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ABREVIATURAS vi

ABREVIATURAS EMPLEADAS

AE-Cys
AF-§
Ag-Ab
AZM
2BEA
C3b*
CAPS
CM

(HC)C3-IC
“C-C3(NH,0H)

DAP
DEAE
DTT
EBV
EDTA
EGPA-SDS
FPLC
Gdn/HCI

'HPLC
IA
IC

IC-1gG

S-(2-aminoetil)cistefna.

Inmunoadsorbente anti-F(ab’),-Sepharose CLAB.
Interaccién entre antfgeno y anticuerpo.
o,-macroglobulina.

2-bromoetilamina.

C3b que atin conserva el carbonilo reactivo.
Acido 3-ciclohexilamino-1-propanosulfénico.
Carboximetilo,

Complejos covalentes entre C3 e inmunocomplejos obtenidos en presencia
de iodo[1-'*C]acetamida.

C3 purificado, tratado con hidroxilamina y carboxamidometilado con
iodo[1-'*C)acetamida.

1,3-diaminopropano.

Dietilaminoetilo.

Ditiotreitol.

Virus de Epstein-Barr

Acido etiléndiamin-tetracético (sal disédica).
Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS.
Cromaograffa lfquida de protefnas de alta resolucidn.
Hidrocloruro de guanidinio.

Cromatografia liquida de alta resolucién.
Iodoacetamida.

Inmunocomplejos.

Inmunocomplejos preparados con IgG.



ABREVIATURAS vii

IC-F(ab’), Inmunocomplejos preparados con el fragmento F(ab’),.

IG-BE IgG a-OVA reducida y aminoetilada.

IG-1A IgG a-OVA reducida y carboxamidometilada.

IP Inhibicién de la precipitacién inmune mediada por complemento.
MAC Complejo de ataque a la membrana.

NaPi Fosfato sédico.

OVA Ovoalbimina.

PA-S Adsorbente Protefna A-Sepharose CL4B.

PBS Tampén fosfato sédico 10mM pH 7,2 que contiene NaCl 140mM.
PTH Feniltiohidantofna.

RD Suero humano del que se ha eliminado el factor D.

SBTI Inhibidor de tripsina de semilla de soja.

SCN Suero de conejo normal.

SDS§ Dodecil sulfato sédico.

SHN Suero humano normal.

SHN-Chelex Suero humano normal en el que los iones divalentes se han eliminado por

filtracidn en una resina Chelex 100.

SHN-EDTA Suero humano normal en presencia de EDTA.

SOL Solubilizacién de inmunocomplejos mediada por complemento.
TBS Tampén 10mM Tris/HCI pH 7,2 que contiene 145mM NaClL
TFA Acido trifluoroacético.

Tris Tris(hidroximetil)aminometano.

uv Ultravioleta.
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INTRODUCCION I

1.- INTRODUCCION

1.1.- EL, SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El Sistema del Complemento constituye uno de los sistemas efectores de la defensa inmune
frente a microorganismos. Su activacion tiene lugar de forma secuencial, a través de la generacion
de enzimas complejas a partir de zimdégenos inactivos. Esto produce una cascada, en la que la
enzima de un paso es capaz de generar un gran mimero de moléculas activas del siguiente. Tal
y como es de esperar en sistemas de activacién de este tipo, la regulacién de estos procesos es
muy estricta, lo que restringe dicha activacién a los focos donde se inici6 e impide el dafio tisular
que se podria generar [1, 2]. Asf, es el conjunto completo de proteinas, que incluye a las
directamente implicadas en la activacién y a las reguladoras, el responsable de la discriminacién
entre activadores y no activadores, definiéndose a un activador como aquel que es capaz de eludir
los sistemas de control. Estas dos necesidades, la de amplificacién y Ia de un control estricto,

hacen del Complemento un sistema de gran complejidad.

La paternidad oficial del Sistema del Complemento se atribuye a Jules Bordet. No
obstante, los trabajos previos de Nuttall (1888) y de Buchner (1889) definieron la existencia en
suero de un factor bactericida termol4bil, al que Buchner denomind alexina [3-6]. Pero fue Bordet
el que distinguié dos actividades distintas en estos sueros: una termoestable, especifica y que
aumentaba con las inmﬁnizaciones, y otra termoldbil e inespecifica, a la que identificé con la
alexina de Buchner. El bautismo le fue dado por Ehrlich, quien denominé amboceptor al
componente especifico (el anticuerpo) y complemento al inespecffico (3, 5]. Los pasos siguientes, '
dados independientemente por Ferrata y Brand en la primera década de este siglo, y que van
asociados al descubrimiento de lo que hoy conocemos como vfa cldsica [4], definieron el cardcter
secuencial del proceso de activacidn. La vfa alternativa no aparecerfa en el escenario hasta 1954,
y lo hizo de forma polémica y con trdgicas consecuencias para su descubridor, Louis Pillemer [7].
La fase final de activacién del Sistema det Complemento, la Fase de Ataque, en la que se
producen las lesiones de membrana causantes de la lisis celular, debe su descripcién en gran
medida a Mayer y sus colaboradores, especialmente con la hipétesis del impacto nico [8, 9], por

la cual la lisis de un eritrocito requiere una tinica lesién por complemento. Esta hipétesis permitio
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un gran avance en el disefio de ensayos funcionales de la actividad del Sistema del Complemento
y de sus componentes individuales [6]. El veloz avance que adquirieron las técnicas de Bioqufmica
a partir de los anos 60 supuso un fuerte impulso para la caracterizacién de los componentes
individuales y de las enzimas, de gran complejidad, generadas durante la activacién. La
revolucién provocada por el fulgurante advenimiento de las técnicas de Biologfa Molecular a
partir de finales de los 70, ha afectado también al Sistema del Complemento y nos ha llevado al

panorama actual, que difiere en muchos aspectos del que se tenfa hace tan sélo diez afios.

Son, por tanto, cien afios de trabajo intenso que han hecho posible el esclarecimiento de
los complejos mecanismos que rigen el Sistema del Complemento, y que nos permiten establecer,
entre otras cosas, que constituye mucho méds que algo que se anade, acompanado de anticuerpos
especfficos, a cultivos celulares para eliminar de ellos poblaciones no deseadas. La definicién de
estos mecanismos, su regulacién y sus relaciones con el Sistema Inmune es lo que se pretende en

esta INTRODUCCION.

» Activadores Adivadores
1.2.- LAS VIiAS DE ACTIVACION Ve Qbe Via Altenativa
(o] cl
Clgirm) — Clglr,) =D <= CH(H,0).88 ~— OB
La activacion del Sistema del i
Complemento tiene lugar a través de dos vfas: oA b=\
C2 = =B
la vfa cldsica y la vfa alternativa (Figura 1.1).
Cib2 Cib,B
No se trata de vias independientes, sino que o b
e C2b 2 ~—]

se encuentran interconectadas, y confluyen en

. . . Cib2a ——> | <——===2C3b.Bb
la generacién de las enzimas multimoleculares o=

Cha

responsables de la activacion del tercer .
b ——————

componente, C3, denominadas C3

convertasas. La composicién molecular de las ot poone
C3 convertasas de las dos vfas es distinta, Tc___,,

pero las protefnas que las integran son, como - P

veremos, muy homélogas. Esta confluencia a#r:z

lleva a la etapa final de activacién de los ored

componentes de la Fase de Ataque, y a la
pone q y Figura 1.I Esquema de la activacién del Sistema del

generacion de las lesiones de membrana. Una  Complemento [330).

lista de los componentes del Sistema del

Complemento y algunas de sus caracterfsricas se recoge en la Tabla 1.I. Los receptores y las

protefnas reguladoras de este sistema se incluyen en la tabla 1.I1.
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TABLA 1.1. Componentes implicados en la activacidn del Sistema del Complemento.

r - -

PM Nim. de PM de Concentra- | 4 v,
Crom.* cién .
kDa cadenas cadenas Enzim.
peg/mL
VIA CLASICA
c1b 784 - - +
Clq 462 6xA A 26,5 1p 80 -
&xB B: 26,5 1p
6xC C: 24,0 1p
Ctr 83 1 ‘ 12p " 50 +
Cils 83 1 12p 50 +
(o] 205 3 a: 97 6p 600 -
8. 75
¥: 33
c2 102 1 6p 20 +
C3 185 2 o 115 19q 1300 -
B: 15

VIA ALTERNATIVA

D 24 1 2 +

B 92 1 6p 210 +

c3 185 2 a: 110 19q 1300 -
B: s

FASE DE ATAQUE

Cs 190 2 a: 115 9q 70 -
B:75
C6 120 1 5 64 -
Cc7 110 1 5 56 -
Ccs8 150 3 a: 64 1p 55 -
8: 64 1p
¥ 22 9q
Cc9 71 i Sp 59 -

*: Localizacién cromosdémica del gen.
b: C1 estd integrado por C1q:Clr:Cls en la proporcién 1:2:2.
. En plasma, alrededor de un 70% de Cl1 estd como complejo; el resto, disociado.

Son tres los posibles mecanismos de iniciacién [10). Primero, a través de un "zimégeno
activo"; responde al hecho de que algunos zimdgenos, que normalmente requieren ser activados
proteolfticamente, pueden adquirir actividad enzimdtica atin como precursores. A este tipo

corresponde la via cldsica. Segundo, el mecanismo denominado "tickover” o "ralenti"; responde
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TABLA 1.11. Proteinas reguladoras y receptores de membrana del Sistema def Complemento,

*: En las proteinas d¢ membrana sc indica la distribucién celular; E, entrocitos; B, linfocitos B; T, linfocitos T; M,
monocitos; ¢, macréfagos; G, granulocitos; N, ncutréfilos; L, leucocitos; P, plaquetas; A, mastocitos; D, células
endotceliales; Amplio se refiere a aquellas que se han encontrado en tejidos muy diversos.

b: M+/- se refiere a moduladores, potenciadores o inhibidores, respectivamente; R, receptores.

¢ Inactivador de anafilatoxinas.
: NC: no conocido.
°: La properdina es una mezcla heterogénea de mondmeros, dimeros, trimeros y oligémeros. Asi, el peso molecular dado

corresponde al tetrdmero.

PM Nim. de PM de Crm. Concentracidn Especifi- Funcién®
kDa cadenas cadenas (ug/mL)" . cidad
PROTEINAS PLASMATICAS
Cl-inh 105 1 11q 200 Cir,Cls M-
Factor J 59 1 NC¢ NC NC M-
C4BP 500 Txa a: 70 Iq 250 Cdb M-
- 1x8 B: 45
Factor H 150 1 1q 480 C3b M-
Factor 1 20 2 45 4q 35 C3b,Cdb M-
39 '
Al 3io 2 NC 35 C3a Cda M-
C5a
Properdina 22¢ Varia® 53 Xp 20 C3bBb M+
Proteina S 80 1 NC 500 C5b-7 M-
PROTEINAS DE MEMBRANA
CR1 160-250 1 1q E,B,G,M!* C3b,C4b M-,R
CR2 145 1 1q B Cid,g R
iC3b
MCP 45-70 1 1q Amplio C3b,C4b M-
DAF 70 1 1q Amplio Cdb,2a M-
C3b,Bb
CR3 160 2 o 165 16p GM,¢ iC3b R
B: 95 21q
CR4 145 2 a: 150 NC G,M,¢ iC3b R
B: 95 21
C3aR 20 NC NC G,A C3a,C4a R
CsaR 45 1 NC G,AM,$,P C5a R
CD59 20 1 NC Amplio Cs8,C9 M-
HRF 65 H NC E C8,Cc9 M-
ClqR 65 NC B.M,¢,P.D Clq R
H-R 100 2 50 NC BM,G H R
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a una activacién continua, sin efectos visibles, pero que puede dispararse en determinadas
circunstancias. Aquf es donde se encuadra la vfa alternativa. Tercero, la presencia de enzimas
exdgenas al Sistema del Complemento, que pueden emular su accién, iniciando la activacién. Tal

es el caso de la activacién del Sistema del Complemento cuando se activa el de la Coagulacién.

1.2.1.- LA VIA CLASICA

Fue la primera en ser descubierta y a su activacién se deben las primeras actividades
descritas del Sistema del Complemento. Salvo excepciones, su activacién requiere la presencia

de anticuerpos, formando parte de complejos inmunes.

1.2.1.1.- LOS COMPONENTES

C1, El primer componente del complemento, C1, es un complejo multimolecular formado
por la asociacién, dependiente de Ca*, de los subcomponentes Clq, Clr y Cls, en la proporcién
1:2:2. Estos subcomponentes constituyen dos entidades diferenciadas: Clq es responsable de la
interaccién con immunocomplejos y activadores, Clr,-Cls, es el portador de la actividad
enzimdtica {4, 11, 12]. Clq es una protefna con una estructura muy peculiar, tomando el aspecto
de un ramo de seis tulipanes [13,14] cada uno formado por tres cadenas, A, B y C que tienen
estructura colagénica en los tallos. Las cabezas globulares son responsables de la interaccién con
inmunocomplejos, mientras que los tallos colagénicos albergan los sitios de unién con Clr,-Cls,
[4, 11, 12] y con los receptores celulares {15]. Clr,-Cls, constituyen la subunidad catalftica de
C1; tienen ambas actividad enzimdtica del tipo de las serfn proteasas, y estdn presentes como

zimégenos. Clr es capaz de activarse, y activar a Cls, siendo éste el que activa a C4 y C2 [4].

C4. C4 es una glicoprotefna sérica que consta de tres cadenas polipeptfdicas, o, 8 vy v,
unidas por enlaces disulfuro. Codificada dentro del sistema principal de histocompatibilidad
{MHC) [16], en humanos presenta dos isotipos C4A y C4B [17], codificados por dos genes
préximos. Es el primer sustrato de C1 tras su activacién. Aunque carece de actividad enzimética,
presenta en su cadena o un enlace tioéster interno que tras la activacién genera un carbonilo
altamente . reactivo, capaz de formar enlaces covalentes con superficies aceptoras,
inmunocomplejos [18], membranas celulares [19], etc. Esta capacidad de unién covalente tiene
una duracién muy corta. En el caso de C3, que se activa de forma similar, es del orden de

psegundos.
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C2. Es una glicoprotefna que consta de una tnica cadena de unos 100kDa de peso
molecular [20]. Es sustrato de CI, posterior a la activacién de C4. Es una serfn proteasa,
altamente homoéloga al factor B de la vfa alternativa [20], estando ambos genes fuertemente
ligados dentro del MHC, y préximos al de C4 [21]. Igual que factor B, constituye un tipo de serin

proteasa distinto, y mds complejo, de los conocidos {20].

C3. El tercer componente del Sistema del Complemento estd formado por dos cadenas
polipeptfdicas, o y 8, unidas por un puente disulfuro. Presenta homologfas estructurales con C4,
lo que incluye 1a presencia de un tioéster interno. La estructura y la funcién de C3 se verdn en

detalle m4s adelante (su estructura aparece esquematizada en la Figura 1.2).

Existe, ademds un grupo de protefnas reguladoras, tanto solubles como de membrana, que
afectan a todos los pasos de activacién. CI inhibidor (CI1INH) es un regulador de C1. Pertenece,
estructural y funcionalmente, al grupo de las serpinas (inhibidores de serfn proteasas) [22].
Cumple dos funciones fundamentales: por un lado, inactiva Cl, uniéndose de forma covalente a
Clr y Cls, disocidndolos de Clq. Por otro lado interacciona con C1 no activado, impidiendo la
autoactivacion de éste. Factor I es una serin proteasa [23], que inactiva por proteolisis tanto a C3b
como a C4b, los fragmentos activos de C3 y C4 respectivamente, requiriendo para ello la unién
previa a estos de un cofactor [24]. C4 binding protein (C4bp) es una compleja protefna
plasmdtica, compuesta por ocho cadenas, siete de ellas idénticas y una séptima diferente, que toma
el aspecto al microscopio electrénico de una estrella de mar. Es cofactor del factor I para la
inactivacién de C4b [25] y favorece el decaimiento de la C3 convertasa de la vfa cldsica. CRI
(CD35), receptor de complemento tipo 1, es una protefna de membrana, que actia como receptor
de C3b y C4b {26]; ademds de ello, favorece el decaimiento de las convertasas de las dos vias
de activaci6én, y actia como cofactor del factor I en la degradacién de C4b y C3b [27]. DAF,
factor acelerador del decaimiento, es también una protefna de membrana [28]; favorece el
decaimiento de las convertasas de ambas vfas, pero no actia como receptor ni como cofactor del
factor I. Su anclaje a la membrana es a través de un glicolfpido por unién covalente [28]. MCP
(CD46), protefna cofactora de membrana, también estd presente en superficies celulares, y
presenta actividad de cofactor del factor I, aunque carece de capacidad de acelerar el decaimiento

de las convertasas [29].
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1.2.1.2.- ACTIVACION Y REGULACION

La vfa cldsica es activada por inmunocomplejos formados por IgG o IgM, cuyo ejemplo
mds caracterfstico es el de eritrocitos de carnero sensibilizados con anticuerpos especificos
(abreviado como EA), [30], asf como por algunos virus, lipopolisacdridos y porinas de algunas
bacterias Gram-negativas, polianiones, o la protefna C-reactiva [31]. El primer paso consiste en
la unién de C1 al activador, haciéndolo a través de las cabezas globulares del subcomponente
Clq. Estas se unen al dominio C2 de la IgG o al Cu3 de 1gM, ambos en la regién Fc [4, 12].
Para que la activacién tenga lugar, se requiere que estén involucradas al menos dos de las cabezas
globulares [4]. Tras la unién, Clr se activa, generando Cl—r, que hidroliza un enlace en Cls,

dando como resultado final C1.

Esta enzima, a través de Cls, acthia como activador de C4, por la hidrélisis de un enlace
peptidico en su cadena «, lo que da lugar a dos fragmentos: C4a, de unos 9kDa y Cdb de
195kDa. Este ultimo es capaz de unirse covalentemente a superficies celulares o a proteinas,
incluyendo al propio anticuerpo. La unién covalente de este fragmento tiene lugar en las
proximidades de C1 [32], lo que permite que éste active a C2, ya que dicho paso requiere la
proximidad entre C1 y C4b [33]. Ello tiene lugar por hidrdlisis de un enlace peptidico generando
dos fragmentos: C2a de 70kDa y C2b de 30kDa [33). El primero de ellos es el portador de la
actividad proteolitica, y es capaz de unirse, de forma no covalente y sf dependiente de Mg**, a
C4b, generando la enzima denominada C3 convertasa, C4b2a [33], enzima con un decaimiento,
por disociacién de C4by C2a, k... de 2,0 min™' [34], Esta enzima activa a C3; esta activacion,
de forma similar a la de C4, genera C3a (9kDa) y C3b (176kDa), siendo este ultimo capaz de
unirse covalentemente a superficies aceptoras. La convertasa activa numerosas moléculas de C3,
que se depositan alrededor de ésta [32). Algunas de ellas pueden unirse covalentemente a
moléculas de C4b depositadas previamente, formando dfmeros, sobre los que se puede unir C2a,
generando la C5 convertasa de la vfa cldsica, C4b3b2a [35]. No obstante, en ausencia de C3,
d{meros coyalentes de C4b pueden desempefar la misma funcién [36]. Esta enzima activa a C35,

inicidndose la fase de ataque a la membrana.

Cada uno de estos pasos estd controlado por protefnas reguladoras, que impiden que la
activacién se extienda, y que protegen a las células autélogas del ataque por su propio Sistema
del Complemento. Asf, deficiencias de alguno de los componentes reguladores estdn asociadas a
procesos de dafio tisular y de consumo descontrolado del complemento. Existen, ademds, otros

mecanismos de retroalimentacidn negativa, como el efecto inhibitorio de los fragmentos activados
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de C3 y C4 sobre la activacién de C1 {37].
1.2.2.- LA ViA ALTERNATIVA

Descubierta en los afios 50, no fue definitivamente aceptada hasta que se demostré su
actividad con componentes aislados [38]. Es activada por una gran diversidad de estfmulos,
incluyendo inmunocomplejos, paredes de bacterias Gram negativas o de levadura (como el
zimosdn) [39], algunos virus o, en el caso del compiemento humano, los eritrocitos de conejo

[40].
1.2.2.1.- LOS COMPONENTES

Factor D es una serfn proteasa que, contra lo que es habitual en nuestro sistema, estd
presente en plasma como enzima activa, y exhibe una alta especificidad por el sustrato (factor B)
[41). Tiene un peso molecular de 24kDa, y en su secuencia estdn incluidas las posiciones

caracterfsticas de las serfn proteasas.

C3 es el elemento en el que confluyen las dos vfas. En la alternativa juega un papel
central, ya que es parte integrante de la C3 convertasa. El papel del enlace tioéster, como

veremos, es doble en el proceso de activacidn.

Factor B es ¢l segundo integrante de la C3 convertasa. La molécula es estructural y
funcionalmente homdéloga a C2 [20], formando con €él un nuevo tipo de serfn proteasas, y es el

sustrato del factor D una vez que se ha unido, de forma no covalente, a C3b.

Igual que en la vfa cldsica, existen ademds protefnas reguladoras. Muchas de ellas son
comunes a ambas vfas, como es €l caso de factor I, CR1, DAF y MCP. Existen, adem4s, otros
que son exclusivos de esta vla. Properdina es un potenciador de la vfa alternativa, constituyendo
en ocasiones un requisito imprescindible para la activacién efectiva. En plasma estd constitufda
por una mezcla heterogénea de oligémeros del monémero de 53kDa [41]. Estabiliza la C3 y la
C5 convertasas aumentando su vida media. Presente en dos formas, nativa y activada, esta dltima
estd formada por complejos C3-P [42]. Factor H es cofactor del factor I en la inactivacién de
C3b, ademds de acelerar el decaimiento de la C3 y de la C5 convertasas y competir con factor
B por su unién a C3b. Su unién a C3b se ve afectada por las estructuras presentes en la superficie

a la que éste se ha unido [43].
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Existen, ademds otros reguladores, que aparecen en circunstancias patoldgicas, como
C3NEF, factor nefritico, anticuerpo que reconoce a la C3 convertasa, estabilizdndola, y
protegiéndola de la accién de factor H [44], o CoVF, un factor presente en veneno de cobra, y
que consume eficientemente la vfa alternativa; se trata de un fragmento de una protefna muy
semejante a C3 de cobra, y que se une a B, formando una C3 convertasa que no es sensible a la

accidn de factor H y que tiene una vida media muy elevada (25200 seg.){45].

1.2.2.2.- ACTIVACION Y REGULACION

La iniciacidn de la activacidn tiene lugar merced a la hidrdélisis espontdnea del tioéster de
C3, sin que medie activacién proteolitica alguna [46, 47]. La molécula resultante, C3(H,0),
presenta algunas de las caracterfsticas funcionales de C3b gue estdn ausentes en C3 nativo [48],
como la de unir factor B, que puede entonces activarse por D, generando dos fragmentos Ba de
33kDa y Bb de 60kDa; este dltimo es el portador de la actividad enzimdtica [41]. As{ se obtiene
la C3 convertasa de iniciacién, C3(H,0)Bb, complejo unido por fuerzas no covalentes y
dependiente de Mg?*. Esta hidrélisis del tioéster de C3 se produce de forma constante en la
sangre [47], manteniendo una concentracién baja pero permanente de C3(H,0) [49], siendo esto
responsable de la activacién permanente, con baja eficiencia, de esta vfa [10]. La convertasa de
iniciacién activa a algunas moléculas de C3 que pueden quedar en solucidn, inactivdndose por los
factores H e I, o unirse covalentemente a superficies aceptoras (membranas celulares,
inmunocomplejos, etc.). Es en este punto en el que se discrimina entre activadores y no
activadores: si se une a una superficie no activadora, los factores H e I actian conjuntamente para
inactivar C3; en caso contrario, ia superficie inhibe la unién del factor H a C3b, impidiendo su
inactivacién, y permitiendo la unién de factor B y la generacién de la C3 convertasa de
amplificacién C3bBb [41]. Esta enzima, depositada en la superficie de los activadores, tiene una
vida media de unos 90 seg. {45]. Puede activar una gran cantidad de moléculas de C3, algunas
de las cuales se unirdn a la superficie y generardin mds C3 convertasas [50]. Es ésta la
denominada fase de amplificacion. Finalmente, algunas de las moléculas de C3b unidas servirdn
de aceptoras para otras nuevas, dando lugar a dfmeros C3b-C3b, que uniendo factor B, que es

activado por factor D, generard la C5 convertasa, C3b3bBb [51].

Esta vfa también puede iniciarse con el aporte, producido por la vfa cldsica, de moléculas
de C3b unidas a la superficie, lo que supone un incremento en la velocidad y eficiencia de la via
alternativa [52]. Por otra parte, C4b puede servir de aceptor para la unidén covalente de C3b; ello,

ademds de generar la C5 convertasa de la via cldsica, crea un entorno protector a C3b de la
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accién de factor H, actuando asf como superficie activadora [53]. El efecto opuesto lo ejerce Clq,

del que se ha comprobado que actia como inhibidor de la activacién de la vfa alternativa [54].
1.2.3.- LA FASE DE ATAQUE

Es la fase final de la activacién del Sistema del Complemento, y tiene sentido cuando la
activacidn tiene lugar sobre células. Su primer paso, la activacién de C3, constituye el iltimo paso
enzimdtico de la cascada; a partir de ahora, tendrdn lugar tan sélo interacciones protefna-protefna
y cambios conformacionales. Estos se caracterizan por ser transiciones hidrofilicas-anfifflicas [9],
esto es, cambios que generan, a partir de protefnas solubles, formas con capacidad de insertarse
en membranas lipfdicas, produciendo finalmente las lesiones en la membrana, denominadas MAC

(complejo de ataque a la membrana).
1.2.3.1.- 1.OS COMPONENTES

C5 es una glicoprotefna sérica, altamente homéloga a C4 y C3 y, como esta iiltima, consta
de dos cadenas unidas por puentes disulfuro. Tras su activacidén presenta un sitio de unién
metaestable especffico de C6 de una vida media de 2,3 min [55], aunque en este caso la

interaccién no es covalente, dado que C5 carece del enlace tioéster de C3 y C4 [19].

C6 y C7 son protefnas altamente homdélogas, y sus genes estdn fuertemente ligados.

Presentan, ademds, cierto grado de homologfa con C8 y C9 [56].

C8 consta de tres cadenas polipeptidicas, de las que o y < estdn unidas por puentes
disulfuro y § por fuerzas no covalentes {57}, estando esta ultima codificada por un gen diferente

[56].

C9es la protefna que forma las estructuras cilfndricas que atraviesan la membrana lipfdica,
y que constituyen las lesiones propias del MAC. Estructuralmente es homdloga a la perforina, la

protefna de células T citotdxicas implicada en la lisis de las células diana.

Existen ademds protefnas reguladoras. La Protefna S es el unico regulador soluble de la
fase de ataque; se une a C5b-7, impidiendo su insercién en la membrana, y formando un complejo
soluble SC5b-7 [58]. HRF, factor de restriccién homdlogo o C8bp, es una protefna de membrana

que confiere resistencia a las células frente al complemento autélogo [59]). CD59, es también una
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protefna de membrana. Se une a C8 y C9, impidiendo el cambio conformacional de esta tltima.

HRF y CD359 se encuentran ligadas a la membrana por la misma estructura que el DAF [60, 59].

1.2.3.2 - ACTIVACION Y REGULACION

La CS5 convertasa de cualquiera de las dos vfas activa C5 escindiendo un enlace peptidico
de su cadena «, liberando dos fragmentos, C5a de 9kDa y C5b de 105kDa. Este iltimo presenta
transitoriamente capacidad de unir C6. La unién de C6 da lugar a un cambio conformacional, gue
provoca la aparicién de un sitio de unién de C7. Una vez formado el complejo C5b-7, aparece
en este la capacidad de unirse a membranas; cuando lo hace, actia de receptor de C8, que al
unirse experimenta una transicién hidrofflica-anfifflica {8, 61], insertdndose en la membrana,
siendo este complejo, CS5b-8, el primero que atraviesa totalmente la membrana, y confiere cierta
permeabilidad a moléculas pequeiias. A este complejo se puede unir una molécula de C9, que '
sufre un tipo de transicién como el de C8, tras lo cual sirve de aceptor para mis moléculas de
C9, que dan lugar al poro cilfndrico caracterfstico, formado por CSb-8(9jn, donde n oscila entre
1y18{8].

Las células nucleadas oponen mayor resistencia a la lisis que los eritrocitos, bien por las
protefnas reguladoras de membrana,- o por procesos metabdlicos, en los que tiene lugar sfntesis
lipfdica, con intervencién de Ca®* y cAMP, asf como de consumo de energfa [62, 63]. Uno de
estos mecanismos se basa en la eliminacién de los MAC, bien por vesiculacién o por

internalizacién [62]. Algunos de estos mecanismos, no obstante, también pueden ser compartidos

por eritrocitos.
1.3.- RECEPTORES

El Sistema del Complemento es un mediador de procesos inflamatorios y déﬁapsonizacidn
(proceso consistente en recubrir particulas con ciertas protefnas séricas, y que favorece el proceso
de fagocitosis). Estos procesos involucran a diferentes tipos celulares. Como tal los componentes
de este sistema y los fragmentos derivados de su activacién, tienen receptores especfficos en
algunas de estas células [64]. Los mds conocidos, en lo que se refiere a su funcién y estructura,

son los especfficos de los fragmentos de C3 que permanecen unidos a los activadores.

CR1 (CD35). Reconoce principalmente a los fragmentos C3b y C4b, si bien también une,

aunque con menor afinidad, a iC3b {65]. Actia tanto de receptor como de regulador de la
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activacién del complemento [27], tal y como se vid anteriormente. En lo que respecta a su accién
cofactora del factor I, se diferencia de factor H en su mayor eficiencia, y en que, en el proceso
de inactivacién, los fragmentos terminales de C3 son C3c y C3d,g, este iiltimo portador del sitio
de unién covalente, mientras que con H sélo se degrada hasta iC3b [26]. La afinidad de CR1 por
C3b aumenta cuando interacciona con dfmeros de éste, en vez de con mondmeros. Ello concuerda
con la existencia de dos sitios distintos de unién de C3b en CR1, diferentes, a su vez, del dnico
de C4b. Su polimorfismo genético da lugar a cuatro variantes que difieren en peso molecular,
siendo las diferencias entre una y otra de 30kDa [26]. El aporte sangufneo mayoritario de CR1

lo realizan los eritrocitos [26].

CR2 (CD21). Reconoce a iC3b y a C3d,g [65], y es receptor, ademds, del virus Epstein-
Barr (EBV) [66] y del interferén « [67]. No participa en la regulacién de la activacién del
complemento, pero sf es 'cofactor del factor I cuando el sustrato es iC3b, dando lugar C3d,g {26].
Es abundante en, y casi exclusivo de, linfocitos B, y es responsable del tropismo del EBV. Los
sitios de unién de C3d,g y EBV solapan, si bien no son completamente idénticos {68]. En
linfocitos B aparece asociado a CDI19 y, a través de éste, a otras protefnas implicadas en

transduccion de senales [69].

