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RRRRRESUMENESUMENESUMENESUMENESUMEN
Debido al gran polimorfismo del gene DRB1 de clase II del MHC que se encuentra específicamente codificado por el exón
2 y a que se comparten «motifs» incluso entre alelos de clase I, ha sido difícil tipificar los diferentes alelos para el gene DRB1
clase II. En el presente trabajo se ha evaluado una inserción/deleción presente en el intrón 2 del gene DRB1 para conocer
su utilidad para la tipificación de los diferentes alelos que codifica este gene. Los resultados obtenidos muestran que la región
utilizada del intrón 2 es específica 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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AAAAABSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACT
The MHC class II 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 I 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 II DRB genes could be useful designing DRB1 specific primers
and to allow us to characterize this polymorphic gene.
Key Words: sequences, intron, exon, gene, polymorphism.
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AAAAANTECEDENTESNTECEDENTESNTECEDENTESNTECEDENTESNTECEDENTES
Los genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
codifican para moléculas que participan tanto para el
reconocimiento inmune como para el rechazo de tejidos u
órganos 1. Las moléculas de clase II tienen un papel importante
en la respuesta inmune al unir y presentar péptidos antigénicos
a linfocitos T; generalmente se localizan en la superficie de
células presentadoras como linfocitos B, macrófagos, células T
y algunas otras células profesionales presentadoras de antígenos
2,3. Aunque su función preponderante es el reconocimiento
inmune algunas de estas moléculas han sido asociadas a ciertos
padecimientos inmunológicos4,5. Asimismo, es conocido que
la variabilidad genética de los loci donde se encuentran los
genes del MHC es lo que origina su gran polimorfismo6. Para
el caso de las moléculas de clase II la variabilidad a nivel del
gene se encuentra presente exclusivamente en el exón 27. Sin
embargo, no es conocido si existe variabilidad a nivel de las
secuencias no codificantes intrónes ya que solamente algunos
de ellos han sido estudiados8. Recientemente, se ha propuesto

que estas regiones tienen una función importante ya que las
secuencias para los intrónes 1, 3 y 5 se han utilizado para
estudios filogenéticos8,9. Sin embargo, el intrón 2 que se
encuentra adyacente a las región de mayor variabilidad genética
no ha sido estudiada. En el presente trabajo se han generado
secuencias específicas para el intrón 2 del gene DRB1 con la
finalidad de determinar si existe variabilidad en esta región no
codificante que pueda ser utilizada para la tipificación de este
gen polimórfico.

MMMMMATERIALESATERIALESATERIALESATERIALESATERIALES     YYYYY M M M M MÉTODOSÉTODOSÉTODOSÉTODOSÉTODOS

CCCCCULTIVOULTIVOULTIVOULTIVOULTIVO C C C C CELULARELULARELULARELULARELULAR

La línea celular homocigótica Boleth (IHW 9031) de origen
linfoblastoide transformada con el virus de Epstein-Bar fue
descongelada a 37°C en un baño María. Posteriormente, el
contendio del vial fue colocado gota a gota en un tubo cónico
(Falcón, Denmark) conteniendo 15 ml de RPMI (Gibco, USA)
al 10% con suero fetal de bovino (SFB) (Gibco). Se centrifugó
a 1500 rpm durante 3 minutos y se desechó el sobrenadante
realizándose 2 lavados más con las mismas condiciones. Las
células fueron contadas y su viabilidad determinada usando
azul de tripano (Sigma, USA). En una botella de cultivo de 80
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Figura 1. Alineamiento de las secuencias del intrón 2 para el gene DRB. Se obtuvieron 4 secuencias para los genes DR04,Figura 1. Alineamiento de las secuencias del intrón 2 para el gene DRB. Se obtuvieron 4 secuencias para los genes DR04,Figura 1. Alineamiento de las secuencias del intrón 2 para el gene DRB. Se obtuvieron 4 secuencias para los genes DR04,Figura 1. Alineamiento de las secuencias del intrón 2 para el gene DRB. Se obtuvieron 4 secuencias para los genes DR04,Figura 1. Alineamiento de las secuencias del intrón 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 longitudDR53, DRB7 y de un pseudogene (Null) utilizando la base de datos GenBank. En el extremo derecho se indica la longitudDR53, DRB7 y de un pseudogene (Null) utilizando la base de datos GenBank. En el extremo derecho se indica la longitudDR53, DRB7 y de un pseudogene (Null) utilizando la base de datos GenBank. En el extremo derecho se indica la longitudDR53, DRB7 y de un pseudogene (Null) utilizando la base de datos GenBank. En el extremo derecho se indica la longitud
respectiva para cada intrón en pares de bases. Las barras horizontales indican interrupciones debido a inserciones/respectiva para cada intrón en pares de bases. Las barras horizontales indican interrupciones debido a inserciones/respectiva para cada intrón en pares de bases. Las barras horizontales indican interrupciones debido a inserciones/respectiva para cada intrón en pares de bases. Las barras horizontales indican interrupciones debido a inserciones/respectiva para cada intrón en pares de bases. Las barras horizontales indican interrupciones debido a inserciones/
deleciones. Los puntos y asteriscos(. *) se han introducido paraptimizar el alineamiento.deleciones. Los puntos y asteriscos(. *) se han introducido paraptimizar el alineamiento.deleciones. Los puntos y asteriscos(. *) se han introducido paraptimizar el alineamiento.deleciones. Los puntos y asteriscos(. *) se han introducido paraptimizar el alineamiento.deleciones. Los puntos y asteriscos(. *) se han introducido paraptimizar el alineamiento.

