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RESUM

Els antigens leucocitaris humans (HLA) tenen un paper clan en Ia resposta immunologica. La determinacio
de Ilur variahilitat s'ha demostrat especialment decisiva en l'analisi previa de la compatibilitat d'organs
transplantats. Fins ara, I'alta variahilitat al-lelica dels HLA havia estat unicament determinada fenotipicament
(serologia, MLC), perb I'arribada de la biologia molecular ha proporcionat novel i millors eines. Entre elles,
aquelles proves derivades de la PCR permeten una determinacio mes acurada i senzilla d'aquest polimorfisme,
i en possibilitant I'automatitzacio. En aquest article, revisem i comentem els diferents metodes que, de manera
habitual, hom empra als laboratoris d' histocompatibilitat.
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SUMMARY

The human leukocyte antigens (HLA) play amain role in the immune response. In tissue transplantation,
the determination of HLA variability is especially important . Their high allelic variability has traditionally
been determined phenotypically (serology, MLC), but may often be more accurately investigated by
molecular biology techniques. Among them, those assays derived from the PCR, allow a more accurate and
easier determination of this important polymorphism and its possible automatization. In this article, we review
and comment different methods which are currently used in HLA-typing labs.
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Amb les sigles HLA (human leukocyte anti-

gens) es designen els antigens glicoproteics

humans codificats pel complex major d'histo-

compatibilitat o MHC (majoirhistocompatihility

complex), la regio genica que en cada especie

codifica aquestes molecules, tambe anomenades

antigens (Ag) d'histocompatihilitat, ja que van

esser descoberts pel seu important paper en

1'acceptaci6 o el rebuig d'un empelt. Aquestes

glicoproteines de membrana extracel•lular,

extraordinariament polimorfiques (diversitat en

la sequencia d'una (inica molecula segons

s'expressi en distints membres de ('especie),

tenen corn a funci6 fisiologica la presentacio

dels Ag perque puguin esser reconeguts pel

receptordcls Iimfocits T (TcR) de manera especi-

fica, conjuntament arnb les molecules CD4 o

CD8. En aquest reconeixement resulta definitori

el polimorfisme dcls antigens HLA, ja que el

TcR reconeix cada Ag en el context polimorfic

d'una forma concreta d'HLA presentador (en

canvi, la interaccio amb les molecules CD4 o

CD8 es realitza en zones monomorfiques de la

molecula HLA).

La regi6 genica de l' MHC huma, que es troba

localitzada al brae curt del cromosoma 6 (regio

6p21) al llarg de 3.800 kb (Ezquerra i Lopez de

Castro, 1987), presenta mes de trenta Bens que

es classifiquen en tres classes: i, it i in (vegeu to

fig. 1). Nomes els Bens dc classe i i it codifiquen

proteines dell antigens d'histocompatibilitat.

Aixi, tres dell loci genies de classe i son respon-

sables de la codificacio dels HLA-A, HLA-B i

HLA-C, mentre que els diversos loci de classe it

codifiquen els HLA-DR, HLA-DQ i HLA-DP.

L'estructura dell antigens de classc i, que es

troben en la membrana cellular de totes les

cel•lules nucleades de l'organismc, es el resultat

de la presentaci6 conjunta del peptid b,-micro-

globulina i de la cadcna polimorfica HLA-A,

HLA-B o HLA-C. Per Ia seva part, les molecules

de classe it, que basicament es troben restringides

a la superficie de les cel•Iules presentadores

d'Ag (macrofags, monocits, limfocits B), resul-

ten de lit conjunci6 de dues cadenes (a i h)

codificades per gens de I'MHC de classe it.

Totes les molecules HLA s6n extremament

polimorfiques, presenten molter variants

alternatives d'un mateix -en (al•lels) i fan del

sistema MHC el complex genic rues polirn6rfic

que es coneix (mes de vint al•lels distints al locus

HLA-A, mes de cinquanta al locus HLA-B...).

Algunes d'aquestes variants, clue s'l-tereten en

un patro de herencia mendeliana codominant,

son for4a caracteristiques de certs grups racials.

