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ABREVIATURAS EMPLEADAS

AE-Cys

AF-S

Ag-Ab

MM

2BEA

C3b*

CAPS

CM

(‘4C)C3-IC

‘4C-C3(NH
2OH)

DAP

DEAE

Dfl

EBV

EDTA

EGPA-SDS

FPLC

Gdn/HCI

HPLC

lA

IC

IC-IgG

S-(2-aminoetil)cisteína.

Inmunoadsorbente anti-F(ab’»-Sepharose CMB.

Interacción entre antígeno y anticuerpo.

a~rnacroglobu¡ina.

2-bromoetilamina.

C3b que aún conserva el carbonilo reactivo.

Ácido 3-cicíohexilamino-I-propanosulfdnico.

Carboximetilo.

ComplejoscovalentesentreC3 e inmunocomplejosobtenidosen presencia

de iodo[1-’
4C]acetamida.

C3 purificado, tratado con hidroxilamina y carboxamidometiíadocon
lodol1-‘4C]acetamida.

1 ,3-diam¡nopropano.

Dietiíaminoetilo.

Ditiotreitol.

Virus de Epstein-Barr

Ácido etiléndiamin-tetracético (sal disédica).

Electroforesisen geles de poliacrilamidaen presenciade SDS.

Cromaografía líquida de proteínas de alta resolución.

Hidrocloruro de guanidinio.

Cromatografíalíquida de alta resolución.

Iodoacetandda.

Inmunocomplejos.

Inmunocompiejospreparadoscon IgG.
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SOL
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TEA

Tris

UV
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Suerode conejo normal.

Dodecil sulfato sódico.
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INTRODLICCION

1.- INTRODUCCIÓN

1.1.- EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El Sistemadel Complementoconstituyeunode los sistemasefectoresde la defensainmune

frenteamicroorganismos.Suactivacióntienelugarde formasecuencial,a travésde la generación

de enzimascomplejasa partir de zimógenosinactivos. Esto produceuna cascada,en la que la

enzimade un pasoes capazde generarun gran númerode moléculasactivasdel siguiente. Tal

y como esde esperaren sistemasde activaciónde estetipo, la regulaciónde estosprocesoses

muy estricta,lo querestringedichaactivacióna los focosdondeseinició e impide el dañotisular

que se podría generar[1, 2]. Así, es el conjunto completo de proteínas,que incluye a las

directamenteimplicadasen la activacióny a las reguladoras,el responsablede la discriminación

entreactivadoresy no activadores,definiéndoseaun activadorcomoaquelquees capazde eludir

los sistemasde control. Estasdos necesidades,la de amplificación y la de un control estricto,

hacendel Complementoun sistemade grancomplejidad.

La paternidadoficial del Sistemadel Complementose atribuye a Jules Bordet. No

obstante,los trabajosprevios de Nuttall (1888)y de Buchner(1889)definieron la existenciaen

suerode un factorbactericidatermolábil,al queBuchnerdenominóalexia [3-6]. Perofue Hordet

el que distinguió dos actividadesdistintasen estos sueros:una termoestable,específicay que

aumentabacon las inmunizaciones,y otra termolábil e inespecifica,a la que identificó con la

alexina de Buchner. El bautismo le fue dado por Ehrlich, quien denominó amboceptoral

componenteespecifico(el anticuerpo)y complementoal inespecifico[3, 5]. Los pasossiguientes,

dadosindependientementepor Ferratay Brand en la primeradécadade estesiglo, y que van

asociadosal descubrimientode lo quehoy conocemoscomo víaclásica[4], definieronel carácter

secuencialdel procesode activación.La vía alternativano apareceríaen el escenariohasta1954,

y lo hizo de formapolémicay contrágicasconsecuenciasparasu descubridor,Louis Pillemer [7].

La fase final de activación del Sistemadel Complemento,la Fase de Ataque, en la que se

producenlas lesionesde membranacausantesde la lisis celular, debe su descripciónen gran

medidaa Mayer y suscolaboradores,especialmentecon la hipótesisdel impactoúnico [8, 9], por

la cual la lisis de un eritrocitorequiereunaúnicalesiónporcomplemento.Estahipótesispermitió
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un gran avanceen el diseñode ensayosfuncionalesde la actividaddel Sistemadel Complemento

y de suscomponentesindividuales161. El velozavancequeadquirieronlas técnicasde Bioquímica

a partir de los años60 supusoun fuerte impulso para la caracterizaciónde los componentes

individuales y de las enzimas, de gran complejidad, generadasdurante la activación. La

revolución provocadapor el fulgurante advenimientode las técnicasde Biología Molecular a

partir de finalesde los 70, ha afectadotambiénal Sistemadel Complementoy nosha llevado al

panoramaactual,quedifiere en muchosaspectosdel quese teníahacetan sólo diez años.

