos de los loci DQA1 y DQB1 dependen de las frecuencias de alelos de
DRB1, ya que los tres loci forman haplotipos caracteristicos. Asi, la elevada frecuencia de DQA1*0501
se debe a que este va en desequilibrio de ligamiento con DQB1*02 6 *0301, y ambas combinaciones van
acompaniadas respectivamente de DR3 0 DR11, que poseen elevada frecuencia en la poblacidn cretense.

3. ANALISIS FILOGENETICOS

3.1. Distancias genéticas, dendrogramas y analisis de correspondencia

Las distancias genéticas se calcularon por el método de Nei (1972) mediante la comparacion de
frecuencias HLA en la poblacion cretense y otras poblaciones (Tabla 13 y Figura 32). La construccion de
dendrogramas o arboles filogenéticos se realizé por el método de neighbor-joining (NJ) a partir de las
distancias genéticas calculadas (Saitou y Nei 1987). Los analisis de correspondencia se obtuvieron a partir
de las distancias genéticas, y proporcionan una idea global de las relaciones filogenéticas entre las
poblaciones comparadas (ver apdos. 7.3 y 7.4 de Material y Métodos). Estos analisis se llevaron a cabo
con tres conjuntos de datos:
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Tabla 13. Poblaciones comparadas en el presente trabajo.

Poblacion N Referencia
Cretenses 135 Presente trabajo
Marroquies (El Jadida)® 98 Gomez-Casado y col. 2000
Bereberes (Agadir, Marruecos)” 98 Izaabel y col. 1998
Judios (Marruecos) 94 Roitberg-Tambur y col. 1995
Espafioles (Madrid) 176 Martinez-Laso y col. 1995
Vascos (San Sebastian) 80 Martinez-Laso y col. 1995
Portugueses (Coimbra) 236 Arnaiz-Villena y col. 1997
Franceses 179 Imanishi y col. 1992b
Argelinos (Argel) 102 Arnaiz-Villena 'y col. 1995
Sardos 91 Imanishi y col. 1992b
Italianos 284 Imanishi y col. 1992b
Judios (Ashkenazi) 80 Martinez-Laso y col. 1996
Judios (no Ashkenazi) 80 Martinez-Laso y col. 1996
Macedonios (Skopje) 172 Arnaiz-Villenay col. 2001a
Griegos (islas del Egeo) 85 Clayton y Lonjou 1997
Griegos (Atica) 96 Clayton y Lonjou 1997
Griegos (Chipre) 101 Clayton y Lonjou 1997
Libaneses (NS)* 59 Clayton y Lonjou 1997
Libaneses (KZ)? 93 Clayton y Lonjou 1997
Iranies 100 Mehra y col. 1997
Turcos (Estambul) 228 Arnaiz-Villena y col. 2001b
Armenios 105 Imanishi y col. 1992b
Egipcios (oasis de Siwa) 101 Clayton y Lonjou 1997
Oromo (Etiopia) 83 Clayton y Lonjou 1997
Ambhara (Etiopia) 98 Clayton y Lonjou 1997
Fulani (Burkina Faso) 38 Clayton y Lonjou 1997
Rimaibe (Burkina Faso) 39 Clayton y Lonjou 1997
Mossi (Burkina Faso) 42 Clayton y Lonjou 1997
Bosquimanos (San) 77 Imanishi y col. 1992b
Senegaleses 192 Imanishi y col. 1992b
Negroides sudafricanos 86 Imanishi y col. 1992b

N= nimero de individuos analizados en cada poblacién. @ lengua arabe. * lengua bereber (Marruecos).
'NS= Niha el Shouff (ciudad) °KZ= Kafar Zubian (ciudad).
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Figura 32. Localizacion geogréfica de las poblaciones utilizadas en las comparaciones genéticas.
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3.1.1. Loci HLA-A, -By -DRB1

Con el conjunto de datos de las frecuencias alélicas de HLA-Ay -B (baja resolucion) y HLA-DRB1
(alta resolucion), se calcularon las distancias genéticas de los cretenses respecto a las poblaciones que
aparecen en la Tabla 14.

Este andlisis no se pudo realizar con poblaciones que, hasta el momento, carecen de datos de
frecuencias HLA-A y -B. Estas poblaciones corresponden a los bereberes (de Souss, area de
Agadir,Marruecos), judios (Ashkenazi), judios (Marruecos), judios (no Ashkenazi) y libaneses (NS y KZ)
entre otras (ver Tabla 13 y Figura 32). Tampoco se pudo incluir en el analisis el locus DQB1 porque no se
disponia de los tipajes por alta resolucion de los griegos (Atica, Chipre y Egeo) (ver Tabla 13 y Figura
32).

El dendrograma construido mediante el método de neighbor-joining (Figura 33) basado en las
distancias genéticas calculadas, muestra como los mediterraneos occidentales europeos y norteafricanos
(italianos, espafioles, vascos, argelinos, sardos) estan cercanos entre si. Los griegos (Chipre, Atica, Egeo)
derivan de una rama comin y aunqgue los japoneses se encuentran agrupados con los griegos, la longitud
de sus ramas indican una distancia genética elevada entre ellos, y parecen comportarse en realidad como
grupos divergentes al igual que los bosquimanos (San). Aungue los cretenses y argelinos agrupan juntos,
la longitud de la rama de los cretenses es mucho mayor lo que indica una distancia genética elevada.

Para este dendrograma, los argelinos presentan la menor distancia genética (38.21x107?) respecto a
los cretenses (Tabla 14). Con una discontinuidad en la distancia genética sigue el par cretenses-
marroquies (El Jadida) (51.13 x10%), y con una distancia muy similar los griegos de Atica (51.20 x10?) y
los macedonios (52.78 x1072). Los griegos de Chipre (75.68 x10%) y los de Atica-Egeo (96.70 x10?) se
encuentran muy alejados de los cretenses.

El anlisis de correspondencia obtenido (Figura 34) muestra la representacion geométrica de las dos
dimensiones con mayores porcentajes de inercia, parametro similar a la varianza, respecto a la matriz de
distancias genéticas de las poblaciones comparadas. Por tanto, la dimensién 1y la dimension 2 son las
mas representativas y contribuyen con un 36.88% y un 30.14% respectivamente. La correspondencia
ofrece una distribucion de las poblaciones mas intuitiva y clara que el dendrograma y las distancias
genéticas. Podemos observar la siguiente distribucion de poblaciones: 1) los cretenses y los macedonios
junto a otros mediterraneos europeos y norteafricanos, 2) las tres poblaciones griegas forman un grupo
homogéneo, pero sorprendentemente se encuentran muy separadas de los cretenses, macedonios y otras
poblaciones mediterraneas, 3) los japoneses y bosquimanos (San) ,

3.1.2. Locus HLA-DRB1

La Tabla 15 recoge las distancias geneticas obtenidas a partir de las frecuencias de DRB1 (alta
resolucion) pertenecientes a todas las poblaciones que aparecen en la Tabla 13, excepto aquellas que no
pudieron incluirse en los calculos ya que no tienen caracterizados los alelos de DRB1 por alta resolucion:
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portugueses, turcos, iranies, y egipcios. El dendrograma neighbor-joining construido con este conjunto de
datos (Figura 35) nos ofrece una distribucion filogenética mas especifica y completa que el anterior
(Figura 33). Los iberos (espafioles y vascos) y norteafricanos (argelinos de Argel, marroquies y bereberes
de Marruecos) se agrupan en torno a una rama comun. Por otra parte, se observa otro grupo formado por
los cretenses, sardos, macedonios, italianos y judios Ashkenazi. Este grupo y el formado por los libaneses
y judios (no Ashkenazi, Marruecos) convergen en una rama comun. Los griegos (chipriotas y de Atica) se
encuentran dentro de este ultimo grupo, aunque con una longitud de rama mucho mayor, es decir, mas
alejados genéticamente. En definitiva, los mediterrdneos occidentales y orientales forman respectivos
grupos que estan inter-relacionados (Figura 35).

El estudio de las distancias geneticas para DRB1 (Tabla 15) refleja que los judios (no Ashkenazi),
macedonios, judios (Ashkenazi) y judios (Marruecos) son los méas cercanos a los cretenses. En general,
los cretenses estan més cercanos a todos los mediterraneos del Este y Oeste (europeos y africanos) que a
los griegos. De hecho, después de la distancia genética entre cretenses y vascos (32x1072), se observa una
discontinuidad con el siguiente valor mas préximo (72x1072) que corresponde a la distancia genética entre
cretenses y griegos de Atica.

El anlisis de correspondencia obtenido con las distancias genéticas de las poblaciones comparadas
(Figura 36) muestra las dos dimensiones con mayor peso; la dimensién 1 aporta el 43.15% de la inerciay
la dimensidn 2 contribuye con el 63.53% acumulado. En esta correspondencia se pueden diferenciar los
siguientes conjuntos poblacionales: 1) los japoneses y bosquimanos; 2) los mediterraneos occidentales
(espafioles, vascos, argelinos, bereberes, sardos, italianos, etc); 3) los mediterraneos orientales, que
incluyen a los cretenses junto con los macedonios, judios (Ashkenazi , no Ashkenazi, Marruecos), y
libaneses (NS y KZ); y 4) los griegos (Atica y Chipre) que aparecen tan diferenciados del resto de
mediterraneos como los japoneses y bosquimanos.

El hecho de que en los analisis realizados los griegos se muestren como grupos divergentes, no
relacionados con cretenses, macedonios ni con otros mediterraneos occidentales y orientales resulto
sorprendente. Mas sorprendente aun fue el observar entre los resultados del 12° Taller Internacional de
Histocompatibilidad, que los griegos tienen alelos HLA-DRB1 casi-especificos compartidos s6lo con
poblaciones de Etiopia y Africa occidental (Burkina Faso). Se realizaron nuevos analisis incluyendo a
estas poblaciones sub-saharianas de Etiopia (Oromo y Amhara) y Burkina Faso (Mossi, Fulani, Rimaibe),
asi como otras poblaciones negroides de Senegal y Sudafrica. El dendrograma construido (Figura 37) con
las distancias genéticas entre las poblaciones comparadas muestra una distribucion similar al anterior de
los mediterraneos: los cretenses y macedonios agrupan con otros mediterraneos orientales y los
mediterraneos occidentales por su parte se mantienen agrupados. Sin embargo, los tres grupos griegos se
entremezclan ahora con las poblaciones sub-saharianas, pero no con otras poblaciones africanas como son
los senegaleses, negroides sudafricanos y bosquimanos. Las distancias genéticas de los cretenses a estas
poblaciones (Tabla 16) muestra que los griegos estan tan alejados de los cretenses como los sub-
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saharianos, mientras que los macedonios y judios son los mas cercanos a los cretenses.

El anélisis de correspondencia (Figura 38) muestra de forma clara: 1) un grupo formado por las
poblaciones griegas y las sub-saharianas; 2) otro grupo formado por los senegaleses, bosquimanos y
negroides sudafricanos; y 3) el conjunto de mediterraneos occidentales y orientales, siendo los cretenses y
macedonios mas proximos a estos.

3.1.3. Loci HLA-DRB1y -DQB1

Estos analisis se llevaron a cabo con el fin de comparar los portugueses, turcos, iranies, armenios y
egipcios con los cretenses, macedonios y el resto de poblaciones analizadas anteriormente. Las distancias
geneticas (Tabla 17) se calcularon a partir de las frecuencias alélicas HLA-DRB1 y -DQB1 (baja
resolucion).

El dendrograma neighbor-joining (Figura 39) construido a partir de las distancias geneticas muestra
que, en general, se mantiene el grupo de mediterraneos occidentales (incluidos los portugueses) y
orientales (incluidos los iranies, turcos y armenios). La distancia genética menor se observa respecto a los
macedonios, seguidos de iranies y armenios. Posteriormente, se entremezclan los mediterraneos orientales
y occidentales. Esto puede ser debido a que los datos DRB1y DQB1 de baja resolucion conducen a una
cierta homogeneizacion frente a los datos DRB1 de alta resolucion. Los griegos (Atica) junto con los sub-
saharianos, bosquimanos y japoneses son los méas alejados de los cretenses.

