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SECUENCIAS ESPECIFICAS PARA EL INTRON 2 DEL GENE DRB1: PosIBLE
UTILIDAD EN LA TIPIFICACION ALELICA PARA MOLECULAS DE CLASE |l

Jorge Flavio Mendoza Rincon**, Ann-Margaret Little*, Jests Rafael Argtello*, José Alejandro
Madrigal*

RESUMEN

Debido al gran polimorfismo del gene DRB1 de clase Il del MHC que se encuentra especificamente codificado por el exon
2y aque se comparten «motifs» incluso entre alelos de clase I, ha sido dificil tipificar los diferentes alelos para el gene DRB1
clase Il. En el presente trabajo se ha evaluado una insercion/delecion presente en el intron 2 del gene DRB1 para conocer
su utilidad para latipificacion de los diferentes alelos que codifica este gene. Los resultados obtenidos muestran que la region
utilizada del intrén 2 es especifica ya que permite reconocer a diferentes alelos para el gene DRB1. Esta estrategia puede ser
utilizada para caracterizar las diferentes especificidades presentes en este gene.
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ABSTRACT

The MHC class Il molecules are codified for a polymorphic gene that is localized in human chromosome 6. Basically, the
polymorphic region is present in exon 2. However, due to the polymorphism present in this region and to the motifs shared
even with class | molecules, it has been difficult to characterize this region. Here, we showed that the insertion/deletion
present in intron 2 lies between exon 2 and exon 3f HLA class Il DRB genes could be useful designing DRB1 specific primers
and to allow us to characterize this polymorphic gene.
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ANTECEDENTES

Losgenesdel complejoprincipaldehistocompatibilidad (MHC)
codifican para moléculas que participan tanto para el
reconocimientoinmune como para el rechazo de tejidos u
organos!. Lasmoléculasdeclase Il tienenun papelimportante
enlarespuestainmuneal unirypresentarpéptidosantigénicos
alinfocitos T; generalmente selocalizan en la superficie de
células presentadorascomolinfocitos B, macroéfagos, células T
yalgunasotrascélulasprofesionalespresentadorasdeantigenos
2,3, Aunquesu funciéon preponderante es el reconocimiento
inmunealgunasdeestasmoléculashansidoasociadasaciertos
padecimientosinmunolégicos4.5. Asimismo, es conocidoque
lavariabilidad genética delosloci donde se encuentranlos
genesdel MHC eslo queorigina su gran polimorfismo®. Para
elcasodelasmoléculasdeclaseITlavariabilidad anivel del
geneseencuentra presente exclusivamente en el exon 27. Sin
embargo, no es conocido si existe variabilidad anivel delas
secuenciasnocodificantesintronesyaquesolamente algunos
deelloshansidoestudiados8. Recientemente, sehapropuesto
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queestasregionestienen unafunciénimportanteyaquelas
secuencias para los intrones 1, 3y 5 se han utilizado para
estudios filogenéticos8.9. Sin embargo, el intrén 2 que se
encuentraadyacentealasregionde mayorvariabilidad genética
nohasidoestudiada. Enel presentetrabajosehan generado
secuencias especificas paraelintron 2 del gene DRB1conla
finalidad dedeterminarsiexiste variabilidad en estaregionno
codificante que puedaserutilizada paralatipificacion deeste
genpolimorfico.