Son,por tanto, cien añosde trabajo intensoque han hechoposibleel esclarecimientode

los complejosmecanismosquerigenel Sistemadel Complemento,y quenospermitenestablecer,

entreotrascosas,queconstituyemuchomás quealgoque se añade,acompañadode anticuerpos

específicos,a cultivos celularesparaeliminarde ellospoblacionesno deseadas.La definición de

estosmecanismos,su regulacióny susrelacionescon el SistemaInmunees lo que sepretendeen

estaINTRODUCCIÓN.

1.2.- LAS VÍAS DE ACTIVACIÓN
Actradc<t,
VI. Odia

La activación del Sistema del

Complementotiene lugara travésde dosvías:

la vía clásicay la vía alternativa(Figura 1.1).

No setrata de vías independientes,sino que

seencuentraninterconectadas,y confluyenen

la generaciónde las enzimasmultimoleculares

responsablesde la activación del tercer

componente, C3, denominadas C3

convertasas.La composiciónmolecularde las

C3 convertasasde las dos vías es distinta,

pero las proteínasque las integranson,como

veremos, muy homólogas.Esta confluencia

lleva a la etapa final de activación de los

componentesde la Fasede Ataque, y a la

generaciónde las lesionesde membrana.Una

lista de los componentesdel Sistema del

Complementoy algunasde sus caracterisricasse recogeen la Tabla

proteínasreguladorasde este sistemase incluyenen la tabla 1.11.

Figura ¡.1 Esquema
Complemento[330].

Ad~.don.
VI. Alternativa

Ob

Ci ~I)

u,

CASI. ~

ca

Ob

ObC4 Ob~C3hBb

Urb
Ob

a
Cl

a
C9

cM
MAC

de la activación del Sistemadel

1.1. Los receptoresy las

C4
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TABLA 1.1. Componentes implicados en la activación del Sistema del Complemento.

PM
kDa

Ndm. de
cadenas

PM dc
cadenas Crom!

Concentra-
vida
/L

AcLiV.
Enzim.

VÍA CLÁSICA

Cíb 784 - - -4-

Cíq 462 6xA
6xB
6xC

A:26,5
B: 26,5
C: 24,0

lp
lp
íp

80 -

Ch 83 1 í2p 50 +

Cts 83 1 í2p 50 -4-

C4 205 3 a:97
¡3: 75
y: 33

6p 600 -

C2 102 1 áp 20 +

C3 ¡85 2 a:115
¡3: 75

19q 1300 -

VÍA ALTERNATIVA

D 24 1 2 +

E 92 1 6p 210 +

C3 185 2 a:llO
¡3: 75

19q 1300 -

FASE DE ATAQUE

C5 190 2 a:1lS
(3: 75

9q 70 -

C6 120 1 5 64 -

C7 110 1 5 56 -

08 150 3 a:64
¡3:64
y:22

lp
lp
9q

55 -

C9 71 ¡ Sp 59

: Localización cromosómica del gen.
5.

• Ci está integrado por Clq:Clr:Cls en la proporción1:2:2.
En plasma,alrededorde un 70% de Cl está comocomplejo;el resto, disociado.

Sontres los posiblesmecanismosde iniciación [10]. Primero,a travésde un “zimógeno

activo”; respondeal hechode quealgunoszimógenos,que normalmenterequierenseractivados

proteoliticamente,puedenadquirir actividad enzimáticaaún como precursores.A este tipo

correspondela vía clásica.Segundo,el mecanismodenominado“tickover” o “ralentí”; responde
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TABLA 1.11. Proteínas reguladoras y receptores de membrana del Sistema del Complemento

PM

kDa

Núm. de

cadenas

PM de

cadenas

¡Cnn.¡ Concentración

(ug/mL)’