En el analisis de correspondencia (Figura 40) se puede observar: 1) los mediterraneos occidentales
(europeos y norteafricanos) y orientales se agrupan respectivamente; 2) los griegos (Atica) se sitdian junto
a los africanos occidentales (Fulani, Rimaibe, Mossi), mientras los etiopes (Oromo, Amhara) se desplazan
de este ultimo grupo. La conversion de alelos especificos de DRB1 (alta resolucion) a alelos genéricos
DRBL1 (baja resolucion) explicaria este hecho. Por otra parte, el hecho de incluir a los bosquimanos (San)
como grupo divergente de los mediterraneos permite excluir de esta representacion otros grupos
divergentes (senegaleses y japoneses), ya que habrian homogeneizado a los grupos de poblaciones
mediterraneas.
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Tabla 14. Distancias genéticas y sus errores estandar entre la poblacion cretense y otras poblaciones (x 10?)
calculadas a partir de las frecuencias alélicas de los loci HLA-A y B (baja resolucién), y -DRB1 (alta
resolucién) (ver Tabla 13 para la identificacion de cada poblacién).

De cretenses a: HLA-A, -B, -DRB1
Distancia Genética Error estdndar (+)

Argelinos 38.21 18.12
Marroquies 51.13 18.40
Griegos (Atica) 51.20 14.06
Macedonios 52.78 21.36
Italianos 53.14 23.69
Vascos 60.29 18.63
Franceses 61.26 25.80
Espafioles 64.52 24.50
Sardos 72.69 25.17
Griegos (Chipre) 75.68 27.06
Japoneses 93.06 27.72
Griegos (Egeo) 96.70 38.24
Bosquimanos (San) 144.51 34.07

Tabla 15. Distancias genéticas entre la poblacién cretense y otras poblaciones (x 102) calculadas a partir de
las frecuencias alélicas del locus HLA-DRBL1 (alta resolucion) El error estandar fue nulo para cada
comparacioén (ver Tabla 13 para la identificacion de cada poblacion).

De cretenses a: HLA-DRB1 De cretenses a: HLA-DRB1
Judios (no 3.75 Marroquies 22.46
Macedonios 5.30 Libaneses (KZ) 23.26
Judios (Ashkenazi) 7.36 Sardos 23.53
Judios (Marruecos) 8.16 Bereberes 24.01
Italianos 10.01 Vascos 32.31
Franceses 10.99 Griegos (Atica) 72.85
Argelinos 13.43 Japoneses 101.65
Libaneses (NS) 17.11 Griegos (Chipre) 113.12
Esparioles 19.56 Bosquimanos (San) 148.13
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Figura 35. Dendrograma neighbor-joining que muestra las relaciones filogenéticas entre cretenses y otras poblaciones. Las
distancias genéticas entre las poblaciones se calcularon con los datos de genotipaje de HLA-DRB1 (alta resolucién). Los
valores de bootstrap de 1000 replicaciones fueron 100 en todos los casos.

Eduardo Gémez Casado



Resultados 98

"(uo1on|0sal B1[R) THA-VTH 8P SedIjge SeIouaNdaly Se| U0d Sepejnajes sauoldejqod se| aijus seanguab selouesip

se| e opJanae ap ‘sauoioe|qod seo A sasus1ald so| aJ1us seanauabo]ly Sauoioe|al se| ap [eqolb UQISIA Bun eNsanwW anb elouspuodselI0d ap sisijeuy 9 eanbiq

¥'0 (%ST V) T uoisuswig 7'0-
L .VOl
)
3
(0]
5
.
o
=}
............................................................................ N
sasauoder .
o o))
[ w
(ues) souewinbsog o
S
-7'0

Eduardo Gomez Casado



Resultados 99
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—— Griegos (Chipre)
— Fulani

Rimaibe

— Mossi

Figura 37. Dendrograma neighbor-joining que muestra las relaciones filogenéticas entre cretenses y otras poblaciones. Las
distancias genéticas entre las poblaciones se calcularon con los datos de genotipaje de HLA-DRB1 (alta resolucidn). Los
valores de bootstrap de 1000 replicaciones fueron 100 para todos los casos.
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Figura 39. Dendrograma neighbor-joining que muestra las relaciones filogenéticas entre cretenses y otras
poblaciones. Las distancias genéticas entre las poblaciones se calcularon teniendo en cuenta las frecuencias alélicas
de HLA-DRB1 v -DOB1 (baia resolucidn). Los valores de bootstran mostrados son de 1000 replicaciones.
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Tabla 16. Distancias genéticas entre la poblacion cretense y otras poblaciones (x 10) calculadas a partir de
las frecuencias alélicas del locus HLA-DRB1 (alta resolucion) El error estandar fue nulo para cada
comparacion (ver Tabla 13 para la identificacion de cada poblacion).

De cretenses a: HLA-DRB1 De cretenses a: HLA-DRB1
Macedonios 8.38 Griegos (Atica) 27.08
Italianos 8.93 Vascos 28.56
Judios (Marruecos) 12.15 Negroides sudafricanos 33.34
Judios (no 12.81 Senegaleses 36.16
Sardos 13.56 Griegos (Chipre) 37.45
Judios (Ashkenazi) 13.64 Oromo 39.05
Franceses 13.96 Griegos (Egeo) 41.59
Esparioles 14.07 Amhara 45.02
Argelinos 14.22 Mossi 53.70
Libaneses (KZ) 17.44 Fulani 58.69
Libaneses (NS) 19.01 Bosquimanos (San) 54.77
Marroquies 19.08 Rimaibe 60.35
Bereberes 22.83

Tabla 17. Distancias genéticas entre la poblacion cretense y otras poblaciones (x 102) calculadas a partir de
las frecuencias de los loci HLA-DRB1y -DQBL (baja resolucién) (ver Tabla 13 para la identificacion de cada
poblacion).

De cretenses a: DRB1-DQB1 De cretenses a: DRB1-DQB1
Macedonios 1.27 Marroquies 4.78
Iranies 1.46 Bereberes 6.34
Armenios 1.82 Libaneses (NS) 6.89
Judios (Marruecos) 2.13 Vasco-espafoles 7.13
Argelinos 2.27 Negroides sudafricanos  8.25
Portugueses 2.79 Senegaleses 9.71
Judios (Ashkenazi) 2.92 Griegos (Atica) 10.31
Franceses 3.22 Oromo 10.66
Espafioles 3.23 Amhara 11.19
Judios (no Ashkenazi)  3.32 Bosquimanos (San) 13.32
Libaneses (KZ) 3.62 Japoneses 17.59
Italianos 3.65 Mossi 20.76
Turcos 3.88 Fulani 22.44
Sardos 3.90 Rimaibe 24.58
Egipcios 4.08
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4. ESTUDIO DE HAPLOTIPOS BI-LOCUS EN LA POBLACION CRETENSE

Los haplotipos bi-locus encontrados en la poblacién cretense fueron comparados con los recogidos
en el 11°y 12° Taller Internacional de Histocompatibilidad (Imanishi y col. 1992b; Clayton y Lonjou
1997), y los descritos en espafioles (Martinez-Laso y col. 1995), vasco-espafioles (Martinez-Laso y col.
1995), argelinos (Arnaiz-Villenay col. 1995) y marroquies (Gémez-Casado y col. 2000).

4.1. Desequilibrio de ligamiento entre alelos de los loci HLA de clase 1y

La muestra de poblacion cretense analizada corresponde a individuos sanos no relacionadosy no a
familias. Por tanto, desconocemaos cuales son los haplotipos HLA reales por su segregacion en la familia.
Para suplir este inconveniente se establece un estudio estadistico que aproxima el resultado a una realidad
con un error del 5%.

La estimacion estadistica de haplotipos se realizo con el programa Arlequin (Excoffier y Slatkin
1995), que efectua todas las posibles combinaciones de 2 loci, calcula la frecuencia de cada asociacién
haplotipica, su desequilibrio de ligamiento y la probabilidad (p) de que la asociacién sea estadisticamente
significativa (ver Material y Métodos). A continuacion se describen aquellos haplotipos con desequilibrio
de ligamiento positivo (D>0) y p<0.05 (Tabla 18).

4.1.1 Desequilibrio de ligamiento entre alelos de HLA-A 'y -B
Los haplotipos HLA-A-B encontrados en la poblacion cretense y en otras poblaciones, pero que
estan ausentes en las poblaciones griegas son:

o A26-B35 (2.9%). Este aparece también en albaneses (1.4%).

o A23-B35 (2.6%). Presente en africanos occidentales (4.3%).

e A32-B51 (1.5%). Aparece en hinddes Tribal (3%).

o A2-B52 (1.4%). Presente en los mongoles Buriat (2.8%) y albaneses (1.2%).

e A3-B51 (1.5%). Compartido por los Uygur de China (2.8%), una poblacion de los Urales (2.6%),
austriacos (2%), franceses (1.3%) y espafioles (0.9%).

¢ A33-B8 (0.7%). Presente en la poblacion Burushaski de Pakistan (4.1%).

¢ A33-B58 (0.7%). Aparece en la poblacion africana sub-sahariana Fulani (1.2%).

e A30-B51 (1.5%), A25-B55 (0.7%), A26-B40 (0.7%), A29-B53 (0.7%), A32-B7 (0.7%), A33-B38
(0.7%). Estos haplotipos no se han definido en otras poblaciones. Cada uno de estos aparece dos veces
en la muestra de poblacion cretense, salvo el primero que aparece en cuatro ocasiones.
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Tabla 18. Haplotipos HLA-A-B, B-DRB1y DRB1-DQB1 con desequilibrio de ligamiento significativo en la
poblacidn cretense.

Haplotipos FH D D’ Haplotipos FH D D’
A-B
A26-B35 2.9 2.2° 0.54 B40-0405 0.7 0.7 0.49
A23-B35 2.6 1.6 0.32 B49-1501 0.7 0.7° 0.38
A24-B18 2.2 1.7° 0.36 B52-15021 0.7 1.7" 1.00
Al-B8 1.8 1.6° 0.51 B55-1302 0.7 0.6 0.26
A3-B51 15 1.12 0.21 B58-03011 0.7 0.6° 0.46
A30-B51 15 1.2° 0.40
A32-B51 15 1.3¢ 0.54
A2-B52 1.4 0.9¢ 0.47 DRB1-DOBL
A30-B13 1.1 1.0¢ 0.35 0701-02 10.4 g.1" 0.92
A25-B55 0.7 0.7° 0.31 1104-0301 9.6 6.9" 0.95
A26-B40 0.7 0.7° 0.47 1101-0301 8.9 6.1" 0.80
A29-B53 0.7 0.7° 0.31 0301-02 7.4 5.0% 1.00
A32-B7 0.7 0.6* 0.25 1601-0502 7.4 6.6" 0.95
A33-B8 0.7 0.6 0.19 0101-0501 6.3 5.5" 1.00
A33-B14 0.7 0.62 0.22 0402-0302 5.2 4.7" 1.00
A33-B38 0.7 0.7° 0.31 1001-0501 37 3.2" 1.00
A33-B58 0.7 0.7 0.48 1401-05031 37 35" 0.82
1301-0603 33 32" 1.00
1302-0604 2.9 2.8" 1.00
B.DRB1 1501-0602 2.6 24" 0.69
B35-0101 4.8 3.7¢ 0.67 0403-0302 1.8 1.5° 0.51
B52-1502 2.5 1.7" 0.70 1103-0301 1.8 1.2 0.77
B8-03011 2.2 2.0" 0.64 12021-0301 1.8 1.3 1.00
B18-1104 2.0 1.3° 0.28 0102-0501 15 1.3¢ 1.00
B44-0701 1.6 1.1° 0.38 0405-02 15 1.1° 0.75
B51-0402 15 1.1° 0.23 0404-0302 1.1 1.0° 1.00
B7-1501 1.1 0.9° 0.26 1502-06011 1.1 1.0" 0.74
B13-1601 11 0.9° 0.38 0701-03032 0.7 0.6° 1.00
B14-0102 11 11" 0.74 1502-06012 0.7 0.7° 0.65
B57-0701 1.0 0.6° 0.62 1404-05031 0.7 0.7 0.82
B14-0405 0.7 0.7¢ 0.38
B15-1302 0.7 0.62 0.26
B37-1001 0.7 0.6° 0.31

FH, Frecuencia Haplotipica (x 100); D, desequilibrio de ligamiento (x 100); D' (0 RLD), desequilibrio de ligamiento
relativo. %5x102>p>5x10"3; P5x10>p>5x10"*; *5x10*>p>5x10"%; %5x10°>p>5x10®; °5x10°>p>5x107; '5x107>p>5x10"
8 95x10°>p>5x1077; "5x10™°>p>5x10™,

Los haplotipos que aparecen en cretenses y otras poblaciones, incluyendo alguna de las tres
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poblaciones griegas son:

e A24-B18 (2.2%). Presente en las poblaciones de Atica (5%), los vasco-franceses (3.1%), belgas
(2.3%), albaneses (1.7%), armenios (1.5) e italianos (1.4%).