MATERIALES Y METODOS

Cuttivo CELULAR

Lalinea celularhomocigoética Boleth (IHW 9031) de origen
linfoblastoide transformada con el virus de Epstein-Bar fue
descongeladaa37°Cenunbafnio Maria. Posteriormente, el
contendiodel vial fue colocado gota a gotaen untubo conico
(Falcon, Denmark) conteniendo 15mlde RPMI (Gibco, USA)
al 10% con suero fetal debovino (SFB) (Gibco). Se centrifugo
a1500rpmdurante 3 minutosysedesechd el sobrenadante
realizandose 2lavados mas conlas mismas condiciones. Las
célulasfueron contadasysuviabilidad determinadausando
azuldetripano (Sigma, USA). Enunabotellade cultivode 80
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DRO4INT2 GTGAGCACGGCGCCGGEEECEGECCEAGCCCTGTGAGCEECGACCEAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAGAGAGAGAGA 100
DR53INT2 0
NULLINT2 0
DRB78 0
DRO4INT2 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGCCATCTGTGAGCATTTAGAATCCTCTCTATCCTTGGCTGCGTAGTATTCCCTGGTGTATAGGAGCARGGAGTTCT 200
DR53INT2 0
NULLINT2 0
DRB78 0
DRO4INT2 GCGGGCACAGGTGTGTGTGTGGAGTGTGGATTTGTCCGTGTCTGTGAGGCTGTTGTGGCAGGGGAGGCAGGAGGGGGCTGCTTCTTATTCTTGGAGACTT 300
DR53INT2 ——CAGGTGTGTGT-AGAGTGTGGATTTGTC——TGTGTGCCTGTTGTCGGAGGCCAAACAGGAGGGCECTGCTTCTTATTCTTGGAGGCCT 85
NULLINT2 ——CAGGTGTGTGT-AGAGTCTGGATTTGTC——TGTGTGCCTGTTGTCGGAGGCCAAACAGGAGGGCECTGCTTCTTATTCTTGGAGGCCT 85
DRB78 — GTGAGCAT-GGTGGAGGGCGEEECC—TGGGTCCCTGT—GAGCGGGEAATCTGTGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG—T 76
*kk kK LRk kx Kk % *k Kk * ok k ok *ok kkkkk |k k. k. okk Kk Kk Kk kK % *
DRO4INT2 CTGTGGGGAGGTGACAAGGGAGGTGEGTGCTGGGGGECTGGAGAGAGAGGCGACCTTGATTGTCTCGGGTCCTTAGAGATGCAAGGAAGGGARATGTATGG 400
DR53INT2 CTGTGCAGAGGTGACATGGGAGGTGGGTGTAGGGGGCTGGAGAGAGAGGAGACCTTGATTGTCCTGGGTCCTTAGAGATGCAGGGAAGGGAAGAATAAGG 185
NULLINT2 CTGTGCAGAGGTGACATGCGAGGTCCATGTACGGGGGCTCGAGAGAGAGGAGACCTTGAT TGTCCTGGGTCCTTAGAGATGCAGGGAAGGGAAGAATAAGG 185
DRB78 CAGAG-AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGACAGAGGAAGAGAGAGAGAGCGTGCGCCAT——CTCTGAGCATTTAGAATCCTCTCTATCCTTTCTTATG 168
*.*.‘k _***..__ ..‘k.***...‘k. . .‘k*__* ._*****‘k* *. _**.* _"k. ‘k_‘k_.*‘k‘k__* . . .. . *.__*
DRO4INT2 GGTGTGTGCTTGGEETCAAGGTTTAGGGCAGGAGAGCTGAGGGCTAAGGAAGGTTTGGGATAATGTGAAGAGGCCAGT TTCAGACTGTCCCTGGCACACA 500
