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El injerto de piel entre cepas de ratones es aceptado o rechazado
segun el CMH de los animales
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FROM THE ARCHIVE

Roules of engagement: the discovery of MHC restriction
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Immunological surveillance against altered
self components by sensitised T lymphocytes
in lymphocytic choriomeningitis

BTIR ALY

Feprinted with pemussion from Zinkemmagel and Doherty, Natwre 251: 347-5348 (1974,
Merfwre Vol 23§ Ocioher 1 F974

Cuando infectaban una cepa de
e/ ' ratones con un virus (LCM:
we | lymphocytic choriomeningitis
ATERED SR virus) se generaban LT
- citotoxicos capaces de eliminar

células infectadas y éstas eran
especificas del virus.

Los LT no solo eran especificas
del virus sino también de las
MCH expresadas en las células
infectadas.
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_rtm_gniq:'ng modified H-2, or wirus -+ H-2 ol either parent type.




La especificidad de un determinado receptor de
antigeno de linfocitos T (TCR) esta dada por:

e la molécula de Clasel o ll

* por el péptido que presenta

CMH claze I CMH claze I1




El complejo formado por
péeptido y la molécula
MHC seran reconocidos
por el linfocito T a través
de su TCR

Linfocito T

H TCR
Antigeno ="
8 Molécula CMH

Celula Presentadora
de Ag (CPA)

Estructura cristalografica de HLA-DR1
Nature 1993; 364




Organizacion de los genes del
CMH humano (HLA) y murino (H-2)

Sistema HLA
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Organizacion de los genes del
CMH

Involucrados en los

 Genes de Clase | —. eventos de
procesamiento y

e Genes de Clase II / presentacién

antigéenica

e Genes de Clase I Participan en otros
B aspectos de la

respuesta inmune




Caracteristicas Generales de las
moléeculas de Clase l y i

Los dos
dominios mas
alejados de la

membrana
plasmatica se
pliegan de tal
manera que
generan un
surco dentro del
cual se aloja un
unico péptido




MHC de
Clase I:

Son
glucoproteinas de
membrana
constituidas por 2
cadenas

polipeptidicas que
se asociah en
forma no
covalente

Ciomimio

Variabilidad de las moléculas de clase | del CMH
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MCH Clase |

« Estructura: Son glucoproteinas de membrana
constituidas por 2 cadenas polipeptidicas que se
asocian en forma no covalente

* Productos de los Genes de Clase I:

Expresadas en la superficie de todas las celulas
nucleadas (salvo GR, sinciciotrofoblasto y neuronas)

Expresion restringida




MCH Clase | Clasicas

* Polimorfismo y Nomenclatura:
* Productos de los Genes de Clase I:

Nomenclatura seroldgica:

Asignados por Variante alélica

especificidad
serologica




Esquema de la orientacion de un nonapéptido unido a una
molécula de clase |

Solvente

Molécula del CMH

Flexibilidad EOL:
de la .@IF_
union .@E

B




MCH Clase | No clasicas

— HLA-E:

- Familia de genes MIC (MHC class | related Chains):




MHC de
Clase ll:

Son
glucoproteinas de
membrana
constituidas por
un heterodimero
compuesto por 2
cadenas (o y B)
unidas en forma
no covalente

Variabibdad de las moléculas de case || del CHMH

Dominio [31 Er:

0 20 40 &3 80 100 120 140 160 180 200



Lamina B de MCH CI Lamina B de MCH CII




MCH Clase Il

 Productos de los Genes de Clase ll:

Expresadas constitutivamente en la superficie de:

LB, Monocitos, celulas Dendriticas, precursores
eritroides, células de Langerhans, epitelio
timico, celulas de Kupffer, LT activados.