DR04INT2    GTGAGCACGGCGCCGGGGCGGGCCGAGCCCTGTGAGCGGCGACCGAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAGAGAGAGAGA   100
DR53INT2    ——————————————————————————————————————————————————     0
NULLINT2    ——————————————————————————————————————————————————     0
DRB78       ——————————————————————————————————————————————————     0

DR04INT2    GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGCCATCTGTGAGCATTTAGAATCCTCTCTATCCTTGGCTGCGTAGTATTCCCTGGTGTATAGGAGCAAGGAGTTCT   200
DR53INT2    ——————————————————————————————————————————————————     0
NULLINT2    ——————————————————————————————————————————————————     0
DRB78       ——————————————————————————————————————————————————     0

DR04INT2    GCGGGCACAGGTGTGTGTGTGGAGTGTGGATTTGTCCGTGTCTGTGAGGCTGTTGTGGGAGGGGAGGCAGGAGGGGGCTGCTTCTTATTCTTGGAGACTT   300
DR53INT2    ———CAGGTGTGTGT—AGAGTGTGGATTTGTC———TGTGTGGCTGTTGTGGGAGGGGAAACAGGAGGGGGCTGCTTCTTATTCTTGGAGGCCT            85
NULLINT2    ———CAGGTGTGTGT—AGAGTGTGGATTTGTC———TGTGTGGCTGTTGTGGGAGGGGAAACAGGAGGGGGCTGCTTCTTATTCTTGGAGGCCT            85
DRB78       —————GTGAGCAT—GGTGGAGGGCGGGGCC———TGGGTCCCTGT—GAGCGGGGAATCTGTGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG—T                 76
                      ***.* .*  .*.*...** ...* *      **.*.  ****   *.* *****..*.*.....*. ** .* *...* *..*.*   *

DR04INT2    CTGTGGGGAGGTGACAAGGGAGGTGGGTGCTGGGGGCTGGAGAGAGAGGCGACCTTGATTGTCTCGGGTCCTTAGAGATGCAAGGAAGGGAAATGTATGG   400
DR53INT2    CTGTGCAGAGGTGACATGGGAGGTGGGTGTAGGGGGCTGGAGAGAGAGGAGACCTTGATTGTCCTGGGTCCTTAGAGATGCAGGGAAGGGAAGAATAAGG   185
NULLINT2    CTGTGCAGAGGTGACATGGGAGGTGGGTGTAGGGGGCTGGAGAGAGAGGAGACCTTGATTGTCCTGGGTCCTTAGAGATGCAGGGAAGGGAAGAATAAGG   185
DRB78       CAGAG-AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGACAGAGGAAGAGAGAGAGAGCGTGCGCCAT———CTCTGAGCATTTAGAATCCTCTCTATCCTTTCTTATG       168
            *.*.* .***.... ..*.***...*. . .**..* ..******* *.  .**.*          .*. *.*..***..* . . ...  ... *...*