CR3. Reconoce a iC3b [70]. Consta de dos cadenas polipeptfdicas, o (CD1ib) y 8
(CD18), unidas por fuerzas no covalentes. Pertenece a la familia de las integrinas, y comparte
cadena 8 con LFA-1 y p150,95 (CR4) [71]. Su unién a los fragmentos de C3 es dependiente de
cationes divalentes. Ademds de ser receptor de iC3b, participa en procesos de adhesién celular

[72]. Es el principal mediador de opsonizacién y fagocitosis mediada por C3 [70].

CR4. Une también iC3b, y pertenece a la misma familia que CR3. Igual que €I, estd
formado por dos cadenas, o (CD11c) y # (CD18). Su funcién real como recptor de iC3b estd aiin
por demostrar, dada la baja afinidad de la interaccién. Su funcién parece estar mds bien en

procesos de adhesién celular [70].

Existen otros receptores especfficos de fragmentos procedentes de C3 y otros
componentes, que intervienen en procesos de opsonizacién, como el receptor de Clq [15].
Tarﬁbién participan en {a regulacidn local de la activacién del complemento, como el receptor del
factor H, que tras interaccionar con su ligando libera factor I [73]. También intervienen en
procesos inflamatorios, como es el caso de los receptores de anafilatoxinas. Estas incluyen a C3a,

C4a y C5a, los fragmentos liberados al activarse C3, C4 y C§, respecivamente. C3a y C4a tienen
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un receptor comitn, mientras que el de CS5a es diferente [74]. La actividad de estas anafilatoxinas
es diferente, tanto en potencia (siendo su orden C5a> C3a> >C4a; de hecho,vla actividad en
condiciones fisiolégicas de C4a es dudosa) como en funcién. Su grupo activo incluye un residuo
de Arg en el C-terminal, que es el blanco del inactivador de anafilatoxinas (AI), que tiene
actividad carboxipeptidasa. Participan en procesos inflamatorios, mediando la liberacién de

histamina, y en procesos de quimiotaxis (sélo C3a) [74, 75].
1.4.- GENETICA

El estudio del Sistema del Complemento ha permitido establecer la existencia de distintas
familias de proteinas, que presentan homologfas estructurales y/o funcionales; en algunos casos
dichas homologfas van asociadas también genéticamente [56]. Ha permitido asfmismo
identificarlas como protefnas "mosaico” [76], constitufdas a base de médulos, homélogos a los
presentes en otras protefnas, con funciones no necesariamente comparables a Ias de éstas, asf
como abundar en la correlacién existente entre los exones y unidades estructurales y/o funcionales

de proteinas [77].

Los genes que codifican a las protefnas asociadas a las C3 convertasas de ambas vfas,
excluyendo a C3, se encuentran dentro del MHC, entre los genes de clase I y los de clase II [21].
Los genes de C2 y factor B estdn fuertemente ligados. Los de C4, que presenta dos isotipos [17],
C4A y C4B, estdn algo alejados, y cada uno asociado a uno de los isotipos de la enzima 21-

hidroxilasa.

Los genes de las protefnas que interaccionan con C3b y C4b se encuentran también
asociados formando un grupo de ligamiento {78], denominado RCA (Regulators of Complement
Activation). Este grupo presenta una homologfa estructural fuerte, al constar casi {ntegramente
de secuencias homdlogas repetidas, de unos 60 amino4cidos {79], que reciben el nombre de SCR
(Short Consensus Repeats). Este grupo de ligamiento incluye a CR1, CR2, DAF, MCP, factor
H, C4bp (« y B), ademds del factor XiIb del Sistema de la Coagulacién, que también consta .
fntegramente de estos SCR [80, 81]. Estas unidades, de estructura tridimensional conocida por
espectroscopfa de resonancia magnética nuclear [82], dan lugar al alinearse, a estructuras
elongadas, cuya longitud depende del nimero de SCR. Estos SCR también se encuentran, aunque
constituyen tan s6lo una parte de la molécula, en otras protefnas del complemento, como factor
B, C2, Cir y Cls, o en protefnas no relacionadas, como el receptor de interleuguina 2 o la §,-

glicoprotefna I [1].
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Otro grupo lo constituyen las protefnas integrantes de la fase de ataque, que, a excepcion
de C3, presentan homologfa entre ellas, y son claros ejemplos de protefnas "mosaico” [1, 56],
compartiendo algunas de sus unidades con la properdina. En el caso de C6 y C7, esta homologfa

es especialmente notable, y va acompanada por un fuerte ligamiento de sus genes.

Un cuarto grupo lo constituyen C3, C4 y C5, homdlogas entre sf y a otras protefnas, de
las que el representante mds notable es la a,-macroglobulina {A2M), un inhibidor sérico de
proteasas {1, 56]. Con excepcién de C5, todas tienen en comuin la presencia de un tioéster
interno, que les confiere {a capacidad de unién covalente a determinados sustratos. Las tres
protefnas muestran cierta semejanza en cuanto a su actividad: todas presentan, tras su activacion
proteolftica, una capacidad de unién metaestable a ligandos, lo que comparten con la A2M; el
péptido liberado tras su activacién (C3a, C4a y C5a), tiene actividad de anafilatoxina, lo que les
diferencia del inhibidor. Todas tienen un origen comiin, que probablemente sea el ancestro de la
A2ZM [76, 83]. Resulta destacable, desde esta perspectiva, la descripcién en el artrépodo Limulus
polipheﬁus de una A2M, con tioéster y que participa en un sistema hemolftico de este animal
[84].

1.5.- ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Como sistema efector del Sistema Inmune, el complemento participa en diferentes
mecanismos encaminados a la mejor destruccién de los agentes patégenos. Ello incluye su
intervencién en procesos inflamatorios, en la opsonizacién y fagocitosis de agentes patégenos, en
la regulacién de la respuesta inmune y en el procesamiento y eliminacion de los inmunocomplejos
generados durante dicha respuesta. Un mal funcionamiento del Sistema del Complemento, bien
por deficiencias genéticas de alguno de los componentes o por activacidn en situaciones no
deseables, constituye un factor importante en la aparicién o agravamiento de determinadas
patologfas. Algunas de estas se relacionan mis o menos claramente con funciones conocidas del

complemento, mientras que el origen de otras permanece atin 0scuro.

Una de las propiedades intrinsecas del Sistema del Complemento es la de generar
moléculas que permanecen unidas firmemente a la superficie activadora. Ello hace de éste un
sustrato idéneo para la participacién en procesos de opsonizacion [65]. Asf fo hace, utilizando
para ello receptores especificos presentes en las células fagocfticas, y que median procesos de
internalizacién siempre que la célula esté activada [85].Este proceso sucede sin la liberacién de

metabolitos de oxfgeno o del 4cido araquidénico, como en el caso de los receptores de Fc [86].
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Esta peculiaridad es utilizada por algunos microorganismos para entrar en tas células que infectan.
Este es sdlo un ejemplo de los varios en los que la estrategia de supervivencia de los patégenos
implica al Sistema del Complemento. No obstante, la mayorfa de ellos suponen sistemas de
evasién de la activacién o de los efectos de ésta, tales como la lisis, la neutralizacién o la
opsonizacidn [87]. Esto incluye la presencia de protefnas, propias de la bacteria o pardsito, o
adquiridas del huésped, que regulan la activacién. El caso mds conocido de interaccién entre
complemento y patégenos es el del EBV, que infecta a linfocitos B utilizando a CR2 como

receptor [66]. Este receptor también parece participar en la infeccién por el virus HIV-1 [88].

La participacién del complemento en la respuesta inmune ha sido, y sigue siendo, materia
de controversia [89]. Podemos hablar de dos niveles: uno local, en el que fragmentos de
activacion, como las anafilatoxinas, pueden afectar a determinadas respuestas celulares [90]; y un
nivel mds amplio, dentro del cual se incluyen dos actividades. Por un lado, las respuestas
mediadas por CR2 cuya interaccién con su ligando tiene efectos considerables sobre la activacién
de células B [91). Esto lo corroboran, ademds de la interaccién con C3d,g (0 C3d), la interaccidén
con EBV, activador bien conocido de células B, asf como la identificacién de CR2 como posible
transductor de senales {69], y su sinergismo con el receptor de antfgeno [92]. Por otra parte
tenemos la intervencion de C3 en la generacion de células B de memoria. Asf, C3 se unirfa a los
inmunocomplejos, que quedarfan retenidos en los folfculos linfoides por las células foliculares
dendrfticas (FDC), que expresan CR1, CR2 y CR3. En estos folfculos, el antfgeno serfa un
estimulador de linfocitos B [64]. El estudio de las deficiencias genéticas [93], y en ocasiones su
manipulacién [94], ha permitido establecer la existencia de anomalfas de la respuesta secundaria

de anticuerpos en dichos casos, si bien éstas no siempre son profundas.

Las deficiencias genéticas son una de las causas de las patologfas del Sistema del
Complemento. Los efectos pueden ser diversos, desde individuos asintomdticos (las primeras
deficiencias fueron descritas en dos inmundlogos sanos [95]) hasta muertes fulminantes o
infecciones recurrentes, o patologfas mediadas por inmunocomplejos. Existe una cierta correlacién
entre las deficiencias individuales y la patologfa asociada. Asf, las deficiencias de componentes
de la vfa cldsica estdn asociadas a enfermedades mediadas por inmunocomplejos, como el lupus
eritematoso sistémico (LES) [96]). Las deficiencias de la vfa alternativa, se asocian
fundamentalmente a infecciones recurrentes (96, 97]. Las de C3 pueden estar asociadas a ambas
[98, 99]. Las de la fase de ataque a infecciones recurrentes, con especial relevancia por Neisseria
meningitidis [97]. Las deficiencias de componentes reguladores dan lugar a patologfas como la

hemoglobinuria paroxfstica nocturna, deficiencia de CD59 [59], o el angioedema hereditario,
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deficiencia de C1INH [60]. Otro aspecto es el de la participacidn del complemento en procesos
en los que inicialmente no estd implicado. Tal es el caso del infarto de miocardio, en el que la
muerte celular inicial libera restos celulares capaces de activar el complemento, produciendo la
lisis de células colindantes [100] y aumentando el dafio inicial. Se ha comprobado que inyectando
una molécula de CR1 soluble, que tiene una gran capacidad inhibidora de la activacién, reduce

la superficie necrosada en un 44% [101].
1.6.- EL TERCER COMPONENTE DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTOQO

C3 es una S-glicoprotefna sérica [102], presente a una concentracién de alrededor de 1
mg/mL. Constituye el eje funcional alrededor del cual gira todo el Sistema del Complemento,
dado que es esencial para las dos vfas de activacién, al ser el punto en el que ambas confluyen.
Lo es también en virtud a su muitifuncionalidad, que se refleja por su interaccién con un gran

nimero de protefnas, tanto solubles como de membrana.

1.6.1.- ESTRUCTURA

C3 consta de dos cadenas polipeptidicas [103, 104] unidas por un puente disulfurc [105,
106]. Su estructura se recoge en la Figura 1.2, que incluye los fragmentos derivados de su
activacion y posterior procesaminento, que serdn objeto de sucesivos capftulos. C3 se ha
identificado en varias especies de vertebrados, incluyendo los cicléstomos, los vertebrados vivos
mds primitivos. En humanos, tiene un peso molecular de 185kDa, siendo los de las dos cadenas
115 y 75kDa para a y 8, respectivamente {107], conteniendo ambas oligosacdrido [108]. Se
conoce la secuencia, total o parcial, de C3 humano [109], de rat6n [110, 111], conejo [112],
cobaya [113], Xenopus laevis [114], del cicléstomo Eptatretus burgeri [115] y de la lamprea
Lampetra japonica [116]. La homologfa de estas secuencias con la de C3 humano oscila entre un

30% de E. burgeri y el 78% de rat6n.

Lamentablemente, se desconoce la estructura tridimensional por difraccién de rayos X de
la molécula completa, aunque sf se conoce la del fragmento C3a generado en el proceso de
activacién. Se trata de un polipéptido de 77 aa, con estructura muy compacta, estabilizada por tres

puentes disulfuro y que consta de dos hélices o conectadas por un bucle [117].

Los datos de que se dispone de estructura secundaria de C3, por dicroismo circular,

muestran una protefna con un 35% de estructura 8 y un 10% de hélice « [118]. En lo referente




INTRODUCCION 1%

CR1, H, B 2
Q
I & ! P
0 -
| 1
o
€I
C3aR e O
§-C :
i ]
HN | 2s5.000 | | 40.000 ] as.000 fcoon (X
3 [/ |

CHO &—

N

B

Figura 1.3 Localizacién de los diferentes sitios conocidos de interaccién de C3 con sus ligandos.

a su forma, datos obtenidos por microscopfa electrénica [119] o por dispersién de neutrones,
presentan a una molécula que consta de dos dominios, de forma similar a C4 y C5, donde el

dominio mayor corresponde a C3c y el menor a C3d [120].

La localizacién de las regiones de C3 responsables de la interaccién con distintos ligandos,
se ha realizado utilizando fragmentos de la protefna, péptidos sintéticos, y en algunos casos por
mutagénesis dirigida. Algunos de estos datos se apoyan también en la comparacidn de las
secuencias de C3 de distintas especies, dado que muchas de las regiones asignadas estdn altamente
conservadas [121]. De estos estudios, resumidos en la Figura 1.3, se deduce, por un lado, que
algunos de los ligandos de C3 tienen varios puntos de interaccién con ia molécula. Por otra parte,
existen regiones de C3 en las que coinciden los sitios de unidn de varios de estos ligandos en
dreas muy préximas, aunque no necesariamente coincidentes [122]. Tal es el caso de la regién
N-terminal de «’, donde confluyen los sitios de unién de CR1 y los factores H y B. Esto es
apoyado por la existencia de homologfas internas en la secuencia de C3 [121], algunas de las
cuales coinciden con sitios de interaccién, como el caso de CR2 {123). También se ha sugerido
un segundo sitio de unién con factor B, los residuos 955-964, por comparacién de C3c, inactivo,

con el fragmento activo semejante de C3 generado por una proteasa de cobra, que es capaz de
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formar la C3 convertasa. Alin se mantiene, no obstante, la incdgnita de los puntos de interaccién
de algunos ligandos, como C5, o el caso de CR3. En este dltimo, se sugiri6 inicialmente al
segmento que comprende los residuos 1383-1399, segiin la numeracién de la referencia [109], que
contiene la secuencia Arg-Gly-Asp [124], caracterfsitica de los ligandos de varias integrinas. No
obstante, estudios recientes de mutagénesis dirigida, en los que se reemplazé esta secuencia y

otros residuos préximos, parecen desmentir esta hipétesis [125].
Finalmente, en la molécula de C3 existe un eniace tioéster, formado entre los residuos del
fragmento C3d Cys'®y GIn'®®; este ltimo est4 codificado como Gin, pero pierde el grupo -NH,

durante la sfntesis del tioéster.

1.6.2.- EL GEN DE C3

1.6.2.1.- ESTRUCTURA DEL GEN Y SINTESIS DE C3

La sintesis mayoritaria de C3 tiene lugar en el higado [126], siendo los hepatocitos los
responsables. También monocitos, y células endoteliales y epiteliales son importantes a este
respecto [126]. C3 es una protefna cuya concentracién sérica llega a incrementarse en un 50%
en la fase aguda de procesos inflamatorios {126)]. Los factores que pueden incidir en este aumento
incluyen a interleuquina-1, factor de necrosis tumoral (TNF), glucocorticoides, interleuquina-6

o interferén-y [127].

C3 es sintetizado como un precursor de una sola cadena, denominado pre-pro-C3. Este
incluye el péptido seiial, de 22 aa, y su estructura estd ordenada NH,-8-a-COOH {128]. Entre las
cadenas § y « presenta cuatro residuos de Arg; éstos, igual que el péptido sedial, son eliminados
durante el proceso de maduracién de la protefna. La existencia de estos precursores de cadena
sencilla es comin a otras protefnas del complemento, como C4, C5 o factor 1 [56]. El
procesamiento del precursor también incluye la sintesis del tioéster, realizada por una enzima
especffica, ausente en células en las que no hay sintesis de C3 {129], y que se ha sugerido que
sea una transglutaminasa {130]. Se ha propuesto también que la conformacién de C3 favorecerfa
la generacién espontdnea del enlace, lo que se ha visto ratificado, al demostrarse que la hidrdlisis

de este enlace por amonfaco, que genera de nuevo la Gin, es reversible [131].

El gen de C3 en humanos se encuentra en el brazo corto del cromosoma 19 [145], y estd

ligado a los grupos sangufneos LW y Lutheran, a los genes de la distrofia mioténica, al de la



INTRODUCCION 20

peptidasa D [132] y a los de protefnas implicadas en el transporte lipfdico plasmdtico [133]. En
ratén el gen de C3 se encuentra en el cromosoma 17, igual que el sistema H-2, pero fuera de ¢l
[134].

La estructura del gen de C3 humano se ha caracterizado recientemente [135-137]. El gen
estd compuesto por 41 exones, que oscilan entre 52 y 312 pares de bases. Los intrones son de
tamafios muy variables, entre 82 y 4400 bp. Se han identificado secuencias posiblemente
implicadas en la regulacién de la expresién, incluyendo "TATA-" y "CAAT-boxes", y
potenciadores de la transcripcién ("enhancers”). En ratén existen varias "TATA-boxes", aunque
al parecer s6lo una es funcional [138], ademds de elementos muy similares a los que constituyen
los sitios de unidén de factores de transcripcién, como NF«B o C/EBP, y que son responsables del
efecto de las interleuquinas 1 y 6 sobre la expresién de C3 [138]. La distribucién de los exones
coincide adecuadamente con los sitios de unién sobre la protefna; asf el punto de hidrélisis de la
C3 convertasa coincide con el punto de unidn de los exones 17 y 18, mientras que otros sitios de
unién, incluyendo al tioéster, se han localizado generalmente en exones individuales. La
distribucién de los exones es notablemente similar a las de C4 y C5, y algo menos a la de la A2M
[126]. Esta correlacién entre los exones y los distintos sitios de unién apoya la hipétesis de que

los exones codifican unidades funcionales de las protefnas [77].

1.6.2.2.- BASES MOLECULARES DEL‘POLIMORFISMO Y DE LA DEFICIENCIA DE C3

C3 es una protefna polimérfica, con dos alotipos predominantes C35 y C3F, y otras
variantes minoritarias [139]. Estas variantes se han definido por su movilidad electroforética,
denomindndose segun su movilidad relativa a la distancia entre C3S y C3F1, que se toma como
unidad [140]). De los alotipos mayoritarios, C3S es el mds abundante, alrededor de 0,8 de
frecuencia en caucasoides, 0,95 en negros y prdcticamente 1 en asidticos [139]. Recientemente
también se ha definido un nuevo polimorfismo con un anticuerpo monoclonal, sin que se aprecien
diferencias de carga; una sustitucién de T por C en el exén 9, que cambia una Leu por una Pro
en la cadena B es responsable de la diferente reactividad con este anticuerpo [141]. Entre C3S y
C3F la (nica diferencia estd en un cambio de C a G en el exén 3, cambiando el residuo Arg de
C3S por uno de Gly en C3F {141]. Por lo demds, no parece que haya diferencias apreciables

entre los distintos alotipos en cuanto a su actividad hemolftica [142].

En la actualidad se han descrito 19 casos de deficiencias genéticas de C3 humano [97].

Ninguno de ellos estd libre de infecciones recurrentes [143], de patologfas mediadas por
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inmunocomplejos [99, 144] o de ambas [146]. Las infecciones mds frecuentes estdn provocadas
por Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae. Estos cuadros
clinicos son similares a los que presentan deficiencias genéticas de factor H o de factor 1, y que
dan lugar a deficiencias secundarias de C3, debidas a un consumo incontrolado de la vfa
alternativa (97]. El papel central de C3 en la activacién del Sistema del Complemento, asf como
los efectos de los fragmentos producidos durante su activacién sobre la respuesta inmune, la
fagocitosis y eliminacién de patégenos y el procesamiento de inmunocomplejos, explican porqué
la deficiencia de C3 tiene efectos tan dramdticos. También se han identificado deficiencias

genéticas de C3 en cobayas, conejos y perros [147].

En el caso de algunos pacientes s¢ ha detectado en suero actividad hemolftica de C3
residual [147]. Es posible que en estos casos el defecto esté en la regulacién de la sfntesis, pues
se ha visto que moﬁocitos de dos pacientes deficientes producfan C3 a una velocidad del 20 al
30% de lo normal [147]. Una explicacién alternativa serfa que, dado que dimeros covalentes de
C4b, en ausencia de C3, pueden generar actividad de C5 convertasa {36], y como los ensayos
realizados en estos estudios utilizan la via cldsica, estos dfmeros sean responsables de la aparente

actividad de C3.

La base molecular de la deficiencia de C3 en un paciente, cuyo gen no estaba ausente,
resulté tener lugar en el sitio donador en 5° para el procesamiento del RNA (se reemplaza el par
GT por un AT no funcional). El resultado es un mRNA que carece de un fragmento de 61
nucleétidos correspondientes a este exdn, y que contiene una sefial de terminacién de la
transcripcién [148]. Ello concuerda con la ausencia total de C3 en este paciente, También en
cobayas se ha estudiado la base molecular de una deficiencia si bien los resultados son
sorprendentes, dado que la secuencia es completamente normal; el defecto radica en la
incapacidad de sintetizar el tioéster interno, lo que genera una molécula inactiva y muy sensible
a la degradacién proteolitica [113]. Curiosamente estas cobayas tienen niveles funcionales

normales de C4 y A2M.
1.6.3.- ACTIVIDAD

1.6.3.1.- EL PROCESO DE ACTIVACION

La activacién de C3 por las convertasa de cualquiera de las dos vfas se produce por la

escisién de un enlace peptfdico: el Arg’**-Ser™ [104]. Ello da lugar a C3a, que contiene los 77
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aa del N-terminal de la cadena «, y C3b, que consta de la cadena § intacta y del resto de la a,
denominada ahora o’ (Figura 1.2) [103]. Merced a esta hidrélisis, se producen una serie de
cambios en la conformacién de la molécula, que son responsables de la adquisicién de las
funciones propias de C3b, funciones inexistentes en C3 nativo. Entre estas funciones se incluye
la de unién covalente a superficies aceptoras por la aparicién de un grupo carbonilo reactivo, fruto
de la hidrdlisis del tioéster producida como consecuencia de la activacién. También aparece la
capacidad de interaccién con factor B, C5, factor H y CR1, entre otros. Estas funciones también
las adquiere cuando se hidroliza el tioéster de C3 nativo, sin que tenga lugar ningin ataque

proteolftico.

Estos cambios no se reflejan apenas en el contenido de estructura secundaria, tal y como
se estima por dicrofsmo circular en el ultravioleta (UV) lejano [118]. Los cambios de estructura
terciaria son mds apreciables, segiin dicrofsmo en UV préximo [149]. La activacién también
supone la exposicidn en la superficie de regiones hidrofébicas, no expuestas en C3, tal y como
se demuestra por el aumento de la fluorescencia del dcido 1-anilino-8-naftalénsulfénico (ANS) y
por espectroscopfa de diferencia en UV [149], asf como por su retencién en una columna de fenil-
Sepharose [150]. Por estudios de dispersién de rayos X o de neutrones también se han detectado
cambios en ia forma de la molécula, en donde C3 tratado con metilamina, que hidroliza el
tioéster, tiene una forma mds elongada que C3, aunque la magnitud de estos cambios es

controvertida [151, 152].

Los cambios conformacionales producidos al hidrolizar el tioéster, por tratamiento con
agentes nucledfilos, y que son similares a los que se producen al activar C3, se han
correlacionado con la adquisicion de las propiedades funcionales semejantes a las de C3b [48].
Los cambios de estructura tridimensional son mds lentos en el caso de hidrélisis nucledfila del
tioéster que en el de activacién proteolitica. Lo que es mds interesante, en especial en lo que se
refiere al papel de C3(H,0) en la activacion de la vfa alternativa, es que en estos cambios se
adquiere primero la capacidad de unir factor B (¢,, = 5,45 min.), mucho antes que la de unién
de factor H (f,,, = 35-40 min.). Asf, existe un intermediario, con una vida media de 30 min., que
puede unir factor B y no factor H, lo que implica la existencia de una C3 convertasa de
iniciacién, no inhibible por factor H, durante un tiempo suficientemente largo como para iniciar

eficientemente la via alternativa [48].

La utilizacién de antisueros policlonales y anticuerpos monoclonales ha permitido una

mayor caracterizacién de estos cambios conformacionales [153]. Mediante esta técnica, adem4s,
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se ha podido estudiar la conformacidén de los fragmentos de C3 unidos a superficies aceptoras,
en comparacién con los mismos fragmentos solubles, algo que no se puede hacer por las técnicas
anteriores. La exposicién en C3b de regiones ocultas en la molécula nativa se ha comprobado al
demostrar que anticuerpos monoclonales que reconocen a fragmentos de C3, y que no unen a la
molécula nativa, s lo hacen a C3(H,0) [154]. También anticuerpos, poli- y monoclonales,
obtenidos frente a C3 desnaturalizado, no interaccionan con C3 y sf con C3b o fragmentos de
degradacién de éste [155]. Algunos de los determinantes reconocidos por estos anticuerpos se han
asignado a regiones funcionalmente relevantes de C3b [153]. M4s importante, existen diferencias
entre los fragmentos solubles y los unidos a superficies aceptoras. Asf, por ejemplo, C3b unido
conserva el determinante B, presente en la protefna nativa, pero ausente del fragmento soluble
[1586]). También algunos anticuerpos monoclonales, obtenidos frente a C3 desnaturalizado,

reconocen a los fragmentos unidos pero no a los solubles [157].

1.6.3.2.- EL. ENLACE TIOESTER DE C3. C4 Y 0,-MACROGLOBULINA

Cuando C3 es activado por una C3 convertasa fijada sobre una superficie, se genera C3b
que es capaz de unirse covalentemente a dicha superficie. La sensibilidad a hidroxilamina de este
enlace, y la cinética de esta hidrdlisis, llevaron a proponer que serfa un éster [158, 159]. También
la actividad hemolftica de C3 es sensible a este reactivo nucleéfilo [160], por lo que se propuso
que la reaccién serfa de transesterificacién, lo que implicaba la existencia de un eniace éster
dentro de C3 [159]). En efecto, durante la activacién de C3, aparte de los cambios
conformacionales indicados, se produce la hidrélisis de un enlace tioéster dentro de la molécula,
que genera un grupo carbonilo altamente reactivo; esta forma de C3b se denomina C3b*. La vida
media de este carbonilo es extremadamente corta, del orden de 60useg [161]. Este carbonilo
puede reaccionar con el agua circundante, dando {ugar a C3b soluble, o puede hacerio con grupos
-OH de superficies aceptoras, para formar un enlace éster; aunque en menor medida, también

puede reaccionar con grupos -NH, para formar enlaces amida (162, 163].

La existencia del tioéster se sugirié por varios motivos; por una parte al activarse C3, o
al inactivarlo con reactivos nucledfilos, se liberaba en la molécula un grupo -SH, ausente en la
forma nativa [164, 165]. Dicha hidrdlisis presentaba una dependencia de pH semejante a la de
tioésteres sintéticos [166}, y generaba tras tratamiento con NH,OH un derivado del 4cido
hidroxdmico [167]. Ademds, este sulfidrilo estaba préximo en la secuencia, dentro del frégmento
C3d, al grupo carbonilo que participaba en la reaccién de transesterificacién (Figura 1.4) [168].

También se observé que al incubar C3 a elevadas temperaturas, y en presencia de agentes
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desnaturalizantes, se

producfa una hidrélisis del

1002 * % 1126

enlace peptidico entre el caﬁi HLIVTPSGCGEQNMIGMTP[ . .. ]DAPVIH
c3M e A-mmmmmmmeee [...]-G----

residuo Glu anterior al que eI ceeee Gr=m—————— A--H[...]--——--
aporta el carbonilo del 3l ——I-mom e [---]"G==="
c3 N-LRL-R--—--—— MYTSI[...]SK--V-

tioéster y éste que, después C3UHU N--QI-T-==~=---K-A-[...]-G-—--
_ caa S-LRL-R-----T--YLA-{...]PC~-LD

de la reaccién, quedaba c43:" S-LRL-R-----T--YLA-(...]SI----
: : : c4 S-LRL-Q--A--T--YLA-[...]PC-——-

como 4cido piroglutdmico S1pMu S-LRL-RS-A--T—--YLA-[...)PC-m=
[169]. Dicha reaccion es  A2M™ N-LQM-Y--==—=-~ VLFA-[...)SGSLLN
cstY I-THL-K-SA-AELMSVV-[ ... }]NSQYQP

compatible con este tipo de Figura 1.4 Secuencias de C3, C4, C5 y AZM de diversas especies que

enlace [170). Estas incluyen el tioéster y que participan en su reactividad. El * marca los dos
residuos que forman el enlace.

reacciones también tienen

lugar en C4 y en la A2M [171], para las que se sugirié igualmente la existencia de un tioéster.
Las tres protefnas presentan homologfa estructural, especialmente en esta regién de la molécula
{172]. También se ha comprobado que enzimas que forman enlaces tioéster como intermediarios
de la reaccién, como es el caso de las CoA transferasas, sufren fragmentacién autocatalftica, de
forma similar a C3, cuando se somete al intermediario a temperaturas elevadas en presencia de
agentes desnaturalizantes [173]. La sintesis de una tiolactona de 15 eslabones, que incluye la
secuencia de C3, ha confirmado que esta regién es compatible con la existencia de un enlace
tioéster [174]. Finalmente, reduccién con borohidruro sédico del enlace de C3 dié lugar a

productos caracterfsticos de un enlace tioéster del tipo 8-Cys-y-Glu [175].