Células Presentadoras de
Antigenos profesionales

Células dendriticas Macrofagos Linfocitos B




MCH Clase Il

* Polimorfismo y Nomenclatura:
* Productos de los Genes de Clase II:

Nomenclatura Actual:

Asignados por Variante alélica
especificidad
serologica







Propiedades de las moleculas MHC clase |l y |

CODOMINANCIA

Cada individuo expresa:
-6 productos de Clase | (2 HLA-A, 2 HLA-B y 2 HLA-C)

- 12 productos de Clase Il (2 HLA-DR, 2 HLA-DP, 2 HLA-DQ) + trans-asociacion
(cadenas o maternas asociadas con 3 paternas y viceversa)




Los genes MHC en Humanos son
extremadamente polimorficos

MHC class Nl MHC class |

45
19 20
=) = e

DPf DPx DGR DOz DRP DR

NuUmeros de alelos del Sistema HLA




Multiples mecanismos genicos
generan el polimorfismo del MHC

1- Mutaciones puntuales: sustitusiones, reemplazos que
pueden 0 no generar un cambio de aa.

2- Conversion genica: una secuencia es reemplazada en
parte, por otra de un gen diferente (intercambio
unidireccional).

3- Recombinacion geénica: se intercambia un segmento
de AND en los 2 cromosomas homodlogos durante la
meiosis (intercambio bidireccional)




Gene converslon between misallgned
chromosomes during melosis

Separated chromosomes after meiosis

= o = =

S v
Multiple conversions during evolution

A =0 HEIHICR A T A TR

La Conversion
genica genera
nhuevos alelos
copiando
secuencias
desde un gene
MHC a otro.




Genes homologos a CMH:
Familia CD1

Moléculas no polimorficas. En humanos el locus
CDI1 contiene 5 genes:

CDIA, CDIB, CDI1C, CDID, CDIE

Estan compuestas por una cadena o que se asocia
a f2-microblobulina

Se expresan en CD, MO, timocitos y participan en
la presentacion antigénica a determinadas
subpoblaciones de LT.

Son moléculas presentadoras de glucolipidos (ej.
Derivados de micobacterias como Ac. Micolico,
fosfoinositolmanodsido, manosidos,etc)




Regulacion de la expresion de los genes del CMH por

factores que no unen DNA

Activacion de
Sintesis de novo de un S
la transcripcian

inductor de clase |
da clasz

(CITA)
_ IFM*;,r
mREMNA
wea] —— M .
clase |

RNA -

CIITA
RNA++

Gen de

O , clase |

mRNA f RNA +
IFN i
IFN f
\-’ / EH}{
/ é ta RNA++

Inactwacmn de un represor de clase |
aumenta la sintesis MHC |

CIITA (class I
transactivator)

-

Se expresa solo
en células que
expresan clase Il

Induce la
expresion de
genes de clase Il
sin unirse al DNA

*se une a factores
que interactuan
con el elemento X



Regulacion de la expresion de los genes del CMH por
regiones promotoras

Clase I: regiones promotoras criticas  Clase Il: regiones promotoras criticas
1- enhancer A: dividido en kB1 y kB2 1- Regiones promotoras (W,X,Y)
2- IRE (interferon responsive element) 2- Proteinas reguladoras que se unen a

3- enhancer B RO

FROTEIMAS QUE SE UNEN A DNA

IEI-'.I

Clase I

-135 -120-108 -5 - -B5 -52 45




Funciones de las moleculas de sistema HLA

El linfocito T solo puede reconocer
antigenos que sean presentados en
asociacion con una molécula CMH en |a
superficie de una CPA

Linfocito T

HTcR
Anti }
o —!'-L— Molécula CMH

Célula Presentadora
de Ag (CPA)




1- Reconocimiento antigénico:
Inicio de la respuesta inmune adaptativa

Fattarn. /'’
racagnition Irtardigitating
receplor s dendritic cell
= [ r
1

" 1 MHC-
i E7 = peptida

Endoganous

/ activators T-cell

recepoar

Mecrotic or
infected call

Lymph noda ;
Activated T cell




EMH claze I

Dz-micmgluhulinn

4 L

Péptidos (propios y
provenientes patégenos
citosolicos) presentados a
los LTCD8+

EMH claze I1

Péptidos (propios y
provenientes de los
patdogenos exdogenos
o intravesiculares)
presentados a los
LTCD4




Linfocitos T CD4 reconocen MHC de Clase Il y
estabilizan la union a traves del co-receptor CD4