Aquest alt polimorfisme fa que sigui bastant poe

frequent que dos individus no emparentats siguin

HLA identics (compatibles ). Aquesta pecul iarment

altavariabilitati lessevesrepercussions cliniqucs

(transplantament, relacio amb determinades

malalties...), antropologiques (definicions

racials, fluxos de poblacions... ) i legals

(investigaci6 de paternitat, identificaci6 de

residus humans...) es la rah per lit qual, juntament

a la importancia funcional de Ies molecules

HLA (presentacio antigenica, seleccio clonal

timica, activaci6 i adhesi6 interleucocitaria...),

s'han dedicat i es dediquen Cants csfor4os per a

ladefinici6concretadelsdeterminants antigenics

HLA d'un individu (tipificaci6) (Gallart i Vives,

1988; Gallart i Ercilla, 1993).

Tradicionalment, els metodes de tipificacio

(vegeu lit taula i) dels antigens HLA han estat

dos: la determinacio serologica i el cultic mixt

limfocitari (MLC mired lymphoc-vtc culture).

No fa pas gaire, lit introducci6 de tecniques bio-

quimiques (especialment l'isoelectrocnfoca-

ment) va semblar que seria una eina util per

incrcmentar el coneixement d'aquest polimor-

fisme. Actualment, amb I'incorporaci6 de les

tecniques de biologic molecular, especialment

les derivades dc la reacci6 en cadena de lit

polimerasa PCR, s'ha produit una important

revoluci6 amb l'aparicio d'un seguit de proves

(que s'engloben dins del terme genotipr'%icaci(O),

que, a mes de permetre un altissim gran de

definicib en el polimorfisme, comporten un

augment de la simplicitat, la rapidesa i la

reproductibilitat de lit tipificacio i, presumi-

blement. en un futurno molt llunya, en pernictran

I'automatitzaci6. A continuaci6 intentarem pre-

sentar de manera resumida corn son aquestes

tecniques i quina es la principal aportaci6 (o

aportacions) clue presenten (vegeu lit taula 1).
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TAULA I

Tecniques de tipificacio

A) TECNIQUES SEROLOGIQUES: Serotipificacio per microlimfotoxicitat
per mitja de complement

B) CULTIU MIXT LIMFOCITARI: - Primari (Dw)

- Secundari (DP)

C) TECNIQUES BIOQUIMIQUES : Isoelectroenfocament

D) GENOTIPIFICACIO:

Abreviacions:

1) Sense amplificacio:

R. F. L. P. (generalment amb TaqI i HindIII).
2) Amb amplificacio (PCR):
2a) PCR simple :

- PCR-SSP o PCR-especffica.

- PCR-SSCP

- PCR-heteroduplex.

- DNA-crossinatching
2b) PCR + hibridacio amb SSO:

- PCR-SSO o PCR-ASO

- PCR-inversa

- PCR-HPA
2c) PCR + digestio enzimatica:

- PCR-RFLP o AFLP
2d) PCR + sequenciacio:

- PCR-SBT

AFLP Polimorfisme en la longitud dels fragments amplificats
ASO Oligonucle8tids especifics d'al•lels
HPA Assaig de proteccio per hibridacio
PCR Reacci(i en cadena de la polimerasa
RFLP Polimorfisme en la longitud dels fragments de restriccio
SBT Tipificacio basada en la sequenciacio
SSCP Polimorfisme en la conformacio de la cadena senzilla
SSO Oligonucleotids de segiiencia especifiques
SSP Encehadors de sequencia especifics
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Serotipificacio