Especifa-

cidad

Función5

PROTEÍNASPLASMÁTICAS

C1-mh 105 1 líq 200 Clr•Cls

FactorJ 5,9 1 NC’ NC NC

C4BP 500 7xa
lx¡3

a: 70
¡3:45

lq 250 C4IJ

FactorH 150 1 1q 480 C3b

Factor1 90 2 46
39

35 C3b,C4b

Al’ 310 2 NC 35 C3aC4a
C5a

Properdina 220’ Varía’ 53 Xp 20 C3hRb

Proteínas so 1 NC 500 C5b-7

PROTEÍNASDE MEMBRANA

CRí 160-250 ¡ lq E,B,G,M4 C3b,C4b M-,R

CR2 145 1 lq E C3d,g
iC3b

R

MCP 45-70 1 íq Amplio C3b,C4b

DAF 70 1 lq Amplio C4b,2a
C3b,Bb

CR3 160 2 a: 165
¡3: 95

16p
21q

G,M,4 ¡CM, R

CR4 145 2 a: ¡50
¡3:95

NC
21

G,M,~ ¡CTh R

C3aR 80 NC NC O,A C3a,C4a R

CSaR 45 1 NC G,A,M,~,P CSa R

CD59 20 1 NC Amplio CS.C9

HRF 65 1 NC E C8,C9

CIqR 65 NC B,M,~,P,D Clq R

H-R 100 2 50 NC E,M,G ¡-1 R

mastocitos; D, células
En las proteínas de membrana se ~mdicala d¡stribución celular; E, eritrocitos; E, linfocitos E; T, linfocitos T; M,

monocitos; •, macrófagos; O, granulocitos; N, neutrófilos; L, leucocitos; P, plaquetas; A,
endoteiales; Amplio se refiere a aquellas que se han encontrado en tejidos muy diversos.
5: M +1- se refiere a moduladores, potenciadores o inhibidores, respectivamente; R, receptores

Inactivador de anafilatoxioas.
I: NC: no conocido.
‘: La properdina es una mezcla heterogénea de monómeros, dúneros, trúneros y oligómeros. Así, el peso molecular dado

corresponde al tetrámero.
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a una activación continua, sin efectosvisibles, pero que puede dispararseen determinadas

circunstancias.Aquí esdonde se encuadrala vía alternativa. Tercero, la presenciade enzimas

exógenasal Sistemadel Complemento,quepuedenemularsu acción, iniciando la activación.Tal

esel casode la activacióndel Sistemadel Complementocuandose activa el de la Coagulación.

1.2.1.-LA VÍA CLÁSICA

Fue la primeraen serdescubiertay a su activación se debenlas primerasactividades

descritasdel Sistemadel Complemento.Salvo excepciones,su activaciónrequierela presencia

de anticuerpos,formandopartede complejosinmunes.

1.2.1.1.-LOS COMPONENTES

Cl. El primercomponentedel complemento,Cl, esun complejomultimolecularformado

por la asociación,dependientede Ca2~,de los subcomponentesClq, Ch y Cís,en la proporción

1:2:2. Estos subcomponentesconstituyendos entidadesdiferenciadas:Clq esresponsablede la

interacción con immunocomplejosy activadores,Clr
2-Cls2 es el portador de la actividad

enzimática[4, 11, 12]. Clq esunaprotefnaconunaestructuramuy peculiar,tomandoel aspecto

de un ramo de seis tulipanes[13,14]cadauno formadopor tres cadenas,A, fi y C que tienen

estructuracolagénicaen los tallos. Lascabezasglobularessonresponsablesde la interaccióncon

inmunocomplejos,mientrasquelos tallos colagénicosalberganlos sitios de unión con Clr2-Cls2

[4, 11, 12] y con los receptorescelulares[15]. CIr,-Cls2 constituyenla subunidadcatalítica de

Cl; tienenambasactividadenzimáticadel tipo de las serín proteasas,y estánpresentescomo

zimógenos.Cir escapazde activarse,y activar a Cis, siendoésteel queactiva aC4 y C2 [4].

C4. C4 esuna glicoproteinaséricaque constade tres cadenaspolipeptfdicas,a, fi y y,

unidas por enlacesdisulfuro. Codificadadentro del sistema principal de histocompatibilidad

(MHC) [16], en humanospresentados isotipos C4A y C4B [17], codificadospor dos genes

próximos.Es el primer sustratode Cl tras su activación.Aunquecarecede actividadenzimática,

presentaen su cadenaa un enlacetioésterinterno que tras la activación generaun carbonilo

altamente reactivo, capaz de formar enlaces covalentes con superficies aceptoras,

inmunocomplejos[18], membranascelulares[19], etc. Estacapacidadde unión covalentetiene

una duraciónmuy corta. En el casode C3, que se activa de forma similar, es del orden de

gsegundos.
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C2. Es una glicoprote(naque consta de una única cadena de unos lOOkDa de peso

molecular [20]. Es sustratode Cl, posteriora la activación de C4. Es una serín proteasa,

altamentehomólogaal factor B de la vía alternativa[20], estandoambos genes fuertemente

ligadosdentrodel MHC, y próximosal de C4 [21]. Igual quefactorB, constituyeun tipo deserin

proteasadistinto, y más complejo, de los conocidos[20].