Linfocitos T CD8 reconocen MHC de Clase |l y
estabilizan la union a traves del co-receptor CD8

LT CDS8-

Union Union
estabilizada estabilizada
por CD4 por CD8




Estructura de los co recptores CD4 y CD8




2- Las moleculas MHC de Clase | modulan la

actividad citotoxica de las células NK

"Missing self hypothesis" | Células NK
Klas Karre

No lisis

Lisis
Monitoreo de los niveles

de expresion de moléculas
de clase | del CMH

INMUNO-FAINBOIM-003-01




3- La expresion selectiva de HLA-E y HLA-G
en el trofoblasto modulan la actividad
citotoxica de las celulas NK uterinas (UNK)

HLA-E/B2-m/péptido HLA-G v
s CD94/NKG2A $¢
» an 2 / AR

.'0 \

Célula NK
CD16-CD56Pbright
Citotrofoblasto
extraviloso

Inhibicion de citotoxicidad




HLA y Genetica poblacional

Frecuencia de los alelos HLA-Bw53 en diferentes poblaciones

Paises donde el paludismo es endémico Paises donde el paludismo no es endemico

Gambia

Paludismo Nigeria | Zambia | Zimbawe | Sudafrica Caucasicos | Amerindios
y orientales

Severa | Leve

15% | 24%

Conceptos:

1- ventaja del heterocigota: permite que individuos heterocigotas
presenten un universo mayor de péptidos si se los compara con
iIndividuos homocigotas.

2-la frecuencia del alelo senala la ventaja evolutiva que confiere dicho
alelo a un determinado grupo étnico para defenderse de determinados
microorganismos del entorno.




HLA y Enfermedad

Determinados alelos del HLA podrian conferir susceptibilidad a
ciertas enfermedades

Riesgo Relativo (RR): cuantas veces mas riesgo de padecer la
enfermedad poseen los portadores del alelo respecto de los que lo
portan en un determinado grupo étnico.

Mecanismos Postulados:

1- la enfermedad se debe realmente
a genes ligados dentro del complejo
: HLA
Frecuencia

del alelo HLA 2-Determinados alelos permitirian la
sobrevida de clones autoreactivos
durante la seleccion timica

3-Mimetismo molecular

Foblacion sana




Tipos de transplantes

Organos sélidos vascularizados TX de endotelio y APCs
Médula 6sea TX de un sistema inmune completo

Tipos de reacciones de rechazo:

clasificacion por criterios histpopatolégicos y tiempo de presentacidn
Mecanismos efectores: linfocitos T CD4, CD8 y aloanticuerpos

Organos solidos vascularizados hiperagudo
acelerado

agudo
croénico

Médula osea GVHD




Bases moleculares del alorreconocimiento
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Restriccion del MHC

MHC restriction

¢

|

aritigen-prasenting call

aniigen-presenting csl

|
!

anfgen-presending call

Racogrelion

NG recognibon

N racogrihion




Modelos de reconocimiento cruzado
que explican la aloreactividad

Foreign peptide:
self-MHC binding Peplide-dominant binding MHC-dominant binding

T cHll




Técnicas de tipificacion de alelos del
complejo mayor de histocompatibilidad

humano (HLA)

Objetivos:

* Estudios de histocompatibilidad para transplante de
organos vascularizados

* Estudios de histocompatibilidad para transplante de
médula dsea

* Estudios de paternidad

* Estudios de asociacion de alelos del HLA con
enfermedades (susceptibilidad)

* Estudios antropoldgicos para establecer posibles
relaciones entre distintas poblaciones o grupos
étnicos.




