
DraDra. Flora . Flora CalzadillaCalzadilla LugoLugo

LaboratorioLaboratorio de de GenGenééticatica MolecularMolecular

COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDADCOMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD



POLIMORFISMO GENETICO POLIMORFISMO GENETICO 

PresenciaPresencia en en unauna poblacipoblacióónn de de mmúúltiplesltiples alelosalelos de de 
unun gengen y y queque debedebe estarestar presentepresente en el 1%. en el 1%. 

Variación en la secuencia en un sitio determinado del ADN entre
los individuos de una población. Aquellos polimorfismos que
afectan a la secuencia codificante o reguladora, y que producen
cambios importantes en la estructura de la proteína o en el 
mecanismo de regulación de la expresión, pueden traducirse en 
diferentes fenotipos. 

Un polimorfismo puede consistir en la sustitución de una
simple base nitrogenada o puede ser más complejo (por ejemplo, 
la repetición de una secuencia determinada de ADN, donde un 
porcentaje de individuos tenga un determinado número de 
copias de dicha secuencia).

http://www.babylon.com/definition/poblaci%C3%B3n_biol%C3%B3gica/Spanish
http://www.babylon.com/definition/alelo/Spanish
http://www.babylon.com/definition/gen/Spanish
http://www.babylon.com/definition/ADN/Spanish
http://www.babylon.com/definition/fenotipo/Spanish
http://www.babylon.com/definition/base_nitrogenada/Spanish
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POLIMORFISMO POLIMORFISMO 

Anthony Nolan. http://alleles.org. Update 2009

http://alleles.org/


POLIMORFISMO POLIMORFISMO 

Anthony Nolan. http://alleles.org. Update 2009

LocusLocus AA BB CC EE FF GG HH JJ KK LL PP TT UU VV WW XX

AlelosAlelos 733733 11151115 392392 99 2121 4242 1212 99 66 55 44 00 00 33 00 00

ProteProteíínana 573573 942942 307307 33 44 1414 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

NulosNulos 4848 3939 99 00 00 22 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

NNúúmero de alelos HLA Clase I: 2351 mero de alelos HLA Clase I: 2351 



POLIMORFISMO POLIMORFISMO 

Anthony Nolan. http://alleles.org. Update 2009

LocusLocus ββ11 ββ 22 ββ 33 ββ 44 ββ 55 ββ 66 ββ 77 ββ 88 ββ 99

AlelosAlelos 608608 1 50 1313 1818 33 22 11 11

ProteProteíínana 497497 00 4040 77 1515 00 00 00 00

NulosNulos 33 00 00 33 22 00 00 00 00

NNúúmero de alelos HLAmero de alelos HLA--DR: 1020 DR: 1020 

http://alleles.org/


POLIMORFISMO POLIMORFISMO 

Anthony Nolan. http://alleles.org. Update 2009

NNúúmero de alelos nomero de alelos no--HLAHLA

LocusLocus MICAMICA MICAMICA TAP1TAP1 TAP2TAP2

AlelosAlelos 6565 3030 77 44

ProteProteíínana 5555 1919 55 44

NulosNulos 00 22 11 00

http://alleles.org/


FormasFormas parapara evitarevitar y y tratartratar el el rechazorechazo

•• Mayor Mayor CompatibilidadCompatibilidad
•• CitoquinasCitoquinas
•• TratamientosTratamientos inmunosupresoresinmunosupresores



Compatibilidad HLACompatibilidad HLA

•• TTéécnicas serolcnicas serolóógicas versus molecularesgicas versus moleculares
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OlerupOlerup, H. , H. ZetterquistZetterquist. HLA typing by PCR amplification with sequence. HLA typing by PCR amplification with sequence--specific primers specific primers 
(PCR(PCR--SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typing in clinSSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typing in clinical practice including ical practice including 
donordonor--recipient matching in recipient matching in cadavericcadaveric transplantations. transplantations. Tissue Antigens 1992: 39; 225Tissue Antigens 1992: 39; 225--
235.235.