DR04INT2    GGTGTGTGGTTGGGGTGAAGGTTTAGGGGAGGAGAGCTGAGGGGTAAGGAAGGTTTGGGATAATGTGAAGAGGCCAGTTTCAGACTGTCCCTGGCACACA   500
DR53INT2    TGTGTGTGGTTGGGGTGAAGGTTTAGGGGAGGAGAGCTGAGGAGTGTGGAAGGTTTGGGATAATGTGAGGAGGCCAGTTCCAGACTGTCCCTGGCACACA   285
NULLINT2    TGTGTGTGGTTGGGGTGAAGGTTTAGGGGAGGAGAGCTGAGGAGTGTGGAAGGTTTGGGATAATGTGAGGAGGCCAGTTCCAGACTGTCCCTGGCACACA   285
DRB78       GCTGCGTAGTA———————————TTCCCTGGTGTATAGGTGCCACAT——————TGTCTTAATCCAGTCTATCATTGATGGACA                     233
            . ** **.**.                       ..*  .**.**...*..*  . ..            .*.* ...* ***.**.**  **. . ***

DR04INT2    CCCTTCATGTAATCTCTGAAATAAAAGTGTGTGCTGTTTGTTTGTAAAAG-CATTAGATTAACTTCTAGGGGAATTGAGTAGACC-TCTGAGGCACCTCT   598
DR53INT2    CCCTTCATGTAATCTCTGAAATAAAAGTGTGTGCTGTTTGTTTGTAAAAG-CATTAGATTAATTTCTAGGGGAATTGAGGAGACC-TCTGAGGCACCTCT   383
NULLINT2    CCCTTCATGTAATCTCTGAAATAAAAGTGTGTGCTGTTTGTTTGTAAAAG-CATTAGATTAATTTCTAGGGGAATTGAGGAGACC-TCTGAGGCACCTCT   383
DRB78       TTAGG-GTTAATTC-CAAGTCTTTGCTATTGTGAATAGTGTCAGTTCATGTCCTTTG—TAGGGACATGGATGCAGCTGGAAACCATC—ATTCTCAGC-     326
               .. .*..*.** *.... *... ...**** ....*** .**. *.* * **.*  **. ..*..**... .. .*.*.*** **  *..*.* .*

DR04INT2    GAAGCT-TCTTTAGGTATAAATTTCTTGCTAGTTTTTTGTTTTCATTAGTGT-TATATTTTTACATAGTTGAAATGATCGTGAAACTAACTTTTTGAATT   696
DR53INT2    GAAGCT-TCTTTAGGTCTAAATTTCTTGCT—AGTTTTTGTTTTTTTAGGGTGTATATTTTTACATAGCAGAAATGACTGTGAAACTAACTTTTTGAATT    480
NULLINT2    GAAGCT-TCTTTAGGTCTAAATTTCTTGCT—AGTTTTTGTTTTTTTAGGGTGTATATTTTTACATAGCAGAAATGACTGTGAAACTAACTTTTTGAATT    480
DRB78       -AAACTATCACAAGGACAGAAAACCAAACACCACTTGTTCTCACTCATAGGTGGGAATTG———AACAATGAGAACACATGGAC—ACAGGAAGGG—        415
             **.** **. .***. ..**.. *...*.  . **.*. * . . ....** ...***.      *. ....*..*   ....**  **.....*..

DR04INT2    AAAGTTTGAAAACACAAATGACGTTCCTTAATCTTTCTCTCT—————GCTTTAGGAATCATG-CTT—TCTTAGGAAC-TTAAAGATTTGGAGAA         782
DR53INT2    AAAGTTT—TAACACAGTTACTATT——TTATTATAATGCTAATAGTTTT—C—TAGTAGTTACATCTTATTCTTTTGTATATAATAGTTGTGACACA        570
NULLINT2    AAAGTTT—TAACACAGTTACTATT——TTATTATAATGCTAATAGTTTT—C—TAGTAGTTACATCTTATTCTTTTGTATATAATAGTTGTGACACA        570
DRB78       GAACATC—ACACACAGGGGCCTGTCGTGGGGTGGGGGAGCAGGGAGTGATAGCATTAGGAGATATACCTAATGTAAATGACTAGTTAATGGGTG—CA      510
            .** .*   . *****....  ..*    ... ... . .*.           *  ***.*.. * . **.  . ....*.   ....*....**    *