¢ A1-B8 (1.8%). Forma parte del haplotipo extendido pan-europeo A1-B8-DR3. Las frecuencias mas
elevadas (8x) se encuentran en centroeuropeos y europeos occidentales (britanicos, cornualles, checos,
alemanes, vasco-esparioles). Las poblaciones mediterraneas (italianos, espafioles, griegos y albaneses)
presentan frecuencias algo mas elevadas que los cretenses.

e A30-B13 (1.1%). Compartido por griegos de Chipre (1.5%), y con similar frecuencia por los
centroeuropeos (austriacos y alemanes), vasco-franceses, europeos mediterraneos (italianos y
espafoles), y orientales (coreanos y los Hui de China) con mayor frecuencia.

e A33-B14 (0.7%). Presente en los griegos de Atica (1.1%) y de Chipre (4.2%). Se considera
mediterraneo y aparece principalmente en estas poblaciones con una frecuencia dos veces superior a los
cretenses (espafioles, vascos, argelinos, armenios, portugueses y sardos).

4.1.2. Desequilibrio de ligamiento entre alelos de HLA-DRB1y -DQB1

La mayoria de los haplotipos DRB1-DQB1 (Tabla 18) muestran desequilibrios de ligamiento
habituales presentes en poblaciones mediterraneas europeas y norteafricanas. Las asociaciones DRB1-
DQB1 encontradas en cretenses y otras poblaciones son:

e DRB1*0701-DQB1*02 (10.4%). Presenta una frecuencia muy elevada en poblaciones africanas
(bosguimanos, senegaleses), mediterraneos caucasoides y norteafricanos (italianos, sardos, espafioles,
vascos, argelinos, judios Ashkenazi, judios no Ashkenazi, judios marroquies), centroeuropeos
(alemanes, rumanos) y baja frecuencia en orientales salvo los coreanos.

e DRB1*1104-DQB1*0301 (9.6%). Se encuentra principalmente en poblaciones mediterrdneas
(italianos, sardos, esparfioles, argelinos, judios Ashkenazi, judios no Ashkenazi y judios marroquies).

e DRB1*1101-DQB1*0301 (8.9%). Es caracteristico de caucasoides (franceses, alemanes, italianos,
rumanos), negroides sudafricanos y sardos. Presenta menor frecuencia en los norteafricanos (marroquies,
judios Ashkenazi y no Ashkenazi, argelinos) e iberos (espafioles y vascos). Aparece con frecuencia
intermedia en hindles, y baja frecuencia en orientales (japoneses y coreanos).

¢ DRB1*0301-DQB1*02 (7.4%). Es un haplotipo de elevada frecuencia en poblaciones sudafricanas
(negroides sudafricanos, hotentotes), norteafricanas (argelinos, judios Ashkenazi, judios no Ashkenazi,
marroquies), y europeas en general (daneses, franceses, alemanes, italianos, rumanos, sardos, espafioles,
vascos). Esta asociacion forma dos haplotipos extendidos que diferencian estas poblaciones; A1-B8-
DR3 caracteristico de poblaciones norte y centroeuropeas, y A30-B18-DR3 caracteristico de los vascos,
espafioles, sardos y argelinos.
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e DRB1*1601-DQB1*0502 (7.4%). Presenta una frecuencia muy elevada en el aislado sardo y en
senegaleses. En menor frecuencia se ha encontrado en otros mediterraneos (italianos, espafioles, judios
Ashkenazi, judios no Ashkenazi, argelinos, marroquies).

¢ DRB1*0101-DQB1*0501 (6.3%). Se encuentra principalmente en poblaciones caucasoides (daneses,
franceses, alemanes, rumanos, vascos), mediterraneas (sardos, argelinos, marroquies, judios Ashkenazi,
espafoles), asiatico-orientales (hindues, japoneses, coreanos) y negroides (hotentotes, negroides
norteamericanos).

¢ DRB1*0402-DQB1*0302 (5.2%). Encontrado fundamentalmente en mediterraneos como esparioles,
marroquies, argelinos, judios Ashkenazi, judios no Ashkenazi, italianos y rumanos.

¢ DRB1*1401-DQB1*05031 (3.7%). Presente con frecuencia similar en mediterraneos (italianos, sardos,
marroquies, argelinos, judios Ashkenazi, judios no Ashkenazi, espafioles y vascos).

e DRB1*1001-DQB1*0501 (3.7%). Aparece con frecuencia similar en mediterrdneos europeos y
norteafricanos (sardos, marroquies, argelinos, espafioles, judios Ashkenazi, judios no Ashkenazi),
orientales (coreanos) y negroides (senegaleses y negroides sudafricanos).

¢ DRB1*1301-DQB1*0603 (3.3%). Es de mayor frecuencia en centroeuropeos y europeos occidentales
(daneses, franceses, alemanes, vascos), mediterraneos norteafricanos y europeos (italianos, argelinos,
judios Ashkenazi, judios no Ashkenazi). Tiene frecuencia similar en negroides (bosquimanos,
hotentotes, negroides norteamericanos) y en hindues aparece con una frecuencia similar a los europeos.
e DRB1*1302-DQB1*0604 (2.9%). Aparece con el doble de frecuencia que en cretenses en coreanos,
marroqguies, bosquimanos, y con similar frecuencia en japoneses, daneses, argelinos, vascos, italianos,
alemanes, franceses y espafioles.

¢ DRB1*1501-DQB1*0602 (2.6%). Los hotentotes poseen la méxima frecuencia. Es muy frecuente en
caucasoides (daneses, franceses, alemanes, italianos, vascos), algunos mediterrdneos norteafricanos
(argelinos y marroquies) y orientales (japoneses, chinos de Singapur).

¢ DRB1*0403-DQB1*0302 (1.8%). Se encuentra en mediterraneos caucasoides y norteafricanos con
mayor frecuencia que en cretenses (argelinos, vascos, judios no Ashkenazi, judios Ashkenazi,
franceses), en otros mediterraneos con menor frecuencia que en cretenses (espafioles, marroquies,
italianos). También se encuentra con frecuencia similar en orientales (japoneses y chinos de Singapur).
¢ DRB1*12021-DQB1*0301 (1.8%). Este haplotipo es caracteristico de orientales (chinos de Singapur-
7.4%, Buyi-4.8%, japoneses-1.7%) y en argelinos con menor frecuencia que en cretenses.

e DRB1*0405-DQB1*02 (1.5%). Se ha encontrado con una frecuencia similar Gnicamente egipcios
del oasis de Siwa (1.9%), y en turcos como haplotipo genérico DR4-DQ2 (Arnaiz-Villena y col.
2000, resultados no publicados).

¢ DRB1*0404-DQB1*0302 (1.1%). Presente en hindles-3.4%, y con similar frecuencia que en cretenses
en rumanos, espafoles, franceses y argelinos.
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4.1.3. Desequilibrio de ligamiento entre alelos de HLA-B y -DRB1

Los haplotipos HLA-B-DRB1 encontrados en la poblacion cretense (Tabla 18) fueron
comparados con los recogidos en el 11°y 12° Taller Internacional de Histocompatibilidad (Imanishiy col.
1992b; Clayton y Lonjou 1997), y los descritos en espafioles (Martinez-Laso y col. 1995), vasco-
espafoles (Martinez-Laso y col. 1995), argelinos (Arnaiz-Villena y col. 1995) y marroquies (Gomez-
Casado y col. 2000). Ademas, excepto en estos cuatro ultimos estudios, las frecuencias observadas en el
resto de poblaciones corresponden a haplotipos genéricos B-DR debido a la falta de resolucion para el
locus DRBL1. Los haplotipos B-DRB1 que aparecen en cretenses y otras poblaciones, incluyendo alguna
de las tres poblaciones griegas son:

¢ B35-DRB1*0101 (4.8%). Aparece en la poblacion griega Atica-Egeo (1.9%), griegos de Chipre (2.6%)
y otros mediterraneos con diversa frecuencia (italianos-3.2%, sardos-2.7%, espafioles-1.9%). Se
encuentra en europeos (rumanos, hingaros, austriacos, britanicos, checos, franceses, alemanes) con
similar frecuencia que en los cretenses.

¢ B52-DRB1*1502 (2.5%). Aparece en chipriotas (2.2%), espafioles (1.1%), marroquies (1.5%).

¢ B8-DRB1*03011 (2.2%). Aparece en espafioles (4.8%) y vascos (6.4%), caucasoides mediterraneos y
no mediterraneos con frecuencias relativamente altas.

e B18-DRB1*1104 (2.0%). Presente en las poblaciones griegas de Atica (11.3%), Atica-Egeo (9%),
sardos (6.9%), italianos (5.3%) y espafoles (1.9%).

e B51-DRB1*0402 (1.5%). Compartido por las poblaciones griegas de Atica (3.3) y Chipre (4%).

e B57-DRB1*0701 (1.0%). Aparece en griegos de Atica (1.5%), argelinos (3.4%), vascos (2.1%),
espafoles (1.4%), hindues (5.8%) y judios libaneses (3.7%).

e B14-DRB1*0405 (0.7%). Aparece en Atica (0.4%) y en los albaneses (2.4%)

Los haplotipos que aparecen en cretenses y otras poblaciones, pero que no se encuentran en
ninguna de las tres poblaciones griegas son:

e B44-DRB1*0701 (1.6%). Presente con una frecuencia cuatro veces superior en caucasoides
(cornualles, checos, britanicos, daneses, franceses, alemanes) e iberos (vascos, espafioles, portugueses);
otros mediterraneos (italianos y albaneses) con una frecuencia dos veces superior a los cretenses; y
asiaticos-orientales (hinddes, coreanos, manchu de China, tailandeses) con una frecuencia tres veces
superior a los cretenses.

¢ B7-DRB1*1501 (1.1%). Es comUn en austriacos (8.9%) y vascos (7.1%), en mediterraneos (mas en
espafioles que en albaneses), Zimbabwe (4.1%), armenios (3.2%) y negroides sudafricanos (2.7%) entre
otros.

¢ B13-DRB1*1601 (1.1%). Aparece en rumanos (2.1%) y tailandeses (1.6%)
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e B14-DRB1*0102 (1.1%). Aparece con una frecuencia tres veces superior en armenios, argelinos,
espafoles y sardos. Los griegos e italianos presentan similar frecuencia a los cretenses.

¢ B15-DRB1*1302 (0.7%). Solo aparece en italianos (1.4%).

¢ B40-DRB1*0405 (0.7%). Presente en eslovenos (1.7%) y judios libaneses (4.0%).

¢ B58-DRB1*03011 (0.7%). Aparece en la poblacion negroide Mandeka (3.9%).

e B37-DRB1*1001 (0.7%), B49-DRB1*1501 (0.7%) y B55-DRB1*1302 (0.7%) se han detectado
Unicamente en cretenses y cada uno de ellos aparece 2 veces en la muestra de poblacién analizada.

5. HAPLOTIPOS EXTENDIDOS PRESENTES EN LA POBLACION CRETENSE.

Los haplotipos extendidos més frecuentes en la poblacion cretense (Tabla 19) fueron deducidos a
partir de los haplotipos de 2 loci, 3 loci y 4 loci. También se han considerado aquellos haplotipos que no
fueron estimados estadisticamente por el programa informético pero que estaban presentes en al menos 2
individuos y mostraban un haplotipo alternativo descrito previamente (ver Materiales y Métodos).