La tipificaci6 serologica, ja emprada de fa

temps en molts Iaboratoris, es realitza basicament

mitjanyant I'avaluacio de la microlimfotoxicitat

per mitja de complement. Basant-se en la

reactivitat especifica d'un ventall de serums,

amb especificitats conegudes, de dones

embarassades (que desenvolupen anticossos,

al•loanticossos, contra Ies parts polimorfiques

de Ies molecules HLA paternes dels fetus) o de

persones transfoses (que desenvolupen els

al•loanticossos contra els limfocits de la sang

rebuda) davant dell limfocits de l'individu que

horn preten tipificar, els limfocits T permeten

determinarels antigens de classe i i, cis limfocits

B, els de classe ii (Degos, 1990; Dyer i Middelton,

1993). Als darrcrs anys, I'obtenci6 d'anticossos

monoclonals (Acmos) especifics d' antigens HLA

especifics ha congregat molts esforcos, i amb

I'excepci6 d'alguns Acmos que fins i tot

defineixen alguns subtipus HLA, no ha estat fins

ara que s'estan obtenint Acmos contra totes Ies

especificitats HLA, amb opci6 per it substituir

els serums convencionais (Dyer i Middelton,

1993). La serotipificaci6 ha pertnes identificar

la majoria de Ies variants dell antigens HLA-A,

HLA-B, HLA-C, HLA-DR i HLA-DQ. Les

dificuitats de disponibilitat de serums anib

reactivitat perfectament definida (els tatters,

workshops, nacionals i internacionals de

cooperacio entre laboratoris han demostrat ser

eines molt utils per a aquesta definici6 de

reactivitats seriques) i la complexitat

d'interpretaci6 del polimorfisme deis HLA de

classe it son els principals inconvenients de la

serotipificacio. Malgrat tot, la simplicitat tecnica

i els anys d'experiencia en ella fan que, fins al

moment, sigui Ia metodologia rues cinprada per

it la tipificaci6, i possiblement, si horn I'arriba a

substituir per la genotipificaci6, ho sera

parcialment, mantenint en el futur Ia seva validesa

en la determinaci6 dels HLA de classe i (de fet,

totes les tecniques de genotipificaci6 que

posteriorment analitzareni es dirigeixen a deter-

minar Ia variabilitat deis gens de classe u).

Cultiu mixt limfocitari

Aprofitant la capacitat estimulatoria

proliferativa del contacte entre cel•lules de

diferents individus amb HLA de classe ii in-

compatibles, en I'anomenat reaccM o cultiii

mixt limfocitari (MLC), va ser coin es varen

definir els antigens de classe a (HLA-D). Aixi, a

partir de la mescla dels limfocits de I'individu it

tipificar amb cel •lules homozigotes de refcrencia

(amb els sous HLA-D d'especificitat definida),

es podia detectar la resposta proliferativa

mitjancant la incorporaci6 de timidina-H', i

s'identificava, d'aquesta manera, les diferencies

d'antigenicitat i l'especificitat HLA-D (Degos,

1990; Dyer i Middelton, 1993). Ara sabem que

aquesta especificitat es el resultat de la capacitat

al•loreactiva en conjunt de tots cis antigens HLA

de classe it. Aquesta relativa imprecisio, tint

amb la dificultat que hi ha de disposar de les

cel•luies homozigotes de referencia i al tedi que

provoca aquesta determinaci6, va fer que quedes

substituida pels metodes serologics que deter-

minen els HLA-DR i HLA-DQ. Malgrat tot.

I'MLC, especialment per Ia seva sensibilitat en

la detecci6 de I'antigenicitat global de les

molecules d'histocompatibilitat, i I'unica prova

veritablement funcional per it coneixer

I' histocompatibilitat. s'ernpra corn a darrera

analisi per it comprovar la identitat de les

molecules de classe it entre donant i receptor en

tin transplantarnent de moll d'os (on es una

prova preceptiva). A mes it rues, fins it I'arribada

de les tecniques de genotipificaci6 ha estat, en la

variant d'MLC secundari (PLT = primed

IvmphocYte test) on les cel•lules responedores

han estat preestimulades (Dyer i Middelton,

1993), I' unica forma disponible per it determinar

la variabilitat dell HLA-DP.

Tecniques bioquimiques

Basant-se en la diferents caracteristiques

bioquimiques (diferents patrons de digesti6
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especifics, canvis en la carrega global...) que

presenten les molecules HLA corn a conse-

quencia de la seva diferent sequencia proteica,

diverses van ser les tecniques bioquiiniques que
es varen fer servir per a intentar definir el
polimorfisme do les molecules HLA. D'entre

elles, l'isoelectroenfocament unidimensional

(Yang, 1989) semblava capac d'idcntificar de

mantra molt precisa aquesta variabilitat. Pero la
revolta que va significar I'analisi gcnomica di-

recta del polimorfisme dels gens de l'MHC va

deixar de handa aquest intent de tipificacio

hioquimica, que per la seva dificultat tecnica

mai no ha arrihat a ser emprada sisteinaticament.