La reactividad del tioéster de C3 es notablemente distinta de la de tioésteres sintéticos. En
la molécula nativa, el enlace es altamente estable, con una velocidad de hidrélisis a 37°C de 0,2-
0,4 % /hora [47], mientras que los sintéticos tienen una vida media mucho m4ds baja, del orden de
10 minutos {176]. Sin embargo, cuando C3 es activado, la forma C3b* es altamente inestable,
con una vida media de tan sélo 60 usegundos [161]. Se ha sugerido que en la molécula nativa el
tioéster estd oculto, en un entorno hidrofébico, que lo protegerfa de la hidrélisis {161]. Tras la
activacién, los cambios conformacionales que acaecen llevarfan a la exposicién de este enlace,
que serfa ahora sensible a ataques nucleéfilos [161]. Para explicar su alta reactividad, se ha
sugerido la presencia de una cadena lateral en las proximidades, que actuarfa como catalizador.
Dado que los grupos imidazoles aceleran la hidrélisis de tioésteres sintéticos [177], se ha
propuesto que esta cadena lateral serfa el grupo imidazol de una histidina [175]. Precisamente un
residuo de His parece implicado en la selectividad del enlace formado por C3 y C4B (His''** en

la Figura 1.4). Las protefnas que forman enlaces éster (C3 y C4B), presentan His en esta
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posicién, mientras que en las que forman enlaces amida, C4A [178} y A2M [179] estd
reemplazada por otro residuo [180]. Mutagénesis de C4B en esta posicién, reemplazando el
residuo His por el Asp de C4A o por Ala, di6 como resultado moléculas que, tras activarse,
formaban enlaces amida {181]. La A2M presenta un residuo Asn en esta posicién, y forma
predominantemente enlaces amida [179]. Esta His también se ha implicado en la supuesta
actividad esterasa de C3b, por la cual el propio C3b catalizarfa su liberacién de la superficie
aceptora me_rced a la actividad “catalftica" de este residuo [182]. También se ha implicado al
residuo Glu'®2, que precede al de Gin que aporta el carbonilo del tioéster, en la reactividad de
éste [183]; estudios recientes por mutagénesis dirigida del tioéster de C3 han demostrado que la
sustitucién de este Glu por Gln supone la incapacidad de la molécula de sintetizar el enlace [184).
Otra particularidad de C3 radica en su interaccion con Ser libre. Dicha reaccién tiene lugar en
dos pasos, en el primero de los cuales se forma un enlace éster con el hidroxilo de la cadena

lateral. En el segundo, tiene lugar un cambio O—=N, formando finalmente un enlace amida [185].

El tioéster forma una tiolactona de 15

eslabones [170], inclufda en una cavidad . ' g_
hidrofébica de 12-20 A de profundidad [171], y ’_‘J,----‘.__-.""‘:_H ' Asn ':\‘
que parece estar formando parte de un giro s N oy 'i:‘ac“‘ﬁi’u__ / I
brusco, teniendo una estructura plana (Figura -N"GI“-—\ l ]

1.5) (168, 175]. El tioéster también intervieneen ¥ W7 L

el mantenimiento de la estructura tridimensional e
de la molécula. No obstante, los cambios
conformacionales son mds lentos cuando se fi84@ 1.5 Estructura del enlace tioéster [168].
produce la hidrélisis del tioéster que en el

proceso de activacién proteolitica [48] y, en el caso de A2M, no se completan hasta que no se
produce ataque proteolitico [3]. La relacién entre la estructura nativa y el tioéster se ha
comprobado con la A2M, en la que la estructura nativa se congeld por reaccién con agentes de
entrecruzamiénto; cuando se activé proteolfticamente, no se produjo la hidrélisis del tioéster hasta
que no se destruyeron los entrecruzamientos [3]. No obstante, existen datos que sugieren que el
tioéster puede no ser indispensable para mantener la conformacién nativa de la molécula. Por un
lado, C5, que carece de tioéster, presenta una estructura similar a la de C3, y se activa de forma
andloga [186]. Por otra parte, estudios de mutagénesis dirigida de C3, en los que se eliminé el
tioéster, dieron lugar a moléculas de estructura similar a C3, y que eran sustratos de la C3

convertasa, algo exclusivo de C3 nativo, lo que ha replanteado de nuevo el papel del tioéster en

ia conformacién nativa de C3 [184].




INTRODUCCION 26

1.6.4.- INACTIVACION Y FUNCIONALIDAD DE LOS FRAGMENTOS GENERADOS

Al igual que ocurre con cada una de las etapas de activacion del Sistema del
Complemento, C3b, y de forma semejante C3(H,0), estd sujeto a fuertes sistemas de control.
Todos se basan en la ‘degradacion proteolftica de la cadena «’, generando fragmentos
hemolfticamente inactivos [187, 188]. La excepcién a la regla la constituye [a liberacion
espontdnea de C3b de las superficies aceptoras a la que nos hemos referido anteriormente [182],

y que no implica degradacién proteolftica alguna.

El primer paso supone la ruptura de dos enlaces peptfdicos de la cadena «’(Figura 1.2)
[188], liberando un fragmento de 2kDa, C3f. El resto de la molécula, iC3b, contiene el grupo
carbonilo y queda, por tanto, unido a la superficie aceptora. Consta de la cadena 3 y de dos
fragmentos de la cadena o, uno de 65kDa («65), el N-terminal, y otro de 44kDa (x44). Esta
ruptura la lleva a cabo factor I, utilizando como cofactor al factor H 0 a CR1 [189]. La segunda
ruptura afecta a un enlace peptfdico situado hacia el N-terminal del tioéster, generando dos
fragmentos. Uno de ellos, C3d,g, de unos 40kDa, contiene el carbonilo, y permanece unido a la
superficie aceptora (190]. El otro fragmento, C3c, se libera de fa superficie y consta de la cadena
B, y los fragmentos «d44, comin a iC3b, y otro de 25kDa (a25), todos unidos por puentes
disulfuro. Esta ruptura es realizada por factor I, utilizando como cofactor a CR1 [26]. También
pueden actuar como cofactores factor H, aunque a baja fuerza iénica, CR2 y el virus de Epstein-
Barr [26]. Posteriores degradaciones, como la escisién de C3d,g en C3d y C3g, por escisién de
un enlace peptfdico 9 residuos hacia el N-terminal de 1a Cys'®'®, sélo se han descrito in vitro, con
tripsina por ejemplo, no en condiciones fisiolégicas {191]. No obstante, en situaciones

patolégicas, se podrfan generar fragmentos activos distintos a los vistos.

La degradacién proteolitica de C3b supone la pérdida de su funcionalidad hemolitica.
Dicha pérdida viene acompafada por cambios conformacionales, detectados por variaciones en
la antigenicidad de la molécula [157], en su movilidad electroforética [192) y en los pardmetros
espectroscdpicos [193]. La inactivacién incluye la desaparicion y aparicién de sitios de interaccién
de algunos de los ligandos de C3. Un caso especialmente ilustrativo lo constituyen los sitios de
factor H y CR2. Ambas moléculas presentan muiltiples sitios de unién. En la regién comprendida
entre los residuos 1209-1271, coinciden uno de factor H y otro de CR2; el primero es
discontinuo, incluyendo en su discontinuidad al segundo. Se ha sugerido que en C3b el sitio de
factor H es funcional, mientras que el de CR2 estd oculto; la aparicién de iC3b desplegarfa esta

regién, desbaratando el sitio de factor H, y haciendo accesible el de CR2 [194].
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La inactividad hemolitica de los fragmentos generados no implica que éstos sean inertes.
Se ha tratado anteriormente del papel de C3b e iC3b en procesos de opsonizacién, o del de C3d,g
como regulador de la respuesta inmune [195). También la anafilatoxina C3a tiene un papel bien
caracterizado en la respuesta inflamatoria (74, 75] y en la regulacidn de la respuesta inmune [90],
papel corroborado por su conservacién a lo largo de la evolucién, puesto que estd presente en C3
de cicldstomos [115]. Aparte de éstos, existen otros fragmentos derivados de C3 para los que se

han identificado funciones especfficas, C3e y C3f.

C3e se identificé como un fragmento de C3c, de unos 11kDa, que inducfa leucocitosis en
conejos [196]. Posteriormente se identificé un fragmento, denominado C3d-K, obtenido por
digestidn con kalikrefna de iC3b, que tenfa propiedades semejantes, ademds de inhibir la respuesta
proliferativa de células T, y que diferfa de C3d,g en la presencia de un nonapéptido procedente
del fragmento 25. Un péptido sintético con esta secuencia provocaba la misma respuesta. Es
probable que esta secuencia constituya el principio activo, que serfa comin a C3d-K y a C3e
[197]. Su funcionalidad estd avalada por la incapacidad de algunos individuos deficientes de C3
de inducir leucocitosis [143], y por su presencia en ¢l suero de pacientes con activacién del
Sistema del Complemento [197]. Recientemente se ha identificado a C3f como agente
espasmogénico, que utilizarfa como receptor al de C3a e, igual que éste, se inactivarfa al eliminar
la Arg C-terminal [198]. También recientemente se ha identificado a la cadena 8 de C3 como el
inhibidor sérico de Ia citotoxicidad de eosindfilos [199]. Dicha actividad, que es la tinica conocida
de la cadena 8, aparte de su papel estructural en la molécula de C3, sélo la exhibe la cadena £,

y no cualquier fragmento, como C3c, que contenga restos de la cadena « [199].

1.7.- EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO E INMUNOCOMPLEJOS

La interaccién entre un anticuerpo y un antigeno especifico desencédena una serie de
respuestas efectoras, respuestas que no tienen lugar cuando el anticuerpo est4 libre. Una de éstas
respuestas es la activacién del Sistema del Complemento. Esta puede tener lugar a través de las
dos vfas de activacién. La cldsica es activada por IgM e IgG, mientras que la alternativa lo es por

IgG e IgA, si bien esta tiltima con baja eficiencia.
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1.7.1.- LA MOLECULA DE ANTICUERPO Y LA FORMACION DE
INMUNOCOMPLEJOS

Una representacion de la estructura de la IgG se recoge en la Figura 1.6, donde se
incluyen también algunas de las rupturas proteolfticas mds relevantes. Esta estructura es
generalizable a otras clases, aunque el mimero de dominios de la regién constante, y la ausencia
o presencia, asf como el tamafio, de la regién bisagra ("hinge") varfa de unas a otras. Todas las
clases constan de dos cadenas pesadas y dos ligeras. Por digestiones proteolfticas, la molécula se
dividié en dos fragmentos. Uno el Fab, del que hay dos por molécula de anticuerpo, y que
contiene el sitio antfgeno combinante (regién variable); consta de la cadena ligera y del Fd,
compuesto por ios dominios variable (V) y Cyl1, primer dominio constante, de la cadena pesada.
El segundo fragmento se denomind %E,/d;l que existe uno por molécula, en el que se localizan
las funciones efectoras: los sitios de interaccién con receptores celulares, con Clq y con la
protefina A de Sraphylococcus aureus. Consta de un dfmero de los dominios Cy2 y Cv3, '
incluyendo el primero un carbohidrato, que se interpone en la regién de contacto entre los dos

C+y2. La region bisagra constituye el nexo flexible que une estos dos fragmentos, y en el que se
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Figura 1.6 Esquema general de la estructura de la IgG, incluyendo algunas rupturas proteoliticas de interés.
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encuentran las Cys responsables de la unién por disulfuro entre las dos cadenas pesadas. Esta
regién consta de tres partes: alta, media y baja [200]. La bisagra media contiene los residuos de
Cys que forman los puentes disulfuro antes aludidos y es muy rfgida; en el caso de lg-G de
conejo, esta regién consta de una tnica Cys. La baja es la mds préxima al Fc y es flexible. La
alta bisagra es la préxima a las regiones Fab, y es la regién mds flexible. En la molécula se han
identificado zonas hidrofébicas expuestas, que se ha sugerido que participan en las interacciones
especfficas de los anticuerpos [201]. Cada uno de los dominios aludidos presentan un patrén de
plegamiento comin, que consiste de dos hojas 8 apiladas y giradas, unidas covalentemente por

un puente disulfuro intracatenario [202].

El antfgeno es el segundo componente de los inmunocomplejos (IC). El tinico punto en
comun que existe entre los distintos tipos de antigenos es el de su capacidad de unir anticuerpos,
respondiendo a su definicién etimoldgica de aquella sustancia capaz de producir una respuesta de
anticuerpos. Incluye esta definicién a bacterias, células eucariotas, particulas virales, ADN o
protefnas. La interaccién antfgeno-anticuerpo (Ag-Ab) presenta una serie de caracteristicas de
interés. Al considerar éstas, asf como la activacién de respuestas efectoras, es necesario tener en
cuenta que dicha interaccién no supone cambios conformacionales profundos ni en antigeno ni en
anticuerpo [203]. En el caso de protefnas la interaccién supone, en un determinado intervalo de
relacién molar Ag/Ab, la precipitacion de los complejos [204]. Existe un punto en que la totalidad
de Ag y Ab precipitan, denominado punto de equivalencia; fuera de €1, en exceso de antigeno o
de anticuerpo, parte de éstos queda en el sobrenadante. Otro punto relevante es el de maxima
precipitacion, producido en un ligero exceso de Ag, en el que, para una cantidad constante de
anticuerpo, la cantidad de precipitado formado es madximo (204]. La precipitacién se debe, en
buena medida, a interacciones de caridcter hidrofébico distintas de las Ag-Ab y en las que
interviene el Fc [205, 206]. La reaccién tiene lugar en tres etapas, que responden a dos
mecanismos de precipitacién [207]: en la primera se forman los IC por la combinacién de Ag y
Ab. En la segunda, se forman precipitados debidos exclusivamente a estas interacciones (primer
mecanismo). En la tercera etapa se forman grandes precipitados mediados por interacciones Fc-
Fe, también denominadas interacciones secundarias (segundo mecanismo). Los IC formados con
IgG utilizan ambos mecanismos, mientras que los formados con el fragmento divalente F(ab’),,
que carece de Fc, utilizan sélo el primero. Se ha propuesto que una regién hidrofdébica expuesta

en la interfase de los dominios Cy2/C+y3 participarfa en esta reaccidn [208].
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1.7.2.- INTERACCION ENTRE INMUNOCOMPLEJOS Y EL SISTEMA DEL
COMPLEMENTO

Cuando el complemento es activado por IC, algunos componentes de este sistema se unen
a los complejos. En funcién del isotipo integrante de los IC, estos pueden activar por la vfa
cldsica, por la alternativa, o por ambas. La activacién por la vfa cldsica supone l.a unién no
covalente de C1 y la covalente de C3 y C4 a los complejos. Cuando es la via alternativa la
activada, sélo tiene lugar la unién de C3. Ademds de éstas, otros componentes se unen a los IC
a través de los componentes mencionados, como properdina, Bb, factor H, C2a, y otras protefnas

séricas, como la fibronectina y la a,-macroglobulina [209].

El resultado fisioldgico final es ia eliminacién de estos IC del torrente sangufneo,
fundamentalmente en higado y, con interés funcional, en bazo. Ello elimina el potencial
patolégico de estos IC, manifestado en las enfermedades en las que esta eliminacién es defectuosa
[210, 211]. En ¢l wbo de ensayo, los efectos del complemento se manifiestan en dos reacciones:
la de inhibicién de la precipitacién de complejos Ag-Ab formados en presencia del complemento
(IP) y el de solubilizacién de IC preformados (SOL). Ambas reacciones tienen en comiin, ademas
de la produccién de IC solubles, que ésta es debida a la unién covalente de componentes del

complemento, fundamentalmente C3 [212].

1,7.2.1.- SOLUBILIZACION DE INMUNOCOMPLEIOS

De los dos procesos experimentales, fue el primero en ser descrito. En 1975 Miller y
Nussenzweig {213] demostraron que IC incubados con suero fresco a 37°C eran solubilizados,
y que esta solubilizacién dependfa exclusivamente de la via alternativa. Dado que los complejos
solubles presentaban C3 unido, y que fragmentos Fab (monovalentes) que reconocfan al
anticuerpo integrante del IC producfan el mismo efecto, propusieron que la incorporacién de
componentes del complemento, monovalentes en su interaccién con el anticuerpo, como lo es C3,
serfan los responsables de la solubilizacidn. Es lo que se denoming hipdtesis de la intercalacién.
Apoyando dicha hipéteis, se comprob6 que fragmentos de anticuerpos especfficos de las regiones
Fab o Fc¢ de la inmunoglobulina integrante del IC tenfan un comportamiento diferente segin
fueran monovalentes {Fab o Fab’ solubilizan) o divalentes (F(ab’), inhibe la solubilizacién) [214].
El caricter indispensable de la vfa alternativa en este proceso se ha demostrado por varios
métodos; de ellos, el mds contundente fue el que demostrd la solubilizacién a partir de los

componentes (C3, factores B, D, H e I y properdina) purificados [215]. Se ha comprobado
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también que la properdina es esencial para la culminacion del proceso de solubilizacién [216,
217]. En cuanto al papel de la vfa cldsica se ha comprobado que, si bien no es indispensable,
aumenta [a velocidad del proceso [214] y la cantidad total de IC solubilizados [218]. Elio es
debido a que su activacién, mds rdpida, aporta las primeras moléculas de C3b unido al IC, que
sirven de sustrato para la fase de amplificacién de la vfa alternativa [216]. Este efecto es
particularmente importante en exceso de antfgeno, donde la solubilizacién es menos efectiva
[219]. La solubilizacién tiene lugar en tres etapas {217]. La primera de ellas, dependiente de
complemento, supone la formacién de la C3 convertasa de la vfa alternativa sobre los IC. La
segunda, también dependiente del complemento, corresponde a la fase de amplificacién,
incluyendo la fijacién de grandes cantidades de C3 sobre el IC. En la tercera etapa, independiente
de complemento y espontdnea, se produce la reorganizacién de los IC que conduce a su

solubilizacién.

Las interacciones que se ven afectadas por la unién de C3 parecen ser las dos presentes
en los IC. Por una parte los IC preparados con IgG son solubilizados con mayor eficiencia que
los preparados con F(ab’),, que carece de la region Fc, Clq y protefna A, que se unen al Fc de
forma polivalente, actian inhibiendo la solubilizacidn, al entrecruzar las moléculas de anticuerpo
[220]. Por otra parte IC en los que el Ag y el Ab estdn unidos por enlaces covalentes no son
solubilizados por complemento, por lo que este proceso también implica la destruccién de uniones
Ag-Ab [221]. También hay que tener en cuenta que cuanto mayor es la afinidad del anticuerpo

integrante de los IC, mayor es la dificultad para solubilizarlos {214].

1,7.2.2.- INHIBICION DE LA PRECIPITACION

Esta reaccidn fue descrita en 1980 por Schifferli, Bartolotti y Peters {222]. Cuando Ag
y Ab, en una relacién Ag/Ab en la que se producirfa precipitacién, se mezclaban en presencia de
un suero fresco, no se producfa precipitacién. Esta inhibicién tenia lugar en ausencia de la via
alternativa, pero era absolutamente dependiente de la vfa cldsica [223]. Esto ditimo también se
ha demostrado con componentes purificados {224]. Cuando la incubacién continuaba a tiempos
largos, la vfa alternativa se hacfa esencial para el mantenimiento de la solubilidad de los
complejos, entrando en juego, con toda probabilidad, el fendmeno de solubilizacién. La IP, al
igual que SOL, estd mediada fundamentalmente por la unién covalente de C3, quedando la de C4
exclusivamente como factor necesario para la generacién de la C3 convertasa (224, 225]. Este
proceso atraviesa por diferentes etapas. En la primera tiene lugar un suceso paradéjico: Cl1 actia

en las primeras fases manteniendo la solubilidad de los complejos {224]. Esto contrasta con el



INTRODUCCION 12

efecto de Clq, tanto aquf como en SOL, que favorece la precipitacién. En la segunda etapa, fa
unién de C4 permite la formacién de la C3 convertasa y la incorporacién de C3 a los complejos.
Finalmente, la vfa alternativa entra en escena, solubilizando los complejos insolubles que se

forman al final del proceso (222].

El proceso de IP tiene, con toda probabilidad, mayor relevancia fisiolégica que el de SOL.
En condiciones normales Ag y Ab siempre entran en contacto en presencia del complemento. La
excepcién la constituyen los casos de deficiencias de componentes de la via clésica, con elevada
frecuencia asociados a patologfas mediadas por IC [226]). También es significativo que la IP
produce menor cantidad de anafilatoxinas que SOL, en especial C5a, la de mayor potencia. Por
ello, su poder inflamatorio es menor {227]. Se puede ver, de esta forma, a IP como el mecanismo
normal de procesamiento de IC, y al de SOL como una salida de emergencia con mayor potencial

patolégico, y que servirfa para eliminar 1C persistentes o refractarios al proceso de IP.

Los complejos generados por cualquiera de los dos procesos son de un tamaifio menor que
el de partida, aunque heterogéneo [218, 228], y han perdido la capacidad del activar las dos vias
[218), si bien son capaces atin de unirse a receptores especfficos de fragmentos de C3 [229] y en,

el caso de IP, también a protefna A {229].

1,7 - INACION DE INM COMPLEJOS DEL TORRENTE SANGUINEO

El mecanismo fisiolégico de eliminacién de IC del torrente sangufneo permanece aun
oscuro, aunque aparentemente responde a dos mecanismos distintos, que parecen basarse cada uno
de ellos en las reacciones de IP y de SOL. Se sabe lo que ocurre in vive cuando se inyectan IC
preformados en humanos [230] y en primates no humanos [231]. Estos IC activan el
complemento, como consecuencia de lo cual se unen a la superficie de los eritrocitos, a través del
receptor de C3b CR1. Estos IC son eliminados de forma eficiente fundamentalmente en higado
y bazo. No cobstante, existe un porcentaje elevado de IC que no sé unen a los eritrocitos y que
son eliminados por el higado con gran rapidez y en dérganos especfficos {232]. Se ha comprobado
que en casos en los que los IC no pueden unirse a eritrocitos, como el caso de IC formados con
IgA (233] o en pacientes de LES que tienen reducido el nimero de CR1 [230], estos IC son
eliminados con mayor rapidez. Sin embargo, ademds de hfgado y bazo, que continuan siendo los
6rganos mayoritarios de captacion, se depositan en érganos como rifiién, pulmén y cerebro, donde
tienen un potencial patogénico evidente. El mismo efecto se ha visto en primates cuyo

complemento se habfa inactivado [234]. Por el contrario, cuando se inyectan antfgeno y anticuerpo
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por separado, no se detecta unién de los IC a eritrocitos. Sin embargo, son eliminados con

normalidad, sin depositarse en tejidos donde tendrfan un potencial patogénico.

Como reflejo de estos hechos, se ha comprobado in vitro que inmunocomplejos
~ solubilizados se unen con gran eficiencia a eritrocitos, mientras que complejos solubies formados
en presencia del complemento no se unen a estas células [235]. Esto puede relacionarse con la
mayor cantidad de C3 presente en los primeros [212], y con la distribucién en grupos de CR1
sobre la superficie celular [236]. Por ello, el primer mecanismo de eliminacién se basarfa en el

proceso de SOL, mientras que el segundo lo harfa en el de IP.

También se ha comprobado

que IC sobre los que se ha unido C3 © ANTIGENO + ANTICUERPO Y
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receptores de C3, no sélo de los w\\?

receptores Fc {237, 238]. También
se ha observado in vitro que los
eritrocitos que transpotan IC ceden

su carga a células fagocitarias [239].
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proceso observado es aquel por el
. ] ) Figura 1.7 Procesamiento y eliminacién de inmunocomplejos
cual IC unidos a eritrocitos SON pediados por el Sistema del Complemento [330].

procesados en la membrana del

eritrocito; en esta accién, los IC son liberados por la accién de factor I utilizando a CR1 como
cofactor, para volver a unirse a través de otras moléculas de C3b que se unen al IC [243, 244].
El resultado final serdn IC solubles y de menor tamafio, y con menor poder inflamatorio. Un

restimen de estos procesos se recoge en la Figura 1.7,
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El mecanismo general que parece desprenderse supone que cuando los IC se forman en
la sangre, el complemento los mantiene solubles, y favorece su eliminacién en drganos
especfficos. Cuando alguno de los IC precipita, la vfa alternativa actia, permitiendo su unién al
eritrocito. El eritrocito toma el papel de portador de IC potencialmente patogénicos, impidiendo
que se depositen rifién o pulmén, y que produzcan daiio tisular [210]. El eritrocito s permitird
la transferencia a células fagocfticas, como las células de Kupffer en el higado. En el caso de
otros animales, en los que los eritrocitos carecen de moléculas receptoras de C3, este papel parece

estar desempeiiado por las plaquetas, que sf poseen este tipo de receptores [245].

Una prueba del papel del CR1 presente en eritrocitos la constituye el bajo nimero de estos
receptores en pacientes con patologfas mediadas por IC. Esta reduccién es consecuencia de la
enfermedad, y suele estar asociada a sus fases agudas. Este descenso parece estar relacionado con
la activacién del complemento por los IC presentes en la superficie y, mds concretamente, a la

unién de C3 a la membrana del eritrocito, como consecuencia de esta activacién [246].

Finalmente, los IC procesados por la accién del complemento, pueden participar en la
localizacién del antfgeno en los folfculos linfoides. El proceso estarfa mediado por las células
foliculares dendriticas, que expresan receptores de C3 y unirfan a los IC con C3, reteniéndolos.
Es en estos folfculos donde se generarfan células B de memoria, cuya produccién éptima se ha

asociado a la presencia de un C3 funcional y a su asociacién con IC [64].

1.7.3.- FORMACION DE COMPLEJOS COVALENTES ENTRE C3 E
INMUNOCOMPLEJOS

En los apartados anteriores se han expuesto los efectos de la activacion del complemento
sobre inmunocomplejos, atribuyendo estos efectos fundamentalmente a la formacién de complejos
covalentes con C3. Su unién tiene lugar por ambas vfas, y se ha demostrado su presencia en
complejos solubles producidos por SOL y por IP. En el caso de la via cldsica, su unién estd
precedida por la de C4, también de carécter covalente. De los dos isotipos de C4, es C4A el que
presenta mayor eficiencia de unién a 1C {247], para el caso de antfgenos proteicos, formando
enlaces amida con la cadena besada dei anticuerpo, en la regién Fd [18], y con la cadena ligera
(248]. De hecho C4A es mds eficiente que C4B en el proceso de IP [249]. Cuando se trata de

superficies celulares, C4B es mds eficiente, pero forma enlaces éster con la membrana {247].

Cuando C3 es activado por la via cldsica, tiene un comportamiento semejante al de C4,
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salvo por la formacién de enlaces éster. Cuando se trata de un antfgeno proteico, durante el
proceso de IP forma enlaces covalentes con la cadena pesada del anticuerpo ]250]. Cuando se
trata de eritrocitos, C3 se une mayoritatiamente a la célula, aunque también se fija al anticuerpo
-[251]. Cuando se trata de bacterias, C3 se une al anticuerpo, a través de las dos cadenas de éste,

la pesada y la ligera [252].

En el caso de la via alternativa, la situacién es diferente. Como se vié al hablar de esta
vfa, la proteccién de las moléculas de C3b de la accién de los factores H e I es lo que hace de
una determinada superficie un activador. En el caso de los IC, se ha descrito que complejos C3b-
IgG son més resistentes a la inactivacién que C3b soluble {253], mientras que esta proteccién es
superada por CR1 {254], lo que tiene especial importancia en la e¢liminacién de IC, como vimos
en el apartado anterior. Esto ha llevado a pensar que C3 interacciona con la molécula de
anticuerpo a través de un tnico sitio, que serfa responsable de la proteccién de C3b. La formaci6n
de complejos covalentes entre C3 y la cadena pesada de igG, asf como entre complejos F(ab’),
'y este componente [255], junto con la capacidad de este fragmento del anticuerpo de activar la
vfa alternativa [256], y de convertir a células no activadoras en activadoras [257], han [levado a
sugerir que C3 se une al anticuerpo a través del Fd. En este sentido, se ha descrito recientemente
que la interaccién entre C3 e IgGl humana agregada por calor tiene lugar en un segmento
comprendido entre tos 20 dltimos residuos de 1a regién Vy y los 20 primeros del dominio Cvy2
[258]. Una evidencia indirecta en favor de esta hip6tesis la constituye la unién de C3b a C4b, que
parece tener lugar a través de un unico sitio [259], si bien ambas reacciones no son comparables
en algunos aspectos. Mientras que los dfmeros C4b-C3b, o C3b-C3b, tienen una funcién definida
como C5 convertasa, que requiere una ordenacién tridimensional concreta, la funcién del C3b
unido al IC no requiere dicha ordenacidn, Segiin la hipétesis de la intercalacién, C3 actuarfa como
inhibidor estérico de interacciones Ag-Ab y Fc-Fc. También se ha comprobado que mutantes de
C4b incapaces de unir C3 covalentemente sf pueden formar la C5 convertasa por asociacién no
covalente, lo que ha sugerido la posibilidad de la existencia de una interaccién especffica no
covalente previa a la formacién del enlace éster [259]. Por otra parte, se ha demostrado la
interaccién no covalente entre C3 nativo y C3b formado previamente y los fragmentos Fab y Fc
[260]. Esta interaccién es capaz de mediar la inhibicién de la precipitacién, pero no la
solubilizacién. Este hecho sintoniza con el hecho de que la cantidad de C3 unida necesaria sea

mayor para alcanzar la solubilizacién que para inhibir la precipitacidn [212].

Por otra .parte, se ha demostrado también la unién de C3, ademds de al anticuerpo, al

antfgeno [261, 262} en complejos formados con IgG y antigenos proteicos, ocurriendo igual en
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procesos de solubilizacién [263]. En este caso, la forma de C3 presente en los complejos es
mayoritariamente iC3b, uniéndose a aminodcidos del anticuerpo, y no a los azicares [263]. En
apoyo de la existencia de miltiples sitios de unién estd el caso de la a,-macroglobulina, que se
une a algunas de las proteasas que inactiva a través de diferentes residuos {264]. No hay que
olvidar, finalmente, que la unién de C3 actiia como regulador negativo de la activacién de C1 [37]
y que en el proceso de solubilizacién, la destruccidn de las interacciones Fc-Fc juega un papel
primordial, por lo que la hipétesis de un tunico punto de unidn, localizado en el Fd, no estd

cerrada.
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2.- OBJETIVOS

Dada la relevancia que la unién de C3 tiene sobre la solubilidad y destino final de los
inmunocomplejos, nos planteamos el andlisis molecular de esta interaccion, con el fin de elucidar
el mecanismo que subyace a los efectos mencionados. Para ello nos planteamos los siguientes

objetivos:

1) Determinar si la unién de C3 se produce exclusivamente ¢n el fragmento Fd de la cadena
pesada o si, por el contrario, otras regiones de la molécula, particularmente ¢l Fe¢, son

substratos de esta interaccion.

2) Delimitar los dominios de la molécula de anticuerpo sobre los que C3 se une

covalentemente tras la activacién de la vfa alternativa.

3) Identificar residuos que sean potenciales aceptores de C3 y estimar su importancia en los

efectos estudiados.