Los principales haplotipos extendidos son:

¢ A26-B35-DRB1*1601-DQA1*0102-DQB1*0502. Este haplotipo se ha encontrado en albaneses (1.4%),
rumanos (2.8%) y sardos (3.9%) (Imanishi y col. 1992b).

e A24-B35-DRB1*0101-DQA1*0101-DQB1*0501. Haplotipo presente también en austriacos (2.4%),
britanicos (3.1), cornualles (2.5%), checos (2.8%), franceses (1.5%), alemanes (1.3%), italianos (3.2%),
rumanos (4.1%), sardos (2.7%), judios Ashkenazi (2.5%), espafioles (1.9%) y hingaros (3.6%) (Imanishi
y col. 1992b; Roitberg-Tambur y col. 1995).

¢ A23-B35-DRB1*1101-DQA1*0501-DQB1*0301. Este muestra su mayor frecuencia en italianos (7.2%),
armenios (4.4%), y se ha encontrado en menor frecuencia en hindues (3.2%), portugueses (2.0%),
espafoles (1.7%) y franceses (1.1%) (Imanishi y col. 1992b).

¢ A1-B8-DRB1*03011-DQA1*0501-DQB1*02. También encontrado en vascos (2.4%), espafioles (3.4%),
britanicos (2.9%) y daneses (3.4%) con frecuencias similares. Los alemanes (4.8%), austriacos (5.3%), y
yugoeslavos (7.7%) muestran frecuencias moderadamente mayores (Imanishi y col. 1992b; Arnaiz-
Villenay col. 1997).

¢ A2-B13-DRB1*1601-DQA1*0102-DQB1*0502. Haplotipo presente sélo en cretenses.
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¢ A33-B14-DRB1*0102-DQA1*0101-DQB1*0501. Muestra la mayor frecuencia en armenios (3.1%) y
estd también en alta frecuencia en otros caucasoides mediterraneos como los sardos (2.7%), espafioles
(2.6%), franceses (1.4%), griegos (1.1%) e italianos (0.7%) (Imanishi y col. 1992b; Martinez-Laso y col.
1995).

¢ A30-B13-DRB1*0701-DQA1*02-DQB1*02. Este es un haplotipo mediterrdneo presente en espafioles
(0.4%), la poblacion de Pavia (1.5%), marroquies (1.1%) y los griegos de Chipre (como A30-B13-DR?7,
1.1%). También se ha encontrado en la Peninsula Arabiga y Oriente Medio (Degos y Dausset 1974;
Martinez-Laso y col. 1995).

Tabla 19. Haplotipos extendidos HLA-A, -B, -DRB1, -DQA1y -DQB1 mas frecuentes en la poblacion

cretense.

Haplotipos FH (%)  Origen Posible
A26-B35-DRB1*1601-DQA1*0102-DQB1*0502 15 Mediterraneo
A24-B35-DRB1*0101-DQA1*0101-DQB1*0501 1.1 Pan-Europeo
A23-B35-DRB1*1101-DQA1*0501-DQB1*0301 1.1 Mediterraneo
Al1-B8-DRB1*03011-DQA1*0501-DQB1*02 1.1 Pan-Europeo
A2-B13-DRB1*1601-DQA1*0102-DQB1*0502 0.8 Especifico (Minoico ?)
A33-B14-DRB1*0102-DQA1*0101-DQB1*0501 0.4 Mediterraneo
A30-B13-DRB1*0701-DQA1*02-DQB1*02 0.4 Mediterraneo
A2-B7-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 04 Europeo-vasco-Norte-
Africano

e A2-B7-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602. Comun a vasco-franceses (3.6%), cornualles (3.6%),
austriacos (2.6%), bretones (2.3%), espafioles (1.9%), vasco-espafioles (1.8%), argelinos (0.9%),
marroquies y otros mediterraneos (Imanishi y col. 1992b; Arnaiz-Villena y col. 1995; Martinez-Laso y
col. 1995; Gomez-Casado y col. 2000).
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1. RELACIONES GENETICAS HLA

MEDITERRANEOS

E

HISTORICAS

1.1 Mediterrdneos occidentales: iberos y norteafricanos

ENTRE LOS

Estudios anteriores habian mostrado el perfil genético HLA similar entre los espafioles,

vascos, portugueses y argelinos, estos ultimos probablemente de origen bereber (Arnaiz-Villena 'y col.
1995, 1997; Martinez-Laso y col. 1995). Los arboles filogenéticos, distancias genéticas y analisis de

correspondencia realizados indican que los marroquies (El Jadida), al igual que la mayoria de los

actuales norteafricanos de Marruecos y Argelia, estan genéticamente relacionados con los bereberes

(Agadir, Marruecos) y los iberos (espafioles, vascos y portugueses). Se observa un gradiente

poblacional de oeste a este, en el que los mediterraneos occidentales, tanto los norteafricanos como

los europeos, tienden a agruparse y diferenciarse de los mediterraneos orientales (cretenses, judios y

libaneses) que se encuentran mas inter-relacionados. Este hecho es particularmente evidente en el

dendrograma y el andlisis de correspondencia obtenidos con datos de DRB1 de alta resolucion

(Figuras 35y 36).

Tabla 20. Influencias poblacionales en la Peninsula Ibérica®.

Epoca NUmerode Tiempo  Entradade Tamafio de
habitantes  (afos) Poblacion Entrada
Paleolitico (pinturas de Altamira) 5.000 20.000 aC )
i io (?
Mesolitico (clima méas caluroso) 50.000 8.000 aC Norteafricanos - Medio (?)
. . ”
Neolitico (agricultura) 50.0000 4.000 aC Saharlanos Med|o~grande @)
Edad de Bronce 2000000 1000aC ©Megos Pequeno
Fenicios Pequefio
Centro-Europeos Grande (20-40%)°
o (‘Celtas)
Dominio Romano 4.000.000 100 ROMAanos Pequefio
Invasiones Barbaras-Caida Imp. Romano 3.500.000 600 - o
o Germanicos Pequefio
Dominio Arabe ) 4.000.000 800 Arabes ~ 30.000¢
Fin del Dominio Arabe 8.000.000  1.492

40.000.000* Presente

# Los nimeros son aproximados, de acuerdo a McEvedy y Jones (1978), Ramos-Oliveira (1971a, b), y

Garcia-Bellido (1985).

b S6lo algunos investigadores aceptan esta inmigracion.

¢ La cantidad de individuos que entraron en la Peninsula Ibérica durante el primer milenio a. C. se
considera menor actualmente que lo inicialmente postulado (Burillo-Mozola 1998).
¢ Muchos de los invasores eran de lengua bereber o Tamazights (paleo-norteafricanos) recientemente
convertidos al Islam (Kinder y Hilgemann 1970; Gonem 1996).
¢ Datos referidos a Esparia; Portugal habria sufrido un incremento cualitativo y cuantitativo paralelo de
poblacion (McEvedy y Jones 1978), con una poblacién actual aproximada de 1.000.000.

Los antecedentes historicos y culturales sugieren que el flujo genético fue pequefio durante la

invasion del norte de Africa por parte de los arabes procedentes de la peninsula Arabiga y Oriente
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Medio en el siglo VII. Los &rabes reclutaron un ejército de bereberes y posteriormente ocuparon
Espafia (siglo VIII) hasta 1492. ElI numero de invasores arabes fue probablemente pequefio
comparado con el nimero de bereberes establecidos en el norte de Africa. Sin embargo, no cabe duda
de la influencia cultural arabe durante su ocupacion; la lengua arabe (fusionada con el bereber) se
habla en gran parte de los estados de la costa sur mediterrdnea. Las relaciones entre iberos y
norteafricanos, no sélo son genéticas como muestran los dendrogramas, los analisis de
correspondencia y la presencia de haplotipos compartidos (Figura 41), sino tambiéen historicas (Tabla
20), linguisticas y culturales (Arnaiz-Villena 'y Alonso Garcia 1998, 2000).

A2-B7-DRI5 |San —  19a%5%e%5%5%e%5% %00,

A30-B18-DR3 | Sebastian,®,
A1-B8-DR3 | s éa’e’s’’®

A25-B18-DR15

A29-B44-DR7 | "oy
A1-B57-DQ2
A11-B27-DR1
A2-B7-DR15
A29-B44-DR7 Madrid
A1-B8-DR3 A2-B7-DR15

| A30-B18-DR3
A26-B38-DR13| ——— A1-B8-DR3
Lisboa' ~| A29-B44-DR7
: A33-B14-DR1
i
—_———— 2 Argel L 5]
- o L N et
T AR K KRR KK KK MK K K]
§ ‘d;’.t:xx;x;x PATATATATAT NN b et R
o RN A2-B7-DR15 )
rék:x:x:ﬁ*‘ﬁxi;‘?;gx.\-\-x“ﬁx- v A30-B18-DR3
Rabat /A5~ A33-B14-DR1
Pk g A1-B57-DQ2
e A2-B35-DR11

Figura 41. Los iberos y paleo-norteafricanos comparten haplotipos HLA
caracteristicos.e, Lengua ibérica. =, Lengua tartésica. X, Lengua ibero-bereber (Alonso-
Garcia 1996).

1.2. Mediterraneos orientales
1.2.1. Cretenses, macedonios, libaneses y judios

Teniendo en cuenta las distancias genéticas respecto a los cretenses, los macedonios y judios
son los més cercanos y los libaneses se sitan entre los mediterraneos occidentales (Tablas 15 y 16);
en definitiva, se observa un gradiente de distancias genéticas entre las poblaciones mediterraneas
orientales y occidentales que indica la relacién genética entre ellos. Por otro lado, los griegos estan
muy alejados de los mediterraneos, en especial de cretenses y macedonios (Tablas 15, 16 y 17); los
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dendrogramas y los analisis de correspondencia muestran de forma més evidente estas relaciones
genéticas (Figuras 35-40).

Estos hallazgos genéticos y otros previamente publicados (Bonné-Tamir y col. 1978;
Brautbar y col. 1992; Martinez-Laso y col. 1996) se pueden contrastar con diferentes hechos
historicos postulados y quiza esclarecer la historia de estas poblaciones basado en su genémica:

1) Segun el clasico griego Herodoto, los macedonios provenian de las montafias Pindo en la
actual Grecia (Herodotus 1989). Los griegos consideraban a los macedonios como béarbaros que
hablaban una lengua “diferente”. El antiguo macedonio se ha considerado como una lengua Usko-
mediterranea (Arnaiz-Villena y Alonso-Garcia 2000) entre las que se encuentran el vasco, bereber,
ibero-tartésico y minoico (ver apdo. 3 de Discusion). Macedonios y griegos estuvieron enfrentados
hasta que Alejandro Magno, de origen macedonio, vencié definitivamente a los griegos, extendiendo
su imperio hacia el este de Europa y Asia central. Los resultados genéticos obtenidos apoyan la teoria
de que los macedonios son uno de los pueblos méas antiguos de la Peninsula Balcénica, probablemente
muy anteriores a la llegada de los griegos micénicos (hacia 2000 a. C.). Otra posible teoria es que
macedonios, griegos Y el resto de mediterrdneos tuvieran un substrato genético muy similar antes de
que los griegos se diferenciaran debido a su mezcla con los sub-saharianos (ver apdo. 2 de
Discusion).

2) los judios de Europa Central, Rusia, Marruecos y del Mediterraneo han permanecido
relativamente aislados, con poco flujo o intercambio genético de poblaciones vecinas, después de la
Gltima Diaspora (anterior a 135 d. C.).

Antes del segundo milenio, los fenicios junto con los judios fueron considerados como la
rama occidental de los antiguos némadas semitas. Los fenicios, nombre que los griegos dieron a los
cananeos, se instauraron durante el 111 milenio a. C. en la franja Sirio-Palestina y fundaron numerosas
ciudades estado. Las dificiles condiciones climéaticas de la zona les obligaron a dedicarse a la
navegacion, el trueque y la industria. Mientras, en Palestina, el pueblo judio se hizo sedentario y
adopto la monarquia como forma de gobierno. Con los reyes David y Salomon, Judea se convirtio en
un estado muy poderoso, pero tras la muerte de Salomon el pais se dividié en dos estructuras muy
débiles: Israel y Judea (o0 Judd) (Figura 42).

La rama oriental semita la constituian los Acadios, Amorritas y Arameos que adoptaron la
cultura Sumeria (Sellier y Sellier 1993); los Arameos invadieron la baja Mesopotamia tomando
entonces el nombre de Caldeos. La lengua Aramea domind y se extendié por los pueblos del Medio
Este, incluyendo Mesopotamia en los tiempos del Nuevo Testamento. ElI Arameo solo fue sustituido
por el arabe en el siglo VI d. C.