DR53INT2 TGTGTGTGETTGGGGTGAAGGTTTAGGGGAGGAGAGCTGAGGAGTGTGGAAGGTTTGGGATAATGTGAGGAGGCCAGTTCCAGACTGTCCCTGGCACACA 285
NULLINT2 TGTGTGTGETTGGGGTGAAGGTTTAGGGGAGGAGAGCTGAGGAGTGTGGAAGGTTTGGGATAATGTGAGGAGGCCAGTTCCAGACTGTCCCTGGCACACA 285
DRB78 GCTGCGTAGTA——————TTCCCTGGTGTATAGGTGCCACAT——TGTCTTAATCCAGTCTATCATTGATGGACA 233
*k kk kK| LK LRk kk kK R LRk Lk kkk kk kk kK kk*k
DRO4INT2 CCCTTCATGTAATCTCTGAAATAAAAGTGTGTGCTGTTTGTTTGTARAAG - CATTAGATTAACTTCTAGGGGAATTGAGTAGACC-TCTGAGGCACCTCT 598
DR53INT2 CCCTTCATGTAATCTCTGAAATAAAAGTGTGTGCTGTTTGTTTGTARAAG - CATTAGATTAATTTCTAGGGGAATTGAGGAGACC-TCTGAGGCACCTCT 383
NULLINT2 CCCTTCATGTAATCTCTGAAATAAAAGTGTGTGCTGTTTGTTTGTAAAAG - CATTAGATTAATTTCTAGGGGAATTGAGGAGACC-TCTGAGGCACCTCT 383
DRB78 TTAGG-GTTAATTC- CAAGTCTTTGCTATTGTGAATAGTGTCAGTTCATGTCCTTTG—TAGGGACATGGATGCAGCTGGARACCATC—ATTCTCAGC - 326
LR Lk kk ok kL L R LRk ok ok k kk % * k| DLk kx .. LRk kkk ko * Kk k%
DRO4INT2 GAAGCT-TCTTTAGGTATAAATTTCTTGCTAGTTTTTTGTTTTCATTAGTGT - TATATTTTTACATAGTTGAAATGATCGTGAAACTAACTTTTTGAATT 696
DR53INT2 GAAGCT-TCTTTAGGTCTAAATTTCTTGCT—AGTTTTTGTTTTTTTAGGGTGTATAT TTTTACATAGCAGAAATGACTGTGAAACTAACTTTTTGAATT 480
NULLINT2 GAAGCT-TCTTTAGGTCTAAATTTCTTGCT—AGTTTTTGTTTTTTTAGGGTGTATATTTTTACATAGCAGAAATGACTGTGAAACTAACTTTTTGAATT 480
DRB78 - AAACTATCACAAGGACAGAAAACCAAACACCACTTGTTCTCACTCATAGGTGGGAATTG——AACAATGAGAACACATGGAC—ACAGGAAGGG— 415
**.** **. .***‘ ..**“ *...*4 . **.*. * . . ..“** ..‘***. *. ‘...*.‘* ..‘.** kR L. *‘.
DRO4INT2 AAAGTTTGAAAACACAAATGACGTTCCTTAATCTTTCTCTCT GCTTTAGGAATCATG- CTT—TCTTAGGAAC- TTAAAGATTTGGAGAA 782
DR53INT2 AAAGTTT—TAACACAGTTACTATT—TTATTATAATGCTAATAGTTTT—C—TAGTAGTTACATCTTATTCTTTTGTATATAATAGTTGTGACACA 570
NULLINT2 AAAGTTT—TAACACAGTTACTATT—TTATTATAATGCTAATAGTTTT—C—TAGTAGTTACATCTTATTCTTTTGTATATAATAGTTGTGACACA 570
DRB78 GAACATC—ACACACAGGGGCCTGTCGTGGGGTGEGGCAGCAGGGAGTGATAGCATTAGGAGATATACCTAATGTAAATGACTAGT TAATGGGTG—CA 510
.** .* . *****.... ..* ... ... . .*‘ * ***.*.. * . **. . ....*‘ ..‘4*....** *
DRO4INT2 TCATTTCTGTCTGTCCC——ACCTTCCCAG-GAGCA—TAACC - ATTTCTGTGGTGTTCTAAGGTGTGAGTGCATGG - 852
DR53INT2 ACTTACCTCACTTTCCCCTTTTTGTTGACCTTTATTA - TGACTTTCAC——CAAAAGT—TGAAAATGTATGTTTCTGGTTAATTTTTACTTTAT 659
NULLINT2 ACTTACCTCACTTTCCCCTTTTTGTTGACCTTTATTA - TGACTTTCAC——CAAAAGT—TGAAAATGTATGTTTCTGGTTAATTTTTACTTTAT 659