I)) (;enotipificacio

Als darrers anys. la possibilitat de reconeixer

el polimorfisme dels HLA a nivell de sequencia

genica dels loci de l'MHC ha constitu-it una

veritable revoluci6 en la dcterminacio de la

variabilitat de Ies molecules HLA, especialment

de classe it. Moltes son les tecniques de genetica

molecular introduides, especialment despres de

lit descripci6 de la PCR (Erlich, 1989), cosa que

fit d'aquest un camp en permanent evoluci6. A

continuaci6 intentarem analitzar en que

consisteixen les diverses tecniques que fins al

moment s'englohen dins del terme genotipificaci(j.

1) RFI.P

(polimorfisme en la longitud dels fragments
de restriccio)

La primera aproximacio ampliament accep-
tada i aplicada a lit tipificacio dels gens dels
antigens HLA de classe n va ser l'anomcnat RFLP
(Bidwell, 1988; Bidwell el al., 1988; Dyer i
Middelton, 1993). L'RFLP permet 1'estudi del
polimorfisme HLA per mitja de la digestio del
DNA geninnic per endonucleases de restriccio i
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la posterior hibridacio dels filtres transferits

mitjancant la tecnica de Southern-Blot. S' obtenen

aixi un conjunt de bandes d'hibridaci6, el patro

de les quals es mes o menys caracteristic de cada

variant al•lelica. Molts van esscr en un principi

els enzirns de restricci6 assajats (Dupont, 1989),

fins que es va determinar que, per a l'analisi

sistematica del polimorfisme dels gens DQa i

DQ(3, es especialment util la digestio amb I'enzim

Taqi. mentre que per a reconeixer els al•lels del

locus DR(3, a mes a mes de l'enzim Taqi, era

necessaria la digestio amb Hindus (Bidwell,

1988). La seva altissima reproductibilitat i

fiabilitat fa que actualment LRFLP sigui

considerat la tecnica de genotipificaci6 de

referencia (i es emprada coin a tal, des de fa ja

uns quants anys, al nostre laboratori). Malgrat

aixo, la laboriositat d'aquesta tecnica (el seu
principal inconvenient), que necessity al voltant

d'una setinana per a assolir la tipificacio d'una

mostra, esta fent que s'esmercin molts esforcos

a intentar reemplacar-la per una tecnica mes

senzilla i curta. Aquest es el motiu que explica la
irrupci6 de tot el seguit de tecniques que, basant-

se en I'ainplificacio selective dell gens de classe

n mitjan4ant PCR, intenten substituir IRFLP
corn a tecnica de genotipificacio de rutina.

2) PCR-SSO

(PCR-ASO, PCR-oligohibridacio o
Dot-hibridacio)

Amb aquests quatre noms es coneix la tecnica
de genotipificacio que es realitza basicament en
trey parts: I) amplificacio per PCR de la zona
polimorfica del DNA (ex6 2 en els Bens de DRB,
DQ i DP) de les mostres que es desitgen tipificar.
2) fixacio subseguent en membranes de nil6 del
DNA amplificat, i 3) hibridaci6 posterior amb
oligonucleotids de sequencia especifica (SSO)
per a tots els al•lels que es volen estudiar (vegeu
la fig. I) (Dyer i Middelton, 1993). Cal esmentar

que la PCR-SSO es la primera tecnica basada en
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PCR que es va generalitzar, i sembla que to una