DR04INT2    TCATTTCTGTCTGTCCC———————————ACCTTCCCAG-GAGCA——TAACC-ATTTCTGTGGTGTTCTAAGGTGTGAGTGCATGG-                 852
DR53INT2    ACTTACCTCACTTTCCCCTTTTTGTTGACCTTTATTA-TGACTTTCAC———CAAAAGT——TGAAAATGTATGTTTCTGGTTAATTTTTACTTTAT        659
NULLINT2    ACTTACCTCACTTTCCCCTTTTTGTTGACCTTTATTA-TGACTTTCAC———CAAAAGT——TGAAAATGTATGTTTCTGGTTAATTTTTACTTTAT        659
DRB78       GCATACCA-ACATGACACAT—GTGTACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACATGTATCCTAGAACTTAAAGTATAATAATAATAATTATATATA     606
            .*.*. *. .*... *                        ** *.* *      **    *     .... *.......* .......*...*. .*..

DR04INT2    ———CAGTAGTATTCCTAAAAATCCATAT—TCAGTTTCCT—CATGT—————GCCC————TACTCCG————TCCCTTTCTCT                       914
DR53INT2    ATTTTTCATTTGTAATTCTTTTGAATTATTT———TGACCTATT—————TATTGGC-CAATTATAATTACTGCTGTAAGAATTCCCTATTTCA           742
NULLINT2    ATTTTTCATTTGTAATTCTTTTAAATTATTT———TGACCTATT—————TATTGGC-CAATTATAATTACTGCTGTAAGAATTCCCTATTTCA           742
DRB78       TATATATATTAGAAAAACAAACAAAAAGAATCTTCTCTATCCTGAGCAAGGAGTTCTGAAGGCACAGGTGTGTGTAGAGTGTGGATTTGTCTGTGTGGCT   706
                   *.*.*.*.. *... .*.  ...*      *..***                  ** *         ** .  .        **  *.* .*.

DR04INT2    AT————————————CCAC———ATTGCTTTAAATCATATTTTTCTCTCAAGGTGTACAAGGATGATAAATA—GGTGCC—AAG                      978
DR53INT2    TTTGGTAGGGAATGTACAAT—GATCTACTGTCTAATATCTTAAGGGCTTAGTATTTT-TCTCAG-TGACTTTG——TGGGTTCTTTGTACTGTAAGA       833
NULLINT2    TTTGGTAGGGAATGTACAAT—GATCTACTGTCTAATATCTTAAGGGCTTAGTATTTT-TCTCAG-TGACTTTG——TGGGTTCTTTGTACTGTAAGA       833
DRB78       GTTGTGGGAGGGGAAACAGGAGGGGGCTGCT-TCTTAT-TCTTGGAGGCCTC——TGT-GCAGAGGTGACATGGGAGGTGGGTGTAGGGGGCTGGAGAG     799
            .*                        * .*      ** .***.....* *     * * .*. .* ..**...*    *...*.   .*..*    ...

DR04INT2    TGGAGAACCCAAGTGTGAC——GAGCCCTC——TCACAGTAGAATGGAGTGAGAAG—————————————————————                           1028
DR53INT2    TTATTAACACTTTATTGATATTTGATTCAGCATTTTCTCCAGTTTGTGGTTTGTATGTGGATTTTGAAAAGTATTTTCCATGTTAAGAATTTGAACATTT   933
NULLINT2    TTATTAACACTTTATTGATATTTGATTCAGCATTTTCTCCAGTTTGTGGTTTGTATGTGGATTTTGAAAAGTATTTTCCATGTTAAGAATTTGAACATTT   933
DRB78       AGAGGAGACCTTGATTGTCCT—GGGTCCTTAGAGATGCAGGGAAGGGAAGAATAAGGTGTGTGTGGTTGGGGTGAAG-GTTTAGGGGAGGAGAGCTGAG    896
            .....*.  *.....**.     *.. * .     . .* .......*..........