3) En la actualidad, parte de los libaneses son una mezcla de las poblaciones antiguas
descritas en el Antiguo y Nuevo Testamento (Sellier y Sellier 1993); sin embargo, estas muestran una
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relacion genética estrecha con los judios, macedonios, cretenses y otros mediterraneos orientales. Esto
sugiere que los pueblos semitas se distinguen principalmente por diferencias de lenguaje. Ademas, los
actuales libaneses de lengua arabe también estan relacionados genéticamente con los mediterraneos
occidentales europeos y norteafricanos (italianos, argelinos, espafioles, bereberes), como muestran los
dendrogramas (Figuras 35 y 37) construidos a partir de DRB1 de alta resolucion y los
correspondientes analisis de correspondencia (Figuras 36 y 38).

1.2.2. Egipcios, turcos, armenios e iranies

El estudio y comparacion de estas poblaciones solo fue posible utilizando datos de
frecuencias HLA-DRB1 y -DQB1 de baja resolucién. Tomando a los cretenses como poblacion de
referencia, las distancias genéticas de las poblaciones méas cercanas a estos son los macedonios
(1.27x10®), seguidos de los iranies (1.46x10%) y armenios (1.82x10?) (Tabla 17). Los turcos
(3.88x10%) y egipcios (4.08x10?%) se sitlan entremezclados con poblaciones mediterraneas
occidentales, pero més relacionados que los griegos (10.31x10?). El dendrograma construido con las
distancias geneéticas (Figura 39) relaciona en una rama a iranies, macedonios cretenses, turcos,
armenios judios y libaneses. El andlisis de correspondencia (Figura 40), que muestra una vision
global entre las poblaciones, agrupa respectivamente los mediterraneos occidentales y los orientales:
egipcios, turcos, armenios, iranies, cretenses, macedonios, judios y libaneses. En definitiva, los
resultados obtenidos con este andlisis indica que la composicion genética HLA en estas poblaciones
es similar a la de cretenses y el resto de mediterraneos principalmente orientales, sobre todo cuando
se comparan con los griegos quienes siempre aparecen mas alejados. Por otra parte, el estudio de
polimorfismos de proteinas también relaciona a los turcos con otros mediterraneos antiguos (Brega y
col. 1998).

Historicamente, hacia el afio 1600 a. C. se conoce la existencia del reino hitita en Anatolia. En
1500 a. C. existen cuatro reinos importantes en la region: el babilonico, hitita, egipcio y mitani
(Figura 42). Hacia 1400 a. C., egipcios, hititas y mitani se disputan el territorio sirio, venciendo
finalmente los hititas. Los “Pueblos del Mar” son los que en el afio 1300 a. C. terminan con el
dominio hitita (Arnaiz-Villena y Alonso-Garcia 2001c).

Se ha postulado que alrededor del siglo X, tribus centroasiaticas comenzaron a migrar, desde
las montafas Altai y el lago Aral, hacia Anatolia, Iran y Azerbaijan. Comenzaron su expansion por
parte de Europa y el mediterraneo cuando el imperio bizantino sucumbi6 en 1453. Finalmente, los
turcos se asentaron en la actual Turquia después de la Primera Guerra Mundial.
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Figura 42. Los cuatro reinos importantes en Oriente Medio y Proximo hacia
1500 a.C.

Los iranies estan considerados como una de las dos ramas de los pueblos indoeuropeos
(Sellier y Sellier 1993) procedentes de Asia central alrededor del primer milenio a. C.; la segunda
rama habria migrado a la India. Los iranies siempre fueron considerados como extrafios en la cultura
mediterranea, e histéricamente no deberian compartir un sustrato mediterraneo antiguo. Sin embargo,
los datos HLA presentados se oponen a esta hipotesis. Ademas, estudios linguisticos realizados sobre
antiguos textos iranies (elamita) indican gran homologia con otras antiguas lenguas mediterrdneas
(Arnaiz-Villena y Alonso Garcia 2000). Las constantes disputas y movimientos de poblacién en estas
regiones geograficas conllevaron cierto flujo genético, que no ha eliminado con el tiempo un fuerte
substrato mediterraneo compartido por las poblaciones autoctonas de estas regiones.

Los armenios tienen la creencia de que provienen de los antiguos urartitas, relacionados con
los hurritas de lengua indoeuropea que se asentaron en el lago Van (Cotterel 1980). Muchos son los
conflictos mantenidos a lo largo de la historia; asirios, cimerios, medas, babilonios y escitas
debilitaron a Urartu dando paso a los armenios. Estos, entre los afios 900 y 1400 d. C. fueron atacados
y deportados por los bizantinos, turcos y musulmanes. La Diaspora armenia podria haber extendido
por el mediterraneo su haplotipo caracteristico A33-B14-DR1, incluyendo las poblaciones
mediterraneas mas occidentales (iberos y norteafricanos).

Los resultados obtenidos de las comparaciones genéticas de los actuales turcos, iranies y
armenios muestran un origen mediterraneo, predominantemente oriental. Este hecho sugiere que las
tribus que migraron de Asia central hacia Anatolia, Iran y regiones circundantes no aportaron un
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substrato genético importante; es probable que las poblaciones autdctonas de la zona se dieran
invasiones de tipo “elite”, es decir, una imposicion militar y cultural de reducidos grupos de
invasores. Ademas, la relacion genética entre estos antiguos mediterraneos se ve apoyada por la
linglistica ya que investigaciones recientes han demostrado que sus lenguas actuales provienen de
una ancestral comun llamada Usko-Mediterranea (Arnaiz-Villena y Alonso-Garcia 2000).

1.3. Analisis de Haplotipos

El estudio de los desequilibrios de ligamiento entre dos loci (A-B, B-DRB1) en la poblacion
actual de Creta nos indica, en primer lugar, la ausencia de una elevada frecuencia de alguno de ellos,
al contrario que en aislados genéticos como los vascos y sardos (Martinez-Laso y col. 1995).

De los 26 haplotipos HLA-A-B estadisticamente significativos encontrados en el conjunto de
las poblaciones griegas sélo 4 son compartidos por los cretenses y otras poblaciones comparadas: de
origen Mediterrdneo (A24-B18, A30-B13, A33-B14) y pan-europeo (A1-B8).

Para HLA-B-DR, y teniendo en cuenta alelos genéricos de DR de los griegos, estos y
cretenses s6lo comparten 7 de los 27 haplotipos estadisticamente significativos encontrados en el
conjunto de las tres poblaciones griegas; B35-DR1 (*0101, mediterraneo), B52-DR15 (*1502, griego-
chipriotas, espafioles, vascos y norteafricanos), B8-DR3 (*0301, pan-europeo), B18-DR11 (*1104,
espafioles y griegos de las islas y Atica), B51-DR4 (*0402, griegos de Atica y Chipre), B57-DR7
(*0701, griegos de Atica y argelinos), B14-DR4 (*0405, griegos de Atica y albaneses). Estos datos
confirman las diferencias genéticas entre los cretenses y los griegos, no solo en cuanto a frecuencias
de alelos HLA sino también a la formacion de haplotipos en cada poblacion.

El resto de los desequilibrios de ligamiento entre dos loci encontrados en la poblacion
cretense, y ausentes en griegos, son compartidos en su gran mayoria por los antiguos mediterraneos
(ver Resultados). Hay que destacar el haplotipo DR4-DQ?2 presente en cretenses, egipcios y turcos; si
bien los egipcios y cretenses presentan el mismo haplotipo por alta resolucion DRB1*0405-DQB1*02
con frecuencia similar (Clayton y Lonjou 1997), en los turcos no se ha podido identificar aun el
subtipo de DR4 (Figura 43, Arnaiz-Villena y col. 2001b). No es posible definir un haplotipo
extendido para este marcador en los cretenses y turcos, y se carecen de datos en los egipcios, pero la
exclusividad de su presencia apoya la relacion genética entre estas poblaciones, observada
anteriormente con las distancias genéticas de DR y DQ genéricos.

Por otra parte, no ha sido posible comparar los desequilibrios de ligamiento entre dos loci
HLA-A-B, -B-DR, y -DR-DQ, ni los haplotipos extendidos de poblaciones como los bereberes
(Agadir), judios (Ashkenazi, no Ashkenazi), iranies, egipcios (oasis de Siwa), porque aunque
conocemos sus frecuencias de DR y DQ genéricos, desconocemos las asociaciones haplotipicas que
forman.
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Los haplotipos extendidos estimados (A-B-DRB1-DQB1) presentan frecuencias
relativamente bajas debido a que los haplotipos parciales también los encontramos en baja frecuencia.
Esto indica que la poblacién cretense ha recibido influencia genética externa y no es un aislado
genético, como pone de manifiesto la presencia de los haplotipos comunes en europeos A1-B8-DR3y
A24-B35-DR1, este ultimo presente incluso en el aislado genético sardo. Sin embargo, la mezcla con
otras poblaciones no ha diluido con el tiempo una identidad genética propia, muy distinta de la

presente en los nuevos mediterraneos (los griegos), y que se asemeja en su mayoria a la de otros
antiguos  mediterrdneos compartiendo los  haplotipos A26-B35-DRB1*1601-DQA1*0102-

DQB1*0502 (el de mayor frecuencia haplotipica, FH=1.5%), A23-B35-DRB1*1101-DQA1*0501-
DQB1*0301 (FH=1.1%), A33-B14-DRB1*0102-DQA1*0101-DQB1*0501 (FH=0.4%) y A2-B7-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 (FH=0.4%) (Figura 44).
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Figura 43. Distribucion del haplotipo DR4-DQ2 (DRB1*0405-DQB1*02).
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Figura 44. Localizacién geografica de los hapotipos extendidos més frecuentes en cretenses y otras
poblaciones mediterraneas.

El haplotipo cretense de origen mediterraneo HLA-A30-B13-DRB1*0701-DQA1*02-
DQB1*02 (FH=0.4%) es compartido por los espafioles (FH=0.9%), y también parcialmente como
A30-B13-DRB1*07 por el grupo griego-chipriota (FH=1.1%), la poblacion de Pavia (FH=1.5%) y los
marroquies (FH=1.1%), mientras que esta ausente en los griegos de las islas y se desconoce su
presencia en los griegos de Atica (Clayton y Lonjou 1997). La presencia de este haplotipo en la
colonia griega de Chipre podria indicar un flujo genético de esta con Creta, o de ambas con otras
poblaciones antiguas mediterraneas; otra explicacion podria ser que la muestra de poblacién griega de
Chipre no es puramente griega.

Unicamente el haplotipo HLA-A2-B13-DRB1*1601-DQA1*0102-DQB1*0502 (FH=0.8%)
es especifico de la poblacion cretense, y podria ser la herencia de los antiguos minoicos a través de un
efecto fundador, o pudo haberse generado en Creta después de la mezcla (flujo genético) de dos
poblaciones (Degos y Dausset 1974). Sin embargo, A2-B13 no presenta un desequilibrio de
ligamiento estadisticamente significativo (ver Tabla 17 de Resultados), debido probablemente a la
formacion de mdltiples haplotipos de A2 con variantes distintas a B13, lo que resta significacion
estadistica en su asociacion. Este haplotipo extendido podria ser confirmado en otro estudio con

mayor tamafio de poblacién cretense analizada.
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1.4. Exclusién de los griegos entre los mediterraneos

El estudio de las distancias genéticas para el locus DRB1 (alta resolucion) indica que los
cretenses se encuentran genéticamente mas cercanos a los mediterraneos orientales (especialmente
macedonios y judios -Ashkenazi, -no Ashkenazi y -marroquies) y occidentales (europeos y africanos)
que a cualquiera de los grupos griegos (Atica, Chipre). De hecho, después de la distancia genética
entre cretenses y vascos (32x1072), se observa una discontinuidad con el siguiente valor mas proximo
(72x10°) que corresponde a la distancia genética entre cretenses y griegos de Atica (ver Tabla 15 de
Resultados).