4) Evaluar el posible efecto que la unién de Clq pueda tener sobre la unién de C3 sobre €l
anticuerpo, en particular sobre las regiones que se pueden ver afectadas por la unién de

este subcomponente.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- MATERIALES

Los reactivos generales utilizados fueron habitualmente de Merck, Sigma o Fluka. El
reactivo para la modificacién de Cys (2-bromoetilamina) se compré a Fluka. La tripsina de
pancreas bdvino, el inhibidor de tripsina de soja, la papafna de Papaya latex, la pepsina de
estdmago porcino y ia ovoalbtiimina (Grade V) se adquirieron a Sigma. Los is6topos radioactivos
se obtuvieron de Amersham: iodo[1-"*Clacetamida (53-57 mCi/mmol) y 'ZI (16,6mCi/mmol).
Los Hquidos de centelieo utilizados fueron FORMULA 989 y AQUASOL de New England Nuclear
y ULTIMA GOLD, de Packard. Los reactivos para la electroforesis en geles de poliacrilarhida
fueron de Bio-Rad, salvo el §-mercaptoetanol y el Azul de Coomassie que se adquirieron a
Sigma. Los geles de cromatograffa se compraron a Pharmacia-LKB (CNBr-Sepharose CL-4B,
Protefna A-Sepharose, Sephadex G-25, CM- y DEAE-Sephadex, Ultrogel AcA 54y 44), y a
BioRad (Bio-Gel P-2, P-4 y P-6, Bio-Rex 70, Chelex 100 y Cellex D). El FPLC y la columnas
utilizadas (Mono S, Mono Q y Superdex 75) fueron de Pharmacia-LKB. El HPLC y las columnas
(1#Bondapak C18 y Novapak C18), se obtuvieron de Waters-Millipore. Los reactivos del HPLC
empleados, aquellos de calidad adecuada a este fin, fueron de Scharlau, Merck y Fluka. El agua
utilizada en este caso se obtuvo de un sistema de filtracién MILLI-Q (Millipore); para el resto el
sistema fue un MILLI-RO, del mismo proveedor. Los reactivos del secuenciador se adquirieron
a Applied Biosystems. El plasma destinado al aislamiento de protefnas se obtuvo del Banco de

Sangre de la Fundacién Jiménez Dfaz.
3.2.- METODOS GENERALES
3.2.1.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Las electroforesis en geles de poliacrilamida, en presencia de. SDS (EGPA-SDS), se
realizaron segtin el método de Laemmli [265], utilizando distintas concentraciones, homogéneas
o en gradiente, de acrilamida. Las cubetas utilizadas fueron PROTEAN I, PROTEAN Il y MIGHTY
SMALL de BioRad y de Hoeffer. Las muestras se redujeron antes del desarrollo de la
electroforesis; para ello, se hirvieron en presencia de B-mercaptoetanol al 3% (v/v). La

electroforesis se desarrollé a corriente constante, de 20 mA durante el gel de concentracién y
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30mA en el de resolucién. En casos en los que el desarrolio se realizé durante la noche, la
intensidad fue de 6-8 mA. Los geles se tifieron con azul Coomassie ,014% , en peso, en 4cido
acético:metanol:agua (2:7:10) en volumen, y se destifieron con 4cido acético:metanol:agua
(1:4:10). En los geles se incluyeron patrones de peso molecular conocido, con el fin estimar el
peso molecular relativo (Mr) de las muestras. En las Figuras de RESULTADOS los valores de
estos patrones, en kDa, se indican en los mdrgenes o entre las muestras. Los geles se secaron
después de incubarlos durante 4 horas en una solucién de metanol al 30% y glicerol al 3% en

agua, ambas relaciones en volumen.

En caso de cargar muestras marcadas radioactivamente con C, la fluorografia de los
geles se realizé segiin el método de Bonner y Laskey [266], que incluye difeniloxazol (Carlo
Erba) (PPO) como fluoréforo. Los geles, una vez secos, se revelaron en placas X-Omat S de

Kodak, a -80°C durante perfodos variables de tiempo.
3.2.2.- PREPARACION DE SOPORTES PARA CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

El método de preparacion se escogié en funcién del volumen de lecho a preparar. Se
utiliz6 CNBr-Sepharose CL-4B para volimenes pequeiios. Cuando los volimenes eran grandes,

se utilizé Sepharose CL-4B, que se activé con CNBr (Scharlau).

En el primero de los casos se siguieron las instrucciones del fabricante. La protefna a
acoplar se lleva a una concentracién de 6 mg/mL en el tampén de acoplamiento. Una vez
finalizada la reaccién, los grupos libres se saturaron con etanolamina 1 M pH 9,0. El nivel de
incorporacién fue siempre superior al 90% del material anadido. En ¢l segundo caso, se siguié¢

el método descrito [267], saturando la Sepharose CL-4B con Gly (BioRad) 1 M pH 8,0.
3.2.3.- PREPARACION DE INMUNOCOMPLEJOS

Los inmunocomplejos utilizados en estos estudios se prepararon a partir de ovoalbimina
(OVA) e IgG especifica anti-OVA.

3.2.3,1.- OBTENCION DE ANTISUEROS

Los antisueros se obtuvieron en conejos New Zealand por inmunizacién intramuscular.

El antfgeno se inyecta en emulsién con adyuvante completo de Freund en las patas posteriores del
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animal. Tras seis inyecciones, a razén de una por semana, en la séptima semana se sangra a los
conejos de la vena marginal de la oreja. Para la obtencién del suero, la sangre se incuba durante
una hora a 37°C y toda la noche a 4°C, tras lo cual se retira el codgulo y se recoge el suero; los
restos celulares se eliminan centrifugando a 2000xg durante 15 min. El proceso continia después

mediante inmunizaciones y sangrados en semanas alternas. Los antisueros se almacenan a -20°C.

3.2.3,2,- PREPARACION DE IgG ESPECIFICA

Los antisueros se precipitaron con (NH,),S0, 2M. El precipitado, resuspendido y dializado
frente a fosfato sédico (NaPi) 20 mM pH 7,6, se cargd en una columna de 300 mL de Cellex D,
equilibrada en el mismo tampén. Se recogid la fraccién no retenida, que contiene el anticuerpo.
La columna se regeneré con NaCl 1| M. La IgG especffica se obtuvo por cromatograffa de
afinidad en una columna de OVA-Sepharose 4B, equilibrada en fosfato sédico (NaPi) 10 mM pH
8,0. E! anticuerpo retenido se eluy6 con trietilamina 100mM pH 11,5; con el fin de neutralizar
el pH, a estas fracciones se les anade NaPi 1M pH 6,8 en una relacién 1:5 (i??v), y se dializan
inmediatamente frente a PBS. EL coeficiente de extincién a 280nm utilizado para la IgG fue un

E'* de 14,0.

3.2.3.3.- CURVA DE PRECIPITINAS

Los IC se prepararon en el punto de mdxima precipitacién. Para obtener este punto, se
mezclaron cantidades crecientes de antfgeno con cantidades constantes de anticuerpo. Los IC se
lavaron con PBS (NaPi 10mM, NaCl 140mM pH 7,2), por centrifugacién a 11900xg durante 5
min. Tras ello, se disuelven en NaOH 0,1 M, y se lee la absorbancia a 280 nm. La relacién que
da el nivel de absorbancia més alta se utiliza en la preparacién de los IC para los ensayos. El

coeficiente de extincién E'* a 280nm de la OVA es de 7,35.
3.2.4.- ENSAYOS HEMOLITICOS

Los ensayos hemolfticos de C3 [268) y de factor D [269] se realizaron segin métodos
descritos. El primerc de ellos por la vfa cldsica, con hematfes de carnero y hemolisina (antisuero

especifico de eritrocitos de carnero), mientras que el segundo por la alternativa, con hematfes de

conejo.

En ambos casos se partié de sueros deficientes en el componente a detectar, denominados
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RX, a los que se suplementaba con las muestras que se deseaba analizar. El suero R3, deficiente
en C3, se obtuvo por incubacién, repetidas veces, con zimos4n, activador tradicional de la via
alternativa, y que deja la cldsica inalterada, con la excepcién de C3 {270). La dilucién de suero
empleada en los ensayos se determind previamente, y fue la menor que producfa una lisis
espontdnea inferior al 5%. El suero RD, carente de factor D, se obtuvo por cromatografia de un
suero, al que previamente se afiade EDTA hasta una concentracién 20mM, en Bio-Rex 70. La
fraccién no retenida se recogid, y fue la utilizada como RD. Este suero es también deficiente en
Clq, si bien esto no afecta al ensayo hemolftico, dado que éste utiliza la vfa alternativa. Esta
circunstancia hizo de este suero una fuente de complemento en algunos experimentos de.

interaccién de C3 con IC.
3.2.5.- MARCAJE RADIOACTIVO

Los marcajes con 2], tanto de C3 como de IgG y OVA, se realizaron segiin el método
de McConahey y Dixon [271] y Clq por el que utiliza 1a peroxidasa {272]. La actividad especifica
obtenida de C3 fue de 5-8x10° cpm/ug, de IgG anti-OVA 1x10° cpm/ug, de OVA 5x10% cpmipg
y de Clq 4-6x10° cpm/ug. Previamente al marcaje C3 se repurificé por FPLC.

3.2.6.- CROMATOGRAFIA L{QUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Algunas muestras se analizaron por HPLC de fase reversa, usando un equipo de Waters.
Se utilizaron dos sistemas, ambos en una columna gBondaPak C18 (0,39x30 cm). En el primero,
la columna se equilibré en acetato amdnico pH 6,5. Tras el lavado, los péptidos se eluyeron con
un gradiente lineal de 55 minutos, hasta alcanzar un 30% de acetonitrilo, con un caudai de 1,5
mL/min, recogiendo fracciones de 0,6 mL. Inmediatamente antes y después del gradiente, se
recogieron 20 fracciones en las condiciones iniciales y finales, respectivamente. Finalmente, la
columna se lavé con 100% de acetonitrilo, recogiendo otras veinte fracciones. Se contaron

alfcuotas de las fracciones con el fin de identificar los picos radioactivos.

El segundo sistema utilizado fue el siguiente: la columna se equilibré en d4cido
trifluoroacético (TFA) 0,16% (v/v), y los péptidos retenidos se eluyeron con un gradiente lineal,
de 55 min, hasta un 60% de acetonitrilo, que contenfa 0,1% de TFA, lavdndose finalmente con
un 100% de esta mezcla. El caudal fue en este caso de 1 mL/min, recogiéndose fracciones de 0,6
mL. Con el fin de identificar los picos se procedié de igual manera que en el caso anterior,

contando alfcuotas de las fracciones.
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3.2.7.- ANALISIS DE AMINOACIDOS

Una alfcuota (30pg, ~0,2nmol de protefna) de los experimentos en los que IgG (150kDa)
se habfa reducido y aminoetilado o carboxamidometilado, se separé para realizar andlisis de
aminodcidos. Se pretendfa asf, cuantificar ¢l mimero de aminoetil-Cys (AE-Cys) presentes en cada
molécula de anticuerpo, y compararlo con el de 9,5 original obtenido por Givol [273]. El andlisis
se realizé segilin método descrito [274]. Previamente se inyectd en el analizador una muestra de
AE-Cys (Sigma) que sirvié de patrén para identificar el tiempo de retencién, que resulté ser
idéntico al de la Lys. Para la cuantificacién se asumié un factor de color de la AE-Cys inferior
en un 9% al de Lys {275]. Para cuantificar la AE-Cys presehte en la protefna modificada, los
resultados obtenidos con IgG anti-OVA aminoetilada (IG-BE) se refirieron a los obtenidos con
el mismo anticuerpo carboxamidometilado con iodoacetamida (IG-IA). Se promedid la relacién
IA/BE de todos los aminodcidos, a excepcion de Pro, His, Met y Lys (ver resultados). La
relacién de Lys entre IG-IA e IG-BE se utilizé para calcular la AE-Cys en la IG-BE, segiin la

férmula:
AEC = (LYSBE - LYSIA / X) / 0,91

donde AEC corresponde a los nmoles de AE-Cys presentes en la IG-BE, LYSBE a la cantidad
de Lys en IG-BE, LYSIA, a esta misma en IG-IA, X al promedio de las relaciones IA/BE, y el
valor 0,91 es el valor del factor de la AE-Cys respecto al de Lys {275]. El valor AEC, referido

a la cantidad de IG-BE nos da el niimero de residuos de AE-Cys por molécula de 1gG.

3.2.8.- SECUENCIACION DE PEPTIDOS Y PROTEINAS

3.2.8.1.- TRANSFERENCIA A MEMBRANAS DE PVDF A PARTIR DE GELES DE EGPA-

e L e ——

gk

En algunos casos, la electroforesis se utilizé como paso previo a la determinacién de la
secuencia de amino4cidos, siguiendo bdsicamente, con diversas modificaciones, el método original
de Matsudaira [276]. En primer lugar, el agente de entrecruzamiento, N,N’-Metilén-bis-acrilamida
(MBA) fue reemplazado por piperazin diacrilamida (PDA), en la misma proporcién en peso que
aquélla [277]. La utilizacién de dicho agente supone una mejora, tanto de la resolucién como del

rendimiento obtenido en la secuencia. Los geles se prepararon la tarde anterior al dfa en que se
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desarrollé la electroforesis. Los geles se sometieron, antes de cargar las muestras, a [0mA
durante 45-60 min, con el fin de eliminar restos de mondmero [278]. Para el desarrollo, en el
tampon de la cubeta superior se incluyd dcido tioglicdlico (Merck) 0,002% como antioxidante
[279]. La electroforesis se desarrollé en las condiciones especificadas en el apartado 3.2.1.,

utilizando minigeles.

Una vez concluida la electroforesis, los geles se transfirieron a membranas PROBLOTT™
(Applied Biosystems), del tipo de las de difluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizadas
habitualmente. Las membranas PROBLOTT™ presentan una mayor eficiencia de transferencia y
mayor capacidad de la primera membrana (véase mds adelante)} que las de PVDF (IMMOBILON-
P™_ Millipore) [280]. La transferencia se realizé segln el método semiseco, en un sistema
NOVABLOTT™ (Pharmacia-LKB), con electrodos planos de grafito. El tampdn de transferencia
utilizado fue 10mM 4cido 3-ciclohexilamino-1-propano-sulfénico (CAPS) (Pierce), pH 11,0 que
contenfa 10%, en volumen, de metanol. Este se preparé diariamente, a partir de una solucién
madre de CAPS 100 mM pH 11,0. Los geles se sumergieron en el tampén de transferencia
durante 10-15 minutos. En este tiempo, se acoplaron sobre el electrodo positivo 7 hojas de papel
Whatmann 3MM, de un tamaiio Jigeramente superior al del gel y previamente humedecidas en el
tampén de transferencia. Dos membranas PROBLOTT™, de un tamaiio idéntico al del gel, que se
habfan sumergido previamente en metanol puro y se habfan incubado después durante 5 minutos
en tampdn de transferencia, se colocaron sobre los papeles Whatmann. Sobre éstas se situé el gel,
y sobre €1, otras siete hojas de papel Whatmann 3MM. Una vez finalizada esta operacién, se

mont6 el sistema de transferencia, y se realizé ésta, aplicando una intensidad de 0,8mA/cm?,

Finalizada la transferencia, las membranas se sumergieron en metanol y se tifieron,
durante 1 minuto, con azul de Coomassie R-250 0,1% (en peso) en metanol al 40% y 4cido
acético al 1%, ambos en volumen. Tras ello, se destiﬁeron con metanol al 50%. Finalmente, las
membranas se lavaron extensivamente con agua, se sometieron a vacfo en un desecador, durante
30 minutos, y se almacenaron asf durante una noche. Las bandas de interés, se cortaron con un
bisturf, y se guardaron a -20°C en tubos Eppendorf, en los casos en los que no se secuenciaron

inmediatamente. Todas las soluciones se prepararon con agua Milli-Q y con reactivos de HPLC.

La secuencia se llevé a cabo en un secuenciador de fase gaseosa {281], modeio 470A
(Applied Biosystems), que automatiza la degradacién de Edman, Para la secuencia, la membrana
de fibra de vidrio (GFF), se traté con polibreno, y se sometieron a tres ciclos de lavado

(programa O3RPRE del fabricante) antes de cargar las membranas. Las bandas de proteina
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transferida se cortaron en trozos pequeiios (del

orden de 2x4mm) y se depositaron formando

una monocapa, evitando que solapen unos

sobre otros, entre la pieza superior del L MEMBRANAS
cartucho del secuenciador y el GFF, tal y [ ] sclio

como se recoge en la Figura 3.1, El cartucho

completo se instald en el secuenciador, y se

llevé a cabo [a secuencia, segilin el programa

O3RPTH del fabricante. Este programa se Figura 3.1 Disposicién en el cartucho del secuenciador
. e o \ de las membranas de ProBloit.

modific6 periddicamente, para ajustar los

volumenes de solventes y tiempos de secado a los apropiados para la secuencia.

En estas mismas condiciones del secuenciador se analizaron algunas muestras procedentes

de cromatograffas de HPLC.

3.2.8.2.- ANALISIS DE LAS FENILTIOHIDANTOINAS

Las feniltiohidantofnas (PTH) obtenidas del secuenciador se analizaron en un cartucho
NoVAPACK™ C18 (0,39x15 cm), detectando a 254 nm, y siguiendo el método de Hunkapiller
[282].

3.2.8.3.- SECUENCIA RADIOQUIMICA

Algunos de los picos radioactivos, procedentes del marcaje de C3 con iodo[l-
4Clacetamida obtenidos en cromatogramas de HPLC o de penetrabilidad, se secuenciaron en el
secuenciador 470A, siguiendo, igual que con membranas, el programa 03RPTH del fabricante.
En aquellos casos en los que el péptido a secuenciar se encontraba en cantidades muy bajas, se
afiadieron a la muestra 5-10 nmoles de OVA, como "carrier”. Las fracciones obtenidas para cada
uno de los ciclos se cuentan con el fin de identificar la posicién, respecto del N-terminal, en que

se encuentra la Cys en la que se incorporé el marcaje.

3.2.8.4 - NUMERACION DE RESIDUQS EN LAS SECUENCIAS DE IgG Y C3

En el caso de C3 se siguié la numeracién de preproC3, segin la secuencia de aminodcidos

deducida a partir de 1a de nucleétidos del cDNA [109]. En el de la IgG la numeracidén siguié la
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de EU, un mieloma IgGl humano, tomado habitualmente como referencia [283]. Esta secuencia
presenta en la regién bisagra algunos residuos ausentes en la lgG de conejo, lo que explica

algunos saltos en la numeracién de las secuencias identificadas en los resultados.

3.3,- AISMIENTO Y PURIFICACION DE PROTEINAS

Durante los procesos de aislamiento, la protefna se identificé por ensayo hemolftico e
inmunodifusién, segin el método de Ouchterlony [284], utilizindose como criterios de pureza

inmunoelectroforesis y EGPA-SDS.
3.3.1.- AISLAMIENTO DE C3

C3 se purificé a partir de plasma fresco, segin el método de Sim er al. [161].
Posteriormente, las formas activas e inactivas de C3 se fraccionaron por FPLC, [285]. La
purificacién consistié, brevemente, en precipitacién fraccionada con polietilénglicol (PEG 4000),
cromatograffas sucesivas en DEAE-Sephadex A50 y CM-Sephadex C50, y un paso final de
purificacién por FPLC en una columna de Mono Q HR 5/5.

C3 se almacend a -80°C hasta su utilizacién, La concentracién se calculd por absorbancia

a 280 nm, utilizando un E'* de 9,7 [107].
3.3.2.- PREPARACION DE "“C-C3(NH,0H)

Las muestras de C3, antes del marcaje con iodo[1-'*Clacetamida, se repurificaron por
FPLC segiin el apartado anterior. Tras ello, se siguié el método de Janatova et al. [164].
Brevemente, las muestras se dializaron frente a NaPi 0,1M pH 7,0, tras lo cual se afiadié NH,OH
IM en el mismo tampdn, en una relacién 1:1 en volumen, y iodocaetamida (IA), a una
concentracién final de 10mM, y que inclufa 12,5xCi de iodo{1-**Clacetamida. La mezcla se
incub6 durante 1 hora a 37°C. La IA caliente se eliminé por didlisis inicial frente a PBS que
contenfa IA frfa 20mM, y posterior didlisis frente al tampén requerido. La actividad especifica

obtenida fue 2-3x10° dpm/mg, y la protefna presentaba marcaje exclusivamente en su cadena a.
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3.3.3.- FACTOR D

Factor D se purificé por una modificacion del método de Lesavre er al. [269], y se
repurificé por FPLC. Se siguié, bevemente, el siguiente esquema: el sobrenadante de una
precipitacién de suero humano normal con 1,3-diaminopropano (DAP) se cargé en una columna
de Bio-Rex 70. Tras eluir con un gradiente de fuerza iénica, se cargé la mezcla de fracciones que
contenfan factor D en una columna de Ultrogel AcA 54. Las fracciones que presentaban actividad
hemolitica, se repurificaron finalmente por FPLC. La columna utilizada fue una Mono S HR 5/5,
equilibrada en Tris [Tris(thidroximetil)aminometano)/HC! 20mM pH 7,4, que contenia NaCl
100mM. El factor D se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl, hasta una concentracién final de
500mM.

Este método comparte el primer paso con el aislamiento de Clq: el precipitado obtenido
tras la didlisis frente a DAP se utiliz6 para la obtencién de este subcomponente. Las fracciones
procedentes del BioRex 70 se concentraron por un sistema de ultrafiltracién de Amicon, utilizando
membranas PM10, hasta 36 mL. Tras elio se ultracentrifugaron a 1900xg en un rotor SW50.1
(Beckman) para eliminar el exceso de lipoprotefnas, y se concentraron finalmente hasta 2 mL por
presidn negativa. Las fracciones de factor D procedentes de la columna de Mono S se dializaron
frente al tampén del Ultrogel AcA 54, y se almacenaron a 4°C, siendo estable en estas
condiciones durante meses. El EDTA presente en la muestra no interfirié con los ensayos
funcionales, dado que el volumen de factor D aiiadido, en relacién al volumen total del ensayo,
era muy pequefio. La concentracién de factor D se calculé por A®%™™ ysilizando un coeficiente

E!*=10,9 {286].
3.3.4.- Clq

Este componente fue obtenido por Guillermo Marqués, siguiendo el protocolo descrito
{271]. Brevemente, el precipitado del DAP del apartado anterior se resuspendi6 y se cargé en un
BioRex 70. Tras un gradiente, las fracciones que contenfan Clq se concentraron y se cargaron
en una columna de Bio-Gel A.5m. Finalmente, se eliminaron los contaminantes restantes por
FPLC en Mono S. El Clqg obtenido de esta forma se almacend a -80°C. El coeficiente utilizado
de Clq fue E'*=6,9 [287].
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3.4.- INTERACCION ENTRE C3 E INMUNOCOMPLEJOS

3.4.1.- FUENTES DE COMPLEMENTO

Para los ensayos de interaccién entre C3 e IC, la fuente de complemento fueron sueros
humanos normales procesados de la siguiente forma: primero se incubaron, durante 1 hora con
agitacién, con Chelex 100, resina quelante de iones divalentes; tras la incubacién, se separé la
resina, se neutralizé el pH del suero, que se alcalinizé durante la incubacién, y se afadié MgCl,
hasta una concentracién final de 2-3 mM. A estos sueros se les denominard de aquf en adelante
SHN-Chelex. En algunos experimentos, se utilizé suero de conejo como fuente de complemento,
en cuyo caso el proceso fue idéntico. En otras situaciones la fuente de complemento fue RD, al

que se suplementd con factor D purificado y, en algunos experimentos, también con Clgq.
3.4.2.- ENSAYOS DE UNION DE C3 A INMUNOCOMPLEJOS

En los ensayos de interaccién, los IC se lavaron con un tampdén 10mM Tris/HCI pH 7,2
que contenfa 145mM NaCl y que se habfa quelado en una columna de Chelex 100 (TBS). Tras
ello, alfcuotas de éstos que contenfan 100 ug de anticuerpo, se incubaron con 800 uL de SHN-
Chelex, a 37°C durante 15 min. Después de este tiempo se les afiadié PBS a 0°C con el fin de

detener la activacién, y se lavaron repetidas veces con PBS.

En algunos experimentos, se afiadié a los IC 5 uCi de iodo[1-"*C]acetamida previamente

a la adicién de suero. Esto nos permitié marcar C3 radioactivamente en el residuo de Cys'®?

cuyo
. grupo -SH forma parte del tioéster interno, y que se rompe al activarse este componente. En estos
casos, los IC tras la incubacién con SHN-Chelex se lavaron inicialmente con PBS gque contenfa
40mM de iodoacetamida frfa. A los complejos obtenidos de esta forma se les denominard de aquf

en adelante (**C)C3-IC.

En aquellos experimentos en los que al suero se afiadfa previamente 'Z1-C3, la actividad
especffica final de C3 fue de 400-500 cpm/ug. Cuando el suero contenfa '*[-Clq, la actividad fue
de 400-500 cpm/ug. En el caso de IC que contienen '“I-OVA o 'PI-IgG, la actividad especifica
fue de 200 cpm/ug de IC y de 700 cpm/ug de IC, respectivamente.

Cuando la fuente de complemento utilizada fue un suero RD, a este suero se le anadid

factor D hasta alcanzar una concentracién final igual a la fisiolégica, en ausencia o en presencia
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de Clq exdgeno.

Los complejos obtenidos se analizaron por EGPA-SDS, generalmente en geles en
gradiente de acrilamida del 5 al 15%, y/o cuantificando la radioactividad incorporada, debida a
la unién de C3. En otros casos, los complejos se digirieron con enzimas proteoliticas, tal y como

se indica en los apartados siguientes.

3.5.- DELIMITACION DE LOS_PUNTOS _DE UNION DE C3 A LOS
INMUNOCOMPLE]JOS

3.5.1.- REDUCCION Y AMINOETILACION DE LOS COMPLEJOS

La reduccién de IgG con ditiotreitol
(DTT) vy posterior aminoetilacién con
etiléﬁimina de los residuos de Cys, se ha
utilizado para obtener aminoetil-Cys (véase

Figura 3.2), sensible a tripsina, si bien la

velocidad de hidrélisis es menor que la de Arg : NH 3

o Lys [2785]. Esto ha servido para generar en | [

la IgG de conejo, tras digestién con tripsina, 0in

los fragmentos Fc y Fab {273, 288]. Se siguié CH2

este procedimiento, pero reemplazando la |

etilénimina, de elevado potencial cancerfgeno, S

por 2-bromoetilamina (2BEA) {289]. La |

alternativa, iodoetil-triﬂuoroace.tamida, CIH 2 (l:|)
requerfa condiciones de reaccién extremas de _ NH _ CH - C-

pH y temperatura (2 horas, pH 8,6 y 50°C)
[290], no recomendables para la estabilidad

del aducto C3-1gG. Figura 3.2 Férmula de la aminoetil-Cys.

La modificacién se llevé a cabo de la siguiente forma: IgG purificada, o IC (con o sin
C3 unido) se ilevaron a una concentracién de 1 mg/mL en un tampén Tris/HC! 0,55M pH 8,6
que contenfa 5,25mM de EDTA. Se anadié DTT hasta una concentracién final de SmM y se
incub6 a 25°C durante 1 hora; tras ello se anadié 2BEA, a partir de una solucién madre de

concentracién 2M preparada inmediatamente antes, hasta una concentracién de 40mM; como
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control, algunas alfcuotas se carboxamidometilaron con iodoacetamida 40mM. La reaccidn se
llevé a cabo durante 1 hora, también a 25°C. Tras ello, las muestras solubles se dializaron frente

a PBS; los IC o C3-iIC se lavaron con este tampdn.

Las muestras aminoetiladas, en PBS, se digirieron con tripsina (1 mg/mL en HCI 1 mM),
en una relacién enzima:substrato (E:S), en peso, de 1:100 6 1:50, segiin fueran muestras solubles
o IC, respectivamente. Se incubaron durante 90 min a 37°C, tras lo cual se afiadié de nuevo
tripsina, ahora en una relacion 1:100 en todos los casos, y se incub6 durante 30 minutos m4s. La
reaccién se detuvo con inhibidor de tripsina de soja (SBTI). En los experimentos iniciales se
incluyeron controles de digestidn triptica de IgG reducida y carboxamidometilada. Los digeridos

se analizaron por EGPA-SDS en geles al 12%.
3.5.2.- DIGESTION CON TRIPSINA Y PAPAINA DE LOS COMPLEJOS

Los complejos (**C)C3-IC, equilibrados en PBS y a una concentracién de anticuerpo de
1 mg/mL, se digirieron con tripsina, en condiciones idénticas a las del apartado 3.5.1. En estas
condiciones, en ausencia de aminoetilacién, C3 es sensible a la digestién, mientras que el
anticuerpo es resistente. Tras la digestién, el precipitado se lavé con TBS y se equilibré en este
tampdn, a una concentracién de anticuerpo de 2 mg/mL. Se afadié DTT hasta una concentracién
final de 2mM y se incubd la mezcia durante 15 min a 37°C. Esta incubacidn se realizé para evitar
el efecto negativo que los restos de iodoacetamida de los lavados habrfan tenido sobre la actividad
de la papafna. Tras ello, se afiadié la enzima en una relacién E:S en peso de 1:40. La digestién
se llevé a cabo durante 30 min a 37°C, tras lo cual la digestién se inhibié con iodoacetamida, a
una concentracién final de 40mM, incubando otros 15 min, a temperatura ambiente y en

obscuridad. El producto de la reaccién, en virtud de la monovalencia del Fab, era soluble.

3.5.3.- DIGESTION DE LOS COMPLEJOS CON PEPSINA

Complejos (*C)C3-IC se equilibraron en un tampdn de acetato sédico 0,1M, pH 4,6, y
se les anadié pepsina a una relacién E:S 1:50 en peso. La cantidad de enzima afiadida se corrigidé
en los ensayos, incluyendo en la cantidad de sustrato el C3 incorporado. Se incubaron 24 horas
a 37°C, tras lo cual se detuvo la digestién elevando el pH con Tris sélido. La digestién con
pepsina se ha utilizado para la obtencién del fragmento F(ab’),, que es divalente en lo que se
refiere a su capacidad de interaccién con el antfgeno. Esta digestién genera también el fragmento

pFc¢’, correspondiente al dimero del dominio Cvy3, y péptidos pequefios, procedentes de la
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digestién del Cy2 {257, 291].

Tras la digestion, se separaron por centrifugacién sobrenadante y precipitado; en el
primero se encontraban el pFc’ (dominio C+y3) y otros fragmentos procedentes de la digestién de
C3 y del dominio Cy2; en el segundo, se encontraban el F(ab’),, restos de IgG no digerida, y el
antfgeno. Ambos se cargaron por separado en geles de EGPA-SDS en gradiente de acrilamida del
10al 15 %.