C3. El tercercomponentedel Sistemadel Complementoestáformadopordoscadenas

polipeptfdicas,ay fi, unidaspor un puentedisulfuro. Presentahomologíasestructuralescon C4,

lo que incluye la presenciade un tioéster interno. La estructuray la función de C3 severánen

detallemásadelante(su estructuraapareceesquematizadaen la Figura 1.2).

Existe,ademásun grupode proteínasreguladoras,tantosolublescomode membrana,que

afectana todos¡os pasosde activación.Cl inhibidor (C¡INH) esun reguladorde Cl. Pertenece,

estructuraly funcionalmente,al grupo de las serpinas(inhibidoresde serin proteasas)[22].

Cumpledos funcionesfundamentales:por un lado, inactivaCl, uniéndosede formacovalentea

Cir y Cis, disociándolosde Clq. Porotro lado interaccionacon Cl no activado,impidiendola

autoactivaciónde éste.Factor lesunaserinproteasa[23], queinactivaporproteolisistanto a C3b

como aC4b, los fragmentosactivosde C3 y C4 respectivamente,requiriendoparaello la unión

previa a estos de un cofactor [24]. C4 binding prorein (C4bp) es una compleja proteína

plasmática,compuestaporochocadenas,sietede ellasidénticasy unaséptimadiferente,quetoma

el aspectoal microscopioelectrónicode una estrellade mar. Es cofactor del factor 1 para la

inactivaciónde C4b [25] y favoreceel decaimientode la C3 convertasade la vía clásica. CRí

(CD35), receptorde complementotipo 1, esunaproteínade membrana,que actúacomoreceptor

de C3b y C4b (26]; ademásde ello, favoreceel decaimientode las convertasasde las dos vías

de activación, y actúacomo cofactordel factor 1 en la degradaciónde C4b y C3b [27]. DAF,

factor aceleradordel decaimiento, es también una proteína de membrana[28]; favoreceel

decaimientode las convertasasde ambasvías, pero no actúacomo receptorni como cofactordel

factor1. Su anclajea la membranaesatravésde un glicolipido porunión covalente[28].MCP

(CD46), proteína cofactorade membrana,tambiénestápresenteen superficiescelulares,y

presentaactividadde cofactordel factor1, aunquecarecedecapacidadde acelerarel decaimiento

de las convertasas[29].
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1.2.1.2.- ACTIVACIÓN Y REGULACIÓN

La vía clásicaes activadapor inmunocomplejosformadospor lgG o IgM, cuyo ejemplo

más característicoes el de eritrocitos de carnerosensibilizadoscon anticuerposespecíficos

(abreviadocomo EA), [30], asícomo por algunosvirus, lipopolisacáridosy porinasde algunas

bacteriasGram-negativas,polianiones,o la proteínaC-reactiva[31]. El primerpasoconsisteen

la unión de CI al activador,haciéndoloa travésde las cabezasglobularesdel subcomponente

Clq. Estasseunenal dominio C-y2 de la IgG o al C$3 de IgM, ambosen la región Fc [4, 12].

Paraquela activacióntengalugar, serequierequeesténinvolucradasal menosdosde lascabezas

globulares[4]. Tras la unión, Cir seactiva, generandoCir, que hidroliza un enlaceen Cis,

dandocomo resultadofinal Cl.

Estaenzima,a travésde Cis, actúacomo activadorde C4, por la hidrólisisde un enlace

peptídico en su cadenaa, lo que da lugar a dos fragmentos:C4a, de unos9kDa y C4b de

195kDa. Esteúltimo es capazde unirse covalentementea superficiescelulareso a proteínas,

incluyendo al propio anticuerpo. La unión covalente de este fragmento tiene lugar en las

proximidadesde CI [32], lo que permiteque éste active a C2, ya que dicho pasorequiere la

proximidadentreCl y C4b [33]. Ello tiene lugarporhidrólisisdeun enlacepeptídicogenerando

dos fragmentos:C2a de 7OkDa y C2b de 3OkDa [33]. El primerode ellos esel portadorde la

actividadproteolitica, y es capazde unirse,de forma no covalentey si dependientede Mg2~, a