Cuando se efecttan nuevos analisis con mas datos (frecuencias de alelos genéricos HLA-A 'y -
B, y alta resolucion de DRB1), aungue con menor nimero de poblaciones porque muchas carecen de
ellos, se observa que los més proximos a los cretenses son los argelinos de Argel (38.21x10?). El
siguiente par poblacional mas préximo se produce después de una discontinuidad (51.13 x10?) y
corresponde a cretenses-marroquies. Muy cercano a este valor se encuentran los griegos de Atica
(51.20 x10?). El resto de grupos griegos estan tan alejados como los japoneses. El efecto de que los
griegos de Atica puedan mostrar una mayor relacion con los cretenses que en el caso anterior se debe
probablemente a dos causas: 1) menor numero de poblaciones mediterraneas comparadas tanto
occidentales como orientales, y 2) los datos genéricos de HLA-A y -B homogenizan las poblaciones
comparadas restando capacidad de discriminacion a la alta resolucién del locus DRB1, es decir, dos
poblaciones pueden tener el alelo genérico A1, pero distinto subtipo genético de Al.

Unicamente se ha realizado otro estudio genético en la poblacion de Creta en el cual se
determind el polimorfismo de ciertos microsatélites del cromosoma Y en 33 poblaciones de Europa,
norte de Africa y oeste de Asia (Malaspina y col. 1998). El anélisis de varianza muestra que el primer
componente principal separa claramente los griegos de los cretenses, y estos a su vez presentan
valores similares a los egipcios, italianos (lucanos, de la actual Basilicata), sicilianos, sardos, turcos, y
arabes marroquies.

Los datos de distancias genéticas, los correspondientes arboles de emparentamiento
(dendrogramas), y los analisis de correspondencia reflejan que los griegos estan muy poco
relacionados con los cretenses y otros mediterrdneos occidentales (tanto europeos como
norteafricanos) y orientales. Los datos HLA y del cromosoma Y se complementan con los histéricos,
y podriamos considerar a los griegos como mediterrdneos mas recientes que los cretenses y el resto de
mediterraneos comparados; las cronicas histéricas datan la llegada de los primeros griegos
indoeuropeos (pre-micénicos) a la peninsula Balcanica sobre el segundo milenio a. C. (Figura 45).
Hacia 1450 a. C. los griegos invadieron la isla de Creta, tomando la lengua Lineal A cretense como
suya y convirtiéndola en Lineal B griego, y apoderandose del imperio maritimo cretense en el Egeo
(Figura 46). Sin embargo, a pesar de la dominacion aquea y, posteriormente dérica, el flujo genético
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entre los minoicos (antiguos cretenses) y los micénicos (antiguos griegos) fue escaso, como ponen de

manifiesto los resultados HLA obtenidos.

vt

Wty pr

[ civilizaci

[ Influencia p

Figura 46. Absorcion de la cultura minoica por los pre-micénicos y
expansion de su hegemonia en el Egeo (después de 1450 a. C.).
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2. LOS GRIEGOS Y SUB-SAHARIANOS ESTAN GENETICAMENTE
RELACIONADOS

2.1. Alelos HLA-DRB1 caracteristicos

Una de las razones de las diferencias filogenéticas observadas entre los griegos, los cretenses
y otros mediterraneos es la presencia en algunos de los tres grupos griegos de alelos HLA-DRB1
caracteristicos: DRB1*0305, *0307, *0411, *0413, *0416, *0417, *0420, *1110, *1112, *1304 y
*1310. Se analiz6 la posible presencia de alguno de estos alelos en los datos de otras poblaciones
estudiadas en el 12° Taller Internacional de Histocompatibilidad (Clayton y Lonjou 1997). De forma
sorprendente, estos alelos también se encuentran en poblaciones de Etiopia (Amhara, Oromo) Sudan
(Nubios) y Burkina Faso (Mossi, Fulani, Rimaibe). Se puede deducir de estos datos que los griegos y
los sub-saharianos comparten alelos DRB1 casi-especificos (Tabla 21).

Tabla 21. Alelos HLA-DRB casi-especificos de los griegos y los sub-saharianos.

Alelo Griegos Etiopia Sudan  Africanos Occidentales
DRB1 Atica Egeo  Chipre Amhara Oromo Nuba Rimaibe Fulani Mossi
0305° 25 0.8 0.2 0.8
0307° 2.2 3.2 2.1 1.3 0.8 0.2 0.8
0411° 0.4 0.6
0413 05 0.6 0.9 0.6 0.6

0416° 0.6 0.9 0.6 0.6

0417" 0.4 15 0.6
0420° 0.1 0.4 0.6 0.6 0.6
1110 2.9 1.9 0.2 0.3

1112' 2.9 1.9 0.4 0.2 2.7 0.3

1304 0.9 1.1 1.4 0.7
1310K 0.2 1.3 0.8 0.2 0.8

Valores expresados como frecuencias alélicas (%). Algunos de estos alelos HLA-DRB1 se
encuentran presentes también en otras poblaciones: *Encontrado en hingaros (0.3%). ® Presente en
hingaros (0.4%). ° Presente en Amerindios y algunas poblaciones del pacifico. ¢ No encontrado en
otras poblaciones. ¢ Encontrado en hiingaros (1.2%). © Presente en la isla Hva (Croacia, 0.3%) y en
los Amerindios Yukpa (2.3%). ¢ Encontrado en libaneses (0.1%). " Presente en la isla Hva (Croacia,
0.9%) y en los hiingaros (2.6%). ' Encontrado en los libaneses (2.3%) y hingaros (2.6%). ! No
encontrado en otras poblaciones. ¥ Presente también en la isla Hva (Croacia, 1.0%) (Clayton y
Lonjou 1997).
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Tabla 22. Distancias genéticas entre los diferentes grupos griegos y otras poblaciones (x 107) calculadas a partir de
las frecuencias alélicas HLA-DRB1 (alta resolucion).

HLA-DRB1
De los Griegos (Atica) a: De los Griegos (Chipre) a: De los Griegos (Egeo) a:
Griegos (Egeo) 7.35 Griegos (Egeo) 5.62 Griegos (Chipre) 5.62
Griegos (Chipre) 10.01  Griegos (Atica) 10.01  Griegos (Atica) 7.35
Mossi 16.00 Mossi 13.68 Mossi 10.92
Oromo 17.11  Rimaibe 17.48  Rimaibe 12.61
Rimaibe 20.69  Oromo 18.77  Oromo 19.85
Franceses 20.87  Fulani 20.68  Fulani 20.43
Ambhara 2143  Amhara 2410  Amhara 21.08
Marroquies 21.86  Judios (no Ashkenazi) 28.78  Franceses 31.76
Judios (no Ashkenazi)  23.64  Franceses 31.74  Libaneses-NS 33.49
Macedonios 23.69 Libaneses-NS 32.08  Judios (no Ashkenazi) 34.07
Fulani 23.85  Macedonios 33.82  Marroquies 35.10
Italianos 26.28  Bereberes 34.43  Bereberes 37.02
Bereberes 26.53  Libaneses-KZ 35.97  Macedonios 37.52
Cretenses 27.08  Judios (Marruecos) 36.46 Italianos 41.49
Judios (Marruecos) 27.56  Marroquies 36.58  Cretenses 41.59
Libaneses-NS 30.96  Cretenses 37.45  Judios (Marruecos) 42.27
Libaneses-KZ 31.13 Italianos 41.26  Senegaleses 44.34
Espafioles 33.61  Senegaleses 43.23 Libaneses-KZ 45.12
Argelinos 33.68  Espafioles 4525  Espafioles 51.17
Vascos 37.10  Sardos 47.75  Argelinos 51.71
Sardos 37.87  Argelinos 49.44  Negroides sudafricanos  53.48
Senegaleses 38.94  Judios (Ashkenazi) 50.93  Sardos 53.68
Judios (Ashkenazi) 40.10  Negroides sudafricanos  58.21  Judios (Ashkenazi) 55.33
Negroides sudafricanos  45.37  Vascos 59.57  Vascos 56.95
Bosquimanos 62.90  Bosquimanos 70.04  Bosquimanos 66.68
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El estudio de las distancias genéticas de los tres grupos griegos al resto de poblaciones,
calculadas con las frecuencias HLA-DRB1 (alta resolucion), muestra de forma clara que los mas
préximos son los sub-saharianos (Tabla 22). Los dendrogramas y los analisis de correspondencia
obtenidos con las mismas distancias genéticas (Figuras 37 y 38) agrupan de forma clara estas
poblaciones, confirmando la relacién genética especifica entre los griegos y los sub-saharianos. Esta
relacion se debe no sélo a los alelos DRB1 casi-especificos compartidos, sino a un perfil de
frecuencias alélicas HLA muy similar. Al considerar los datos DRB1 y DQBL1 (baja resolucion) se
tiende a homogenizar los alelos especificos por los genéricos (p.e.: DRB1*0413 por DRB1*04), lo
que puede llevar a perder especificidad en las comparaciones. Sin embargo, el dendrograma y el
andlisis de correspondencia construidos con los datos DRB1 y DQB1 (baja resolucién) mantienen
agrupados los sub-saharianos y los griegos, confirmando que estas poblaciones poseen un perfil de
frecuencias HLA muy similar (Figuras 39 y 40).

2.2. Otros marcadores genéticos

La fibrosis quistica 0 mucoviscidosis es una enfermedad autosémica recesiva producida por
mutaciones (cambios, deleciones y alteraciones de splicing) en el gen CFTR localizado en el
cromosoma 7. Hasta el momento, se han descrito alrededor de 1000 mutaciones en el gen CFTR que
se distribuyen de forma diferencial en las poblaciones, siendo algunas de ellas Gnicas. Una de ellas,
3120+1G=>A, es una mutacion de splicing que se encuentra en africanos (constituye el 50% del
total), afro-americanos, arabes saudies (que viven en oasis orientales) y en griegos (Dork y col. 1998),
que son los Unicos caucasoides que poseen esta mutacion. Ademas, el estudio de marcadores intra y
extragénicos al CFTR indican que los haplotipos con la mutacién 3120+1G=>»A se encuentran muy
conservados en aquellos individuos de las poblaciones mencionadas. Esta similitud se extiende desde
220 Kb anteriores hasta 660 Kb posteriores al gen CFTR; con la salvedad de que los griegos solo
difieren del resto por tener una unidad menos de repeticion CA (16 vs 17) en el microsatélite del
intron 8 -IVS8CA- (Dork y col. 1998). Estos hallazgos indican que esta mutacion tiene un origen
comun en estas poblaciones y, a pesar de que los griegos son los Unicos caucasoides en los que se ha
detectado esta mutacion, es posible descartar un evento de mutacion recurrente en los griegos, dada la
distribucion geografica de la mutacién y la homologia de haplotipos caracteristicos de esta mutacion.
Por otra parte, existen otras mutaciones compartidas por los griegos y arabes saudies como una
mutacion de la sefial de poliadenilacién en el gen de la a-globina. La mutacion 3120+1G=>» A parece
tener un origen antiguo y podria estar presente en poblaciones norteafricanas y sub-saharianas, en las
que aun no hay estudios comparativos.
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2.3. El origen de los griegos

Una vez establecida la estrecha relacion genética entre los griegos y los sub-saharianos, queda
intentar explicar de qué modo pudo darse el flujo genético entre estas poblaciones:

1) Es posible que el Sahara hamitico densamente poblado (anterior a 6000 aC) estuviera
compuesto de una mezcla de poblaciones caucasoides y negroides, y que algunas de estas poblaciones
pudieran haber migrado por causas desconocidas hacia Grecia. Esto habria ocurrido cuando se
establecieron las condiciones hiperaridas en el Sahara, produciéndose migraciones desde el desierto
en todas direcciones (ver Apdo. 4). En este caso, el més antiguo substrato griego de los pelasgos
podria proceder de una base poblacional negroide.