3.5.4.- INMUNOPRECIPITACION CON ANTI-Fc-SEPHAROSE

Sobrenadantes de digeridos con pepsina de los complejos (MC)C3-IC se
inmunoprecipitaron con anti-Fc-Sepharose, preparada a partir de la fraccién v de un antisuero
anti-Fc¥ de conejo (Biodiagnostic S.A.). Después de detener fa digestién con Tris IM (8 gL de
Tris por cada 50 pl. de tampdn), se separaron sobrenadante y precipitado. El sobrenadante se
dividié en alfcuotas de 15 gL, a las que se anadieron 35 puL de PBS pH 7,2. Una alicuota se
cargd directamente en un gel de EGPA-SDS. A una segunda se le anadieron 100 gL de anti-Fc-
Sepharose, en el mismo tampdn, y a la tercera, 100 uL de IgG-Sepharose como control. Se
incubaron 1 hora a 37°C con agitaciones frecuentes, tras lo cual se centrifugaron a 11600xg
durante 10 min, y se retiraron los sobrenadantes. Los precipitados se lavaron dos veces con PBS,
tras lo cual se resuspendieron en 150 pL de tampén de muestra de electroforesis, al que se anadié
B-mercaptoetanol y azul de bromofenol, se hirvieron durante 5 min, y se cargaron los

sobrenadantes en un gel de EGPA-SDS en gradiente del 10 al 15%.

3.5.5.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN ANTI-F(ah’),- Y PROTEINA A-
SEPHAROSE

Los productos de la digestion de los complejos (*C)C3-IC con tripsina, tras
aminoetilacién, y de digestién con papafna se sometieron a cromatograffa de afinidad. Se
utilizaron dos tipos de absorbentes: 1) Protefna A-Sepharose (PA-S), que se une especfficamente
a la regién Fc; y 2) anti-(Fab’),-Sepharose (AF-S), preparada a partir de un antisuero especifico
de F(ab’), de conejo (Pierce) y CNBr-Sepharose. Las columnas se montaron en jeringas de

insulina, con un volumen final de 200-300uL.

La columna de protefna A se equilibré en 0,1 M NaPi pH 8,0. La fraccién no retenida

se eluyé lavando con el tampdn inicial, La protefna retenida se eluy6 con 0,1 M citrato sédico,
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pH 3,5. Finalmente, la columna se lavé con dcido cftrico 0,1 M. Se recogieron fracciones de dos
gotas (~65uL). La radioactividad se detectdé contando alicuotas de 5 6 10 uL., segiin los casos.
Con la columna de anti-F(ab'jz-Sepharose, se procedié de forma semejante. En este caso, el
tampén de equilibrado fue NaPi 10 mM pH 8,0, tampdn que también se utilizé para eluir el
material no retenido. El de elucién de la fraccién retenida fue Gly 0,1 M pH 2,5. El volumen de
fraccién y de alfcuota contada fue el mismo que en la protefna A. En el caso de andlisis por
EGPA-SDS, las fracciones de cada paso se mezclaron y se precipitaron con 5 voliimenes de

acetona, incubando 20 min a -20°C, y centrifugando después durante 20 min a 2000xg.
3.5.6.- TRATAMIENTO CON HIDROXILAMINA

En algunos casos, los complejos digeridos s-c trataron con hidroxilamina (Merck), segiin
los siguientés protocolos. En el caso de las digestiones con pepsina, ¢l precipitado se resuspendié
en 200uL de un tampén NaHCQO,; 0,1 M pH 9,6 que contenfa cloruro de guanidinio (Gdn/HCI)
2,5M y NH,OH 1M; el sobrenadante del mismo experimento se mezclé con un volumen igual de
un tampén NaHCQO, 0,2M pH 9,6 que contenfa Gdn/HCl SM, y con doble volumen de NH,OH
2 M. Ambas se incubaron 2 horas a 37°C, tras lo cual se dializaron frente a NH,HCO, 100mM,
sobre filtros de 0,025um, (tipo VS Millipore), en placas Petri, durante 90 minutos, a temperatura
ambiente; posteriormente, se liofilizaron, y se resuspendieron en tampén de muestra para EGPA-
SDS. Los dializados se liofilizaron igualmente, y procesaron tal y como se especifica en el

siguiente apartado.

Las muestras de digestién con papafna, y fraccionadas previamente por cromatografia de
afinidad, se precipitaron con 5 voliimenes de acetona, y se resuspendieron en un tampén idéntico
al utilizado en el caso de los precipitados de la digestion con pepsina. A partir de aquf, el proceso
fue idéntico a éste. También en este caso se almacenaron los dializados del tratamiento con

NH,OH una vez liofilizados.
3.5.7.- CROMATOGRAFIA EN BIO-GEL P-4 Y P-6 Y EN SEPHADEX G-25

Los dializados del tratamiento con NH,OH del apartado anterior de la digestién con
pepsina de los compiejos, se cargaron en una columna de Bio-Gel P-4 (0,9x60 cm), equilibrada
en NH,HCO,100 mM, a un caudal de 1 mL/hora, recogiendo fracciones de 0,5 mL.. Se contaron
alfcuotas de las fracciones, se mezclaron las radioactivas, y se liofilizaron, De igual forma,

preparaciones de "“C-C3(NH,OH), se digirieron con pepsina, en dos relaciones E:S (1:100 y
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1:50), y se cargaron en la misma columna de Bio-Gel P-4. La columna se calibré con suero,
DNP-Lys y glucagén. Algunas de estas fracciones se mezclaron, y se repurificaron por HPLC,
en el sistema de acetato/acetonitrilo. En algin caso, la muestra sufrié un tercer paso de

purificacién, recurriendo al sistema TFA/TFA-acetonitrilo.

Los dializados de la digestién con papafna se cargaron en una columna de Bio-Gel P-6
(1,4x125cm), equilibrada con un tampén NH,HCO; 100mM, a un caudal de 10 mL/hora, y
recogiendo fracciones de 1,67mL. Se contaron alfcuotas de las fracciones y se liofilizaron las
correspondientes a los picos radicactivos. En esta columna se cargé también una muestra de C-
C3(NH,0H) aminoetilado y digerido con tripsina, en condiciones similares a las empleadas en el
apartado 3.5.1. para IgG; antes de cargar en la columna, se le afiadieron 500 g de un digerido
triptico de OVA. Las fracciones radioactivas se liofilizaron; tras ello, se resuspendieron en TBS,
que contenfa 500 ug de OVA digerida y se digirieron con papafna, en una relacion sobre la OVA
de 1:40, tras lo que se volvieron a cargar en la columna. Igual que en los otros casos se contaron

alfcuotas y se liofilizaron las fracciones radioactivas.

En un caso, el sobrenadante de una digestidn de complejos con pepsina, se cargdé en una
columna de Sephadex G-25 (Medium) de 1x45cm, equilibrada en el mismo tampén que los casos
anteriores, a un éaudal de 1,8mL/hora, recogiendo fracciones de 700uL. El gel se saturé con
SHN, calibrando el volumen total (Vt) con DNP-Lys. Se contaron alfcuotas de las fracciones,
mezcldndose aquellas que tenfan radioactividad. La mezcla se liofilizé y se traté con NH,OH, en
las condiciones utilizadas con los precipitados en el apartado anterior, y se volvié a cargar en la

misma columna, en las mismas condiciones.
3.5.8.- DIGESTION CON PEPSINA DE COMPLEJOS ENTRE C3 Y EL Fc

Complejos (**C)C3-IC de seis ensayos que se habfan digerido con tripsina y papaina, se
separaron, por la columna de anti-F(ab’),-Sepharose, recogiéndose el material no retenido. Tras
ello, éste se repurificé en la columna de Protefna A-Sepharose recogiéndose en este caso las
fracciones retenidas y eluidas con Gly. Estas se dializaron durante 1 hora y 30 min frente a 100
mL de acetato sédico 0,1M pH 4,6 en filtros de 0,025um, (tipo VS), tras lo cual se almacenaron
a 4°C durante 1a noche. Al dfa siguiente se les afiadid pepsina, en relacion 1:50 en peso. Después
de 24 horas a 37°C se detuvo la reaccion con Tris sélido. Tras ello, las muestras se llevaron a
unos 70-80 uL por centrifugacidn en vacfo, en un SPEED VAC CONCENTRATOR (Savant). Después

de centrifugar a 11600xg durante 15 min, se analizaron 50 pL por FPLC en una columna de
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filtracién Superdex 75. En ella se cargé previamente el sobrenadante de una digestién con pepsina
de 300 ug de IC. La columna se habfa calibrado con anterioridad con una mezcla de IgG
(150kDa), albimina humana (HSA, 65kDa)}, OVA (45kDa), SBTI (21,5kDa), citocromo c
(12,3kDa) y aprotinina (6,5kDa). El cromatograma se desarrollé a un caudal de 0,5mL/min,
recogiendo fracciones de 0,4mL. En la muestra de los complejos se contS el volumen total de

cada fraccidn.
3.6.- ESTUDIO DE LA POSIBLE I DE C3 A LA REGION BISAGRADE LA}

3.6.1.- REDUCCION, AMINOETILACION Y DIGESTION TRIPTICA DE F(ab’), ANTI-
OVA

F(ab’), a-OVA (45 mg), obtenido por digestién con pepsina y cromatograffa en Ultrogel
AcA 44 [257], se repurificé por cromatograffa en una columna de 5 mL de PA-S. Tras ello, se
sometié a reduccién y aminoetilacién y, después de dializar frente a PBS, a digestién triptica
(tripsina 10mg/mL en HCI I mM) en condiciones idénticas a las utilizadas en experimentos
anteriores. La mezcla de la digestién se centrifugé en un CENTRICON 3™ (tamafio de poro
efectivo de ~3kDa), a 3000xg en un rotor JA-20, a 4°C, durante unas 8 horas (el volumen total
era de 8 mL). El filtrado se liofilizd, y se desal6é en una columna de Bio-Gel P-2 (0,9x12,5¢cm),
tras lo cual, después de volver a liofilizar, se purific6 por HPLC, utilizando el sistema de
TFA/TFA-acetonitrilo. La deteccién se llevé a cabo a 280 y 214 nm. Una alfcuota del material

retenido en los centricones se cargd en un gel de EGPA-SDS al 12%.

Por otra parte, seis ensayos de interaccién se mezclaron y se digirieron con pepsina
durante 24 horas a 37°C. Tras ello, se separd un tercio, que se someti6 a reduccién y
carboxamidometiiacién con TA. Las dos terceras partes restantes se redujeron y aminoetilaron.
Los productos de ambas reacciones, ahora solubles, se sometieron a cromatografia de afinidad
en la columna de protefna A-Sepharose, con el fin de eliminar los restos de cadena pesada del
anticuerpo que resisten la digestién. El material no retenido se dializé durante 1 hora y 30 min
frente a 100mL de PBS. Tras la didlisis, los complejos aminoetilados se dividieron en dos
alfcuotas. Una de ellas, igual que el complejo carboxamidometilado, se digirié con tripsina
(Img/mL en HC! ImM) en [a misma relacién E:S de experimentos anteriores. La restante se
incubé en las mismas condiciones, afiadiendo el mismo volumen de HCl 1mM, pero sin enzima.
La digestién se detuvo con SBTL Aproximadamente una tercera parte de cada una de las

muestras, junto con un control con SHN-EDTA que se habfa aminoetilado y digerido con tripsina,
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se cargaron en un gel de EGPA-SDS al 12,5% de acrilamida. El resto se cargé en la columna de
anti-F(ab"),-Sepharose. La radioactividad se detecté contando la totalidad de cada una de las

fracciones.

3.7.- EFECTO DE LA UNION DE Clg A INMUNOCOMPLEJOQS SOBRE LA UNION DE

(%

3.7.1.- CUANTIFICACION DE LA UNION DE LOS COMPONENTES

Para estos experimentos se realizaron ensayos de interaccion utilizando 25ug de IC y
200ul. de SHN-Chelex o RD. En ellos, RD suplementado con factor D purificado y con
cantidades crecientes de 0 a 20ug de Clq exégeno, se incubé con los IC durante 15 min a 37°C
en presencia de iodo[1-'*Clacetamida. Estos experimentos se realizaron por duplicado. Los
controles de este experimento incluyeron RD no suplementado con factor D, o suplementados con
este después de una incubacién previa del RD y los IC de 15 min en presencia o ausencia de 15ug
de Clq. Este experimento se realizé con el fin de que Clq estuviera unido al IC cuando se
activase la vfa alternativa. También se incluyé un ensayo con SHN-Chelex, y un control con
SHN-EDTA. Tras lavar los ensayos con PBS-IA y con PBS, se resuspendieron en 100uL de

tampé6n de muestra de electroforesis y se cuantificé la radioactividad.

Como control de los experimentos anteriores, se realizaron otros idénticos, pero en estos
casos los IC utilizados se habfan preparado con 'PI-OVA (200cpm/ug de IC), y no se anadié
iodo[1-"*C]acetamida. Los datos de este control nos permitieron establecer la cantidad de IC
conservados después de los ensayos. Los datos finales del experimento se normalizaron con estos

valores,
3.7.2.- EFECTO DE LA PRESENCIA DE Clq SOBRE LA UNION AL DOMINIO Cvy3

Complejos (*C)C3-IC generados con 100ug de IC y 800uL de RD suplementado con
factor D y en presencia o ausencia de Clg exdgeno (83ug), junto con controles preparados con
SHN-Chelex, se digirieron con pepsina durante 24 horas, tras lo que se cargaron en un gel de
EGPA-SDS en gradiente del 10 al 15% de acrilamida. El control con SHN-Chelex se realizé con
50ug de IC y 400uL de suero.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4,1.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE PROTEINAS
4.1.1.- AISLAMIENTO DE C3

La Figura 4.1A recoge el paso del CM-Sephadex C50, ultimo correspondiente a la
purificacién de C3. En la Figura 4.1B, se presenta el gel de EGPA-SDS al 7,5% de acrilamida
de las fracciones indicadas de la cromatografia, en las que se aprecian bandas correspondientcs
a C5 y factor H, contaminantes de C3 hasta este paso. El C3 de las fracciones iniciales de este
cromatograma (130-150) resulta homogéneo por EGPA-SDS, como se comprueba en esta Figura,
y hemoliticamente activo. Las muestras de C3 se almacenan a -80°C, procediéndose, previamente

a su utilizacién, a cromatograffa de FPLC en Mono Q.
4.1.2.- FACTOR D

La Figura 4.2A recoge el paso final del aislamiento de factor D en una columna de Mono
S. En la Figura 4.2B se recoge un gel de EGPA-SDS al 2% de las muestras correspondientes
a los picos procedentes de la Mono S. De un litro de plasma se obtuvieron, tras el tltimo paso,

200-250 pg de factor D, lo que supone alrededor de un 10% del material de partida.

4.2.- FORMACION DE COMPLEJOS COVALENTES ENTRE C3 E IsG

Los ensayos se realizaron en las condiciones especificadas en MATERIALES Y
METODOS, utilizando SHN-Chelex, SCN-Chelex, o RD, suplementado este dltimo con factor
D purificado y, en determinados experimentos, con Clq, componente del que también carecen
los sueros RD. Los complejos se obtuvieron en presencia de iodo[1-"*CJacetamida, con el fin de
marcar radioactivamente el grupo -SH que forma parte del tioéster y que, por tanto, estd muy
préximo al grupo carbonilo reactivo (ver Figura 1.4 de la INTRODUCCION). Los resultados
de estos ensayos se analizaron por EGPA-SDS, con geles en gradiente de acrilamida del 5 al
15%. Las Figuras 4.3 (SCN) y 4.4 (RD) recogen el resultado de estos experimentos, incluyendo
el gel (4.3A y 4.4A) y la fluorograffa correspondiente (4.3B y 4.4B) a cada uno de éstos. En cada

una de estas Figuras se incluyen ensayos realizados con SHN-Chelex. Cuando C3 se une al




RESULTADOS Y DISCUSION

>
|

A (280nm)

i = e R Ao Figura 4.1 A) Cromatografia en CM-

———p— Sephadex C50, ltimo paso en la purificacién

A de C3. B) EGPA-SDS al 7,5% de fracciones

de este cromatograma.
B SETTEREBERUBEERGEY g
- A - ﬁ
-
e —

P123

A B — =66
0,1 180
2 ™ 3 :
0,08 - || |I &0 _ ‘*“ 31
- e
Lo | - —-_ W <D
| | | 3
% 0,04 - ol |r| | | || a0 %
== [l 1 /1 =215
= 0,02} || I|I ‘ur [I ({l II| lI 20 *
I.J \ II*.,-__ 'H-"!I‘I"OI‘I"Jl !I' . L -
L o ¥ e s | i i 1 -
.n BET 23 2 40 S8 B2 TR B0 - 14.4

FRAC. NO. &/ &

Figura 4.2 A) Perfil de elucién de la columna de Mono S donde se indica, ademds de la Ay, (-) €l resultado

del ensayo hemolitico de las fracciones (¢). B) EGPA-SDS al 12% de los picos sefialados en el cromatograma.
P se refiere a la mezcla previa a la separacién.



RESULTADOS Y DISCUSION 57

anticuerpo integrante del 1C, lo hace a las cadenas pesadas (H), mayoritariamente, y a las ligeras
(L), segin se describe en la INTRODUCCION, formando complejos covalentes C3b-IgG.
Posteriormente otras moléculas de C3b se unen a estos complejos, formando aductos C3b-C3b-
IgG. La cadena o’ de la primera molécula queda, por tanto, unida a la pesada del anticuerpo
(complejos a’-H) y la a’ de la segunda de C3b se une a la o’ de la primera (complejos C3a’-
C3a’). Posteriormente, la cadena o’ de C3b es degradada en suero por los rc;,guladores seglin el
esquema descrito en la Figura 1.2 de la INTRODUCCION, produciendo finalmente complejos
iC3b-iC3b-IgG. Al analizar estos complejos covalentes por EGPA-SDS en condiciones reductoras
se obtienen bandas de alto Mr sefialadas como 1 y 2 en las Figuras 4.3 y 4.4. Estas dos bandas
corresponden a complejos C3a65-cadena pesada del anticuerpo (H) y C3a65-Cladd,
respectivamente, procedentes estos ltimos de los dfmeros de C3 formados sobre el IC {263, 291,
292]. La composicién de los dimeros serfa iC3b%-iC3b'-IgG, en donde iC3b?, 1a segunda molécula
en incorporarse, se une directamente a iC3b' a través del fragmento C3ad4 de ésta [292] (ver
Figura 4.3C). Al reducir estos dimeros, liberan: la cadena 8 de las dos moléculas de iC3b
(marcada como C38 en la Figura 4.3A); la cadena pesada no unida covalentemente a iC3b y las
dos ligeras del anticuerpo (la primera marcada como H, coincidiendo la segunda, muy
heterogénea, con el patrén de 31kDa). De la molécula iC3b? se liberaria el fragmento C-terminal
de la cadena a, el C3w44 (identificado como banda 3 en la Figura 4.3A). Finalmente, 'se
liberarfan los dos complejos: 1) el fragmento C3w65 de iC3b%, que contiene el carbonilo
procedente del tioéster, unido covalentemente al C-terminal, C3ad4, de iC3b! (banda 2) y 2) el
C3a65 de iC3b' unido covalentemente a la cadena pesada (banda 1). En la banda 2 también
existen complejos con el antfgeno, cuyo Mr coincide con el de los complejos C3a65-C3ad4
[292]. Las bandas de mds alto peso molecular, que aparecén en la autorradiografia y en el gel,
incluyen complejos C3a’-H (serfan, por tanto complejos C3b-IgG) y otros que corresponden a
complejos cuya identidad no se ha determinado, y que contienen tanto a C3 como al anticuerpo
[291, 292]. Las autorradiograffas (Figuras 4.3B y 4.4B) muestran que las bandas 1 y 2 son
altamente radioactivas, al igual que las de Mr superior, demostrando la presencia en todas ellas
de la cadena o’ de C3, o de un fragmento de ésta que contiene el carbonilo reactivo. La banda
radioactiva con un Mr de unos 120kDa corresponde probablemente a complejos entre C3a65 y

la cadena ligera del anticuerpo.

No existen diferencias cualitativas apreciables en ¢l patrén obtenido con los tres tipos de
suero en cuanto a la unidn de C3. La vinica excepcion hace referencia al tamafio del fragmento
C3a44 (banda 3) en conejo y, por tanto, a los complejos C3a65-C3a44 (banda 2). Este fragmento

de la cadena o de conejo aparece con un Mr ligeramente menor que su homélogo humano.
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Figura 4.3 A) EGPA-SDS en gradiente del 5 al 15% de acrilamida de ensayos interaccién entre C3 e IC. Calle
1: control con SCN-EDTA; calles 2 y 3: ensayos con SCN-Chelex de dos conejos; calle 4: ensayo con SHN-
Chelex; calle 5: control con SHN-EDTA. Entre las calles 3 y 4 se encuentran los marcadores de Mr cuyos
valores, en kDa, se muestran a la derecha. B) Resultado de la fluorografia del gel. C) Esquema del dimero de
C3 sobre el anticuerpo y de la procedencia de las bandas 1 y 2. (=) representa el enlace éster y (—) representa
los puentes disulfuro. (Extraido de la ref. P545).

A B

12 3 45 6 7 |1 2 3 4 5 6 7
gz &
- & = = B
- . = - .- = -1
- & = L a8 & o .“‘2
- o )
aas 8
S . e =4

- —

Figura 4.4 A) EGPA-SDS en gradiente del 5 al 15% de ensayos de interaccién entre 3 e IC. Calle 1: RD;
:alle 2: RD en presencia de factor Dj calle 3: RD con factor D al que se afiadié el mismo tampén en el que
se encuentra Clgq; calle 4: RD, con factor D y Clgq; calle 5: 1o mismo que en la calle 4, pero en presencia de
EDTA; calle 6: control con SHN-EDTA,; calle 7: ensayo con SHN-Chelex. Entre las calles 3 y 4 se incluyen
0s patrones de Mr. El resto de calles no numeradas corresponden a muestras no relacionadas. B) Fluorografia
ie este gel.
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Resulta destacable que todas las
bandas identificadas como complejos
tienen un Mr mayor del esperado de la

suma de sus componentes. Este

comportamiento  anormal  responde

probablemente a la geometrfa de los

complejos, y desaparece en geles al

4,5% [292] o en geles en condiciones

Figura 4.3C (Continuacién).

no reductoras [263], excluyendo la
posibilidad de que estuvieran compuestas por complejos formados por un mayor nimero de

componentes de los identificados.

Sf existen diferencias en los geles cuando se analizan bandas debidas a protefnas diferentes
de C3 y el anticuerpo o el antfgeno. Las mds Hamativas son las bandas marcadas en la Figura 4.3
como RQA,B y RQC en SCN (calles 1-3) y como HQA,B y HQC en SHN (calles 4 y 5) que
corresponden presumiblemente a las cadenas A, B y C de Clq. Su asignacién se basa en tres
hechos. Por un lado el peso molecular de la cadena C es mayor en Clq de conejo que en Clg
humano [293], lo que coincide con el mayor Mr de las bandas RQC respecto a las HQC en los
geles. En segundo lugar, en la Figura 4.4 estas bandas estdn ausentes en los experimentos
realizados con RD que no se han suplementado con Clq exdégeno (calles 1-3), apareciendo en los
que se ha afiadido este componente (calles 4 y 5), ademds de en los experimentos realizados con
SHN-Chelex (calles 6 y 7). Por otro lado, experimentos con 'ZI-C1q, que se describen mds
adelante, demuestran la presencia de Clq en los complejos. Se puede observar en el caso de
SHN-Chelex, que la cantidad de Clq presente es notablemente menor en los ensayos (calle 4 de
la Figura 4.3A y calle 7 de la 4.4A) que en los controles con SHN-EDTA (calle 5 de la Figura
4.3A y calle 6 de la 4.4A).

La cuantificacién de la incorporacién de C3 en los ensayos con SHN-Chelex es
comparable cuando se realiza con '*I-C3 o con iodo[1-**C]acetamida: unos 30-35ug de C3 por
cada 100ug de IC (una molécula de C3 por cada cuatro de anticuerpo), mientras que en los
controles no pasd de 3ug. No obstante, experimentos que se muestran mds adelante, en los que
se cuantificé Ia cantidad de IC presente después de los ensayos, sugieren que la relacién entre C3

y el anticuerpo es mayor (una molécula de C3 por cada dos de anticuerpo).



RESULTADOS Y DISCUSION 60

4.3.- UNION DE C3 A LOS FRAGMENTOS Fd Y Fc DE LA CADENA PESADA DEL
ANTICUERPQ

4.3.1.- DIGESTION TRIiPTICA DE IgG ANTI-OVA REDUCIDA Y AMINOETILADA

IgG anti-OVA que se habfa

. . . TABLA 4.1, Andlisis de aminodcidos de IgG anti-OVA
reducido y aminoetilado (IG-BE) se reducida y aminoetilada, y de la misma IgG
dializ6 frente 2 PBS. De forma paralela ~ carboxamidometilada como control.

se procesé el mismo anticuerpo

reducido y carboxamidometilado (IG- AA nmol de AA

IA). Una alfcuota de estos anticuerpos, 1G-BE IG-1A IA/BE -
alrededor de 30pg, se separé para Asx 23,785 | 23,597 0,992
realizar andlisis de aminodcidos. El Thr 34,863 34,651 0,994
resto se digirié con tripsina. El Ser 30,601 30,294 0,99
resultado del andlisis de aminodcidos se Glx 28,545 28,265 0,99
recoge en {a tabla 4.1. Las cantidades de Pro 25,04 25,55 1,02
Met y Pro obtenidas en IG-BE, en Gly 24,993 24,736 0,99
relacion a las obtenidas en IG-1A, son Ala 19,343 19,228 0,994
mds bajas que las del resto de los Val 28,912 28,729 0,994
aminodcidos. Se han descrito Met - 2,871 3,083 1,074
modificaciones de Met durante Ia Ile 10,613 10,526 | 0,992
aminoetilacién, que dan cuenta del Leu 20,982 20,874 0,995
descenso apreciado en la protefna i Tyr 13,287 13,201 0,993
modificada [294]; igualmente existe Phe 10,744 10,65 0,991
precedente en el caso de la Pro [289]. His 5,929 5,748 0,97
Por el contrario, no se detecté pérdida Lys' 18,073 15,495 0,857
de His, que también puede modificarse Arg 9,794 9,725 0,993

por la 2-BEA [294], sino que los *: En la IgG aminoetilada, el pico de AE-Cys coindide
valores fueron ligeramente superiores en con el de Lys.

la protefna aminoetilada, posiblemente

por modificacién de estos residuos por la IA en las muestras de 1G-IA [295]. Por estos motivos,
estos tres aminodcidos se excluyeron del cdlculo del promedio de ia relacidn [A/BE. También se
excluyé6 el de Lys, cuyo tiempo de retencién coincidié con el de AE-Cys, utilizdndose el valor
de Lys para cuantificar el nimero residuos de Cys modificados. Finalmente, el tratamiento de

los datos dio el cdlculo de 11,9 residuos AE-Cys por molécula de IgG. Este dato es superior ai
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Figura 4.5 EGPA-SDS al 12% de la digestion triptica de
IG-BE e IG-1A. Calle 1: IG-BE digerida; calle 2: IG-IA
digerida; calle 3: IG-BE no digerida; calle 4: IG-IA no
digerida. La banda marcada como Fd incluye también a la
cadena ligera.

as de IgG no digerida y el Fc (calle 1 de la Figura 4.6) mientra:

lle 2 de la misma figura). En los resultados de la Figura 4.5 s
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gura 4.6 EGPA-SDS de la cromatografia en PA-S de IgG aminoetilada
digerida con tripsina. Calle 1: proteinas retenidas en la columna; calle

protefnas no retenidas; calle 3: mezcla de la digestién previa a la
omatograffa. Igual que en el caso anterior, la banda marcada como Fd
cluye a la cadena ligera.
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TABLA 4.11. Secuencia N-terminal del Fe aminoetilado y digerido con tripsina,

PTH CICLO NO. (pmol de PTH)
I— | — | Y S | S S SR | ) E— | E—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Asp 23,0 16,7 15,6 12,7 18,0 19,1 19,7 216 19,6 32
Asn 11,3 33 4.4 7.3 13,9 9,0 lS,?.ﬁ 35,4 17,6 39,2
Ser* 43,7 34 1,3 1.5 6,0 6,7 1.5 8,2 8,7 10,0
Gln 3,3 2,8 3,0 4,7 12,1 26,3 ZZ.L 14,3 ] 12,9 19,8
Thr* 3t 2,6 2.8 295 25,5 18,0 21,7 15,7 11,7 14,6
Gly 5,0 33 6.9 7.7 10,2 11,5 15,5 18,7 19,9 26,6
Glu 1,2 2,4 5.1 3.1 8,9 11,6 14,7 14,7 69,4 517
His - - - - 1,1 - - 2.9 3,6 34
Ala 72,9 11, 11,9 13.2 15,2 21,7 24,1 24,2 48,3 46,0
Arg . . - - . N - - . .
Tyr 3.4 9.3 4.4 43 14,8 12,0 350 | 212 13,8 17,5
Pro 3,7 6,7 86,5 36,9 70,0 1195 141,8 170,4 93,3 78,5
Met 2,6 2.4 30 29.8 30,6 9.8 9,6 17,1 10,0 17,54‘
Yal 9,2 i 36,2 | 75.4 373 42,5 36,5 41,7 59.8 5¢,8 74,2
Trp - - - - to- . - - - -
Phe 1,5 39 ] 1,6 4.5 4,8 6,3 7,2 10,6 10,9 12,2
He 2,4 anz 16,8 i 7.8 1L3 17,0 i 16,7 16,3 19,0 20,8
Lys 1,0 130,3 15,0 5.2 3.3 6,8 8,1 3,9 12,0 13,0
Ley® 2.4 - 16,4 19,1 1075 48,2 34,4 31,8 38,4 1421
T_ A | N R g e E— | D S | E—— p EE—( S )
Fc Ser Lys Pro Thr AEC Pro Pro Pro Glu Leu
L Ala Val Val Met Pro Gln Asn Asn Ala Asn
Ile Tyr Met Ala Tyr Met Met
Tyr Val Val

*: El rendimiento de la PTH-Ser fue bajo debido a la existenpia de un derivado, procedente de dehidroalanina,
y que eluye después de la PTH-Ala. Con PTH-Thr ocurre algo parecido, sus rendimientos del orden de un 20-
25% respecto a otros residuos, se debe a la presencia de cuatro derivados, que aparecen alrededor de la PTH-
Tyr.

t La PTH-AE-Cys eluye en la misma posicién que la PTH-Leu, asigndndose & aquella PTH la Leu del ciclo 5
(AEC en la tabla).

durante fa modificaci6n, y no por la accién de la tripsina.

