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POLIMORFISMO GENETICO

Presencia en una poblacion de multiples alelos de
un gen y que debe estar presente en el 1%.

Variacion en la secuencia en un sitio determinado del ADN entre
los individuos de una poblacion. Aquellos polimorfismos que
afectan a la secuencia codificante o reguladora, y que producen
cambios importantes en la estructura de la proteina o en el
mecanismo de regulacion de la expresion, pueden traducirse en
diferentes fenotipos.

Un polimorfismo puede consistir en la sustitucion de una
simple base nitrogenada o puede ser mas complejo (por ejemplo,
la repeticion de una secuencia determinada de ADN, donde un
porcentaje de individuos tenga un determinado numero 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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http://alleles.org/

Alelos

Proteina

Nulos | 48 39 9 (0] 0] 2

Anthony Nolan. http.//alleles.org. Up
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http://alleles.org/

mero de alelos no-HLA

Locus MICA | MICA | TAP1 | TAP2

Alelos 65

Proteina 55

Nulos 0

Anthony Nolan. http.//alleles.orgq.
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para evitar y tratar el rechazo

' Mayor Compatibilidad

* Citoquinas

°* Tratamientos inmunosupreso



bilidad HLA

”

dlogicas versus moleculares

Control Interno

Producto Especifico :

Primer

(PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typingin

donor-recipient matching in cadaveric transplantations: //ssUENAILGENSN 9Y 2850275
235.



Receptor

1: Control interno  2: Fragmento esperado - Cebadores

O. Olerup, H. Zetterquist. HLA typing by PCR amp
(PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serologic
donor-recipient matching in cadaveric trans
235.
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1: Control interno  2: Fragmento esperado 3 Cebadores,

O. Olerup, H. Zetterquist. HLA typing by PCR amplificc
(PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological D

donor-recipient matching in cadaveric transpla
235.
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1: Control interno  2: Fragmento esperado 3. Cebadores,

O. Olerup, H. Zetterquist. HLA typing by PCR a
(PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to sero
donor-recipient matching in cadaveric tra



tecnicas moleculares
Y serologlcas

NHERENTES AL TIPAJE

lomocigoticos
Mayor resolucion
onfiabilidad

PRACTICAS

Mayor numero de muestras
Intercambio con diferentes laboratorios
Volumen de la muestra
Estudios retrospectivos

ECONOMICAS SOCIALES



moleculares para el tipaje HLA

-

Y Resolucion

odo Tiempo

PCR-RFLP > Serologia 4-10 dias

PCR-ASO Alta 1-2 dias

PCR-SSP Baja-media 3-4 hor

Definicion

Secuencilacion
de alelo




|

s i funcion de la relacion al tiempo

» Resolucion requerida.

e Posibilidad de combinar distintas te



de la histocompatibilidad
nante-receptor en trasplantes

ma de genotipaje de HLA Clase II compatible
con los requerimientos de trasplantes de médula 6sea
y renal (resolucion vs tiempo)

® Metodo seleccionado: Bunce (1999) (modificado

London)

* Basado en un sistema PCR-SSP para
baja-media resolucion



enotipaje por PCR-SSP

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

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)
con cebadores especificos alelos HLA

Electroforesis en gel de agarosa al
bromuro de etidi



e las Cadenas de DNA

CGIACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG 3o’
CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC 3°

0)
J
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1DENATURALIZACION
3> GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG 5

5" CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC sf



adores a la cadena de ADN

S GITACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG 2’
o' GACAAGGA 3’




vacion de los cebadores

CTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG 3’
GACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC 5°

TACTAACTGTTCCTACGGTCGTAT™AGC CTGTAT
3’ CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGAC




n es No. de ciclos del PCR

Amplificacion de 1 x 10° mil millones



PCR-SSP

GTTCCTACGGTCGTATAAAGCCTGTATG %’
31

3" ITTGTATG 5’
_ATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGGACATAC 3

3" GTACTAACTGTTCCTACGGTCGTATAAAGCTTGTATG 3o
5" CATGATT 3’

3’ TTGTAT
5" CATGATTGACAAGGATGCCAGCATATTTCGAACA
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PCR-SSP
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I para trasplante de médula osea




entajas del PCR-SSP

Mayor flexibilidad
respecto al nivel de
olticion deseado

Mayor confiabilidad
en la deteccion de
homocigoticos

Menor tiempo d
€JECUCIO




ombinacion de distintas téecnicas

Resolucion

Especifico del alelo
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T abla de interpretacion
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o del Kit:

tienen las mezclas Cebadores/dNTPs
o de orientacion se indica en la esquina de la

cla (lista para el uso). Contiene rojo cresol, buffer,
y detergente.

Cubierta.

0 Patrones de reaccion, posicion de los cebadores, indi
hoja de trabajo.



de PCR

Temp Tiempo
94°C 2 min
Desnaturalizacion 94°C 10 seg
Hibridacion /Extension 65°C 1 min
20 ciclos Desnaturalizacion 94°C
Hibridacion 61°C

Extension

Extension final

Espera
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