Mayor resoluciMayor resolucióónn
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1: Control interno      2: Fragmento esperado       3: Cebadores1: Control interno      2: Fragmento esperado       3: Cebadores

O. Olerup, H. Zetterquist. HLA typing by PCR amplification with sequence-specific primers 
(PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typing in clinical practice including 
donor-recipient matching in cadaveric transplantations. Tissue Antigens 1992: 39; 225-
235.



HomocigHomocigóótico y Confiabilidadtico y Confiabilidad
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1: Control interno      2: Fragmento esperado       3: Cebadores1: Control interno      2: Fragmento esperado       3: Cebadores

O. Olerup, H. Zetterquist. HLA typing by PCR amplification with sequence-specific primers 
(PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typing in clinical practice including 
donor-recipient matching in cadaveric transplantations. Tissue Antigens 1992: 39; 225-
235.



Mayor confiabilidadMayor confiabilidad
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1: Control interno      2: Fragmento esperado       3: Cebadores1: Control interno      2: Fragmento esperado       3: Cebadores

O. Olerup, H. Zetterquist. HLA typing by PCR amplification with sequence-specific primers 
(PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typing in clinical practice including 
donor-recipient matching in cadaveric transplantations. Tissue Antigens 1992: 39; 225-235.



VentajasVentajas de de laslas ttéécnicascnicas molecularesmoleculares
vsvs serolserolóógicasgicas

ECONOMICAS SOCIALESECONOMICAS SOCIALES

INHERENTES AL TIPAJEINHERENTES AL TIPAJE
HomocigHomocigóóticosticos
Mayor resoluciMayor resolucióónn
ConfiabilidadConfiabilidad

PRACTICASPRACTICAS
Mayor nMayor núúmero de muestrasmero de muestras
Intercambio con diferentes laboratoriosIntercambio con diferentes laboratorios
Volumen de la muestraVolumen de la muestra
Estudios retrospectivosEstudios retrospectivos



TTéécnicascnicas molecularesmoleculares parapara el tipaje HLAel tipaje HLA

MMéétodotodo ResoluciResolucióónn TiempoTiempo

PCRPCR--RFLPRFLP > > SerologSerologííaa 44--10 10 ddííasas

PCRPCR--ASOASO AltaAlta 11--2 2 ddííasas

PCRPCR--SSPSSP BajaBaja--mediamedia 33--4 4 horashoras

SecuenciaciSecuenciacióónn DefiniciDefinicióónn
de de aleloalelo 2 2 ddííasas



SelecciSeleccióónn

•• En funciEn funcióón de la relacin de la relacióón al tiempon al tiempo

•• ResoluciResolucióón requerida.n requerida.

•• Posibilidad de combinar distintas tPosibilidad de combinar distintas téécnicascnicas



EvaluaciEvaluacióónn de la de la histocompatibilidadhistocompatibilidad
donantedonante--receptor en receptor en trasplantestrasplantes

•• SistemaSistema de genotipaje de HLA de genotipaje de HLA ClaseClase II  compatible II  compatible 
con con loslos requerimientosrequerimientos de de trasplantestrasplantes de de mmééduladula óóseasea
y renal (y renal (resoluciresolucióónn vsvs tiempotiempo))

•• MMéétodotodo seleccionadoseleccionado: : BunceBunce (1999)  ((1999)  (modificadomodificado
segsegúúnn recomendacionesrecomendaciones del del National Blood Service, National Blood Service, 
LondonLondon))

•• BasadoBasado en un en un sistemasistema PCRPCR--SSP SSP parapara el genotipaje de el genotipaje de 
bajabaja--media media resoluciresolucióónn



Genotipaje por PCR-SSP

Extracción de ADN  leucocitario por el método
de  “Salting out”

Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR)
con cebadores específicos alelos HLA

Electroforesis en gel de agarosa al 2% y tinción con 
bromuro de etidio



33’’ GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG   5GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG   5’’
55’’ CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC  3CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC  3’’

DENATURALIZACIONDENATURALIZACION

33’’ GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG   5GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG   5’’