En un experimento paralelo, IC reducidos y aminoetilados se digirieron con tripsina, se

cargaron en un minigel de EGPA-SDS al 12% y se transfirieron a membranas de ProBlott. Las
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bandas correspondientes al Fc, y en las que estaba presente en cantidades apreciables cadena
ligera, se cortaron y se secuenciaron. El resultado se recoge en la Tabla 4.11, y confirma el sitio
de ruptura previamente descrito [273, 288], entre Cys?® y Ser™ (numeracién EU [283]), dentro
de la secuencia

...STCSKPTCPPPELL...

donde la Cys aminoetilada responsable de la ruptura se resalta en negrita. Esta secuencia estd
localizada dentro de la regién bisagra, formando esta Cys™® un puente disulfuro con la Cys'?,
perteneciente a Cyl [296]. Se ha descrito previamente [297] que este puente disulfuro se
aminoetila en condiciones suaves de reduccidn, lo que se ha utilizado para el aislamiento del
dominio V. Ello se basa en que también se aminoetila la Cys™', que forma el disulfuro con la
cadena ligera, generando dos residuos contiguos de AE-Cys, que son un buen substrato de la
enzima catepsina B. También se ha descrito la aminoetilacién de la Cys™®, que aparece en la
secuencia como AE-Cys. La secuencia de fondo en la Tabla 4.1I, heterogénea, coincide

razonablemente bien con la de la regién variable de la cadena ligera « [283].

4.3.2.- DIGESTION TRIPTICA DE COMPLEJOS (“C)C3-IC REDUCIDOS Y
AMINOETILADOS

Los complejos ("*C)C3-IC, obtenidos a partir de 3 ensayos de interaccién, se redujeron
y aminoetilaron tras lo que se digirieron con tripsina. Una parte de estos complejos, ahora
solubles al ser monovalente el fragmento Fab generado, se cargaron en la columna de AF-S. La
Figura 4.7 recoge el perfil de radioactividad de este cromatograma, en el que el material no
retenido incluye al F¢ y a los péptidos producidos por la digestién triptica del resto de las
protefnas presentes en los IC, y que se especificaron en ¢l apartado 4.2. Las protefnas retenidas
incluyen al Fab y a los restos de IgG no digerida. Las fracciones indicadas en la Figura 4.7 se
mezclaron, se precipitaron con acetona y se cargaron en un gel de EGPA-SDS al 12,5%. La
Figura 4.8 recoge este resultado en el que las protefnas no retenidas se cargaron en la calle 2 y
las retenidas en la 3. La mezcla de la digestién no fraccionada se cargd en la calle 4, y un control
con SHN-EDTA en la 5. En la calle 2 de la Figura 4.8A se d‘etectaron dos bandas, una
correspondiente al Fc y otra, también presente en la mezcla de Ia digestion del ensayo (calle 4),
con un Mr superior al de la cadena H del anticuerpo. Esta banda procede probablemente de la
cadena §# de C3, cuya digestién triptica genera un fragmento de este tamafio [298]. Como se
aprecia en la fluorografia (Figura 4.8B), se detectan tres bandas radioactivas, denominadas I, II

y III. Aparte de éstas, existen otras de alto Mr, que pueden representar complejos no digeridos.
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Figura 4.7 Perfil de radioactividad en la columna de AF-S de complejos aminoetilados y digeridos con
tripsina. Las fracciones 3-9 del material no retenido y 19-25 del retenido, se concentraron por precipitacién
con acetona.

De las identificadas, la banda denominada I no es retenida en la columna de AF-S (calle 2, Fig.
4.8B), al igual que el Fc (calle 2, Fig. 4.8A). Por el contrario, ia banda Il sf se retiene (calle 3,
Fig. 4.8B), al igual que el Fd (calle 3, Fig. 4.8A). Este comportamiento permite sugerir su
identidad como complejos entre el fragmento Fc y un fragmento de unos 4kDa de C3 (banda §)
y entre el Fd y el mismo fragmento de C3 (banda 1I). La banda que aparece como III
corresponderfa a complejos entre restos no digeridos de cadena pesada y el fragmento de C3,

compatible con su comportamiento en el inmunoabsorbente (queda retenida).

Un control de estos experimentos se recoge en la autorradiografia de la Figura 4.9. En
¢l se aprecia el resultado de una digestién triptica de complejos (**C)C3-1C sin modificar (calle
3) y el sobrenadante de otros complejos después de la reduccidn y aminoetilacién (calle 2). El
resultado de la calle 3 muestra que una parte apreciable de los complejos continida apareciendo
como bandas de alto Mr. En el resto la digestion del C3 integrante de estos complejos produce

bandas que aparecen a Mr ligeramente supertores a los de la cadena pesada (H) (banda 1) y de
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Figura 4.8 A) EGPA-SDS al 12,5% correspondiente al cromatograma de la Figura 4.7. Calle 1: ensayos
con SHN-Chelex no digeridos; calle 2: material no retenido en la columna de AF-S; calle 3: material
retenido; calle 4: los complejos aminoetilados digeridos, antes de la cromatografia; calle 5: control con SHN-

EDTA, también aminoetilado y digerido. B) Fluorografia de este gel.

Figura 4.9 Fluorografia de un gel al 12,5% en el que se A

cargaron: calle 1: IC control incubados con SHN-EDTA -

y digeridos con tripsina sin aminoetilacién; calle 2: f‘:ll :

sobrenadante obtenido después de aminoetilar complejos

(**C)C3-IC y separar el precipitado; calle 3: complejos

(**C)C3-IC digeridos con tripsina sin aminoetilar. L y H 2

se refieren a la posicion en el gel de las dos cadenas del

anticuerpo. 2 —
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Figura 4.10 Cromatografia en Bio-Gel P-6 de “C-C3(NH,0H) aminoetilado y digerido con tripsina. V, y
V, se refieren al volumen de exclusién y al total, respectivamente. Se incluye también la secuencia
radioquimica de este péptido. )

la ligera (L) (banda 2). Su asignacién como complejos del fragmento de C3 de 4kDa y ambas
cadenas del anticuerpo parece la explicacion mds directa de este patrén. El caso de la cadena
pesada estd ya suficientemente demostrada en la bibliograffa [212]. La interaccién con la cadena
ligera ya se ha sugerido previamente para el caso de la activacién de la via cldsica sobre bacterias
[252]. La identificacién de la banda 2 como estos complejos se apoya, aparte de en su Mr
(superior al de la cadena L), en su cardcter difuso, muy similar al que presenta esta cadena en
los geles. Este resultado sugiere que la interaccién de C3 tiene lugar tanto a través de la cadena
pesada como de la ligera. El resultado mostrado en la calle 2 de la Figura 4.9 indica que una
elevada proporcién de los complejos, tras la reduccién y aminoetilacién, se hidrolizan, liberando
dos fragmentos radioactivos procedentes del C3 presente en estos complejos, uno marcado como
banda A, que probablemente corresponde al C3a65 de iC3b, y otro como banda B, probablemente
C3d,g.

El tamafio del fragmento de C3 esperable por digestidn triptica, de acuerdo con la
secuencia [109], coincide con el obtenido en el experimento anterior (que es de unos 4-5kDa).
Con el fin de comprobar este extremo, '“C-C3(NH,0H) reducido y aminoetilado se digirié con

tripsina, y se cargd en una columna de Bio-Gel P-6. El perfil de radioactividad se recoge en la
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Figura 4.10, en la que el volumen de elucidn concuerda con un peso molecular de unos 4kDa.
Previamente, la mezcla de la digestidn se habfa sometido a secuencia radioqufmica, y su resultado
se recoge en la misma Figura. La radioactividad en el ciclo 9, y su tamafio molecular (4kDa)

coinciden con lo esperado, segtin la secuencia de C3:
HLIVTPSGC*GEQNMIGMTPTVIAVHYLDETEQWEKFGLEKR

donde los posibles sitios de ruptura C-terminales se presentan en negrita. La Cys'”'® que porta el

marcaje se indica con un asterisco.

4.3.3.- DIGESTION CON PAPAINA DE INMUNOCOMPLEJOS E IDENTIFICACION
DEL N-TERMINAL DEL Fc¢

La elevada hidrdlisis de los complejos producida durante la aminoetilacién, mostrada en
el apartado anterior, llevé a la bisqueda de un método diferente para obtener Fc y Fab. Para ello
se acudié a la digestién con papafna, método habitual de obtencién de estos fragmentos [296]. Se
digirieron con papafna 300ug de IC. Tras ello, se sometieron a dos pasos cromatograficos
sucesivos. El primero fue en la columna de AF-S, recogiendo el material no retenido, en el que
se incluirfa el Fc, ademds de la papafna y de algin fragmento liberado durante la digestién. Con
éste material se realizé el segundo paso, en la columna de PA-S, recogiéndose ahora las
fracciones retenidas y eluidas con citrato sédico, en las que deberfa estar presente el Fc (los restos
de IgG no digerida que pudieran quedar en la mezcla de reaccidn se eliminaron en la columna de
AF-S). La mezcla de estas fracciones, después de precipitar con acetona, se cargd en un minigel
de EGPA-SDS al 12,5% de acrilamida y se transfirié a membranas de ProBlott. La tnica banda,
a una altura que corresponde al Fc (datos no mostrados), presentaba cierta heterogeneidad: una
banda principal, homogénea (A), y otra, de peso molecular ligeramente superior, y heterogénea
(B); esta caracterfstica se puede apreciar en Figuras posteriores (véase por ejemplo la Figura
4.12A). Ambas bandas se cortaron y se secuenciaron por separado. Las secuencias, mostradas
en las tablas 4.II1 (banda A) y 4.1V (banda B), revelan cierta contaminacién entre ambas
muestras. E! punto de ruptura de la banda A se encuentran entre Thr*** y Cys*® (tal y como se
menciond en el apartado 3.2.8.4, Ia numeracién EU incluye cuatro residuos ausentes en la IgG
de conejo, y que estdn localizados entre los equivalentes a estos dos). La banda B tiene su ruptura
entre Cys? y Ser?!, 1a misma obtenida con tripsina después de la aminoetilacién. Ambos sitios

se incluyen en la secuencia
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donde los dos residuos N-terminales resultantes figuran en negrita. Ambos coinciden con puntos
descritos previamente [299]. La Cys? forma el puente disulfuro que une a las dos cadenas
pesadas del anticuerpo. Los alotipos d11 y d12 difieren en el aminod4cido en posicién 224 [296]:
Met en el primero y Thr en el segundo. Nos encontramos, por tanto ante IgG del alotipo d12. La
presencia de la Thr??¢, implica la existencia en suero de un 30% de moléculas que, de forma

asimétrica, presentan un carbohidrato unido a este residuo, dando como resultado que un 15%

TABLA 4.1I1II. Secuencia N-terminal de la banda A del Fc obtenido con papaina.

PTH CICLO NO. (pmol de PTH)
| I | ) N | N | S R | S | S | N | Y ) N | S
I 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Asp 24 - .
Asn 39 23 - 27 53 34 1.6 32 2,6 3,7
Ser H 23 - 2,7 53 3.4 1.6 32 2.6 3,7
| on - L7 57 21 3,7 3.2 27 4.6 53 83
The 4,1 23 43 28 38 37 15 4z 3 48
Cly 79 3,8 40 63 7.2 69 4 59,9 5 35,1
Clu 26 3,0 42 5.6 o1 18,4 10,5 13,2 154 182
Hh - - pA | . - - B 4.6 - -
Ala 12,0 3 63 28 17,4 n3 2.6 21,0 19,6 15,6
Arg 39 1.5 . 20 27 55 53 18 49 43
™" 13 1,6 18 2,9 48 56 60 &1 67
Pro 3.8 02 84,7 "2 61,8 50,3 0,4 458 348 8,7
Met 1,9 W 3,9 69 93 86 62 79 6.6 74
Val 8,1 63 12,6 17 25,1 26,9 ns 2,5 7l 35,2
Trp . . . . . N . . .
Phe 31 1,9 5.9 37 94 | 73 &0 86 8.0 10.3
Ile 20 22 7.4 7.0 17,7 170 140 e 149 16,1
Ly 21 11,2 33 27 53 48 42 59 44 63
Leu 57 61 8.2 10,4 16,9 ”1 9.1 356 22 41,1
— ) S S S S S | S S —— S  T—
A Cys Pro Pro Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
(B) ? Lys ? ? Cys ? ? ? ? ?

*: En el ciclo 1, aparece un pico, inmediatamente posterior al de PTH-Glu, y que puede ser atribuible a la PTH
de la carboxamidometil-Cys. Esto mismo ocurre en ¢l ciclo 5, en el que este derivado de la Cys es aportado por
la contaminacién de la banda B.
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TABLA 4.1V. Secuencia N-terminal de la banda B del Fc obtenido con papaina.

PTH CICLO NO. (pmol de PTH)
§) — | — I ) S ) S | S | N | S S S
1" 2 3 4 s 6 7 g 9 10
Asp 1,5
A 27 13 Lo 10 L1 2.8 09
Sor 31 2t 22 1,5
Gla 0,9 1.0 1.1 1,1 0,9 1,3
Thr - - - 1.3 1.2 1.4 1.5 1,8 1.6
Gly 1.5 L5 1,5 22 20 26 3.5 3,7 3.4
Giu 1.0 13 27 2.6 7 4,7 51
His
Ada 2.2 1,9 25 26 8 4,5 6,5 18 37 1.2
Arg
Tyr Lt 13
Pro 5 ‘ 13,2 9.9 T2 184 } 215 178 12,2 11,7
Mes . v | 1.2 1.9 2.3 23 2,7 2,0 18 17
Val 1.4 13 1.2 3.0 9.6 120 129 9,4 8,2 9,6
Trp
FPhe 1,3 19 1.8 9.5 2.7 12,3 100 e 8,0 10,6
Ile - 4,7 6,8 [ %} 78 8.9 9,0 7.9 71 9.1
Lys - 12¢ 54 2.6 32 30 28 2,4 23 2.8
Leu 1,9 43 T2 5.9 6,3 8.8 tt,1 Bl 59 15,7
I | ) N | S | E————— S | S N S Y S N S | S E—

A Ser? Lys Pro Thr? Cys Pro Pro Pro Glu Lys
(B) Cys? Pro ? ? Glu? Leu Leu ? ? ?

*: En el ciclo 1, la integracidn de las PTHs a partir de Met fue distinta a la del resto de los ciclos, dando cuenta
del incremento de estas PTHs en los ciclos posteriores,

b En este ciclo la PTH correspondiente a carboxamidometil-Cys eluye inmediatamente después de la de Glu.
*: En este ciclo se produjo un descenso general del rendimiento de todas las PTHs.

de las cadenas pesadas de IgG tienen este azicar [304]. Esta circunstancia es responsable de la
resistencia del enlace Thr-Cys a papafna en las cadenas que portan dicho carbohidrato [299], y

puede dar cuenta de la heterogeneidad de la banda B. Segtin este criterio el residuo N-terminal
del Fc serd la Cys®™ en aquellas moléculas que carecen del carbohidrato. En las moléculas que
lo poseen, la ruptura serd asimétrica, siendo la Ser” en la cadena que lo posee y la Cys”* en la

que no estd presente [300).




RESULTADOS Y DISCUSION . 70

4.3.4.- DIGESTION CON PAPAINA DE LOS COMPLEJOS (“C)C3-IC

Cinco ensayos de interaccién entre C3 e IC se digirieron con tripsina y, posteriormente
con papafna, en un volumen final de 250 pL. Tras detener la digestién con IA, los complejos se
procesaron de tres formas. Una parte (100 uL), se cargd en la columna de PA-S. Otros 100 uL
se cargaron en la columna de AF-S. El resto, unos 50 uL, se almacenaron para ser analizados
por EGPA-SDS. Se contaron alfcuotas de los dos cromatogramas, cuyo resultado se recoge en
la Figura 4.11. Las fracciones no retenidas en la PA-S corresponden al Fab y a la papafna; el
material retenido corresponde al Fc y a restos, si los hubiere, de IgG no digerida (no obstante,
los datos obtenidos muestran que la digestion con papafna es muy eficiente en cuanto a la
generacién de Fc y Fab). En la columna de AF-S el material no retenido estd compuesto por el
Fc y por la papafna, mientras que el retenido consta del Fab y de los posibles restos de IgG.

Cuando se evalda el porcentaje del total que queda retenido en cada una de las columnas, éste

300 350
250 ~|300
{250
m 200( ®
s 200 =
o 150 o
0 150 Q
“ope S
O 100} 4]
3 100 %
o 1 1 1 0
0 5 10 15 20 25 30 35

FRAC. NO.

= AF-S + PA-S

Figura 4.11 Perfiles radioactivos de los cromatogramas en AF-S y PA-S de complejos (*C)C3-IC digeridos
con papaina. E se refiere al punto donde se inicié la elucidén del material retenido en cada columna. Se
mezclaron las fracciones 3-7 (no retenido) y 21-32 (retenido) en la AF-S y 3-8 (no retenido) y 23-26
(retenido) en la PA-S.
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resulté ser de un 45% en la de AF-S y de un 35,5% en la de PA-S, lo que quiere decir que una
parte de la radioactividad no queda retenida en ninguna de las columnas (se voiverd a este
extremo mds adelante). Hay que recordar que el resultado de la Figura 4.9 sugirié que C3 se
unirfa también a la cadena ligera, por lo que parte de la radioactividad retenida en la columna de
AF-S serfa debida a estos complejos, y no al Fd, lo que podrfa explicar en parte la mayor
cantidad de radioactividad retenida en la columna de AF-S que en la de PA-S. La elucién del
material retenido en la columna de AF-S presenté un patrén diferente del de la de PA-S, en el
sentido de que ¢l mdximo fue menor, pero la cola se extendié por un mayor mimero de

fracciones.

Se mezclaron las fracciones correspondientes a las protefnas retenidas y no retenidas en
ambas columnas, indicadas en el pie de la Figura 4.11, se precipitaron con acetona, y se
analizaron por EGPA-SDS, incluyendo en el mismo la mezcla de la digestién no fraccionada. En
este gel también se incluyé un control con SHN-EDTA digerido con papafna. Este gel y su
correspondiente fluorograffa se recoge en la Figura 4.12. En el gel (Fig. 4.12A) se. aprecia la
heterogeneidad del fragmento Fc aludida en el apartado anterior (véase, por gjemplo, la calle 3
en donde se alude a ellas con la misma nomenclatura: A y B). En esta Figura se observa el
comportamiento esperado del Fe y del Fab en estas columnas. Ei Fc queda retenido en la columna
de PA-S (calle 2) y eluye libremente en la de AF-S {calle 4), mientras que el Fab eluye en la
primera {calle 1) y se retiene en la segunda (calle 3). En la autorradiografia (Figura 4.12B)
aparecen tres bandas radioactivas en los ensayos, que no aparecen en el control (calle 6),
marcadas de I a III. Las bandas I y III tienen un comportamiento idéntico en las dos columnas:
se retienen en PA-S y eluyen libremente en AF-S. La banda II, por el contrario, no se retiene en
la primera, y sf lo hace en la segunda. Estos comportamientos, y los Mr de las bandas

correspondientes, sugieren la siguiente asignacién:

- La banda I estarfa formada por complejos entre el Fc y un fragmento de unos
2kDa de C3.
- La banda II se compondrfa del mismo fragmento de C3 unido ahora al Fd.

En cuanto a la banda 111, su asignacién resulta mds complicada. Su Mr es compatible con
que se trate de complejos entre restos de cadena pesada no digerida y ¢l fragmento de C3. No
obstante, no se aprecian restos de cadena pesada en los geles (Figura 4.12A) y, en cualquier caso,
de tratarse de cadena pesada, deberfa quedar retenida en la columna de AF-S, cosa que no ocurre.

Por otra parte, su Mr y los experimentos de tratamiento con NH,OH del siguienté apartado son
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compatibles con que se trate de un complejo entre el Fc y un fragmento de C3 de unos 30-35kDa,

que serfa similar o idéntico a C3d.

Un resultado destacado que se obtiene de la Figura 4.12 es que C3 parece unirse tanto al
Fab como al Fc (manifestado como la radioactividad presente en las bandas I y II) y, lo que es
mds importante, en proporciones similares, segun se estima por la intensidad de ambas bandas.

Este punto se discutird mds adelante.
4.3.5.- SENSIBILIDAD A NH,OH DE LOS COMPLEJOS

Dada la sensibilidad de los complejos entre C3 e IgG a NH,OH [263, 291], se'comprobd
la sensibilidad a este reactivo de los complejos del apartado anterior, con €l fin de confirmar la
presencia de C3 como causa de la radiactividad. Se prepararon cinco ensayos de interaccién, para
obtener complejos (**C)C3-IC, ademds de un control. Ambos se digirieron con tripsina y con
papafna, (en el caso de los ensayos en un volumen final de 250 pL). El control y 10 uL de los
ensayos se almacenaron sin procesar para un gel de EGPA-SDS. Otros 40 uL de los ensayos se
trataron con NH,OH y se guardaron tras la diélisis para cargar en el gel. El resto de los ensayos
se fraccioné en la columna de AF-S. Las fracciones correspondientes al material retenido y no
retenido se mezclaron por separado, y tres cuartas partes de cada una se trataron con NH,OH
antes de cargar en el gel, mientras que el resto se cargd en el gel sin procesar. Finalizado el
tratamiento todas las muestras se analizaron por EGPA-SDS al 12,5% de acrilamida, cuyo
resultado se recoge en la Figura 4.13. Los datos de [a fluorografia (Figura 4.13B) demuestran que
las bandas radioactivas presentes en estos experimentos son sensibles a tratamiento con NH,OH.
Otra explicacién posible a la desaparicién de las bandas radioactivas en las muestras tratadas con
este reactivo, podrfa ser que, como consecuencia de los pasos seguidos con estas muestras hasta
el gel, la cantidad de protefna recuperada fuera notablemente inferior a la de los controles no
tratados. Sin embargo, la comparacidn de la cantidad de protefna de estas muestras en el gel (Fig.
4.13A) y en de la radioactividad en la autorradiograffa (Fig. 4.13B) confirman esta sensibilidad.
Esta caracterfstica ratifica su asignacién como complejos entre un fragmento de C3 y el Fc o el
Fd. La presencia de una banda radioactiva con un Mr de unos 30-35kDa, ligeramente superior
al de la banda I, en las calles 4 y 8 (mezcla de digestion y material no retenido en la columna de
AF-S tratados con NH,OH, respectivamente), as{ como la desaparicién de la mayorfa de la banda
III (las mismas calles), es compatible con la asignacién de ésta realizada en el apartado anterior,
dado que el Mr de C3d es de unos 35kDa [109].
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Figura 4.12 A) EGPA-SDS al 12,5% correspondiente a los cromatogramas de la Figura 4.11. Calle 1:
material no retenido en PA-S; calle 2: material retenido en esta columna; calle 3: material no retenido en
AF-S; calle 4: material retenido en la misma; calle 5: mezcla de digestién de los ensayos; calle 6: mezcla
de digestién de un control con SHN-EDTA. B) Fluorografia correspondiente a este gel.
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Figura 4.13 A) EGPA-SDS de un experimento de tratamiento con NH,OH de complejos digendos con
papaina. Calle 1: complejos (*C)C3-IC digeridos con tripsina; calle 2: control con SHN-EDTA digerido con
papaina; calle 3; complejos digeridos con papaina; calle 4: los mismos complejos tratados con NH,OH; calle
5: material procedente de los complejos digeridos con papafna y retenido en la columna de AF-S; calle 6:
material no retenido en ésta columna; calle 7: la misma muestra de la calle 5, tratada con NH,OH; calle 8:
la misma de la calle 6, tratada con NH,OH. B) Fluorograffa de este gel.
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4.3.6.- NATURALEZA DEL FRAGMENTO DE C3 UNIDO AL Fc Y AL Fd

Con el fin de confirmar que C3 es el causante de la radicactividad presente en los geles,I
se digirié con papafna el fragmento de "“C-C3(NH,OH) previamente digerido con tripsina
(apartado 4.3.2). El digerido se analizé recromatografidndolo en el Bio-Gel P-6. El perfil
radioactivo se muestra en la Figura 4,14, En ella se recoge también la secuencia radioquimica
obtenida previamente al cromatograma. En la Figura 4.15 se presentan los cromatogramas
obtenidos al cargar los dializados de los tratamientos con NH,OH (procedente del Fc en 4.15A
y de una mezcla de Fc y Fd en 4.15B). En esta Figura se presentan también las secuencias
radioqufmicas obtenidas de los distintos picos. Como se ve en estas Figuras, tanto por el patrén
cromatografico, como por las secuencias obtenidas, la digestibn con papafna de C3 es

1010 marcada.

heterogénea. La secuencia mayoritaria presenta como residuo N-terminal a la Cys
Minoritariamente, también se detecta radioactividad en el ciclo 5. El rendimiento de la secuencia
donde la radioactividad se encontraba en el ciclo 1 fue, en general, muy bajo (4-16%). Se ha

descrito previamente el bloqueo parcial del N-terminal cuando éste es un residuo de carboximetil-
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Figura 4. 14 Cromatografia en el Bio-Gel P-6 de una muestra de “C-C3(NH,OH) digerida con tripsina y con
papaina. Se incluye también, en el recuadro interior, la secuencia radioquimica previa al cromatograma.
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Figura 4.15 Cromatografia en el Bio-Gel P-6 del material radioactivo eluido de complejos digeridos con
papafna por tratamiento con NH,OH. A} Procedente del material no retenido en la columna de AF-S
(compuesto por Fc). B) Procedente de una mezcla del material retenido y del no retenido en esta columna.
Se incluyen en cada caso las secuencias radioquimicas obtenidas, en orden, de los picos numerados.
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Cys [299], lo que puede dar cuenta del bajo rendimiento obtenido de la radioactividad en el
primer ciclo. Este blogqueo puede, sin embargo, aumentar el rendimiento relativo del ciclo 5,
llevando a una sobrevaloracién de su representacion en la muestra. Ello sugiere que la digesti6n

1019 en posicién 5 estd representada minoritariamente en la muestra.

parcial que deja a Cys

Estos datos, comparando la secuencia obtenida de C3 purificado con la del material eluido
de los complejos con NH,OH, asf como su volumen de elucién en el Bio-Gel P-6, confirman que
un fragmento de C3 es el componente radioactivo de los complejos con Fc y Fd, y que éste es
liberado cuando ios complejos son tratados con NH,OH. Existen varias causas posibles para
explicar la heterogeneidad de estas digestiones. La mds probable se refiere a heterogeneidad en
la regién C-terminal, ademds de la N-terminal que da lugar a secuencias con la radioactividad en
los ciclos 1 y 5. Existen otras posibles causas, que se discutirdn mds adelante en el caso de las

digestiones con pepsina (apartado 4.4.5).

4.4.- FORMACION DE COMPLEJOS COVALENTES ENTRE C3 Y EL DOMINIO Cy3

4.4.1.- DIGESTION CON PEPSINA DE LOS COMPLEJOS (*C)C3-IC

Complejos (*C)C3-IC se digirieron con pepsina. Tras la digestién se separaron por
centrifugacién sobrenadante y precipitado. Este dltimo contiene al F(ab’), que, merced a su
divalencia, permanece precipitado en presencia del antfgeno; se encuentran aquf, ademds, restos
de IgG no digerida. En el sobrenadante se encuentran el pFc’, péptidos del Cy2, y los producidos
por la digestién de C3, y de los dfmeros C3-C3 presentes en los IC [292]. Finalmente, se
cargaron en geles de EGPA-SDS en gradiente del 10 al 15% y los geles se sometieron a
fluorograffa. El resultado se de este experimento se recoge en la Figura 4.16: 4.16A corresponde
al gel tefiido, y 4.16B a la fluorograffa. La comparacién de las calles 6 y 7, precipitado y
sobrenadante de los ensayos, con las correspondientes a las de los controles, calles 8 y 9, de la
Figura 4.16A, revela dos diferencias importantes entre ambos. Por una parte, la presencia de la
cadena 8 de C3 en los ensayos, especialmente en el sobrenadante, y que estd ausente en los
controles. Por otro lado, en los ensayos queda una cantidad apreciable de cadena pesada del
anticuerpo no digerida, mientras que en los controles la digestién es prdcticamente total. Hay que
tener en cuenta que, a la hora de calcular la relacién E:S se tomé en consideracién la cantidad
de C3 unido, segun el cdlculo del apartado 4.2. Ello excluye la posibilidad de un descenso de fa

relacién E:S como causa de la mayor resistencia de la cadena pesada en los ensayos.
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La fluorograffa de este gel (Figura 4.16B) muestra diferencias adn mds palpables.
Mientras que en los controles no se aprecia ninguna banda marcada, en los ensayos sf se detectan.
En el precipitado, se identifican dos mayoritarias, la principal a la altura de la posicién de Fd +
L, aunque con un Mr del orden de 3kDa superior al de éstas. La banda minoritaria aparece 3kDa
por encima de la cadena pesada (H) del anticuerpo. En el sobrenadante se identifica una banda
que aparece con un Mr ligeramente superior al del pFc’. Estos datos sugieren que un fragmento
de C3, que contiene el grupo carbonilo, permanece unido, tras la digestién, a la cadena H, al Fd
(y probablemente también a la ligera) y al pFc’. Dicho fragmento tendrfa un peso molecular de
unos 3kDa.

Cuando la fuente de complemento es suero de conejo, para buscar un sistema autélogo en
el que anticuerpo y complemento procedan de la misma especie, el resultado es idéntico, y se
recoge en la fluorograffa de la figura 4.17. En este caso, la banda radioactiva correspondiente a
los complejos aparece con un Mr ligeramente inferior al equivalente humano. Ello puede
explicarse si el fragmento péptico de C3 que contiene el punto de unién es de menor tamafio en

el caso de congjo que en el de C3 humano.
4.4.2.- PRESENCIA DE Clq EN LOS COMPLEJOS

La resistencia de una parte considerable de la cadena H a la digestién se puede explicar
de diversas formas. Una de ellas podrfa ser que el Cy2 también sirviera de substrato a la unién
covalente de C3, y que su unién protegiera a este dominio de la accién de la pepsina. Otra
posibilidad la constituye la posible presencia de Clq en los complejos, tal y como se sugirié en
el apartado 4.2. Clq est4 presente en el SHN-Chelex y se une a la IgG a través del Cy2. Por ello
podrfa participar en la proteccién de este dominio de la accién de la pepsina, siempre y cuando
estuviese presente en los complejos C3-IC y no en los controles. Para comprobar esta segunda
posibilidad, se realizaron ensayos de interaccién entre C3 e IC utilizando SHN-Chelex a los que
se afiadié 'ZI-Clq, con una actividad especffica final de 4300 cpm/ug. Los ;:omplejos resultantes
se analizaron en un gel de EGPA-SDS en gradieﬁte 10-15% del que se obtuvo una
autorradiograffa, que se recoge en la Figura 4.18. De estos experimentos se desprende que Clq
estd presente en los IC, tanto en los ensayos como en los controles. Incluso la radioactividad
incorporada es mayor en los controles (calles 4 y 5), tal y como era de esperar a tenor de los
experimentos mostrados en la Figura 4.3. Sin embargo, la digestién de la cadena pesada de los

ensayos, en IC preparados con 'PI-IgG, es m4s ineficiente que la de los controles (compérense
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las calles 7 y 9). De ello se desprende que Clq no es responsable de la mayor resistencia a la
pepsina de los complejos C3-IC frente a los controles, dejando abierta la posibilidad que asignaba
a C3 ese efecto. Recordemos que un posible descenso en la relacién E:S como consecuencia de

la presencia de C3 ya se excluyd en el apartado anterior.