DR04INT2    —————————————————————CTTTCTGACCT————CATAAATTGAAGGCTAT————————C——                                      1057
DR53INT2    TTATTTAATAAAATATATTGCGAAATATTAATTAATGATTTACAATCAT—CTTAAATC-CACCATTT—————TGTGGTATTATTGTCTCCAG—         1018
NULLINT2    TTATTTAATAAAATATATTGCGAAATATTAATTAATGATTTACAATCAT—CTTAAATC-CACCATTT—————TGTGGTATTATTGTCTCCAG—         1018
DRB78       GAGT—GTGGAAGGTTTGGGATAATGTGAGGAGGCCAGTTCCAGACTGTCCCTGGCACACACCCTTCATGTAATCTCTGAAATAAAAGTGTGTGCTGTT     993
                                                      *...*..  *          *  ..           *                *

DR04INT2    -GTAATTCATTCTTTTATATATTTT————————ACT                                                                  1084
DR53INT2    -GTTTCTCCTTACTTCTAAAAAAAAACTGTATTTATTGAGTATGC                                                         1062
NULLINT2    -GTTTCTCCTTACTTCTAAAAAAAAACTGTATTTATTGAGTATGC                                                         1062
DRB78       TGTTTGTAAAAGCATTAGATTAATTTCTAGGGGAATTGAGGAGAC                                                         1038
             **.. *  ..  .* ..*......                 .
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cm2 (Falcón) se colocaron 1 x 106 células en RPMI al 10% en
SFB. Después de 2 días de cultivo se volvieron a alimentar
adicionado 20 ml de RPMI al 10% de SFB. Se mantuvo el
cultivo hasta que la densidad celular fue de 30 x 106 células para
proceder a la extracción de DNA.

EEEEEXTRACCIÓNXTRACCIÓNXTRACCIÓNXTRACCIÓNXTRACCIÓN     DEDEDEDEDE DNA DNA DNA DNA DNA
El DNA de la línea celular Boleth fue extraído utilizando la
técnica  de saltinout10. Brevemente, a 30 x 106 células de la línea
Boleth contenidas en un tubo cónico de 15 ml se le adicionó 3 ml
de buffer de lisis resuspendiendo el contenido firmemente pero
sin generar burbujas. Posteriormente, se agregó 120 μl de
Proteínasa K (Merck, Germany) agitándose manualmente de un
lado a otro vigorosamente. Se incubó el contenido a 37°C toda la
noche en un baño María. Transcurrido este tiempo se remueve la
muestra del baño y se le adiciona 1 ml de NaCl 6 M (Sigma)
agitándose vigorosamente por 1 minuto. Se centrifuga la mezcla
por 20 minutos a 4500 rpm, se colecta el sobrenadante y se vierte
en un tubo universal de 50 ml conteniendo 10 ml de Propan-2-ol
(BDH laboratory, England). Se rota manualmente el tubo universal
hasta que el DNA aparece, se colecta el DNA utilizando una
jeringa Pasteur sellada por la punta y se deja a temperatura
ambiente hasta que no se percibe olor a alcohol. Posteriormente,
el DNA se disuelve en 200 μl de Buffer TE 1X (Bio-Whittaker,
USA) en un tubo eppendorf y se coloca en rotador automático
(Sandrest Ltd. England) hasta que todo el DNA se ha disuelto.
Para conocer la concentración de DNA se hace la lectura a 260/
280 nm y se preparan las alicuotas respectivas para tener una
concentración final de 200 ng/μl.

CCCCCONDICIONESONDICIONESONDICIONESONDICIONESONDICIONES     PARAPARAPARAPARAPARA     ELELELELEL PCR PCR PCR PCR PCR
Fragmentos de DNA conteniendo el exón 2, el intrón 2 y el
exón 3 del HLA DRB*0104 fueron amplificados con primers
específicos para dicho locus. Las amplificaciones por PCR
fueron realizadas  usando 200 ng/ml de DNA, 25 pmol de cada
primer, 0.2 mM de dNTPs, 16 mM de Buffer (NH4)2SO4, 1.5
mM de MgCl2 y 0.5 unidades de Taq Polimerasa (Bioline Ltd,
UK). Las amplificaciones fueron realizadas de la siguiente
manera: desnaturalización a 95°C por 5 minutos.
Posteriormente, 30 ciclos de 95°C por 1.30 minutos, 55°C por
1.30 minutos, 72°C por 2.30 minutos y finalmente un ciclo de
72°C por 8 minutos.