C4b, generandola enzimadenominadaC3 convertasa,C4b2a[33], enzimacon un decaimiento,

pordisociaciónde C4b y C2a, ¡<¿flal,, de 2,0 min’ [34].Estaenzima activaaC3; estaactivación,

de forma similar a la de C4, generaC3a (9kDa) y C3b (l76kDa), siendoeste último capazde

unirsecovalentementea superficiesaceptoras.La convertasaactivanumerosasmoléculasde C3,

que se depositanalrededorde ésta [32]. Algunas de ellas puedenunirse covalentementea

moléculasde C4b depositadaspreviamente,formandodimeros,sobrelos quesepuedeunir C2a,

generandola C5 convertasade la vía clásica,C4b3b2a[35]. No obstante,en ausenciade C3,

dímeroscovalentesde C4b puedendesempeñarla mismafunción [36]. Estaenzimaactivaa CS,

iniciándosela fasede ataquea la membrana.

Cadauno de estos pasosestácontroladopor proteínasreguladoras,que impiden que la

activaciónse extienda,y que protegena las células autólogasdel ataquepor su propio Sistema

del Complemento.Así, deficienciasde algunode los componentesreguladoresestánasociadasa

procesosde dañotisular y de consumodescontroladodel complemento.Existen, además,otros

mecanismosde retroalimentaciónnegativa,comoel efecto inhibitorio de los fragmentosactivados
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de C3 y C4 sobrela activaciónde Cl ¡37].

1.2.2.-LA VÍA ALTERNATIVA

Descubiertaen los años50, no fue definitivamenteaceptadahastaque se demostrósu

actividad con componentesaislados[38]. Es activadapor una gran diversidadde estímulos,

incluyendo inmunocomplejos,paredesde bacteriasGram negativas o de levadura (como el

zimosán) [39], algunosvirus o, en el casodel complementohumano,los eritrocitos de conejo

[40].

1.2.2.1.-LOS COMPONENTES

Factor D esuna serín proteasaque, contralo que eshabitual en nuestrosistema,está

presenteen plasmacomoenzimaactiva,y exhibeunaaltaespecificidadpor el sustrato(factorB)

[41]. Tiene un peso molecular de 24kDa, y en su secuenciaestán incluidas las posiciones

característicasde las sednproteasas.

C3 es el elementoen el que confluyen las dos vías. En la alternativajuegaun papel

central, ya que es parte integrantede la C3 convertasa.El papel del enlace tioéster, como

veremos,esdobleen el procesode activación.

Factor B es el segundointegrantede la C3 convertasa.La moléculaes estructuraly

funcionaimentehomólogaa C2 [20], formandocon él un nuevo tipo de serin proteasas,y esel

sustratodel factorD una vez queseha unido, de forma no covalente,a C3b.

Igual que en la vía clásica,existenademásproteínasreguladoras.Muchasde ellas son

comunesa ambasvías, comoesel casode factor 1, CRí, DAF y MCI’. Existen, además,otros

quesonexclusivosde estavía. Properdinaesun potenciadorde la vía alternativa,constituyendo

en ocasionesun requisito imprescindibleparala activaciónefectiva.En plasmaestáconstituida

porunamezclaheterogéneade oligómerosdel monómerode S3kDa[41]. Estabiliza la C3 y la

C5 convertasasaumentandosu vida media.Presenteen dosformas,nativay activada,estaúltima

estáformadapor complejosC3-P [42]. Factor JI escofactordel factor 1 en la inactivaciónde

C3b, ademásde acelerarel decaimientode la C3 y de la CS convertasasy competircon factor

E por su unión a C3b. Suunióna C3b se ve afectadapor las estructuraspresentesen la superficie

a la queéstese ha unido [43].
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Existen, ademásotros reguladores,que aparecenen circunstanciaspatológicas,como

C3NEF, factor nefrítico, anticuerpo que reconoce a la C3 convertasa,estabilizándola, y

protegiéndolade la acción de factor H [~~L o COVF, un factor presenteen venenode cobra,y

que consumeeficientementela vía alternativa; setrata de un fragmentode una proteínamuy

semejantea C3 de cobra,y queseunea B, formandounaC3 convertasaque no essensiblea la

acciónde factor14 y que tieneunavida media muy elevada(25200seg.~45].