DRB78 GCATACCA - ACATGACACAT—GTGTACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACATGTATCCTAGAACTTAAAGTATAATAATAATAATTATATATA 606
_*.*. *_ .‘k._. * * % ‘k_* * * * * e . * ... * oL ... ‘k.__*. .*__
DRO4INT2 —CAGTAGTATTCCTAAAAATCCATAT—TCAGTTTCCT—CATGT———GCCC TACTCCG——TCCCTTTCTCT 914
DR53INT2 ATTTTTCATTTGTAATTCTTTTGAATTATTT——TGACCTATT TATTGGC-CAATTATAATTACTGCTGTAAGAATTCCCTATTTCA 742
NULLINT2 ATTTTTCATTTGTAATTCTTTTAAATTATTT——TGACCTATT TATTGGC- CAATTATAATTACTGCTGTAAGAATTCCCTATTTCA 742
DRB78 TATATATATTAGAAAAACAAACAAAAAGAATCTTCTCTATCCTGAGCAAGGACTTCTGAAGGCACAGGTGTGTGTAGAGTGTGGATTTGTCTGTGTGGCT 706
*ok ok kK Kk LK * kKK *k ok *k . *k ok kK|
DRO4INT2 AT———— CCAC—ATTGCTTTAAATCATATTTTTCTCTCAAGGTGTACAAGGATGATAAATA-GGTGCC—AAG 978
DR53INT2 TTTGGTAGGGAATGTACAAT—GATCTACTGTCTAATATCTTAAGGGCTTAGTATTTT - TCTCAG - TGACTTTG—TGGGTTCTTTGTACTGTAAGA 833
NULLINT2 TTTGGTAGGGAATGTACAAT—GATCTACTGTCTAATATCTTAAGGGCTTAGTATTTT - TCTCAG - TGACTTTG—TGGGTTCTTTGTACTGTAAGA 833
DRB78 GTTGTGGGAGGGGARACAGGAGGCGGCTGCT - TCTTAT - TCTTGGAGGCCTC—TGT - GCAGAGCTGACATCGGAGGTCGGTGTACGGGGCTCGAGAG 799
_* * .* * * _*** _____ L *  x ."k. _* ..‘k‘k__."k *...*_ _‘k__*
DRO4INT2 TGGAGAACCCAAGTGTGAC—GAGCCCTC—TCACAGTAGAATGGAGTGAGAAG 1028
DR53INT2 TTATTAACACTTTATTGATATTTGATTCAGCATTTTCTCCAGTTTGTGGTTTGTATGTGCATTTTGAAAAGTATTTTCCATGTTAAGAATTTGAACATTT 933
NULLINT2 TTATTAACACTTTATTGATATTTGATTCAGCATTTTCTCCAGTTTGTGGTTTGTATGTGGATTTTGAAAAGTATTTTCCATGTTAAGAATTTGAACATTT 933
DRB78 AGAGGAGACCTTGATTGTCCT-GGGTCCTTAGAGATGCAGGGAAGGGAAGAATAAGGTGTGTCTGGTTGCGGTGAAG - GTTTAGGGGAGGAGAGCTGAG 896
* * * * * * * *
DRO4INT2 CTTTCTGACCT——CATAAATTGAAGGCTAT———C— 1057
DR53INT2 TTATTTAATAAAATATATTGCGAAATATTAATTAATGATTTACAATCAT—CTTAAATC - CACCATTT TGTGGTATTATTGTCTCCAG— 1018
NULLINT2 TTATTTAATAAAATATATTGCGAAATATTAATTAATGATTTACAATCAT—CTTAAATC - CACCATTT TGTGGTATTATTGTCTCCAG— 1018
DRB78 GAGT—GTGGAAGGTTTGGGATAATGTGAGGAGGCCAGTTCCAGACTGTCCCTGGCACACACCCTTCATGTAATCTCTGAAATAAAAGTGTGTGCTGTT 993
* * * * * *
DRO4INT2 -GTAATTCATTCTTTTATATATTTT——ACT 1084
DR53INT2 -GTTTCTCCTTACTTCTAAAAAAAAACTGTATTTATTGAGTATGC 1062
NULLINT2 -GTTTCTCCTTACTTCTAAAAAAAAACTGTATTTATTGAGTATGC 1062
DRB78 TGTTTGTAAAAGCATTAGATTAATTTCTAGGGGAATTGAGGAGAC 1038
* * * * *