RRRRRESULTADOSESULTADOSESULTADOSESULTADOSESULTADOS

AAAAALINEAMIENTOLINEAMIENTOLINEAMIENTOLINEAMIENTOLINEAMIENTO     YYYYY     SECUENCIACIÓNSECUENCIACIÓNSECUENCIACIÓNSECUENCIACIÓNSECUENCIACIÓN     DELDELDELDELDEL     INTRÓNINTRÓNINTRÓNINTRÓNINTRÓN 2  2  2  2  2 DELDELDELDELDEL     GENEGENEGENEGENEGENE DRB*0104. DRB*0104. DRB*0104. DRB*0104. DRB*0104.
En la figura 1 se encuentran alineadas las secuencias del intrón
2 de 4 secuencias obtenidas a través del archivo de datos
Genbank. Como se puede observar también se incluyen las
secuencias obtenidas de DR53, de un pseudogene (Null) y de
DRB78. Se volvió a secuenciar el gene para DRB*0104,
obteniéndose algunos errores en la región del intrón 2 (una
deleción para «C» en la posición 49 de la reportada en la
original). La secuencia del intrón 2 corregida fue alineada con
la de los otros alelos. La similitud con la secuencia de DRB*0104
está representada por una línea horizontal (-). Las interrupciones

introducidas para optimizar el alineamiento están indicadas por
un punto (.).

EEEEESTRATEGIASTRATEGIASTRATEGIASTRATEGIASTRATEGIA     YYYYY     GENERACIÓNGENERACIÓNGENERACIÓNGENERACIÓNGENERACIÓN     DEDEDEDEDE     LOSLOSLOSLOSLOS     PRIMERSPRIMERSPRIMERSPRIMERSPRIMERS     PARAPARAPARAPARAPARA     ELELELELEL     INTRÓNINTRÓNINTRÓNINTRÓNINTRÓN 2  2  2  2  2 DEDEDEDEDE

DRB*0104DRB*0104DRB*0104DRB*0104DRB*0104
Teniendo en cuenta que el intrón 2 de las moléculas para clase
II es más largo que su contraparte para moléculas de clase I y
que se encuentra adyacente al exón 2 que es bastante polimórfico,
se decidió utilizar esta propiedad para diseñar un primer que
cubriera los nucleótidos 260 a 280 que representan una inserción/
deleción en el intrón 2 del gene DRB1 (Fig. 1). De esta manera,
se esperaría que pudiéramos cubrir todos los alelos conocidos
para DRB1 (hasta la fecha se han reportado alrededor de 180
alelos)11. En la figura 2 está representada la estrategia seguida
para cubrir la inserción/deleción ya indicada que pueda utilizarse
para cubrir todos los alelos hasta ahora descritos para DRB1.
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Figura 2. Representación esquemática de la amplificación específicaFigura 2. Representación esquemática de la amplificación específicaFigura 2. Representación esquemática de la amplificación específicaFigura 2. Representación esquemática de la amplificación específicaFigura 2. Representación esquemática de la amplificación específica
para el gene DRB1 usando el primer 3INT2INS para amplificar el intrónpara el gene DRB1 usando el primer 3INT2INS para amplificar el intrónpara el gene DRB1 usando el primer 3INT2INS para amplificar el intrónpara el gene DRB1 usando el primer 3INT2INS para amplificar el intrónpara el gene DRB1 usando el primer 3INT2INS para amplificar el intrón
2 y el exón 2 de manera simultánea2 y el exón 2 de manera simultánea2 y el exón 2 de manera simultánea2 y el exón 2 de manera simultánea2 y el exón 2 de manera simultánea.....

EEEEELLLLL     PRIMERPRIMERPRIMERPRIMERPRIMER     PARAPARAPARAPARAPARA     ELELELELEL     INTRÓNINTRÓNINTRÓNINTRÓNINTRÓN 2  2  2  2  2 DELDELDELDELDEL     GENEGENEGENEGENEGENE DRB1 (INT2INS)  DRB1 (INT2INS)  DRB1 (INT2INS)  DRB1 (INT2INS)  DRB1 (INT2INS) GENERAGENERAGENERAGENERAGENERA

PRODUCTOSPRODUCTOSPRODUCTOSPRODUCTOSPRODUCTOS     ESPECÍFICOSESPECÍFICOSESPECÍFICOSESPECÍFICOSESPECÍFICOS     DEDEDEDEDE PCR PCR PCR PCR PCR
Al realizar los ensayos utilizando la reacción de la polimerasa
en cadena (PCR) para determinar si la secuencia diseñada
para cubrir el intrón 2 del gene DRB1 producía productos
específicos después de realizar la amplificación de PCR, el
INT2INS fue utilizado en líneas celulares con diferentes
alelos para DRB1 encontrándose una generación del amplicón
específica y abundante (Fig. 3).