gran acceptacio entre tots els laboratoris que I' han

incorporada coin a tecnica habitual. Entre els

sells avantatges, cal assenyalar la seva altissima

concordan4a amb la serologia (> 90 %), a la

qual arriba a superar quan la serologia es demostra

imprecisa o insuficient, juntament amb el seu

altissim grau de reproductibilitat entre els

laboratoris, ja que cstudis internacionals en

col•laboracio demostren que la tecnica presenta

un grau de consens superior al 80 1/c. Les

dificultats que presentava aquesta genotipificacio

en la seva forma inicial han anat trobant solucions

concretes. Aixi, des de 1'elaboraci6 d'extrapola-

cions informatiqucs (Juan et al., 1992) que per-

meten seleccionarteoricament les millors sondesmeten

o analitzar la utilitat quotidiana d'una determi-

nada proposta de genotipificacio, passant per la

substitucio del marcatge radioactiu per altres

tecniques amb menys riscos (Mytilineos et al.,

1992), pero tant scnsibles o mes, fins a arribar a Ia

planificaciotecnologicaambvistaal'automatitzacio

(Caillat-Zucman et al., 1992), son mopes i molt

diverses les propostes concretes clue fan, de la

PCR-SSO, la tecnica de genotipificacio mes

emprada arreu del mon, amb voluntat de substituir

I' RFLP coin a tecnica de referencia. Malgrat tot, el

seu temps d'elaboracio (superior it les 24 h), fa clue

altrestecniques mescurtes i senzilles intentin fer-s'hi

floc i reempla4ar-la.

Classe II Classe III

DP DQ DR

Classe I

B C E A G F

4v, - 11

DP

B2 A2 B1 Al

Ag: DP DQ DR

FIUURA I. Representacio esquematica del mapa genic de la regio NIHC humana al bra4 curt del

cromosoma 6

Cadascuna de les harres represents els diferents loci genics de I'MHC. La part interior nuistra una ampliaci6 a

la regio dell gens de classe If. Les barres en negre indiqucn els Bens que s'expressen. Les barres blanques representen

pseudogens o gens no codificadors.

DN DO DQ DR -

A B B2 A2 B B1 Al B1 B2 B3 B4 A

'h
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3) PCR-inversa

(PCR-reversa o oligohibridacio inversa)

Aquesta tecnica, com ('anterior, permet la

genotipificacio d'una mostra amplificada de

DNA aprofitant la seva capacitat d'hibridar-se a

diferents SSOespecifics; tanmateix, adiferencia

de la PCR-SSO, la PCR-inversa to previament

innnobilitzats als filtres d'hibridacio els

oligonucleotids especifics i es la mostra ampli-

ficada la que es marca per a detectar la hibridacio

(vegeu lit fig. 2) (Saiki et of., 1989). El principal

avantatge d'aquesta tecnica, en front de ('anterior,

es troha en la possibilitat d'analitzar una cola

mostra with totes les especificitats que shan

d'estudiar, d'una manera equiparable a la

scrotipificacio convencional que utilitza una

placa en que cada pouet conte un serum amb una

especificitat determinada. D'aquesta manera no

cal tenir diverses mostres amplificades per a

poder fixar-les it diferents filtres i poder

tipificar-les despres de la hibridacio; un unic

filtre ambles distintes sondes previament fixades

es suficient per a hibridar una mostra. Quant a

I'altra diferencia de la PCR-inversa respecte a la

PCR-SSO, cl marcatge del producte de la PCR

(Abe et of. 1992), hi ha dues propostes: la

utilitzacio dell encebadors (<<primer>>) de

I'amplificaci6 inarcats (amb P''-o biotina), o 1'6s

de nucleotids marcats (radioactius o biotinats)

que marqucn el DNA amplificat quan

s'incorporen it 1'extensi6. Entre els desavantatges

de lit PCR-inversa, cal fer esment de la dificultat

defi.raci6en elsfiltresd'hibridaciode lespetites

sondes que s'empren. Aix6 pot esser superat

afegint una Ilarga cua de politimidina (100-200

1') (Rudert i Trucco, 1992) a l'oligonucleotid

cspecific, o be formant-hi polimers entre els

SSO (Kawai et al., 1992), pet-6 a costa d'encarir

considerablement la tecnica i asumint el rise

d'errors que la contaminaci(i amb sondes mal

fixades en punts del fibres on es troben altres

especificitats. A mes a mes, es troba lit limitacio

en I'especificitat i lit variabilitat que significa

haver d'emprar una mica temperatura
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d'hibridacio per a tots els SSO. Tot aix6 fa clue

actualment aquesta tecnica no hagi aconseguit

I'abast que feia suposar la seva simplicitat tecnica

teorica.