2) Una explicacion mas probable es que alguna dinastia negra (y sus seguidores) del Egipto
faradnico, de origen etiope, fuera expulsada y se dirigiera a Grecia, mezclandose con las poblaciones
autoctonas (Figura 47). De hecho, los antiguos griegos pensaban que sus religion y su cultura
provenian de Egipto (Herodotus 1989, Bernal 1987). El escritor clasico Esquilo en su obra Las
Suplicantes, primera y Unica obra conservada de tres junto con Los Egipcios y Las Danaides, describe
la llegada a Argolida de Danao y de sus 50 hijas, las cuales han huido de Libia para no casarse con los
hijos de Egipto. Los recién llegados suplican a Pelasgo, rey de Argos, que les proteja; éste vacila,
pero los argivos dan su voto favorable. Cabe deducir que estas 50 mujeres negras, Las Danaides, hijas
de Danao (hermano de Egipto, segun la mitologia) se habrian asentado en Grecia (Herodotus 1989).
Los estudios realizados hasta el momento en egipcios (escasos y semi-resolutivos) parecen indicar
que estos no tienen los alelos HLA-DRBL1 caracteristicos de los etiopes y griegos (Hors et al. 1997).
Por otro lado, los faraones Hyksos y su pueblo fueron expulsados de Egipto y pudieron haber
alcanzado Grecia hacia 1540 aC. Sin embargo, se pensaba que los Hyksos provenian del area de la
actual Israel y Siria. Otra entrada de genes desde Etiopia (que significa “negros” en griego antiguo)
podria haber llegado a través del rey Memmon de Etiopia y sus tropas, quienes ayudaron a los griegos
contra los troyanos, de acuerdo a la Iliada de Homero.

Cualquiera que fuera el modo de emigracién de etiopes hacia Grecia se puede deducir que no
dejaron presencia genética en Creta, puesto que no se observan los alelos caracteristicos en los
cretenses, ni son similares sus perfiles genéticos. Una explicacion podria ser que la emigracién etiope
hacia Grecia ocurriera cuando los minoicos poseian un fuerte imperio, que no permitio el
asentamiento de poblaciones extranjeras. Por otra parte, los pueblos indoeuropeos pre-micénicos que
llegaron a la Peninsula Balcanica (2000 a. C), si es que realmente ocurri6 asi, debieron encontrarse
con poblaciones autoctonas que ya poseian el substrato genético etiope y con las que tuvieron, en
principio, una escasa mezcla genética. Las invasiones doricas y, posteriormente, aqueas sobre Creta
fueron realizadas por grupos militares que carecian de este substrato etiope.
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Figura 47. El movimiento de poblaciones (y genes) etiopes hacia Grecia y Africa Occidental
por el Sahel explicarian las relaciones genéticas existentes entre estas poblaciones (color
verde). El resto de poblaciones se muestran relacionadas entre si.
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Por otra parte, no se observa relacion genética de los griegos con los senegaleses, ni de estos
con los africanos occidentales (Fulani, Rimaibe y Mossi) a pesar de la proximidad geografica; el
origen de estas poblaciones negroides occidentales (Fulani, Rimaibe y Mossi) es probablemente
etiope, dada su similitud no sélo en ciertos alelos HLA sino en el conjunto de su polimorfismo HLA.
Estos y otros grupos que poblaban el Sahara se habrian desplazado a través de una franja sub-
sahariana llamada Sahel (Figura 47).

Los Fulani son cazadores-recolectores; sus caracteristicas faciales y color de piel presentan
cierta mezcla caucasoide. Los Rimaibe fueron esclavos pertenecientes a los Fulani y se mezclaron
entre si. Los Mossi constituyen un grupo con mas mezcla étnica (incluyendo a los Fulani) (Gonem
1996).

Estudios antropoldgicos, linglisticos y culturales sugieren que los Fulani tienen muchas
caracteristicas en comudn con los antiguos egipcios (Lam 1996), indicando quiza un mismo origen en
el Sahara antes de su desecacion (ver apdo La Hipdétesis Sahariana).

3. LAS ANTIGUAS LENGUAS USKO-MEDITERRANEAS

Actualmente, existen 5.000 lenguas vivas. El vasco ha permanecido como un aislado
linglistico, amén de geogréfico y genético, y se ha clasificado recientemente dentro de la familia
Dene-Caucésico entre los que se encuentran las lenguas Na-Dene, Burushaski, Sino-Tibetano,
Yenisei, y Caucasico (Ruhlen 2000) (Figura 48).

Figura 48. Localizacion geografica de la familia linguistica Dene-Caucasico.
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Por otra parte, las lenguas extintas como el Lineal A cretense, Ibero-Tartésico (P. Ibérica),
Etrusco (Italia), Guanche (Islas Canarias), Copto (Egipto), Sumerio (Irak), Elamita (Iran) y Eblita
(Canaan) fueron habladas por las antiguas poblaciones del Mediterraneo, quienes dejaron herencia
linglistica y cultural en forma de inscripciones. Estas han sido encontradas principalmente en las
cercanias de los antiguos palacios, como el de Cnossos en Creta, pues estos lugares son los que mejor
se han conservado a lo largo del tiempo.

A partir del vasco, se han traducido al menos 600 palabras obtenidas de inscripciones de estas
antiguas lenguas, estableciendo una correlacion entre ellas con el vasco y el Bereber (Arnaiz-Villena y
Alonso-Garcia 1998, 2000, Tabla 23). La mayoria de las inscripciones encontradas y traducidas

Figura 49. Localizacion geogréfica de la familia de lenguas euroasidticas o
indoeuropeas.

hacen referencia a ritos religiosos, a “la puerta” (viaje al mas alld), a la purificacion del alma, a la
“Diosa Madre”; en definitiva a una religion comun en todas ellas que denotaba unas costumbres, una
cultura definida como pre-neolitica (Arnaiz-Villena y Alonso-Garcia 1998, 2000).

El término “Usko” (También “Uska” y “Osco”) aparece frecuentemente en estas inscripciones
y puede traducirse desde el vasco como “Us” o “Uts” (puro, sin mezcla) y “Ko” (de los). Por tanto,
las lenguas Usko-Mediterraneas fueron las de los puros o poblaciones antiguas no mezcladas. La
cultura Usko-Mediterranea fue favorecida y mantenida probablemente por un poderoso y pequefio
numero de personas (clérigos, militares, etc) que dejaron estas inscripciones en templos y otros
lugares.

El bereber, lengua no indoeuropea, se habla actualmente por 20 millones de personas
distribuidas a traves de Egipto (oasis de Siwa), Libia, Argelia, Tunez, Marruecos, Sahara Occidental,
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Tabla 23. Algunas palabras de las diferentes lenguas que pertenecen al grupo Usko-Mediterraneo (relacionado

con el Dene-Caucasico) y su traduccidn al castellano (Arnaiz-Villena y Alonso-Garcia 1999, 2000).
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Mauritania, Mali, Niger y Chad (Rachid Raha 1994). Estos pueblos hablan la lengua Tamazight,
nombre que engloba todos los dialectos del bereber utilizados por estos pueblos (Imazighen). La
lengua proto-bereber se vio influenciada en gran medida por el &rabe durante su invasion
norteafricana aunque repercutié en mucha menor medida en la mezcla de genes (Gomez-Casado y
col. 2000). Este hecho y el relativo aislamiento que han sufrido los grupos de habla bereber podrian
explicar el gran nimero de dialectos actuales.

El bereber con todos sus dialectos actuales (Tamazight), el vasco y las demas lenguas extintas
del antiguo Mediterraneo se consideran lenguas Usko-Mediterraneas. Estas fueron remplazadas (salvo
el vasco y el bereber) por las euroasiaticas o indoeuropeas (Figura 49) alrededor de 2000 a. C. debido
a causas desconocidas. La llegada a los Balcanes de los primeros griegos pre-micénicos (alrededor de
1450 a. C.), la destruccion del imperio cretense y su posterior expansion, fuera quiza el comienzo de
este proceso de reemplazamiento de lenguas en Creta. A lo largo del tiempo todas las lenguas
euroasiaticas han mantenido hasta hoy palabras Usko-Mediterraneas (Arnaiz-Villena y Alonso-Garcia
2000).

4. LA HIPOTESIS SAHARIANA
4.1 Africa: cambios climaticos y expansién sahariana

Alrededor de los afios 8000-4000 a. C., después del dltimo méaximo glacial, el norte de Africa
comenzé a sufrir cambios climaticos drasticos, convirtiéndose en una region mas calurosa y seca.
Como consecuencia se fue desplazando la “Linea de la Selva” desde el paralelo 16 hacia el Ecuador
(3000 a. C.) (Figura 50A) (Bodmer y Cavalli-Sforza 1976).

Este hecho histérico fue revelado cientificamente por la lanzadera espacial Columbia, que
recopild multitud de fotografias por infrarrojo (McCauley y col. 1982); lo que hoy es la vasta y &rida
superficie del desierto del Sahara fue en otro tiempo una rica y fértil tierra con gran cantidad de rios,
lagos y vegetacion. La desecacion de esta superficie (8.600.000 Km?, similar a los Estados Unidos)
debiod suponer unas condiciones de vida cada vez més extremas para la flora, la fauna y los pueblos
que alli habitaban.

Las poblaciones saharianas debieron de adquirir conocimientos sobre agricultura,
domesticacién de animales y de navegacion, avanzando en estos y otros conocimientos a medida que
las condiciones climaticas hacian cada vez méas extremas las condiciones de vida en esas regiones,
hasta que se vieron obligados a migrar (de forma paulatina) a zonas méas humedas y habitables. El
espectro poblacional africano se ha clasificado (alrededor de 7000-3000 a. C.) en cinco grupos
principales (McEvedy y Jones 1978) (Figura 50B):

1- Hamitas, pueblos de tez blanca y lengua hamita que habitaron las costas del Mediterraneo y

el Mar Rojo. Posteriormente, se subdividieron en bereberes y egipcios (n=100.000), y etiopes
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blancos y negros (n=100.000).

2- Negroides del Golfo de Guinea (n=250.000).

3- Negroides Nilo-Saharianos (n=250.000), que actualmente habitan el desierto del Sahara y
las orillas del rio Nilo.

4- Negroides Pigmeos de la costa sudoeste africana (n=200.000).

5- Negroides bosquimanos (San) de la costa sur y sudeste africana (n=350.000).

A

NEOLITICO

LINEA DE SELVA
(8000-5000 acC)

LINEA DE SELVA
(4000-1000 aC)

B

HAMITAS

NEGROS NILO-
PIGMEOS SAHARIANOS

AFRICA S5 v

(3000 aC)

BOSQUIMANOS

Figura 50. (A) Desplazamiento de la linea de selva entre 8000 y 1000
a.C. (B) Grupos étnicos en Africa en 3000 a. C.

La expansion multidireccional de pueblos hamitas implicé el movimiento de genes y de las
lenguas (Figura 51) desde el Sahara hacia el noroeste (islas Canarias), norte (Peninsula Ibérica y norte
de Africa), noreste (Egipto, Creta, Macedonia, Anatolia, Libano e Israel, Iran y Armenia), surgiendo
quiz4 de esta Gltima la poblacién que alcanzo la isla de Creta. Este hecho principalmente, ayudado
por los contactos entre mediterraneos, explicaria las similitudes genéticas y linglisticas observadas
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entre estas poblaciones.

Es aventurado suponer en qué fecha comenzaron las distintas migraciones desde el Sahara,
que pudieron ocurrir de forma paulatina hasta el sexto milenio, en el que se producirian movimientos
masivos de poblacion segun se deduce de las culturas africanas de la Peninsula Ibérica, la aparicion
de las cuevas de Sicilia y la colonizacion de Creta. Muchas de las rutas seguidas debieron ser por
tierra, pero también fueron maritimas (Estrecho de Gibraltar, sur y norte de Italia, Cerdefia, Creta,
Macedonia) porque tenian conocimientos de navegacion, adquiridos supuestamente en los grandes
lagos africanos. De hecho, se han encontrado dibujos rupestres en el Sahara de embarcaciones con un
mastil central y muchos remeros, que en un principio se consideraron una imitacion a los del Nilo, ya
que estos dibujos son iguales a los representados en los vasos funerarios egipcios.

Una de las vias de emigracion mas estudiadas es la que concierne a la Peninsula Ibérica a
través del Estrecho de Gibraltar; algunos autores indican que el hombre paleolitico lo habria cruzado
con facilidad (ver Tabla 20). Pero es, probablemente, entre el 6°-4° milenio cuando se produce una
entrada de norteafricanos-hamitas neoliticos (Tabla 20) que aportan parte del substrato genético HLA
actual en los portugueses, espafioles y vascos. Este hecho se ve apoyado por los datos genéticos HLA
y no HLA (DNA mitocondrial -mtDNA- y cromosoma Y), antropoldgicos y linglisticos entre los
vascos, iberos y norteafricanos bereberes argelinos y marroquies.