Figura 3. Amplificaciones de diferentes DNAs provenientes de líneasFigura 3. Amplificaciones de diferentes DNAs provenientes de líneasFigura 3. Amplificaciones de diferentes DNAs provenientes de líneasFigura 3. Amplificaciones de diferentes DNAs provenientes de líneasFigura 3. Amplificaciones de diferentes DNAs provenientes de líneas
celulares homozigóticas y heterocigóticas para el gene DRB. Se utilizaroncelulares homozigóticas y heterocigóticas para el gene DRB. Se utilizaroncelulares homozigóticas y heterocigóticas para el gene DRB. Se utilizaroncelulares homozigóticas y heterocigóticas para el gene DRB. Se utilizaroncelulares homozigóticas y heterocigóticas para el gene DRB. Se utilizaron
2.5 μl de DNA (200 ng/μl) en cada carril de acuerdo a las especificaciones2.5 μl de DNA (200 ng/μl) en cada carril de acuerdo a las especificaciones2.5 μl de DNA (200 ng/μl) en cada carril de acuerdo a las especificaciones2.5 μl de DNA (200 ng/μl) en cada carril de acuerdo a las especificaciones2.5 μl de DNA (200 ng/μl) en cada carril de acuerdo a las especificaciones
anotadas en materiales y métodos. En este caso se obtuvo amplificaciónanotadas en materiales y métodos. En este caso se obtuvo amplificaciónanotadas en materiales y métodos. En este caso se obtuvo amplificaciónanotadas en materiales y métodos. En este caso se obtuvo amplificaciónanotadas en materiales y métodos. En este caso se obtuvo amplificación
en 12 de los 14 DNAs amplificados.en 12 de los 14 DNAs amplificados.en 12 de los 14 DNAs amplificados.en 12 de los 14 DNAs amplificados.en 12 de los 14 DNAs amplificados.
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DDDDDISCUSIÓNISCUSIÓNISCUSIÓNISCUSIÓNISCUSIÓN

La región del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
clase II contiene al menos 15 loci que codifican por lo menos
para 4 diferentes isoformas de moléculas clase II12. Estas
moléculas son expresadas como heterodímeros a/b en la
superficie de células  B maduras, células  T activadas, macrófagos
así como de otras células presentadoras de antígenos. Los
heterodímeros a/b tienen una función central en la respuesta
inmune al unir y presentar péptidos procesados antigénicos a
células Th CD4+. Los heterodímeros DR son las moléculas de
clase II predominantemente expresadas en la superficie de las
células presentadoras. Asimismo, estas moléculas son las más
polimórficas dentro de clase II, aunque no participan
directamente en el rechazo de tejidos u órganos, si lo hacen en
la respuesta inmune. Además, recientemente han sido asociadas
a  diversos padecimientos autoinmunes13,14. Una de las limitantes
para estudiar la participación de estos alelos en ciertos
padecimientos autoinmunes es la dificultad para tipificarlos
molecularmente, debido principalmente a que la mayoría de
estos alelos comparten ciertos «motifs» entre algunos de ellos
y con otros alelos de clase I14. Este trabajo tuvo como finalidad
la generación de primers específicos utilizando el intrón 2 del
gene DRB1 y determinar la utilidad de esta región para la
tipificación de este gene. Los resultadosbtenidos muestran que
la inserción/deleción (Fig. 1) en la región del intrón 2 utilizada
reconoce específicamente alelos para DRB1 que se comprueba
claramente por la cantidad de producto obtenido a través de
PCR y utlizando alrededor de 20 DNAs de diferentes líneas
celulares utilizadas a nivel internacional para tipificar clase II
(datos no mostrados). Inclusive, ya que los intrónes para DRB1
poseen diferente longitud dependiendo del alelo en cuestión se
puede comprobar que el primer INT2INS reconoce
específicamente al intrón 2 y que se correlaciona con el tamaño
del mismo (Fig. 3). En conclusión el primer INT2INS puede ser
utilizado para amplificar específicamente al exón 2 y al intrón
2 del gene para DRB1 y puede ser una herramienta importante
para la tipificación de esta región polimórfica.