55’’ CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC  3CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC  3’’

DenaturalizaciDenaturalizacióónn de de laslas CadenasCadenas de DNAde DNA

9595ººCC



33’’ GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG  5GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG  5’’

55’’ CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC  3CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC  3’’

HibridaciHibridacióónn de de loslos cebadorescebadores a la a la cadenacadena de ADNde ADN

33’’AAAGCCT AAAGCCT 55’’

55’’GACAAGGA GACAAGGA 33’’



GACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC  5GACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC  5’’• CATGATT

• CTGTATG

• 5’ GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG   3’

3’ CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC  5’

Pool  de
dNTPs 
dNTPs

5’ GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGC

TercerTercer Paso. Paso. ElongaciElongacióónn de de loslos cebadorescebadores



TecnologTecnologííaa del PCRdel PCR

mmnn dondedonde:  m :  m eses No. de No. de MolMolééculasculas de DNAde DNA

n n eses No. de No. de ciclosciclos del PCRdel PCR

2230    30    AmplificaciAmplificacióónn de 1 x 10de 1 x 109 9 mil mil millonesmillones de de vecesveces



PCRPCR--SSPSSP

3’ GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG   5’
5’ CATGATT 3’

3’ TTGTATG 5’
5’ CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC  3’

3’ GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCTTGTATG   5’
5’ CATGATT 3’

3’ TTGTATG  5’
5’ CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGAACATAC  3’

NO AMPLIFICA

SI AMPLIFICA



PCRPCR--SSPSSP
InterpretaciInterpretacióónn de de resultadosresultados

Control Control 
internointerno

HLAHLA--B27B27

GelGel de agarosa al 2% marcado con Bromuro de de agarosa al 2% marcado con Bromuro de etidioetidio



PCRPCR--SSPSSP

Tipaje HLA Clase II para trasplante de mTipaje HLA Clase II para trasplante de méédula dula óóseasea

11

22



VentajasVentajas del PCRdel PCR--SSPSSP

Mayor Mayor flexibilidadflexibilidad
respectorespecto al al nivelnivel de de 
resoluciresolucióónn deseadodeseado

Mayor Mayor confiabilidadconfiabilidad
en la en la deteccideteccióónn de de 

homocighomocigóóticosticos

MenorMenor tiempotiempo de de 
ejecuciejecucióónn

MenorMenor costocosto



ALTA

CombinaciCombinacióónn de distintas técnicas

MEDIA
SSP

SSP                              RFLP

Específico del alelo

R
es

ol
uc

ió
n



PCRPCR--SSP combinado con PCRSSP combinado con PCR--RFLPRFLP

DRβ1*2

HpH1RsA1 Fok1

DRβ1*02



Tabla de interpretaciTabla de interpretacióónn



Tabla de interpretaciTabla de interpretacióónn



PCRPCR--ASOASO



Contenido del Kit:

Placas de PCR que contienen las mezclas Cebadores/dNTPs
liofilizados. El punto de orientación se indica en la esquina de la   
placa con color negro.

2,5 X Mezcla (lista para el uso). Contiene rojo cresol, buffer,  
glicerol y detergente.

Cubierta.

Patrones de reacción, posición de los cebadores, indicados en la  
hoja de trabajo.



Programa de PCR

DesnaturalizaciDesnaturalizacióónn 9494°°CC 2 2 minmin

10 ciclos10 ciclos DesnaturalizaciDesnaturalizacióónn 9494°°CC 10 10 segseg

HibridaciHibridacióónn 6161°°CC 60 60 segseg

ExtensiExtensióón finaln final 7272°°CC 2  2  minmin

ExtensiExtensióónn 7272°°CC 30 30 segseg

HibridaciHibridacióón /Extensin /Extensióónn 6565°°CC 1 1 minmin

20 ciclos20 ciclos DesnaturalizaciDesnaturalizacióónn 9494°°CC 10 10 segseg

EsperaEspera 44°°CC ∞∞

Ciclos Temp Tiempo
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