4) PCR-SSCP

(polimorfisme en la conformacio de la cadena
senzilla)

Aquesta senzilla i rapida tecnica de
genotipificacio es basa en ]a diversa mobilitat
electroforetica de les cadenes senzilles de DNA,
separades per desnaturalitzaci6 de la doble ca-
dena amplificada per PCR, segons la sequencia
caracteristica de les esmentades cadenes

(Hoshinoeta!., 1992). La tecnicadefineixpatrons

de bandes especifics per a distintes cadenes
senzilles. Els patrons son encara mes diferents
en heterozigots, per efecte de les interaccions
entre les cadenes desnaturalitzades. Aquesta
tecnica permet analitzar el polimorfisme en els
gens de DQA, DQB, DPA i DPB, i es mostra
molt util per la seva senzillesa per a detectar
diferencies entre parelles donant-receptor. La
principal objecci6 a aquesta aproximacio es la
dificultat en la interpretacio i reproductibilitat
dell patrons especifics.

5) PCR-heteroduplex

Aquesta tecnica. Lambe rapida i senzilla, es
basa en la diferent mobilitat electroforetica de
les cadenes de DNA d'individus heterozigots
que es formen en desnaturalitzar i renaturalitzar
el DNA amplificat (exo 2) (Sorrentino et a!.,
1992). Concretament, les desigualtats en les se-
quencies de les cadenes dels dos al•lels provo-
quen «heteroduplexs», en els quals les diferencies
en la migraci6 electroforetica es correlacionen
amb el nombre, la posicib i el tipus do des-
igualtats. De nou son els patrons de bandes els
que determinen les distintes parelles d'al•Iels, i
la dificultat d'interpretacio d'aquests patrons
torna it ser la principal objecci6 a aquesta tecnica.
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FIGURA 2 . Esquema de la tecnica de PCR-SSO

L'esquema representa els diferents passos seguits en la tecnica de PCR-SSO: PCR exonica.fixacio en la

menibrana del producte amplificat per a hibridacio amb oligonucleotids especf ics de sequencia (SSO) marcats (*).
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6) DNA-crossmatching

(prova creuada amb DNA)

Aquest assaig, utiI per a seleccionar parelles
identiques de donant-receptor, es basa en la
posibilitat de poderdistingir patrons de migracio
electroforetica diferents, entre els productes
d'amplificacio dels segons exons dels gens de
DRB, especialment en mesclar DNA de dos
individus no identics (vegeu la fig. 3) (Clay et
a!., 1991). Aquesta tecnica no es planteja com
una tecnica de genotipificacio en sentit estricte,
sino com una prova creuada entre els DNA de
dos individus presumiblement identics (els
DNA -fingerprints [Bidwell i Hui, 1990], que
son els patrons caracteristics de cada parella
d'al•lels, segons la tecnica iniciahnent descrita i
sobre la qual es va idear el DNA-crossmatch, si
que es van concebre per a genotipificar). La
senzillesa i rapidesa de la tecnica son dos dels
avantatges que permeten intuir una probable
ut ilitat del DNA-crossmatch en la rapida seleccio
de donants no emparentats de moll de l'os amb
DR presumiblement identic. Aixi nomes aquells
individus amb un genotip absolutament identic
al del receptor donaran el mateix patro de bandes
en realitzar la prova creuada amb el receptor.

7) PCR-HPA

(assaig de proteccio per hibridacio)

Aquesta tecnica es basa en la proteccio a la
hidr6lisi en un tampo alcali dell SSO que
s'hibriden amb els productes de I'amplificacio
(Matsuoka et a!., 1992). La hidrolisi es selecti-
ve, ja que nomes les sondes que no hibriden
s'hidrolitzen. Aquelles que reconeixen la
sequencia especifica romanen intactes. Merces
al marcatge d'aquestes sondes amb esters
d'acridina (sondes-AE), una substancia
quimioluminiscent, es possible detectar la
presencia d'hibridacio. Aquesta prova, a mes
d'esser rapida (uns trenta minuts), es facil de
realitzar, pel fet que es pot fer en tub d'assaig
sense marcatge radioactiu.