4.4.3.- INMUNOPRECIPITACION DE LOS COMPLEJOS pFc’-3kDa CON ANTI-Fc-
SEPHAROSE . ‘

El sobrenadante de la digestién con pepsina de (**C)C3-IC se incubdé con anti-Fc-
Sepharose, o con IgG-Sepharose, como control. Tras cargar el material retenido en los dos casos
en un gel de EGPA-SDS (10-15%) y someter éste a fluorograffa, se obtiene el resultado recogido
en la Figura 4.19. La inmunoprecipitacién del complejo del sobrenadante con inmunoabsorbente
especifico del Fc (caile 1), y su ausencia en el control con IgG inespecifica (calle 2), confirma
la interpretacion de estos complejos como un aducto entre un fragmento de 3kDa de C3 y el pFc’.
Con este experimento se desecha la posibilidad de que, suponiendo que el dominio Cyl sea el
sitio aceptor mayoritario de C3 tal y como se ha propuesto [258], la digestién péptica generase
un fragmento que incluyera este dominio y que tuviera un Mr similar al del pF¢’. Aunque el
rendimiento de este fragmento fuera muy bajo, podrfa dar cuenta de la radioactividad asignada <.« v
a los complejos con el pFc’. De haber ocurrido ésto, ni el control con IgG-Sepharose, ni el

inmunoprecipitado con a-Fc deberfan haber precipitado ninguna banda radioactiva.
4.4.4.- SENSIBILIDAD A NH,0H DE LOS COMPLEJOS

Los experimentos de las

Figuras 4.16 y 4.17 sugieren que
un fragmento de C3 de unos
3kDa est4 unido tanto al Fd como
al pFc¢’. Con el fin de

14C (DPM)D
14C (DPM) ¢

comprobarlo, los complejos entre

este fragmento de C3 y el Fd y el

pFc’ se trataron con NH,OH,

seglin el protocolo especificado en FRAC. NO.

MATERIALES Y METODOS. Figura 4.21 Cromatografia en Sephadex G-25 del sobrenadante de una
Tras analizar en un gel de EGPA- :;[g_les(;ﬁn con pepsina antes () y después { ¢) de tratamiento con
,OH.

SDS los productos de las
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digestiones, con o sin tratamiento con NH,OH, y de someter el gel a fluorografia, el resultado
obtenido es el que aparece en la Figura 4.20. Como se ve en esta Figura, el fragmento marcado
incorporado a los complejos es sensible a NH,OH, lo que concuerda con la asignacién realizada
en los apartados anteriores. En la Figura 4.21 se recoge e! perfil de elucién en una columna de
Sephadex G-25 del sobrenadante de una digestién péptica de los complejos antes y después de
tratamiento con NH,OH. Como se puede observar, los complejos digeridos eluyen dentro del
volumen de exclusion, mientras que tras el tratamiento, la mayorfa de la radioactividad se
desplaza a volimenes de elucidn mayores, lo que implica la liberacidn, merced al tratamiento,

de un péptido que entra ahora dentro del intervalo de resolucién de la columna.
4.4.5.- NATURALEZA DEL FRAGMENTO DE C3 UNIDO AL pFc¢’ Y AL Fd

Las muestras de “C-C3(NH,0H) digeridas con pepsina y cargadas en la columna de Bio-
Gel P-4 dan como resultado el perfil de radioactividad recogido en la Figura 4.22. El pico I, que
corresponde al volumen de exclusién, da lugar, en funcién de la relacién E:S utilizada, a1 6 2
bandas radioactivas en un gel de EGPA-SDS al 10% (calleﬁ 2 Y 3). El material radioactivo

resuelto, picos II y III, no da ninguna banda en el mismo gel (calle 4 del inserto). La posicién

de elucién del glucagén, de un peso moiecular de 3,6kDa [301], permite asignar un peso .

molecular a los fragmentos de! orden de 3-3,5kDa. Este valor encaja bien con el derivado del
incremento del Mr de los complejos respecto al de los fragmentos del anticuerpo. La
imposibilidad de detectar este fragmento en geles de EGPA-SDS puede ser debida a dos factores
que impedirfan su fijacién en ¢l gel: su pequeiio tamaiio y la poca cantidad, en peso, cargada en

los geles.

Cuando en esta misma columna se cargan los dializados del tratamiento con NH,CH, tanto
del sobrenadante como de una mezcla de precipitado y sobrenadante, el resultado obtenido es el
que se recoge en la Figura 4.23, donde el perfil A, lfnea continua, corresponde al sobrenadante,
y ¢l B, lfnea discontinua, a la mezcla. El volumen de elucién de los picos mayoritarios (A-1l y
B-1I) coincide con el del pico II de la digestién de *C-C3(NH,OH) (Figura 4.22). -

Los picos procedentes del Bio-Gel P-4 de la digestién péptica de "C-C3(NH,OH)
inyectados en HPLC dan lugar a los patrones cromatograficos recogidos en las Figuras 4.24 y
4.25, en los sistemas de acetato/acetonitrilo y TFA/TFA-acetonitrilo, respectivamente. En la
Figura 4.26 se representan los de los eluidos del fragmento de C3 liberado de los complejos por

NH,OH. Los picos se numeraron después de comparar los perfiles de A-1 (4.26A) con B-I

s

o

§
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(4.26C) y A-II (4.26B) con B-I1 (4.26D), muchos de los cuales coinciden. En estas Figuras se
muestran las secuencias radioquimicas obtenidas a partir de los picos indicados. Las secuencias
revelan la heterogeneidad de estos péptidos en la regién N-terminal, ¢con dos posibles sitios de
ruptura, que dejan a la Cys''® marcada en posicién 4 ¢ en posicién 7. Esto corresponde a la

secuencia:

HLIVTPSGC"GEQNMIGMTP

donde las rupturas proteolfticas tendrfan lugar en Leu'®-11e'* y en Thr'**-Pro'®’ (Ile y Pro en
negrita en la secuencia). Ambos son sitios de ruptura posibles dentro de los descritos para esta
enzima, algunas de las cuales incluye a Pro en posicién P1’ [302]. De hecho, rupturas idénticas
a éstas se han obtenido con C4 [303] y con a,-macroglobulina, [304], protefnas con secuencias
muy homélogas a C3 en esta regién (Figura 1.5 de la INTRODUCCION).

Cuando los complejos generados con suero de conejo se procesan de forma similar a ésta,
los resultados obtenidos también son comparables. La Figura 4.27 recoge los perfiles de elucién

del material radioactivo del Bio-Gel P-4 de complejos {Fd+L)-3kDa (linea discontinua) y pFc’-

3kDa (lfnea continua) tratados con NH,OH. ‘El volumen de elucién ‘fuemayor que el del ---: -

fragmento humano, lo que concuerda con el menor Mr de los complejos obtenidos con C3 de
conejo (Fig. 4.17). En la Figura 4.28 se incluyen los perfiles de material radioactivo de
cromatogramas de HPLC de estos fragmentos, y la secuencia obtenida de algunos de ellos. Igual
que en el caso de C3 humano, el patrén de HPLC es heterogéneo y, por tanto, la ruptura también
lo es. Genera dos tipos de fragmentos, en lo que se refiere al N-terminal, unos con radioactividad
en el ciclo 4 y otros en el ciclo 7. De ello se concluye que la digestion es idéntica a la de C3

humano, en o que se refiere al N-terminal, sugiriendo la probabilidad de que las protefnas con
tioéster presenten un patrén de digestién péptica similar. Ello coincide con la homologfa de

secuencia de estas protefnas y con su mds que probable similitud de estructura tridimensional.

En estos cromatogramas contrasta la homogeneidad de los digeridos de "*C-C3(NH,OH)
(dos picos mayoritarios y otros dos minoritarios), frente a la heterogeneidad del material eluido
de {os complejos tras tratamiento con NH,OH. Existen varias explicaciones posibles a este
fenémeno. En primer lugar, podrfa tratarse de péptidos no procedentes de C3 y que coeluyeran
en el Bio-Gef P-4 con los obtenidos a partir de *C-C3(NH,0H); esta posibilidad es incompatibie
con fos datos obtenidos en éste y en apartados anteriores, en los que se muestra que la

radioactividad incorporada a los complejos es exclusivamente debida a C3. También es
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Figura 4.22 Cromatografia en Bio-Gel P-4 de dos muestras de “C-C3(NH,OH) digeridas con pepsina en una
relacién E:S en peso de 1:50 (—) o 1:100 (~). Gluc indica la posicién de elucién del glucagén. Se incluye la
fluorografia de un gel de EGPA-SDS al 10%. Calle 1: C3(NH,OH); calle 2: pico I de 1a relacién 1:100; calle
3: el mismo pico de la relacién 1:50; calle 4: pico II de la relacién 1:50.
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Figura 4.23 Perfil de elucién de los
fragmentos radioactivos eluidos con NH,OH
de complejos con el pFe’ (—) o de una
mezcla de complejos con pFe’ y F(ab’),
).

Frac. No.

incompatible con los datos de secuencia obtenidos, que demuestran la procedencia de C3 de estos
péptidos. Otra posibilidad es que C3 unido a la IgG se fragmente por la pepsina de forma
diferente a como lo hace cuando estd aislado; esta explicacién es compatible con la mayor
heterdgeneidad del Bio-Gel P-4. Otra posibilidad, que no excluye a la anterior, se basa en la
existencia de una porcién de los complejos C3-C3 presentes en el IC que son resistentes a
NH,OH, y que estarfan presentes en los sobrenadantes de las digestiones. Otro factor qlie puede

contribuir a la heterogeneidad de 1a muestra la constituyen las modificaciones que produce la
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Figura 4.24 HPLC de fase reversa en el sistema de acetato/acetonitrilo de los picos procedentes de la Figura
4.22. A) Pico Il de esa Figura. B) Pico IlII.
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Figura 4.25 HPLC de fase reversa en el sistema TFA/TF A-acetonitrilo de los picos mayoritarios de la Figura
4.23. A) Procedente del pico Il del P-4. Aquf se incluye la secuencia del pico mayoritario (2). B) Del pico III
de esta columna.
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Figura 4.27 Cromatografia en el Bio-Gel P-4 de los péptidos radioactivos eluidos por tratamiento con NH,OH
de complejos con pFc’ (—) y con F(ab'), (-} de C3 de conejo.

NH,OH en los residuos de Gln y Asn, quedando tras su accién como hidroxamatos [305]. En este
péptido de C3 existe un residuo de Asn'®" y, probablemente uno de Gin'®?, El tratamiento con
NH,OH de C3 purificado se realiza en condiciones menos drdsticas (NH,OH 0,5 M, pH 7,0) que
las de los complejos (NH,OH 1M, pH 9,6), y que las de [305] (5-6 horas, 45°C, NH,OH 2M,
en un tampén Tris/HCI pH 9,6 que contiene EDTA 1mM y 10% de etanol), y por lo que cabe
la posibilidad de que esta modificacidn no tenga lugar en la muestra de C3 purificado y sf en las

procedentes de los complejos.

4.4.6.- DIGESTION CON PEPSINA DE COMPLEJOS ENTRE C3 Y EL Fc¢

La Figura 4.29 muestra los perfiles de elucién de las columnas de AF-S (4.29A) y PA-S
(4.29B) de un digerido de complejos (*C)C3-IC con tripsina y papafna. El material no retenido
en la primera columna, en el que estaba presente el Fc, se cargé en la segunda, recogiendo ahora
el material retenido. Esta muestra contendrd, por tanto, el fragmento Fc y los complejos que lo

tengan como substrato (este sistema fue el que se utilizé en el apartado 4.3.3 para obtener el Fc
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Figura 4.28 HPLC de fase reversa en el sistema de acetato/acetonitrilo de los picos procedentes de la Figura
4.27. A) Procedente del pico A-I. B) Del pico A-Il. C) Del pico B-IL. Se incluyen en esta figura las secuencias
radioquimicas obtenidas de los picos indicados.
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Figura 4.29 A) Cromatografia en AF-S de complejos (**C)C3-IC digeridos con papafna. Se mezclaron las °
fracciones 3-11 del material no retenido. B) Cromatograffa en PA-S de estas fracciones. Se recogieron las

fracciones 23-25.

cuya secuencia N-terminal fue estudiada). En la Figura 4.30 se representa el cromatograma
obtenido en la columna de Superdex 75 después de cargar el digerido con pepsina de los
complejos obtenidos segtn la Figura 4.29B. Se incluye también el perfil de elucién del
sobrenadante de IC digeridos con pepsina. El pico cuyo mdximo aparece en la fraccién 28
corresponde a pFc’, apareciendola un peso molecular en esta columna de aproximadamente
30kDa. Ello se debe a que este fragmento estd presente como dimero no covalente {306}. La
Figura 4.31 recoge un gel de EGPA-SDS en gradiente del 10 al 15% de acrilamida en el que se
incluye esta fraccién (calle 2), donde el pFc’ aparece a un Mr de unos 15kDa, correspondiente
al monémero. En esta fraccién del Superdex 75 eluye también el maximo del perfil radioactivo
del digerido del complejo. Ello confirma la existencia de complejos entre un fragmento de C3 y
¢l dominio Cv3 del anticuerpo. En cuanto al segundo pico radioactivo, su volumen de elucién
excluye su asignacién como fragmento de C3 liberado del anticuerpo durante la digestién. De ser
asf, deberfa aparecer en un volumen superior al de la aprotinina (patrén de 6,5kDa, con el

nimero 6 en la Figura 4.30). Este hecho, junto con la heterogeneidad del pico, sugiere que se

trata de péptidos procedentes del Cy2 unidos al fragmento de C3.
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Figura 4.30 FPLC en una columna de Superdex 75 del material de la Figura 4.29B tras digestién con pepsina.
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IC control digeridos. Los patrones de Mr son los indicados en MATERIALES Y METODOS: Sus pesos
moleculares son 1: 150kDa; 2: 65kDa; 3: 45kDa; 4: 21,5kDa; 5: 12,3kDa; 6: 6,5kDa.
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precipitado de la digestién de los IC control. Calle 2:
alicuota procedente de la fraccién 28 del Superdex 75 de los
mismos IC control. 21.5=

Figura 4.31 EGPA-SDS en gradiente 10-15% de las 31> —Fd+L
muestras procedentes de la Figura 4.30. Calle 1:
14,4 = ﬁ

<—pDFC
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4,5.- ESTUDIO DE LA POSIBLE UNION DE C3 A LA REGION BISAGRA DE LA IgG

Cuando llegados a este punto se compara la distribucién de radioactividad entre el Fab y
el Fc en las digestiones con tripsina, en la muestra aminoetilada (Figura 4.8B), y papafna (Figura
4.12B) con la del F(ab’), y del pFc’ (Figura 4.16B) resulta llamativo que mientras en este dltimo
la mayorfa de la radioactividad se sitia en el F(ab’),, en aquéllas la distribucidn es similar, sino
favorable al Fc. Estos datos se podrfan explicar si la diferencia en los puntos de ruptura para
generar los fragmentos incluyera un sitio aceptor de C3 al que éste se uniera con gran eficiencia.
La secuencia C-terminal del F(ab’), obtenido por digestién con pepsina es conocida [288] y se
recoge en la Figura 4.32, donde la Leu®* ocupa la posicién C-terminal. Este residuo estd muy
préximo a los puntos de ruptura de tripsina, en ¢l anticuerpo aminoetilado, y de papafna obtenidos
en la presente Tesis, y que también se incluyen en la Figura 4.32. Como vemos, dentro de esta
secuencia existen tres residuos potencialmente aceptores de la unién covalente de C3: la Ser®!,
la Lys*? y la Thr**, donde el primer residuo constituye el N-terminal del fragmento triptico y de

una parte de los de papaina (de aquellos que llevan el carbohidrato en posicién 224). Segin este

PAPA
PEPS

|

APSTCSKPTCPPPELLGGP

TRY

[ V. _ | __CHI1 H__CcH2 | _CH3 ]

Figura 4.32 Secuencia de la region bisagra de la IgG de conejo. Se incluye el sitio de ruptura mds N-terminal
de pepsina (PEPS). Se inciuyen los puntos de ruptura de papaina (PAPA) y tripsina de este trabajo (TRY).
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patrén proteolftico representado en la Figura 4.32, la digestién del F(ab’), con tripsina, después
de reduccion y aminoetilacién, produciria la liberacién de un decapéptido cuyo residuo N-terminal
serfa la Ser’”' y el C-terminal Leu®™* (la numeracién de EU empleada incluye, como vimos, cuatro

residuos no presentes en la de conejo entre la Thr** y la Cys?),

300
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Figura 4.33 Cromatogramas en PA-S del precipitado de la digestién con pepsina de los complejos (*C)C3-IC,
después de reduccidén y carboxamidometilacién (CA) o aminoetilacién (CB).

Con el fin de comprobar esta posibilidad, el precipitado de (*C)C3-IC digeridos con
pepsina, que contiene los complejos entre el F(ab’), (y restos de IgG no digerida) y un fragmento
marcado de C3, se digirié con tripsina, después de reducir y aminoetilar, segiin el protocolo
descrito en MATERIALES Y METODOS. Como controles se introdujeron muestras de los
mismos complejos reducidas y carboxamidometiladas y digeridas con tripsina, o las mismas
muestras aminoetiladas, pero sin afiadir tripsina. Las muestras se separaron en la columna de PA-
S, recogiendo el material no retenido (Figura 4.33), que corresponde a los complejos entre el
F(ab’), y el fragmento de C3. La cromatograffa en esta columna se hizo necesaria puesto que,
como se vio anteriormente, la digestién con pepsina de los complejos no es total, quedando

cantidades apreciables de cadena pesada no digerida; esta cadena, después de aminoetilada, se
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Figura 4.34 A) EGPA-SDS de las digestiones tripticas del material no retenido de la Figura 4.33. Calle 1:
material retenido en la columna de PA-S; calle 2: control con SHN-EDTA aminoetilado y digerido con tripsina;
calle 3: patrones de Mr; calle 4: complejos carboxamidometilados y digeridos; calle 5: complejos aminoetilados
y digeridos; calle 6: complejos aminoetilados no digeridos. Se indican la identificacién de las bandas
correspondientes a la enzima y al inhibidor. B) Fluorografia de este gel.

digerirfa, dando lugar a Fc y Fd, que interferirfan con el resultado del experimento al no quedar
retenido el primero en la columna de AF-S. Una alfcuota de la protefna retenida en la columna
de PA-S se cargé en el gel de EGPA-SDS al 12,5% el mismo en el que se cargé el resto del
experimento, y que se recoge en la Figura 4.34A (calle 1). En €l se aprecia que una parte
considerable del F(ab’), queda retenido en la columna. Ello se debe, presumiblemente, a que €éstas
moléculas quedan unidas a través del antfgeno a las de IgG, y a través de éstas a la columna. Las
Figuras 4.34 y 4.35 recogen el resultado de la digestién trfptica de los complejos aminoetilados
y de los controles. De la comparacién de la intensidad de las bandas del gel y de la
autorradiograffa, se desprende que, mientras que la cantidad de Fd de la muestra aminoetilada y
digerida (calle 5, Fig. 4.34A) es comparable a la de la misma muestra no digerida (calle 6, Fig.
4.34A), la cantidad de radioactividad es notablemente inferior (calles 5 y 6, Fig. 4.34B). En el
caso de los complejos carboxamidometilados y digeridos, la cantidad de Fd en el gel tefiido es
menoxv‘ (calle 4, Fig. 4.34A) que en la muestra aminoetilada y digerida (c.alle 5), mientras que la
radioactividad es muy similar (calles 4 y 5, Fig. 4.34B). También se aprecia una reduccién del |
Mr, tanto en la tincién como en la autorradiograffa, de las muestras aminoetiladas y digeridas

respecto a las otras dos. El Mr de las muestras carboxamidometiladas y digeridas es mayor ain
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Figura 4.35 Cromatografia en la columna de AF-S de las mismas muestras de la Figura 4.34. CAT: complejos
carboxamidometilados y digeridos; CBT: complejos aminoetilados y digeridos; CB-: complejos aminoetilados
no digeridos.

que el de las aminoetiladas y no digeridas. El que no haya una reduccién del Mr de las muestras
carboxamidometiladas al digeririas con tripsina es esperable, dada la resistencia de [a IgG a esta
enzima. Lo que no resulta ficil de explicar es que su Mr sea mayor. Si bien no lo explica, la
OQVA presente en los IC sufrié un desplazamiento similar. Como control de [a especificidad de
la digestién del Fd aminoetilado, se puede comprobar que la OVA no sufre ninguna reduccién
en su Mr al digerirla con tripsina después de aminoetilar (calles 5 y 6, Figura 4.34A). En
cualquier caso, la reduccién del Mr de Jas muestras aminoetiladas y digeridas con tripsina frente

a las no digeridas, es consecuente con la liberacién del decapéptido propuesto.

El resultado de la cromatografia en ia columna de AF-S de los digeridos se recoge en la
Figura 4.35. La idea de este experimento es que, en caso de que C3 se uniera a un residuo
incluido dentro del péptido liberado por este tratamiento, ello produciria una disminucién de la

radioactividad retenida en esta columna, en relacién a los controles de digestién. El resultado
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parece apoyar esa idea. De hecho, mientras que en los controles la radioactividad liberada era de
un 20% (complejos carboxamidometilados y digeridos) y de un 22,5% (complejos aminoetilados
y no digeridos), en el aminoetilado y digerido ésta alcanzé un 40%. Esto, sumado a la menor
radioactividad, en comparacién con la cantidad de proteina apreciada en los geles, sugiere

fuertemente que este decapéptido, cuya secuencia es

SKPTCPPPEL,

incluye un sitio aceptor de la unién de C3. La reduccién del Mr de los complejos con el Fd
sugiere, por otro lado, que éste no es el tinico sitio aceptor, puesto que al eliminarlo no se pierde

totalmente la radioactividad.

Si comprobamos de nuevo en este punto el resultado de los cromatogramas de la Figura
4.11, correspondientes a dos digeridos de complejos con papafna cargados en las columna de PA-
S y AF-S, se aprecia un dato ilustrativo. En ambas columnas, el material radioactivo retenido
(45% en AF-S y 35,5% en PA-S) es inferior al eluido libremente. Ello quiere decir que existe

una cierta cantidad de péptidos marcados que no se retiene en estas columnas. Smyth y Utsumi

[299] describieron que la IgG de conejo digerida con papafna, a pH 8,0 durante 24 horas a 37°C 41 -+

en una relacién 1:100, fragmentaba la cadena pesada produciendo la liberacién de péptido que
inclufan esta secuencia, por lo que el Fc y el Fd obtenidos carecian de esta regién. Aunque las
condiciones empleadas en los experimentos de esta Tesis no son tan drésticas, los datos de que
disponemos no excluyen la liberacidn, durante la digestién con papafna, de péptidos de la regién
bisagra que incluyan esta secuencia. De ser asf, su liberacién explicaria el resultado antes aludido
de los cromatogramas de la Figura 4.11, siempre y cuando este fragmento de la regidn bisagra
llevara unido un fragmento de C3. Otra posibilidad que explicarfa este fenédmeno la constituirfa
una posible digestién de la papafna entre el residuo Cys''® marcado y la GIn'""? de C3, donde
tiene lugar la unién, lo que liberarfa la radioactividad sin desprender el fragmento de C3; sin
embargo, el comportamiento tanto de *C-C3(NH,OH) como del fragmento eluido de los
complejos en el Bio-Gel P-6 (Figuras 4.14 y 4.15), sugiere que este no es el caso. De ser asf el
fragmento espefado tendrfa un tamano mdximo de 1,5kDa (proceden ambos de una digestién
triptica previa que deja la Cys'®'® marcada en posicién 9 respecto al N-terminal), y deberfa haber _
eluido con el volumen total de la columna. Por supuesto, el resultado de esta Figura también
podrfa explicarse si acudimos a la hidrélisis del enlace é&ster entre C3 y la IgG que puede

producirse durante las digestiones.
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Con el fin de confirmar que la
aminoetilacién y posterior digestion triptica es
capaz de liberar el péptido propuesto, se traté
de la misma forma F(ab’), a-OVA. De éste se
habfan eliminado previamente los restos de
IgG no digerida por cromatograffa en PA-S
(Figura 4.36). Una parte de la protefna
retenida se cargé en el gel en el que se
incluy6 el resto del experimento (Figura 4.37,
calle 1). Los digeridos, junto con muestras
aminoetiladas previas a la digestion, se
cargaron en un gel de EGPA-SDS al 12,5%,
que se recoge en la Figura 4.37. En este
caso también se aprecia la reduccidn en el
Mr de las muestras digeridas (calles 4 y 6)
respecto a los controles no digeridos (calles
3 y 5). La Figura 4.38A recoge el
cromatograma de HPLC del material
filtrado en un Centricon 3, después de
digerir el F(ab’), aminoetilado, y que
corresponde a péptidos de tamafio inferior
a ~3kDa. El pico 10, mayoritario, no
presenta A,,, lo que es compatible con la
secuencia del péptido. El integrador del
HPLC identific6 este pico como doble, lo
que puede deberse a la presencia de
carbohidrato en algunas de las moléculas
(este péptido contiene 1a Thr?* sobre la que
se puede asentar dicho carbohidrato). La

Figura 4.38B recoge un control de este

OO T M B e

experimento, en el que se cargé una muest
F(ab’),, y filtrada en Centricon 3, tras lo que
la Figura 4.38A. En esta figura se muestra
4.38A, con la excepcién del pico 10, también

el resultado de la secuenciacién de una alfcuc
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igura 4.36 Cromatografia en PA-S de F(ab’), anti-
JVA. Se recogieron las fracciones 2-7 del material no
etenido.
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ura 4.37 EGPA-SDS al 12,5% de muestras de F(ab’),
noetiladas, con o sin digestién triptica. Calle 1: proteina
nida en la columna de PA-S de la Figura 4.36; calle 2:
ones de Mr; calles 3 y 5: F(ab’), aminoetilado no
erido; calles 4 y 6: la misma muestra digerida con
sina.

generada con tripsina y, SBTI, en ausencia de
: inyecté en HPLC en las mismas condiciones de
ie los picos numerados del 1 al 18 de la figura
t4n presentes en este control. La tabla 4.V recoge

del mdximo del pico 10 (60xL), y que
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Figura 4.38 A) HPLC en fase reversa, sistema TFA/TFA-acetonitrilo, del péptido liberado por tripsina del
F(ab'), aminoetilado. B} Control con enzima e inhibidor, en ausencia de F(ab’},.
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TABLA 4.V. Secuencia del péptido liberado del F(ab’), aminoetilado por digestién

triptica.
CICLO NO. (pmol de PTH)
— I ) IR | SN Y Y | SN Y S | e ) AN Y B | R | —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

As - - - - - - - - - - -
Asn 435 | 258 164 | 95 40| ns| 57 53| 4.0 3,6 3.4
Ser  [|s874 | 277 | 313 | 7 69 | 132 321 23 - 3,2 2,9

8 Gln || 101,7 7,3 37| 99 24 | 101 | 22 141 19 1,5 1,8
Thr 42,6 15,2 58 16200 { 563 | 132 | 76| 63| 42 3,7 3,2
Gly 31,7 95 | 285 | 246 1591 67| 507 7131 36 3,6 3,2
Glu 21,1 6.6 59 | 24,1 62 | 91] 99| 89 |4006 | 758 16,4
His 50,1 - 78| - - R . - . , B}
Ala 97,8 22,8 150 | 190 | 282 | 92| 52 24| 46 1,8 5,4

| Arg |l1s | 3204 | 1983 |2857 | 286 | 27,3 | 11,8 9.1 | 59 - -
Tyr 52,7 10,2 99 | 7 124 | 107 43| 367 | 115] 50 2,8
Pro 18,8 19,5 | 1880,3 | 224,5 65,2 |792,3 | 795,0 | 73,1 {101,7 | 362 | 18,5
Met - 8,0 ? 5713 | 30| 79| 71| 27]|+-16 -1 .
Val 239 | 3358 | 249 | 120 ]| 1009 | 160 | 158 | 105 | 6,7 6.4 6,6
Trp 44 | 1035 | 270 3001 261 | 309 | 298 | 327} 255 22,4 | 258
Phe 43,5 | 136,1 12,1 | 43 39| 88 66| 75| 25 6,7 48
Ile 16,5 | 22,3 25,1 | 19,7 1,6 | 53| 38 2,5 1,4 2,2 1,6
Lys 40,8 | 2562,7 | 1620 | 9.4 - 52| 97| 6.1 3,6 5,0 5,6
Leu 31 1 - 40,8 {133,1 | 20758 {167,0 | 41,7 | 22,8 § 151 [199,1 | 71,0

. | .0 1 Jr - Jr Jr _J1 ||
SEQ Ser Lys Pro Thr ﬁﬂ_& Pro Pro Pro Ghu Leu {Leu)

corresponde a la de este péptido:
SKPTCPPPEL.

La drdstica reduccién del rendimiento en el décimo ciclo concuerda con el bajo rendimiento de

los residuos de Leu, e hidrofdbicos en general, en el secuenciador [307].
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También podria ocurrir que otra ruptura no identificada en un punto distinto del Fab, tanto
en el Fd como en la cadena ligera, diera lugar al efecto visto en la columna de AF-S (Figura
4.35) y en los geles (Figura 4.34). Esta posibilidad, en lo que se refiere a la cadena ligera, no
es compatible con el resultado de la Figura 4.34, puesto que las alteraciones de Mr se producen
en una banda definida, bien distinta de la de ia cadena ligera. En lo que se refiere al Fd, la vnica
posibilidad es que este fragmento procediera del N-terminal, donde se encuentra la regidén
variable. En su secuencia existe un residuo de Cys conservado que podria aminoetilarse, si bien
no se encuentra entre los que lo hacen dentro de la cadena pesada [297]; no obstante, en el trabajo
de Ehrlich er al. [297] se describian un total de diez residuos aminoetilados, dos menos que los
obtenidos en nuestro caso, por lo que no se puede exchiir que este disulfuro del dominio Vy se
aminoetile. No obstante, su posicién en la secuencia (Cys™) darfa lugar a un péptido de unos
2,5kDa, que deberfa dar cuenta de una variacién mayor de los Mr de la Figura 4.33. De igual
manera, en la cadena ligera, el residuo conservado de Cys en la region variable se encuentra en
la posicién 23, mientras que en la constante se encuentran el residuo Cys'™ y el Cys 24 [283],
siendo éste el C-terminal, y el encargado de formar el enlace disulfuro que le une a la cadena
pesada [296]. Por tanto, tarﬁi)oco la cadena ligera darfa lugar al descenso de Mr observado. Por
todo lo expuesto, se puede concluir que la reduccién, aminoetilacién y digestién triptica del
F(ab’), libera el decapéptido propuesto. Los experimentos indican, ademds, que al liberarse este
péptido de complejos entre un fragmento de C3 y el F(ab’),, se libera también, de forma
especffica, radioactividad correspondiente a C3, por lo que se puede proponer que este

decapéptido incluye en su secuencia un sitio aceptor de la interaccién covalente de C3.