Otra de las vias de emigracion fue hacia el oeste; la colonizacion de las islas Canarias dio
lugar a los guanches. Los mtDNA canarios actuales presentan polimorfismos de origen bereber (Pinto
y col. 1996), amén de inscripciones con textos Usko-Mediterrdneos (Guanche) (Arnaiz-Villena y
Alonso-Garcia 2000, 2001d).

La llegada a Cerdefia (antiguos sardos) se refleja en los genes HLA actuales mediante el
haplotipo A30-B18-DR3, caracteristico de argelinos, vascos, espafioles y marroquies. Por otra parte el
haplotipo A30-B13-DR7 establece un vinculo comin entre marroquies bereberes, espafioles, judios,
ligures (Pavia, Norte de Italia), cretenses y otros mediterraneos orientales, donde también llegaron los
emigrantes norteafricanos (hamitas).

El movimiento poblacional hacia el Este encontr6 en el delta del Nilo un lugar favorable para
establecerse y prosperar. Uno de los Gltimos reductos de habla bereber se encuentra en el oasis de
Siwa (Egipto), cuyos habitantes actuales comparten el haplotipo especifico HLA-DRB1*0405-
DQB1*02 (DR4-DQ2) con los cretenses y turcos. De ahi, probablemente continud la progresion
sahariana al este por la via palestina, presumiblemente poblada por gentes con las mismas creencias y
lenguas, y las mismas dificultades para sobrevivir debido a la sequia. La relacion actual entre los
genes HLA y las lenguas (Usko-Mediterraneas) de los iranies, libaneses, turcos, cretenses, bereberes e
iberos, hace pensar que el avance poblacional seguiria por Asia Menor hasta alcanzar incluso el
Caucaso.
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4.2. La hipotesis sahariana frente al modelo de difusién démica

Hasta el momento, se aceptaba de forma general el clasico modelo de difusion démica
postulado por Gimbutas (1963) y Renfrew (1987) para explicar la expansion, de Este a Oeste de
Europa, de poblaciones neoliticas que habrian remplazado las mesoliticas existentes. Asi, la
agricultura europea se habria establecido con la desaparicion de los cazadores-recolectores
mesoliticos. Este modelo ha sido utilizado para interpretar las diferencias de frecuencias de los grupos
sanguineos de poblaciones europeas, y estas coincidirian con la cronologia del modelo de expansion
del neolitico desde Oriente Medio hasta la Peninsula Ibérica (Ammerman y Cavalli-Sforza 1984). Sin
embargo, un importante conjunto de datos con relacion a la Peninsula Ibérica, al norte de Africay a
otras regiones del Mediterraneo apoyan a la hipotesis sahariana (Figura 51) como modelo de
transicion al neolitico de las poblaciones mediterraneas. Estos datos se resumen en los siguientes
puntos:

1) El estudio de ocho variables craniométricas realizado con esqueletos mesoliticos y
neoliticos pertenecientes a Espafia y Portugal no muestra ningin cambio entre ellos (Meiklejohn y col.
1984; Lubell y col. 1994; Lalueza-Fox 1996; Jackes y col. 1997). Autores con estudios diferentes
(Lalueza-Fox 1996; Jackes y col. 1997) convergen en la conclusion de que no existen diferencias de
estatura en los esqueletos mesoliticos y neoliticos, cuando deberian ser de mayor estatura estos
altimos (Meiklejohn y col. 1984). Ademas, se observa un similar grado de caries dentales en ambos
tipos de esqueletos, debido a que los cambios alimentarios ya se produjeron en el mesolitico y se
continuaron en el neolitico (Lubell y col. 1994).

2) Estudios arqueoldgicos llevados a cabo en la desembocadura del rio Guadalquivir (la
Marismilla, Sevilla) han mostrado que los bovidos y gatos llegaron con los pueblos de Africa hace
alrededor de 5000 afios (Escacena-Carrasco 1996). Ademas, la cultura egipcia pre-dinastica “El-
Badari” (hace 4500 afios) es similar, con relacion a la domesticacion de animales y cerdmica, a la
encontrada en muchos asentamientos neoliticos del sur de la peninsula Ibérica. La ceramica cardial es
comun en Europa occidental y costas norteafricanas. La distribucion costera de esta cerdmica cardial
es evidencia de contactos mediterraneos frecuentes. Ademas, las pinturas encontradas en la cueva de
Tassili (sur de Argelia) en mitad del Sahara muestran bdvidos domesticados, datados
aproximadamente de 1000 afios antes de las primeras précticas agricolas neoliticas documentadas del
Este.

3) Los resultados genéticos HLA presentados en esta tesis doctoral evidencian la existencia de
flujo genético de los paleo-norteafricanos a la peninsula Ibérica (vascos, espafioles, portugueses) y a
poblaciones mediterraneas orientales (cretenses, macedonios, judios, libaneses, egipcios, turcos,
iranies).

Por otra parte, estudios recientes sobre el polimorfismo del mtDNA han evidenciado que la
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entrada de genes desde el norte de Africa en la Peninsula Ibérica fue tan importante como los
procedentes del resto de Europa. Ademas, revelan que la expansion poblacional paleolitica desde el
sudoeste de Europa (zona atlantica) podria haber ocurrido desde hace 10.000-15.000 afios, después
del dltimo maximo glacial. El haplogrupo V, un marcador mtDNA, explicaria esta expansion ya que
se ha observado en norte de Africa y noroeste de Europa, alcanzando frecuencias elevadas en los
bereberes, en la Peninsula Ibérica y en los sardos. El haplogrupo V, al contrario que el haplogrupo H,
no surgié en oriente proximo sino en Europa o norte de Africa. Ademas, la mayoria de los genes
mitocondriales encontrados actualmente en las islas Canarias corresponden a sus primeros
pobladores, los Guanches de origen bereber (Pinto y col. 1996).

Estudios del polimorfismo del cromosoma Y apoya un origen comun paleo norteafricano para
los vascos y sardos (Santachiara-Benerecetti y Semino 1996).

4) La existencia de un grupo comin de lenguas Usko-Mediterraneas antiguas (Lineal A,
Etrusco, Ibero-Tartésico, Guanche, Copto, Sumerio, Eblita, Elamita, etc) cuya traducciéon ha sido
posible a partir del vasco (Arnaiz-Villena y Alonso-Garcia 2000).

Finalmente, la aparicion de pueblos indoeuropeos con herramientas mas agresivas, como los
griegos pre-micénicos (y otros invasores), conduciria al reemplazamiento de lenguas y creencias
religiosas. Sin embargo, no se produjo un intercambio genético tan importante como para diluir el
antiguo sustrato hamita-mediterrdneo HLA, del cual hoy somos herederos en parte. Gracias a los
restos arqueoldgicos, lingiisticos y al estudio del Sistema HLA, hoy se puede replantear el origen de
la antigua cultura Mediterranea. Los datos genéticos HLA presentados en esta tesis doctoral
sustentados por los antropoldgicos y linguisticos convergen en definir a los griegos como
mediterraneos mas recientes, que se habrian aprovechado de la cultura cretense mas avanzada y
antigua para prosperar y transmitir al mundo actual parte de los antiguos conocimientos de los
Mediterraneos.
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1. Los cretenses y macedonios poseen una composicion HLA muy similar entre si, y con
respecto al resto de los mediterraneos orientales (judios y libaneses) y occidentales, tanto

europeos como norteafricanos (iberos, marroquies y argelinos).

2. Los turcos, egipcios, iranies y armenios también presentan una composiciéon HLA similar a

los cretenses, macedonios y otros antiguos mediterraneos.

3. La poblacion cretense presenta de forma especifica el haplotipo extendido HLA-A*02-B*13-
DRB1*1601-DQA1*0102-DQB1*0502; este puede ser la herencia de los antiguos minoicos o

haber surgido tras la mezcla genética de estos con invasores de la isla de Creta.

4. Los macedonios tienen entre los mas frecuentes dos haplotipos extendidos especificos: HLA-
A*02-B*51-DRB1*1601-DQB1*0502 y HLA-A*03-B*18-DRB1*1601-DQB1*0502.

5. El haplotipo HLA-DR4-DQ2 (DRB1*0405-DQB1*02) es especifico de los cretenses,
egipcios y turcos, probablemente debido a contactos desde al menos los tiempos minoicos.

6. Los griegos (de Atica, de las islas del Egeo, y Chipre) no estan relacionados genéticamente
con los cretenses, macedonios, ni con otros mediterrdneos orientales u occidentales

comparados (estudios de distancias genéticas, dendrogramas, analisis de correspondencia).

7. Los griegos poseen un fuerte substrato etiope/sub-sahariano, como ponen de manifiesto los
alelos casi-especificos HLA-DRB1 compartidos y las distancias genéticas, dendrogramas y

andlisis de correspondencia obtenidos con datos HLA-DR de alta y baja resolucion.

8. Una posible hipotesis para explicar el flujo de genes tipicos de negroides sub-saharianos y
etiopes a la que es hoy Grecia, puede basarse en la expulsion de etiopes de Egipto y de sus
faraones negros. Este hecho apoyaria la inmigracion masiva al Peloponeso, descrita por
Esquilo en su obra “Las suplicantes”, de las egipcias Danaides (negras) y la creencia recogida

por escritores griegos clasicos como Herodoto de que la cultura griega provenia de Egipto.
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9.

10.

11.

12.

Los antiguos mediterraneos compartirian, ademas de la genética, unas lenguas similares
Ilamadas Usko-Mediterraneas: ibero-tartésico (Peninsula Ibérica), Guanche (Islas Canarias),
etrusco (Italia), el Lineal A minoico (Creta), copto (Egipto), sumerio (Irak), elamita (Iran) y
eblita (Canaan), y el actual vasco y bereber. También la linglistica establece que los griegos
no hablaban una lengua Usko-Mediterranea; tomarian la escritura del Lineal A cretense para

escribir su idioma y lo convertirian en el Lineal B.

Los datos genéticos HLA presentados sustentados por los antropoldgicos y linguisticos
indicarian que los griegos habrian aprovechado la antigua cultura Usko-Mediterranea de los
cretenses y otros mediterraneos antiguos para sentar las bases de su propia cultura y, por

tanto, de la actual cultura occidental.

El modelo de relaciones genéticas y linglisticas no es concordante con la substitucion
poblacional de los cazadores-recolectores europeos por los agricultores procedentes de
Oriente Medio. La hipotesis mas factible es que el flujo cultural y genético por mar (circum-
mediterraneo) es el responsable de la adquisicion de elementos culturales y genéticos

comunes, entre ellos las tecnologias agricolas.

Asimismo, las relaciones filogenéticas HLA entre los antiguos mediterraneos, las
manifestaciones culturales, creencias religiosas y las lenguas Usko-Mediterraneas comunes,
podrian explicarse mediante la hip6tesis Sahariana. Los bereberes, iberos, judios, libaneses,
cretenses y otros mediterraneos podrian ser, en parte, los descendientes de estas poblaciones
saharianas que se verian forzadas a abandonar su tierra después que se establecieran las

condiciones superaridas (5000 a. C.).
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ABREVIATURAS MAS COMUNES UTILIZADAS EN EL TEXTO

aas:
B2-m:
cDNA:
CM:
DNA:
HLA:
li:
Kb:
Kd:
NJ:
MHC:

MtDNA:

PCR:
SGD:
TAP:
TcR:
TNF:
RNA:
rpm:
UT:

Aminoacidos

3 2 microglobulina

DNA complementario

Centimorgan

Acido desoxirribonucleico
Antigenos Leucocitarios Humanos
Cadena invariante

kilo-base (1000 pb)

Kilodalton

Neighbor-joining

Sistema Principal de Histocompatibilidad
DNA mitochondrial

par de bases de DNA

Reaccion en cadena de la polimerasa
Distancias genéticas estandar

Transportadores asociados con el procesamiento de antigeno

Receptor del linfocito T
Factor de Necrosis Tumoral
Acido ribonucleico
Revoluciones por minuto
Region no traducida
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ARTICULOS ORIGINALES QUE CONTIENEN EN MODO PARCIAL LOS RESULTADOS
OBTENIDOS EN LA PRESENTE TESIS DOCTORAL
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