8) PCR-SSP
(<<primers>> especifics de sequencia)

o MR-especifica

L'amplificacio especifica dels distints al - leis

es, sens dubte, la tecnica mes clara conceptual-

ment, ja que en un unit pas (una PCR) es possible

determinar quins al•lels presenta la mostra a

estudi (Olerup i Zetterquist, 1992). N'hi ha prou

de comprovar, en un simple gel d'electroforesi,

I'existencia o no de productes d'amplificacio

per a poder assignar la tipificacio que defineix

els <<primers>> (<<encebadors>>) especifics. Nomes

s'amplificaran els exons d'aquelles mostres en

que els encebadors reconeguin l'al•lel per al qua]

son especifics. A la inversa, si els encebadors no

son complementaris amb la sequencia dels al•lels

de la mostra que volem tipificar, no s'apreciara

banda pel fet de no haver-hi amplificacio.

Utilitzant parelles d'encebadors especifics per a
tots els al•lels que podem genotipificar, els

productes d'amplificacio ens permeten determi-

nar en un gel d'agarosa els dos al-leis de la

mostra. El principal avantatge d'aquesta tecnica

es la seva rapidesa, ja que amb I'us de
termocicladors de segona generacio, que

redueixen el temps dels titles d'amplificacio, es

calcula en 2 hores i 20 minuts el temps necessari

per al desenvolupament de la tipificacio (Olerup

i Zetterquist, 1992). D'altrabanda, les principals

objeccions a aquesta tecnica son ]'elevat nom-

bre d'amplificacions que s'han de realitzar per a
cada mostra (de 18 a 41 segons el grau de
concrecio que es desitja en el moment de
genotipificar), la qual cosa reducix la utilitat de

la tecnica a 1'estudi de petits grups de mostres

(potser la tipificacio pretransplantament d'un
donant), i la dificultat de dissenyar controls
negatius i positius de les amplifications. Malgrat
tot, sembla una de les tecniques amb un esde-
venidor mes prometedor, ja que esta essent apli-
cada en molts laboratoris, entre ells el nostre, a
punt de ser incorporada com a tecnica de rutina.
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L' esyuenui rci^resenta els diferents passos seguits en la tecnica de PCR-inversa, yue, a difercn^ is de la PCR-SS(>,

(ixa ek oligonucleutids especihcs de seyiiencia (SSO) mitjan4ant una cua de pulitimidines (Tl"T"I"I"I^) a la membrana

pcr a hihridaci^i amb la mostra ampliticada marrid.^ (*).
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9) PCR-RFLP, AFLP
(polimorfisme en la longitud dell
fragments amplificats)
o PRFP (contraccio de PCR + RFLP)

Aquesta tecnica, anomenada de tres rnaneres

diferents, es basa en la digestio amb diversos

enzims de restriccio dels productes d'ampli-

ficaci6 obtinguts per PCR amb els encebadors

que reconeixen genericament I'exo polimorfic

dcl gen que es vol tipificar (Uryu et al., 1990;

Yunis et al., 1991). Les endonucleases de

restriccio se seleccionen per Ilur capacitat de

definir el polimorfisme per mitja dels fragments

de restriccio dels productes de la PCR. Sens

dubtc, la PCR-RFLP es considers tambe una de

les tecniques de genotipificacio mes prometedo-

res (vegeu la fig. 4), ja que, de manera rapida i a

traves de la visualitzacio directa en un gel

d'clectroforesi dels patrons de bandes que es

generen en digerir I'amplificacio mitjancant

enzims do restriccio, es possible genotipificar

una mostra. Els patrons de bander descrits, si be

no definei xen un polimorfisme tan extens corn el

presentat per la PCR-SSO, si que dcscriuen, i en

certs casos acreixen, el polimorfisme serologic.

Si he les primeres aproximacions descrites es

mostraren incompletes i inutils per a determinar

cis al•lels d'heterozigots (Juan et al., 1992),

actualment s'han elaborat variants (certes

arnplificacions especifiques, noves endo-

nucleases de restriccio mes informatives) que

permeten una utilitzacio real d'aquesta senzilla

tecnica.