Cultivo
Mixto
Linfocitario

Se mezclan en
un cultivo de tejido,
células mononucleadas
de sangre periférica
procedente de
donantes

Donante X

Reconocimiento
de las MHC
alogénicas por
parte del linfocito T
respondedor

Expansion clonal
y diferenciacién
funcional de
linfocitos T
respondedores

Funciones
efectoras
de los
linfocitos T

Mitosis
inactivada

Donante ¥

|

Linfocito T CDB+
del donante X
(célula
respondedora)

Linfocito T CD4+
del donante X
{célula
respondedora)

CPA del donante ¥
{célula estimuladora)

MHC
clase |

Linfocitos T CDOB*
activados del
donante X

PROLIFERACION |

Evaluacion de la
proliferacion por
incorporacion de
timidina tritiada

Célula
con MHC clase |
del donante Y

\ Célula estimuladora

con MHC clase |l
LISIS DE \ del donante Y
LA CELULA O
O SECRECION DE
CITOCINAS




Técnicas moleculares:
PCR con cebadores especificos de secuencia (SSP)

p—
—

Pares de
! ] primers —

sangre e e

4

Andlisis en geles de agarosa con
Bromuro de etidio




PCR con cebadores especificos de secuencia (SSP)

Ventajas:

Técnica sencilla, poco equipamiento sofisticado (mdquina para PCR).

No requiere el aislamiento de células (se trabaja con sangre entera).
Resolucion mayor que las técnicas seroldgicas ("Resolucion intermedia").
Costo relativamente bajo

Se puede interrumpir la técnica en diversos pasos.

Permite la deteccidn de alelos "nulos".

Es adecuado para tipificacién de donantes cadavéricos

Desventajas:

No es adecuado para tipificacion de donantes de médula ésea no
relacionados.

Presenta ambigliedades.

Cada par de "primers" amplifica unos pocos alelos del HLA, por lo que sera
necesario el empleo de un gran ndmero de pares de "primers" con el fin de
obtener una resolucién aceptable en la asignacién de alelos a la muestra.
De esta manera el método no resulta prdctico para andlisis simultaneo de
un gran nimero de muestras (batch mode).

No se detecta homocigosis.




Técnicas moleculares:
PCR con primers especificos de locus e hibridacion
con sondas marcadas, especificas de alelos (SSOP)

—

PCR con primers locus-especificos

=

Andlisis den geles de agarosa; inmobilizacion en mambranas

=

&S & I & ry &
Hibridacion con sondas alelo-especificas, marcadas
Con 32P o digoxigenina (deteccion quimioluminiscente)

=

| autorradiografia |




PCR con cebadores especificos de locus e

hibridacion con sondas marcadas, especificas de
alelos (SSOP)

Ventajas:

No requiere el aislamiento de células (sangre entera).

Alta resolucion.

Se puede interrumpir la técnica en diversos pasos.

Es posible detectar homocigosis y alelos "nulos”.

Adecuado para tipificacion de donantes cadavéricos.

Permite el andlisis simultaneo de un ndmero grande de muestras.

Desventajas:

Interpretacion compleja (reactividad cruzada entre sondas, deteccidon de
determinadas combinaciones de alelos producen patrones similares).

Las condiciones de lavado de las diferentes sondas pueden ser diferentes, lo
que complica en procesamiento simultaneo de muchas muestras.

A pesar de su elevada resolucidn, siguen existiendo ambigliedades.

Técnica compleja y costosa que requiere equipamiento algo mds sofisticado
(maquina para PCR, horno para hibridizaciones, infraestructura para
manipulacion de radioisétopos).

Generacion de desechos radiactivos.




Tecnicas moleculares:
Secuenciacion directa (SBT)

—

PCR con primers monomdrficos

!

Reaccién de secuenciacion con primers marcados con fluorocromos

U

Secuenciacion automatica en secuenciador de ADN
Interpretacion (gene librarian)




Secuenciacion directa (SBT)

Ventajas:

No requiere el aislamiento de células (se trabaja con sangre entera).
Alta resolucion (se alcanza el mdximo de resolucion posible).

Se puede interrumpir la técnica en diversos pasos.

Ideal para la deteccidon de homocigosis.

Optimo para tipificacion de donantes cadavéricos..

Interpretacion automatizada.

Permite la deteccidn de alelos "nulos".

Desventajas:

Técnica sofisticada que requiere equipamiento complejo y altamente
costoso (secuenciador automatico de ADN).

Elevado costo (todavia).

Se puede analizar un ndmero reducido de muestras simultdneamente
(dependiendo esto del tipo de detector que posee el secuenciador)
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