1.2.2.2.-ACTIVACIÓN Y REGULACIÓN

La iniciación de ¡a activacióntienelugarmerceda la hidrólisis espontáneadel tioésterde

C3, sin que medie activación proteolitica alguna[46, 47]. La molécularesultante,C3(H20),

presentaalgunasde las característicasfuncionalesde C3b queestánausentesen C3 nativo [48],

como la de unir factor 8, quepuedeentoncesactivarseporD, generandodos fragmentosDade

33lcDay Bb de 6OkDa; esteúltimo es el portadorde la actividadenzimática[41]. Así seobtiene

la C3 convertasade iniciación, C3(H20)Bb, complejo unido por fuerzas no covalentesy

dependientede Mg
2~. Esta hidrólisis del tioéster de C3 se producede forma constanteen la

sangre[47], manteniendounaconcentraciónbajaperopermanentede C3(H
20) [49], siendoesto

responsablede la activaciónpermanente,con bajaeficiencia,de estavía [10]. La convertasade

iniciación activaa algunasmoléculasde C3 quepuedenquedaren solución, inactivándosepor los

factores H e 1, o unirse covalentementea superficies aceptoras(membranascelulares,

inmunocomplejos,etc.). Es en estepunto en el que se discrimina entre activadoresy no

activadores:si seunea unasuperficieno activadora,los factoresH e 1 actúanconjuntamentepara

inactivarC3; en caso contrario, la superficie inhibe la unión del factor H a C3b, impidiendosu

inactivación, y permitiendo la unión de factor 8 y la generaciónde la C3 convertasade

amplificaciónC3bBb [41]. Estaenzima,depositadaen la superficiede los activadores,tiene una

vida mediade unos90 seg. [45]. Puedeactivar unagrancantidadde moléculasde C3, algunas

de las cuales se unirán a la superficie y generaránmás C3 convertasas[50]. Es ésta la

denominadafasede amplificación.Finalmente,algunasde las moléculasde C3b unidasservirán

de aceptorasparaotrasnuevas,dandolugara dimerosC3b-C3b, que uniendofactorB, que es

activadopor factor D, generarála CS convertasa,C3b3bBb [51].

Estavía tambiénpuedeiniciarseconel aporte,producidopor la vía clásica,de moléculas

de C3b unidasa la superficie,lo quesuponeun incrementoen la velocidady eficienciade la vía

alternativa[52]. Porotraparte,C4b puedeservirde aceptorparala unión covalentede C3b; ello,

ademásde generarla C5 convertasade la vía clásica, crea un entornoprotectora C3b de la
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acciónde factor Ii, actuandoasícomosuperficieactivadora[53]. El efectoopuestolo ejerceClq,

del que se ha comprobadoque actúacomo inhibidor de la activaciónde la vfa alternativa[54].

1.2.3.-LA FASE DE ATAQUE

Es la fase final de la activacióndel Sistemadel Complemento,y tiene sentidocuandola

activacióntienelugarsobrecélulas.Suprimerpaso,la activaciónde CS,constituyeel último paso

enzimáticode la cascada;a partirde ahora,tendránlugar tansólo interaccionesproteína-proteína

y cambiosconformacionales.Estosse caracterizanporsertransicioneshidrofílicas-anfifílicas[9],

estoes,cambiosquegeneran,a partir de proteínassolubles,formascon capacidadde insertarse

en membranaslipidicas,produciendofinalmentelas lesionesen la membrana,denominadasMAC

(complejode ataquea la membrana).

1.2.3.1.-LOS COMPONENTES

a esunaglicoproteinasérica,altamentehomólogaa C4 y C3 y, comoestaúltima, consta

de dos cadenasunidas por puentesdisulfuro. Tras su activación presentaun sitio de unión

metaestableespecíficode C6 de una vida media de 2,3 mm [55], aunqueen este caso la

interacciónno escovalente,dadoque C5 carecedel enlacetioésterde C3 y C4 [19].

£26 y £27 son proteínasaltamentehomólogas,y sus genes están fuertementeligados.

Presentan,además,cierto gradode homologíacon C8 y C9 [56].

C8 constade tres cadenaspolipeptidicas,de las que a y y estánunidas por puentes

disulfuro y fi por fuerzasno covalentes[57], estandoestaúltima codificadaporun gendiferente

[56].

C9 esla proteínaqueformalasestructurascilíndricasqueatraviesanlamembranalipidica,

y queconstituyenlas lesionespropiasdel MAC. Estructuralmenteeshomólogaala perforina,la

proteínade célulasT citotóxicas implicadaen la lisis de las célulasdiana.

Existen ademásproteínasreguladoras.La ProteínaS esel único reguladorsolublede la

fasede ataque;seuneaC5b-7, impidiendosu inserciónen la membrana,y formandoun complejo

solubleSCSb-7[58]. FJRF, factorde restricciónhomólogoo C8bp, esunaproteínade membrana

queconfiere resistenciaa lascélulasfrenteal complementoautólogo[59]. CDS9,estambiénuna
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proteínade membrana.Se unea CS y C9, impidiendoel cambio conformacionalde estaúltima.