10) PCR-SBT

(tipificacio basada en la sequenciacio)

Aquesta proposta do genotipificacio es basa

en la sequenciacio directa dels fragments

amplificats de DNA. L'automatitzacio del proces

perinet suggerir Ia utilitat pritctica d'aquesta

tecnica que, Cu Homes 16-24 hores. determina la
sequcncia concrcta dell al-leis i detecta qualsevol
nova variant (Santamaria et al., 1992). Alhora,
s'ha proposal ]'Cis de gels d'electroforesi en

gradient termic (TGGE) per a separar els deferents
al•lels previament a la sequenciacio. Malgrat
que aquesta proposta es molt atraient. la
PCR-SBT es una tecnologia encara massy cara
per a poder ser considerada una alternativa
generalitzable a la majoria dell laboratoris.

De tot el que hem exposat es despren un
encara complex escenari, amb multitud de
propostes de genotipificacio que intenten assolir
una major precisi6 en la determinaci6 del
polimorfisme dels antigens HLA, i on ]es
classiques tecniques de serotipificacio i el cultiu
mixt limfocitari tenen unes indicacions encara
no substitufbles. Malgrat tot, la superior capacitat
informative de les tecniques de genotipificacio,
molt mes discriminatories que la serologic i els
cultius ccl•lulars, fa suposar que possiblement
alguna o algunes d'aquestes tecniques aviat
substituiran les tecniques classiques, si mes no
per a certs proposits. Ja actualment, els RFLP
primer, i la PCR-SSO ultimament, tenen un
paper real en la determinacio rutinaria de
tipificacions dels loci dell Bens de classe u.
Probablement en un futur no molt llunya, veurem
que algunes de les novel propostes de
genotipificacio, mes senzilles, rapides i
presumiblement automatitzables, pendran el lloc
que ja ocupen els RFLP, la PCR-SSO i, fins i tot,
la serotipificacio. Apostar en aquest moment per
alguna d'elles resulta dificil ja que totes com-
porten avantatges i inconvenients, encara que
I'ampli ventall de propostes utils per it la correc-
ta genotipificacio permet 1'acomodament
d'alguna d'elles a les necessitate dels diferents
laboratoris: ]'is de la PCR-SSO esta trobant ja la
seva millor aplicacio en els laboratoris amb
experiencia en aquesta tecnica i, merces a
I'automatizaci6, en aquells laboratoris amb grans
volums(entre50i 100tipificacionssimultanies)
dc mostres en estudi. En canvi, potser tant la
PCR-inversa corn la PCR-SSP seran una bona
opci6 per a la genotipificacio en els laboratoris
amb menor volum de mostres, d'aquestes la
primera es la millor candidata per a aquells
laboratoris amb bons recursos economics i amb
interes en la determinacio de subtipus nomes
definibles mitjanyant SSO, i la segona es una



74 M. JUAN ET AL.

Donant

DNA X

Donant Cross -m. Donant

X X+Y Y

Receptor Donant

DNAY DNAY

Amplifications

(DNA-crossmatch)

Electroforesi

Cross-m . Donant

Y+Y Y

Gel

FIGURA 4. Esquema de la tecnica de DNA-crossmatch

L'esquema representa els diferents passos seguits it la tecnica de DNA-cros.crlatch que consisteix en la definici6

per electroforesi en gel de poliacrilamida de la similitud o diferencia del patr6 dc bandes caracteristic del producte

d'amplificaci6 dels DNA de dos individus (donant i receptor), i tambe de Ilur mescla.

bona opcio tecnica per a aquells centres que

desitgin una genotipificacio no molt amplia (en-

tre 15-20 al•lels), pet-6 Si senzilla, rapida i no

gaire costosa economicament. De fet, i com ja

hem comentat previament, al nostre laboratori

s'esta genotipificant, des de faja diversos anys,

coerces als RFLP i esternja emprant la PCR-SSP

com a complement i possible futur substitut. La

resta de metodes poden resultar puntualment

utils, en la seleccio de la millor parella donant-

receptor, com ara amb el DNA-crossmatch.

Utilitzar la PCR-SBT quedaria de moment per

als laboratoris amb mes recursos economics,

mentre esperen les millores tecnologiques que,

sens dubte, apareixeran, pero potser en un futur

encara llunya. Seleccionarentre tot aquest pano-

rama la mi lfor proposta es la dificil responsabilitat

de cada laboratori, en un moment en que la

genotipificacio es ja una eina gairebe imprescin-

dible per a la determinacio del polimorfisme

dels antigens HLA.
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