Figura 1. Alineamiento de las secuencias del intron 2 para el gene DRB. Se obtuvieron 4 secuencias para los genes DR04,
DR53, DRB7 y de un pseudogene (Null) utilizando la base de datos GenBank. En el extremo derecho se indica la longitud
respectiva para cada intrén en pares de bases. Las barras horizontales indican interrupciones debido a inserciones/
deleciones. Los puntos y asteriscos(. *) se han introducido paraptimizar el alineamiento.



VERTIENTES

cm2 (Falcon) se colocaron 1x106 célulasen RPMIal10% en
SFB. Después de 2 dias de cultivo se volvieron a alimentar
adicionado 20 ml de RPMI al 10% de SFB. Se mantuvo el
cultivohastaqueladensidad celularfuede 30x100 célulaspara
procederalaextraccion de DNA.

ExTRACCION DE DNA

El DNA de la linea celular Boleth fue extraido utilizando la
técnica desaltinout0. Brevemente, a30x100célulasdelalinea
Boleth contenidasenuntubocénicode 15 mlseleadicion63ml
debufferdelisisresuspendiendoel contenidofirmemente pero
sin generar burbujas. Posteriormente, se agregd 120 ul de
ProteinasaK(Merck, Germany)agitindosemanualmentedeun
ladoaotrovigorosamente. Seincubdel contenidoa37°Ctodala
nocheenunbafioMaria. Transcurridoestetiemposeremuevela
muestra del bafio y sele adiciona 1 ml de NaCl 6 M (Sigma)
agitandosevigorosamente por 1 minuto. Se centrifugalamezcla
por2ominutosa4500rpm,secolectaelsobrenadanteysevierte
enuntubouniversalde5omlconteniendo 10mlde Propan-2-ol
(BDHlaboratory,England). Serotamanualmenteel tubouniversal
hasta que el DNA aparece, se colecta el DNA utilizando una
jeringa Pasteur sellada por la punta y se deja atemperatura
ambientehastaquenosepercibeoloraalcohol. Posteriormente,
el DNAsedisuelveen 200 ul de Buffer TE 1X (Bio-Whittaker,
USA) enuntubo eppendorfyse colocaenrotadorautomatico
(Sandrest Ltd. England) hastaquetodoel DNA sehadisuelto.
Paraconocerlaconcentracion de DNAsehacelalecturaa260/
280nmysepreparanlasalicuotasrespectivas parateneruna
concentraciénfinalde2oong/pl.

CoNDICIONES PARA EL PCR

Fragmentos de DNA conteniendo el exén 2, el intron 2y el
ex6n 3del HLADRB*0104 fueron amplificados con primers
especificos para dicho locus. Las amplificaciones por PCR
fueronrealizadas usando200ng/mlde DNA, 25 pmoldecada
primer,0.2mMdedNTPs,16 mM de Buffer (NH,4)2S04,1.5
mM deMgCloyo.5unidadesdeTaq Polimerasa (Bioline Litd,
UK). Lasamplificaciones fueronrealizadas dela siguiente
manera: desnaturalizaciéon a 95°C por 5 minutos.
Posteriormente, 30 ciclos de 95°Cpor1.30 minutos, 55°Cpor
1.30minutos, 72°Cpor2.30 minutosyfinalmenteunciclode
72°Cpor 8 minutos.

RESULTADOS

ALINEAMIENTO Y SECUENCIACION DEL INTRON 2 DEL GENE DRB*0104.
Enlafiguraiseencuentranalineadaslassecuenciasdelintron
2 de 4 secuencias obtenidas a través del archivo de datos
Genbank. Como se puede observartambién seincluyen las
secuenciasobtenidasde DR53,deun pseudogene (Null)yde
DRB78. Se volvi a secuenciar el gene para DRB*0104,
obteniéndose algunoserroresenlaregion delintron 2 (una
delecion para «C» en la posicion 49 de la reportada en la
original). Lasecuenciadelintrén 2 corregidafuealineadacon
ladelosotrosalelos. Lasimilitud conlasecuenciade DRB*0104
estarepresentadaporunalineahorizontal (-). Lasinterrupciones

10

introducidasparaoptimizarel alineamientoestanindicadaspor
unpunto(.).