4.6.- RELACION ENTRE LA UNION DE C3 Y Ciq A IC

4.6.1.- CUANTIFICACION DE LA UNION DE LOS COMPONENTES

En vista de los resultados obtenidos en las Figuras 4.3 y 4.4, por las cuales la presencia
de C3 en los complejos afecta a la unién de Clq, se examind si se daba la situacién inversa, y
que pudiera explicar el efecto inhibidor que se ha atribuido a este subcomponente sobre la
activacién de la via alternativa [54). Con ese fin se realizé el experimento que se recoge en la
Figura 4.39. En €l se utilizé un RD y se cuantificé la unién de C3 a los IC, calculado por la
incorporacién de iodo[1-"*Clacetamida, en funcién de la cantidad de Clq anadida (la
concentracion fisioldgica de este componente se alcanza con la adicién de 15ug). Estos datos
sugieren que, si bien parece haber unos efectos negativos de la presencia de Clq sobre la unién

de C3, estos no parecen ser muy significativos en las condiciones empleadas en estos ensayos,
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Figura 4.39 Unién de C3 a IC en presencia de cantidades crecientes de Clq. En ordenadas se presenta la
relacién en base molar entre el C3 incorporado y la IgG del IC. En abscisas, la cantidad afiadida de Clq. A:
ensayos en los que, previamente a la adiciéa de factor D, RD e IC se incubaron 15 minutos en presencia (15ug,
15Q) o ausencia (0Q) de Clq. B ensayos con SHN-Chelex (E) o SHN-EDTA (C). RDC es un control con RD

en ausencia de factor D.

ni siquiera en un exceso de Clg respecto al concentracién fisiolégica, que se alcanza con la
adicién de 15ug. Estas diferencias no aumentan cuando se incuban RD, IC y 15ug de Clq durante
15 minutos a 37°C, previamente a la adicién de factor D {(A-15Q, Figura 4.39) y se compara
frente al mismo experimento, pero con la preincubacién en ausencia de Clq (A-0Q en la misma
Figura). Los datos presentados en esta Figura estdn referidos a la cantidad de IC presentes
después de los ensayos. Como control, se presenta el resultado con SHN-Chelex (B-E), con SHN-

EDTA (B-C) y con RD en ausencia de factor D y Clq (RDC).
2..- EFECTO DE LA PRESENCIA DE Clq SOBRE LA UNION AL DOMINIO Cy3

La fluorograffa presentada en la Figura 4.40 recoge el resultado del estudio del efecto de
la presencia o ausencia de Clq en la unién de C3 al dominio C+3. En ella se aprecia que, tanto
en presencia (calle 6) como en ausencia (calle 4) de Clq se forman los complejos entre C3 y este
dominio. No parece existir una correlacién evidente entre una mayor o menor unién al dominio

Cv3 y la presencia o ausencia del subcomponente Clq. Por lo expuesto, parece desprenderse que




RESULTADOS Y DISCUSION 101

la supuesta accién de Clq sobre la activacién de la via alternativa no se refleja en una menor
unién de C3 a los IC, al menos en las condiciones empleadas que implican, entre otras cosas, la

unién exclusivamente de Clq a los IC y no de C1, dada la ausencia de iones Ca.
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Figura 4.40 Fluorografia de EGPA-SDS en gradiente 10-15%. Calle 1: ensayo con SHN-Chelex (50ug de IC),
incubado en las mismas condiciones que los digeridos, pero en ausencia de enzima; calle 2: como la anterior,
pero con RD y factor D; calle 3: como la anterior, pero en presencia de Clgq; calles 4 y 5: sobrenadante y
precipitado de la digestién péptica de ensayos con RD y factor D; calles 6 y 7: igual que las anteriores, pero
en presencia de Clq; calles 8 y 9: igual que las anteriores, pero con SHN-Chelex (50ug de IC); calles 10 y 11:
sobrenadante y precipitado de la digestién del control con RD en ausencia de factor D. Salvo donde se indica,
todos los ensayos llevaron 100ug de IC.
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5.- DISCUSION GENERAL

5.1.- FQRMACIOQ DE COMPLEJOS COVALENTES ENTRE C3 Y LOS FRAGMENTOS
Fab Y Fc¢

Los experimentos presentados en esta Tesis demuestran que cuando inmunocomplejos
formados por IgG de conejo y ovoalbiimina como ant{geno activan la vfa alternativa humana, C3
se une de forma covalente al anticuerpo. Los complejos formados tienen como aceptores a los
fragmentos Fc y Fab de la IgG, interaccionando dentro de este iltimo con sus dos componentes:
el Fd y la cadena ligera. Esto se ha demostrado en virtud de la generacién de estos dos
fragmentos a partir de inmunocomplejos con C3 unido, mediante digestién con tripsina, tras
aminoetilacién, o con papafna; ambos exhiben péptidos de C3 unidos covalentemente. La
presencia de los fragmentos de IgG en los complejos se verificé mediante el andlisis de su
comportamiento en columnas de afinidad, asf como por su Mr en geles de poliacrilamida. La
presencia de C3 se confirmé por la sensibilidad a hidroxilamina de estos complejos, por lo que
responden a la reactividad general de C3, formando enlaces éster, asf como por la semejanza de
los fragmentos eluidos por este tratamiento con los generados a partir de C3 purificado y digerido

con las mismas enzimas.

La unién de C3 a la cadena ligera ya se ha demostrado previamente, en el caso de la
activacion de la vfa clédsica sobre bacterias [252]. Sobre la unidn al Fd existe ya una considerable
evidencia previa. Como consecuencia de 1a activacién de Ia via alternativa, 1C preparados con IgG
o F(ab’), anti-OVA unen C3 covalentemente, a la cadena pesada los primeros y al Fd los
segundos [255]. Esto mismo ocurre con complejos similares durante el proceso de solubilizacién
[263]. Recientemente se ha demostrado que C3 se une a IgG1 humana termoagregada a través de
~ alguin punto localizado entre el final del Vy y los primeros residuos del Cy2 [258]. Sin embargo,
la evidencia de 1a unién de C3 al Fc era, hasta ahora, indirecta. Por una parte, existen datos que
revelan una diferencia entre el comportamiento de IC con F(ab’), (IC-F(ab’),) y con IgG (IC-
IgG). Se ha demostrado que IC-F(ab’), presentan una mayor resistencia a la solubilizacién que
sus equivalentes con IgG [213]. Estos resultados se explican por la participacién del Fc en el
proceso de precipitacién inmune, por 1o que es probable que ia disposicién tridimensional de
ambos IC no sea idéntica. En este mismo sentido se ha demostrado que la degradacién de C3 en

suero es mayor cuando se encuentra unido a IC-F(ab’), que cuando lo hace a IC-IgG [291]. Otra
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evidencia indirecta proviene de la reactividad de los complejos con ligandos especificos de Fc.
En un caso, agregados de IgG que habfan activado complemento eran degradados por macréfagos
con mayor eficiencia que agregados control. Sin embargo, la degradacién era menos eficaz cuando
se inhibfan los receptores de complemento, permitiendo tan sélo la accién de los receptores de
Fc [308, 237). Un fenémeno similar se ha descrito en la unién de IC a linfocitos [309], donde
los autores ya propusieron la unién de algiin componente del complemento, probablemente C3,
al Fc. En este sentido, se ha demostrado que C3, al igual que C4, inhibe la activacién de C1 [37].
También se han descrito problemas para inmunoprecipitar IC solubilizados con anticuerpos anti-
Fc, {o que se atribuyé a que C3 bloguearfa los determinantes del Fc [310], asf como abolicién del
reconocimiento por protefna A {311]. Sin embargo, cuando la activacién transcurre por la via
cldsica durante la inhibicién de la precipitacién, los complejos generados conservan su capacidad
de unirse a protefna A [229]. No obstante los procesos de solubilizacién y de inhibicién de la
precipitacién dan lugar a IC de caracterfsticas diferentes [312], uniéndose mayor cantidad de C3

en el primer caso [212].

La activacién de la vfa alternativa sobre IC lleva, como paso final, a la solubilizacién de
estos complejos. La demostracién de que fragmentos monovalentes de anticuerpos especfficos del
Fc o del Fab de 1a IgG presente en los IC ejercen un efecto semejante, ha llevado a pensar que
las dos interacciones que intervienen en la precipitacién de los IC (antfgeno-anticuerpo y Fc-Fc)
se ven afectadas durante este proceso. La unién covalente de C3 a ambas regiones demostrada
en el presente trabajo aporta una base molecular al efecto de este componente sobre 1a solubilidad
de los IC, asf como a las funciones efectoras del anticuerpo localizadas en el Fc, actuando como
regulador negativo. En cualquier caso todos estos datos indirectos que atestiguan el efecto que la
unién de C3 tiene sobre la accesibilidad del Fc deben tomarse con cautela, debido al tamafio de
las dos moléculas: €l de C3b (176kDa) es mayor que el de la IgG {ntegra (150kDa), y més de tres
veces mayor que cada uno de los fragmentos de ésta. Por este motivo los datos presentados
también serfan imaginables aunque la unién no tuviera lugar directamente sobre el dominio cuya

funcionalidad se ve afectada.

La delimitacién dentro del Fab de los sitios de unién de C3 no se ha realizado. La
informacién existente en lo que concierne a la region responsable de la proteccidn de C3 de la
accién de factor H, parece apuntar al dominio Cyl. Es precisamente esta proteccién la que
diferencia a las superficies que activan la vfa alternativa de las gque no lo hacen. Inmunocomplejos
obtenidos con F(ab "), activan la vfa alternativa con una eficiencia parecida a la de IgG [255],

generdndose sobre los complejos actividad de C3 convertasa [313]. El Cyl1 es el tinico dominio
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especffico de clase de todos los que forman el Fab: la cadena ligera y el Vy pueden estar
presentes en anticuerpos de otras clases no activadoras. También, por el mismo motivo, es el
unico comtin en el Fab a todos los anticuerpos distintos de la misma clase. El que este dominio
sea el responsable de Ia proteccién de la accidn de factor H no quiere decir que sea éste el tinico
punto de unién: pueden existir otros puntos, estén o no protegidos de factor H. Incluso se puede
concebir la posibilidad de que el anclaje de C3b tuviera lugar en un dominio diferente del Cyl,
resultando protegido por alguna estructura aportada por él. Los datos presentados en esta Tesis,
en conjunto con otros publicados en la bibliograffa, sugieren que C3 se une al dominio Cy1 [258]
y a la cadena ligera cuando se activa la vfa alternativa sobre inmunocomplejos. Existe 1a incégnita
sobre la unién al Vy, si bien estudios con anticuerpos monoclonales sugieren la existencia de una
modulacién por esta regién de la activacién del complemento por ambas vias [314, 315}, asf como
en la interaccién de IC con C3b unido y eritrocitos [316]. Dentro de la cadena ligera se desconoce

cual o cuales son los puntos de anclaje.

5.2.- UNION DE C3 AL DOMINIO Cy3

Como se ha visto en el apartado anterior, C3 se une al Fc y al Fab. Respecto a este dltimo
ya se han discutido los posibles sitios aceptores. En cuanto al Fc nuestro esudio ha demostrado
que al menos parte de esta unién tiene lugar en el dominio Cv3, y se sugiere fuertemente que
también ocurre en el Cy2. Esto se ha demostrado de forma semejante a la seguida en el caso del
Fc y Fab, mediante digestiones con pepsina. La verificacién de la presencia de pFc’ en los
complejos se realizé en funcién del Mr de los complejos, de su comportamiento en una columna
de Superdex 75, de su presencia exclusivamente en el sobrenadante de los complejos, de su
inmunoprecipitacién con un anticuerpo anti-Fc, as{ como su generacién a partir de complejos de
un fragmento de C3 con el Fc. En cuanto a la presencia de C3, se siguieron los mismos criterios
del apartado anterior: sensibilidad a hidroxilamina y semejanza de los fragmentos eluidos por este

tratamiento con los de C3 purificado digerido en las mismas condiciones.

El dominio Cy3 juega un papel importante en la estructura del Fc. Los dominios
integrantes de este dimero interaccionan fuertemente entre sf, mientras que no existe tal contacto
entre los dos Cy2. Precisamente los contactos entre el Cy2 y el Cy3 modulan en cierta medida
la disposicién final del primero [209]. Justo en el espacio interdomino entre éstos es donde se ha
identificado la regién de interaccién con proteina A [201]. También se le ha atribuido a esta
region la responsabilidad de la interaccién Fc-Fc que participa en la precipitacién de 1C [208].

Al dominio Cv3 se le atribuye un papel en la interaccién con receptores de Fc, aunque no
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participe directamente en esta interaccién, en la que sf parece jugar un papel primordial [a regién
bisagra baja [200]. También se ha sugerido que este dominio jugarfa un papel importante en la
activacién de C1, mediante interaccién con la subunidad catalftica de este componente {Clr,s,)
{317, 318]. Todas estas funciones se ven afectadas por la unién de C3 a IC cuando ésta tiene
lugar por la vfa alternativa. Por ello, no resulta sorprendente que C3 forme complejos covalentes
con este dominio cuando se activa esta vfa. No obstante conviene volver a recordar lo ya
mencionado en el apartado anterior en los concerniente al tamaiio relative de las dos moléculas
y a que, por ello, es concebible que algunos, sino todos, los efectos descritos tuvieran lugar en

el caso de que C3 interaccionara con otro dominio.
5.3.- UNION DE C3 A LA REGION BISAGRA

La regi6n bisagra es la que sirve de nexo entre los dos brazos Fab y el Fc. Es un
segmento que consta de una regién central, rfgida, rodeada por otras dos flexibles. A su
movilidad se le ha atribuido la responsabilidad de que en estudios de difraccidn de rayos X de
moléculas completas de IgG no se haya detectado densidad electrénica correspondiente al Fc
[202]. Sd6lo se ha podido estudiar la estructura de IgG completa en el caso de mutantes que
carecen de esta regién [201]. En el caso de cristales de Fcy humano, la regién N-terminal carece
de densidad electrénica, achacable a la movilidad de esta region en los cristales [319]. En esta
Tesis se han presentado datos que indican que C3 se une covalentemente a esta regién, mds
concretamente, lo hace en un decapéptido incluido en ella, comprendido entre las posiciones 221
y 234 (numeracién EU). Su identificacién se ha basado en la liberacién de radioactividad de
complejos aminoetilados entre C3 y F(ab’), después de digerir con tripsina, mientras que esta
radioactividad no se libera en los mismos complejos no digeridos ni en complejos alquilados
digeridos. En este decapéptido tan sélo existen tres residuos que potencialmente pueden servir de
aceptores de C3b: Ser?!, Lys?*? y Thr**, todos dentro del segmento alto de la bisagra, el m4s
flexible de esta regién [200]. Teniendo en cuenta la sensibilidad a hidroxilamina de la mayorfa
de los complejos entre C3b y el anticuerpo [244, 291], parece improbable que la unidn tenga
lugar en la Lys®?, puesto que los enlaces formados con este residuo serfan amidas, resistentes a
este tratamiento. No obstante, su participaciéon no puede ser excluida, dada la existencia de una
fraccién de complejos resistentes a hidroxilamina. La Thr®™ es el residuo polimérfico que
corresponde al alotipo d12 [296]. En d1! este est4d reemplazado por Met, no apto como aceptor
de C3b. Es, ademds, donde se ancla el carbohidrato presente en un 30% de las molécula [300].
No se han realizado estudios que relacionen el alotipo con la activacién de la vfa alternativa,

aunque no existen diferencias funcionales asociadas a los alotipos [320]. Por tanto, debido a estas
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Figura 5.1 Modelo tridimensional de un Fab humano [329]. La Ifnea hueca representa a la cadena pesada y la
linea sélida a la cadena ligera. Se muestran en este modelo los sitios propuestos por el grupo de Carroll (1) y
en este trabajo (2).

causas no creemos probable que este sea un punto de unién importante de C3. En apoyo de esta
posibilidad, est4 el hecho de que la presencia del carbohidrato unido a la Thr™ no es necesario
para la activacién de la vfa alternativa [257]. El residuo restante, Ser?, es un candidato probable
para ser responsable de esta interaccién, no siendo el primer caso en el que se describe la
interaccion entre C3 y residuos de Ser, tanto libres [185] como dentro de protefnas [259]. Por
todo lo expuesto, proponemos a la Ser”! de la IgG de conejo como uno de los sitios aceptores
de la unién covalente de C3b durante la activacién de la via alternativa. Recientemente se ha
descrito la unién de C3b al dominio Cy1 de IgGl, tras la activacién de la vfa alternativa en
termoagregados [258]. En una comunicacién posterior se ha acotado este punto a un segmento
comprendido entre los residuos 134 y 156 del dominio C-yi [321]. En esta secuencia existen tan
s6lo cuatro sitios aceptores potenciales: Ser'®, Thr'®, Ser® y Thr'*>, Los tres primeros se
encuentran en un bucle expuesto, en la cara interna entre los dos brazos Fab, y préximo a Ia
regidn bisagra (Figura 5.1); el resto de la secuencia forma parte de la hoja 8 integrada en la
regién de contacto entre los dominios C-yl y C,. Préximo en el espacio a esta regién se encuentra
también el sitio sugerido en el presente estudio (Figura 5.1). Es posible que esta zona de la
estructura tridimensional de la molécula constituya un sitio favorable como aceptor de la unién

covalente de C3.

Resulta interesante en este punto el examen del sitio de interaccién de C3b sobre C4b
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descrito recientemente [259]. La interaccién covalente tiene lugar con alguna de las dos serinas
en posiciones 1217 y 1219 (numeracién de C4 humano). Es destacable que la secuencia adyacente
a ésta hacia el C-terminal, el segmento de 16 aminodcidos entre los residuos 1224 y 1239,
contiene siete prolinas, proponiendo los autores que, merced a estos residuos, esta regién
resultarfa protuberante en la estructura de la molécula, facilitando asf la unién covalente de C3.
En el caso que nos ocupa, también existe una regién rica en prolinas en las proximidades de la
Ser? hacia el C-terminal, la Pro*? y la tres prolinas contiguas ,Pro®°, Pro®' y Pro??, integrantes
estas (iltimas de la bisagra baja. Hacia el N-terminal de esta Ser” de la IgG existe otra Ser y una
Thr en posiciones 218 y 219 contiguas, por tanto, a la Cys®™, el punto de ruptura de la tripsina
en la IgG aminoetilada. Estos datos sugieren la posibilidad de que existan sitios

conformacionalmente favorables para servir como aceptores de C3b.

La unién de C3 a esta region puede reducir la movilidad de los brazos Fab alrededor del
segmento bisagra y, de este modo, afectar a la solubilidad de los complejos, mediante la induccién
de reorganizaciones moleculares en la malla formada por el IC, y la destruccién de algunas
interacciones Ag-Ab. Los efectos pueden ser dramdticos si nos imaginamos a una prote{na como
C3b, de 176kDa unida a este segmento. También es conveniente recordar la asociacién descrita
entre la flexibilidad de los anticuerpos en esta regién y la capacidad de activacién de C1 [322,
323]. De esta forma, la unién de C3b a la regidn bisagra justificarfa la inhibicion descrita sobre
la activacién de C1 [37]. De cualquier forma, este sitio estd a caballo entre el Fc y los brazos
Fab, por lo que, dado el tamanio de C3b, podria afectar simultdneamente a la interaccién antigeno-

anticuerpo y a las interacciones Fe-Fc, asf como a las funciones efectoras de ésta regién.

5.4.- EFECTO DE LA PRESENCIA DE Clig SOBRE LA UNION DE C3 A
INMUNOCOMPLEJOS

Los datos presentados sugieren un efecto negativo de la uniéon de C3 a los
inmunocomplejos sobre la unién a éstos del subcomponente Clq. Con el fin de averiguar si este
efecto es recfproco y si la inhibicién de la vfa alternativa atribuida a Clq es debida a una
reduccion en la incorporacién de C3, se estudid el efecto que tiene Ia presencia de Clq sobre esta
incorporacion. Estos estudios se realizaron en un intervalo de concentraciones que oscilan entre
0 y 100ug/mL, excediendo esta dltima la concentracién fisiolgica (80,ugme). El efecto
observado fue poco importante, aprecidndose tan sélo en los primeros puntos, esto es, las
diferencias s6lo son detectables al comparar los valores obtenidos en ausencia de Clq con el

resto. La presencia de Clq tampoco afecta a la unién de C3 al dominio C-y3. Por tanto, podemos
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concluir que en las condiciones utilizadas Clq no afecta a la unién de C3 a los inmunocomplejos.
No se puede excluir, no obstante que en otras situaciones, como por ejemplo durante la

solubilizacién o la interaccion con superficies celulares, el efecto de Clq se haga palpable.

5.5.- UNION COVALENTE DE C3 A INMUNCOMPLEJOS: ;UNO O MULTIPLES
PUNTOS DE UNION?

La unién de C3 a superficies aceptoras tiene lugar a través de un mecanismo de
transacilacién, merced a la hidrdlisis de un enlace tioéster que libera un grupo carbonilo
transitoriamente reactivo. Las funciones desarrolladas por las moléculas de C3 covalentemente
unidas son diversas, dependiendo en buena medida de la naturaleza del substrato. Dichas
funciones incluyen las propias de la activacién del complemento, formacién de C3 y C5
convertasas o las de opsonizacién. Segun la funcién desarrollada, los requerimientos de la unién
son diferentes. Si se trata de activacién del complemento la situacién es distinta en la C3 y en la
C5 convertasa. C3 participa en la C3 convertasa de la alternativa, formando parte del complejo
C3bBb. Este complejo une C3 y, por medio del componente enzimdtico Bb, lo activa. La
especificidad de la enzima no viene dada por la unién covalente de C3b a la superficie aceptora,
sino por la interaccién no covalente entre C3b y Bb. Esta enzima es activa tanto con C3b unido
a superficies aceptoras como cuando C3b estd soluble. La diferencia entre las superficies
activadoras y las que no lo son no radica en la actividad de la enzima, sino en la regulacién por
los factores H e 1. Los activadores de la via alternativa son tan diversos que se hace diffcil
imaginar una estructura comtin a todos ellos que sirva de niicleo aceptor de moléculas de C3. En
el caso de la opsonizacién, el dnico requerimiento existente es que C3b sea accesible a sus
receptores especificos. El caso de la C5 convertasa, en la que C3 participa en ambas vias, es
distinto, formando C3b complejos covalentes C4b-C3b (vfa cldsica) y C3b-C3b (vfa alternativa),
donde C3b es el que se une a las moléculas de C4b o C3b presentes previamente. En este caso
sf se hace necesaria una especificidad en cuanto al sitio de anclaje covalente, tal y como se ha
demostrado, puesto que la especificidad por la unién de C5 es aportada por el dimero covalente.
De hecho se ha comprobado que mutantes de C4 sobre los que C3 no puede unirse
covalentemente sf pueden generar una C5 convertasa activa formando dfmeros no covalentes
[259]. Se sugiri6 por ello que la especificidad de la unién covalente podrfa venir dada por una
interaccién, previa a ésta, entre C4b (0 C3b) y C3b* [259]. Si esto es asf, y una interaccién no
covalente previa puede dirigir la covalente, existe evidencia de que tanto C3 nativo como C3b
interaccionan no covalentemente con los fragmentos Fc y Fab y que eflo produce inhibicién de

la precipitacion, aunque es incapaz de solubilizar IC preformados [260]. Esta interaccién podria
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dirigir al C3b con el carbonilo ain reactivo a unirse tanto al Fc como al Fab.

En el caso particular de inmunocomplejos, las funciones que desarrolla C3 son la de
generacién de una C3 convertasa y la del mantenimiento de la solubilidad de los IC, asf como
favorecer su eliminacidn del torrente sangufneo. Estas funciones no requieren ninguna disposicién
particular del complejo IgG-C3b. En cuanto a la capacidad de los IC \de activar la vfa alternativa,
caben dos posibilidades. En la primera supone que el IC actuarfa como superficie activadora,
independientemente, en mayor o menor medida, del punto por el que C3 interaccionara. En la
segunda posibilidad, un dnico siﬁo del anticuerpo serfa el que protegiese a las moléculas de C3b
unidas de la accién del factor H. Asumiendo que este fuera el caso, tampoco serfa necesario la
unién exclusiva de C3 a este sitio. Esto es lo que ocurre con activadores como la inulina, donde
existen moléculas de C3b con diferentes afinidades por factor H, debido a la unién de C3b sobre
distintos puntos del carbohidrato [324). También es necesario recordar que la formacién de la C3
convertasa, protegida de la accién de facfor H, no es la tinica funcién ni el tnico efecto de C3
sobre los IC. Para el resto de las funciones no es necesaria esta especificidad. Mds atin, algunas

se explican mejor cuando se concibe la existencia de varios sitios de unién.

En apoyo de la existencia de multiples sitios de unién, conviene recordar el caso de la o,-
macroglobulina. Este inhibidor sérico de proteasas ejerce su funcién de una forma parecida a
como desempeiia C3 algunas de sus funciones sobre los IC. El inhibidor se une covalentemente
a la enzima inhibida, lo que provoca que existan impedimentos estéricos para el acceso de los
substratos al centro activo [325]. Recientemente se ha demostrado que este inhibidor se une a
diferentes proteasas a través de muiltiples sitios de union, habitualmente residuos de Lys, con la
excepcion de termolisina, con la que forma mayoritariamente enlaces éster [304]. El papel de C3
en el mantenimiento de la solubilidad de los IC serfa similar al de la «,-macroglobulina en el
sentido de que su accidén seria la de crear impedimentos estéricos que bloquearfan tanto

interacciones antfgeno-anticuerpo como Fc-Fc.

Como se menciond en el apartado 5.3, recientemente se ha demostrado que la interaccién
de C3b con IgGl humana termoagregada tiene lugar a través de una regidn de la cadena pesada
comprendida entre los ltimos 20 residuos del dominio Vy; y los 20 primeros del Cy2 [258]. En
una comunicacién preliminar posterior se ha acotado esta regién a un péptido del Cyi
comprendido entre los residuos 134 y 156 {321]. En este estudio no se descartd la posibilidad de
que C3 interaccionase por otros puntos ademds de! propuesto. Su sistema experimental presenta

una diferencia fundamental respecto al empleado en esta Tesis, consistente en el estado de la 1gG
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presente en los ensayos. En su caso emplearon [gGl humana agregada por calor. Es frecuente
el uso de IgG en estas condiciones como alternativa al uso de inmunocomplejos, tanto en estudios
de activacién del complemento como de interaccién con receptores. No obstante, los resultados
obtenidos con este sistema no son comparables en todos los casos con los datos de
inmunocomplejos. Se ha comprobado que la especificidad de especie en la interaccién entre IgG
y algunos receptores de F¢ se pierde cuando los estudios se realizan con IgG agregada, por lo que
se ha dudado de la utilidad de este reactivo en el estudio de los receptores de Fc (201]. Mi4s
pertinente a nuestro caso, se ha comprobado que existe una diferencia notable en la adherencia
a eritrocitos, por medio del CR1, entre inmunocomplejos e IgG agregada que han unido C3b
[326]. Mientras que cuando se trata de inmunocomplejos la unién estd en funcién del nimero de
CR1 por eritrocito [230], esta correlacién desaparece cuando se trata de agregados de IgG [327].
Por tanto parecen existir diferencias entre la forma de unidn de C3b 2 IgG cuando forma parte
de inmunocomplejos o cuando estd agregada por calor. También se ha comprobado que IgG
agregada por calor fija complemento por la vfa cldsica con menor eficiencia que inmunocomplejos
obtenidos con el mismo anticuerpo [328]. En este mismo trabajo se describié también una mayor
sensibilidad del Fab a papafna en la IgG agregada que en el anticuerpo original [328]. El sistema
utilizado en esta Tesis plantea el problema de tratarse de un sistema heterélogo. No obstante, los
controles realizados en los que el suero utilizado fue de conejo, la misma fuente de los
anticuerpos, demostraron que los resultados son idénticos a los obtenidos con suero humano. Por
ello, es probable que la localizacién del sitio propuesta en los estudios con IgG termoagregada
sea consecuencia de una alteracién de la molécula, alteracién que que no estd presente en la IgG

integrante de inmunocomplejos.

Todo lo expuesto en este apartado sugiere, por tanto, que la interaccién entre C3b e IC
tras la activacién de la via alternativa tiene lugar a través de miiltiples puntos del anticuerpo. Ello

no excluye, no obstante, la existencia de puntos donde la unién sea mayoritaria.
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6.- CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Las conclusiones que se pueden extraer de la presente Tesis Doctoral son las siguientes:

El Tercer Componente dei Sistema del Complemento Humano (C3) se une covalentemente
a la IgG de conejo integrante de inmunocomplejos cuando tiene lugar la activacién de la
via alternativa, y esta interaccién acontece a través de la cadena pesada y de la cadena

ligera del anticuerpo.

La unidn covalente tiene lugar tanto en el fragmento Fab como en el Fc de la molécula
de anticuerpo. La unién a ambos regiones es, en términos cuantitativos, de similar

relevancia.

Dentro del Fc, C3 se une al dominio Cy3 y existen evidencias indirectas de que el Cy2

es también un substrato de dicha interaccion.

Los resultados presentados indican que, muy probablemente, la regién bisagra, en su
segmento alto, es también un aceptor de la unién covalente de C3. El candidato mds
probable de esta regidn lo constituye la Ser’!. Esta unién es especialmente importante,

dado el papel que juega esta regién en la flexibilidad de la molécula de anticuerpo.

No se ha podido identificar un efecto claro de la presencia de Clq sobre la unién de C3,
tanto a los inmunocomplejos como, dentro de éstos, al dominio Cy3. Por otra parte, la

unién de C3 sf parece tener un efecto negativo sobre la unién de Clq.

Finalmente, y a modo de conclusién final, C3 se une a miiltiples sitios de la 1gG
integrante de inmunocomplejos cuando tiene lugar la activacién de la via alternativa. Estas
uniones aportan una base molecular a los efectos que el anclaje de C3 tiene sobre los

inmunocomplejos.
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