HRF y CD59 seencuentranligadasa la membranapor la mismaestructuraqueel DAF [60,591.

1.2.3.2.-ACTIVACIÓN Y REGULACIÓN

La CS convertasade cualquierade las dosvíasactivaC5 escindiendoun enlacepeptidico

de sucadenaa, liberandodosfragmentos,CSade 9kDay CSbde lOSkDa.Esteúltimo presenta

transitoriamentecapacidadde unir C6. La unión de Cá da lugaraun cambioconformacional,que

provocala apariciónde un sitio de unión de C7. Una vez formadoel complejo C5b-7, aparece

en estela capacidadde unirsea membranas;cuandolo hace,actúade receptorde C8, que al

unirseexperiment.auna transición hidrofflica-anfifílica [8, 61], insertándoseen la membrana,

siendoestecomplejo, CSb-8,el primeroqueatraviesatotalmentela membrana,y confierecierta

permeabilidada moléculaspequeñas.A este complejosepuedeunir una moléculade C9, que

sufreun tipo de transición comoel de C8, tras lo cual sirve de aceptorparamás moléculasde

C9, quedan lugaral poro cilíndrico característico,formadopor C5b-8(9)0,donden oscilaentre

1 y 18 [8].

Las célulasnucleadasoponenmayorresistenciaa la lisis quelos eritrocitos, bienpor las

protefnasreguladorasde membrana,o por procesosmetabólicos,en los que tiene lugar síntesis

lipidica, con intervenciónde Ca
2~y cAMP, asícomo de consumode energía[62, 63]. Uno de

estos mecanismosse basa en la eliminación de los MAC, bien por vesiculación o por

internalización[62]. Algunosde estosmecanismos,no obstante,tambiénpuedensercompartidos

por eritrocitos.

1.3.- RECEPTORES

El Sistemadel Complementoesun mediadorde procesosinflamatoriosy de opsonización

(procesoconsistenteen recubrirpartículascon ciertasproteínasséricas,y quefavoreceel proceso

de fagocitosis).Estosprocesosinvolucranadiferentestipos celulares.Comotal los componentes

de estesistemay los fragmentosderivadosde su activación, tienen receptoresespecíficosen

algunasde estascélulas[64]. Los más conocidos,en lo que serefierea su función y estructura,

son los específicosde los fragmentosde C3 que permanecenunidosa los activadores.

CRí (CD35). Reconoceprincipalmentea los fragmentosC3b y C4b, si bien tambiénune,

aunquecon menor afinidad, a iC3b [65]. Actúa tanto de receptorcomo de reguladorde la
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activacióndel complemento[27], tal y como sevió anteriormente.En lo querespectaa su acción

cofactoradel factor 1, sediferenciade factor H en su mayoreficiencia, y en que, en el proceso

de inactivación, los fragmentosterminalesde C3 sonC3c y C3d,g,esteúltimo portadordel sitio

de unión covalente,mientrasquecon H sólo sedegradahastaiC3b [26]. La afinidadde CR1 por

C3b aumentacuandointeraccionacondimerosde éste,en vezdecon monómeros.Ello concuerda

con la existenciade dossitios distintosde unión de C3b en CR1, diferentes,a su vez, del único

de C4b. Su polimorfismo genéticoda lugar a cuatro variantesque difieren en pesomolecular,

siendolas diferenciasentre unay otrade 3OkDa [26]. El aportesanguíneomayoritariode CR1

lo realizanlos eritrocitos[26].

CR2 (C021).Reconocea iC3b y a C3d,g[65], y esreceptor,además,del virus Epstein-

Barr (EBV) [66] y del interferón a [67]. No participaen la regulación de la activación del

complemento,perosíescofactordel factor 1 cuandoel sustratoesiC3b, dandolugarC3d,g [26].

Es abundanteen, y casi exclusivode, linfocitos E, y es responsabledel tropismodel EBV. Les

sitios de unión de C3d,g y EBV solapan,si bien no son completamenteidénticos [68j. En

linfocitos E apareceasociadoa CD19 y, a través de éste, a otras proteínasimplicadas en

transducciónde señales[69].