ESTRATEGIA Y GENERACION DE LOS PRIMERS PARA EL INTRON 2 DE
DRB*0104

Teniendoen cuentaqueelintron 2 delasmoléculasparaclase
ITesmaslargoquesu contraparte paramoléculasdeclasely
queseencuentraadyacenteal exén 2queesbastante polimérfico,
sedecidi6 utilizar esta propiedad paradisenarun primer que
cubrieralosnucle6tidos260a280querepresentanunainsercion/
delecidnenelintron 2 delgene DRB1(Fig. 1). Deestamanera,
seesperariaque pudiéramos cubrirtodoslosalelos conocidos
paraDRB1 (hastalafechasehanreportadoalrededorde 180
alelos)!1. Enlafigura2estarepresentadalaestrategiaseguida
paracubrirlainsercion/deleciényaindicadaquepuedautilizarse
paracubrirtodoslosaleloshastaahoradescritos para DRB1.

INT1 EXON 2 INT 2 EXON 3

5INT2INS .

- 3INT2INS

Figura 2. Representaci6n esquemdtica de la amplificacién especifica
para el gene DRB1 usando el primer 3INT2INS para amplificar el intrén

2y el ex6n 2 de manera simultanea.

EL PRIMER PARA EL INTRON 2 DEL GENE DRB1 (INT2INS) GENERA
PRODUCTOS ESPECIFICOS DE PCR
Alrealizarlosensayosutilizandolareaccién dela polimerasa
en cadena (PCR) paradeterminarsilasecuencia disefiada
paracubrirelintréon 2 del gene DRB1 producia productos
especificos después derealizarlaamplificacion de PCR, el
INT2INS fue utilizado en lineas celulares con diferentes
alelospara DRB1encontrandoseunageneracion delamplicon
especificayabundante (Fig. 3).

Figura 3. Amplificaciones de diferentes DNAs provenientes de lineas
celulares homozigéticas y heterocigéticas para el gene DRB. Se utilizaron
2.5 ldeDNA(200ng/ I)en cadacarril de acuerdo a las especificaciones
anotadas en materiales y métodos. En este caso se obtuvo amplificacién
en 12 de los 14 DNAs amplificados.
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DiscusiOn

Laregiondelcomplejoprincipal dehistocompatibilidad (MHC)
clase Il contiene al menos 15loci que codifican porlomenos
para 4 diferentes isoformas de moléculas clase 1112, Estas
moléculas son expresadas como heterodimeros a/b en la
superficiedecélulas Bmaduras, células Tactivadas, macrofagos
asi como de otras células presentadoras de antigenos. Los
heterodimerosa/btienenunafuncién central enlarespuesta
inmuneal unirypresentar péptidos procesados antigénicosa
célulasTh CD4+. Losheterodimeros DR sonlasmoléculasde
claseIlpredominantementeexpresadasenlasuperficiedelas
célulaspresentadoras. Asimismo, estasmoléculassonlasmas
polimorficas dentro de clase II, aunque no participan
directamenteen el rechazo detejidosu 6rganos,silohacenen
larespuestainmune. Ademaés, recientementehansidoasociadas
adiversospadecimientos autoinmunes!3-14, Unadelaslimitantes
para estudiar la participacion de estos alelos en ciertos
padecimientos autoinmunesesladificultad paratipificarlos
molecularmente, debido principalmente a quelamayoriade
estosalelos comparten ciertos «motifs» entrealgunos deellos
yconotrosalelosdeclaseI'4. Estetrabajotuvocomofinalidad
lageneracionde primersespecificos utilizando elintron 2 del
gene DRB1y determinar la utilidad de esta region para la
tipificacion deestegene. Losresultadosbtenidos muestran que
lainsercion/delecion (Fig. 1) enlaregiondel intron 2 utilizada
reconoceespecificamentealelos para DRB1quese comprueba
claramente porla cantidad de producto obtenidoatravésde
PCRyutlizando alrededor de 20 DNAs de diferenteslineas
celularesutilizadasanivelinternacional paratipificar clase Il
(datosnomostrados). Inclusive, yaquelosintrones para DRB1
poseendiferentelongitud dependiendodelaleloen cuestionse
puede comprobar que el primer INT2INS reconoce
especificamentealintron 2y quesecorrelacionacon el tamafio
delmismo (Fig. 3). Enconclusion el primer INT2INS puedeser
utilizado paraamplificarespecificamenteal exon 2y alintron
2delgenepara DRB1ypuedeserunaherramientaimportante
paralatipificacién deestaregion polimorfica.
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