CR3. Reconocea iC3b [70]. Constade dos cadenaspolipeptidicas, a (CD1íb) y fi

(CD18), unidas por fuerzasno covalentes.Pertenecea la familia de las integrinas,y comparte

cadenafi con LFA-1 y plSO,95(CR4) [71]. Su unión a los fragmentosde C3 es dependientede

cationesdivalentes.Ademásde serreceptorde iC3b, participaen procesosde adhesióncelular

[72]. Es el principal mediadorde opsonizacióny fagocitosismediadapor C3 [70].

CR4. Une también iC3b, y pertenecea la misma familia que CR3. Igual que él, está

formadopordoscadenas,a (CD1Lc) y ¡3 (CDíS). Su función realcomorecptorde iC3b estáaún

por demostrar,dadala baja afinidad de la interacción. Su función pareceestar más bien en

procesosde adhesióncelular [70].

Existen otros receptoresespecíficos de fragmentos procedentes de C3 y otros

componentes,que intervienen en procesosde opsonización,como el receptorde Clq [15].

Tambiénparticipanen la regulaciónlocal de la activacióndel complemento,comoel receptordel

factor H, que tras interaccionarcon su ligando libera factor 1 [73]. Tambiénintervienenen

procesosinflamatorios,comoesel casode los receptoresde anafilatoxinas.Estasincluyena C3a,

C4a y CSa, los fragmentosliberadosal activarseC3, C4 y CS, respecivamente.C3ay C4atienen
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un receptorcomún,mientrasquecl de C5aesdiferente~ La actividadde estasanafílatoxinas

esdiferente,tanto en potencia(siendo su orden C5a>C3a>>C4a; de hecho, la actividad en

condicionesfisiológicasde C4a esdudosa)comoen función. Su grupoactivo incluye un residuo

de Arg en el C-terminal, que es el blanco del inactivadorde anafilatoxinas(Al), que tiene

actividad carboxipeptidasa.Participan en procesosinflamatorios, mediando la liberación de

histamina,y enprocesosde quimiotaxis(sólo C5a) [74, 75].

1.4.- GENÉTICA

El estudiodel Sistemadel Complementoha permitidoestablecerla existenciade distintas

familias de proteínas,que presentanhomologíasestructuralesy/o funcionales;en algunoscasos

dichas homologías van asociadastambién genéticamente [56]. Ha permitido asimismo

identificarlascomo proteínas“mosaico” ¡76], constituidasa basede módulos,homólogosa los

presentesen otras proteínas,con funciones no necesariamentecomparablesa las de éstas,así

comoabundaren la correlaciónexistenteentrelos exonesy unidadesestructuralesy/o funcionales

de proteínas[77].

Los genesque codifican a las proteínasasociadasa las C3 convertasasde ambasvías,

excluyendoaC3, seencuentrandentrodel MHC, entrelos genesde clase1 y los de claseII [21].

Los genesde C2 y factorE estánfuertementeligados.Les de C4, quepresentados isotipos [17],

C4A y C48, estánalgo alejados,y cadauno asociadoa uno de los isotipos de la enzima21-

hidroxilasa.

Los genes de las proteínasque interaccionancon C3b y C4b se encuentrantambién

asociadosformandoun grupode ligamiento [78], denominadoRCA (Regulatorsof Complement

Activation). Estegrupopresentauna homologíaestructuralfuerte, al constarcasi íntegramente

de secuenciashomólogasrepetidas,de unos60 aminoácidos[79], querecibenel nombrede SCR

(Short ConsensusRepeats).Estegrupode ligamiento incluye a CRí, CR2, DAF, MCI’, factor

H, C4bp (a y fi), ademásdel factor XIIb del Sistemade la Coagulación,que tambiénconsta

íntegramentede estosSCR 180, 81]. Estas unidades, de estructura tridimensional conocidapor

espectroscopiade resonanciamagnética nuclear [82], dan lugar al alinearse, a estructuras

elongadas,cuyalongituddependedel númerode SCR. EstosSCRtambiénseencuentran,aunque

constituyentan sólo unapartede la molécula,en otrasproteínasdel complemento,como factor

E, C2, Cir y Cís, o en proteínasno relacionadas,como el receptorde interleuquina2 o la fi2-

glicoproteina1 [1].
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Otrogrupo lo constituyenlas proteínasintegrantesde la fasede ataque,que, a excepción

de C5, presentanhomologíaentreellas, y son clarosejemplosde proteínas“mosaico” [1, 56],

compartiendoalgunasde susunidadescon la properdina.En el casode CÓ y C7, estahomología

esespecialmentenotable,y va acompañadaporun fuerte ligamiento de susgenes.

Un cuartogrupolo constituyenC3, C4 y C5, homólogasentresi y a otrasproteínas,de

las que el representantemás notable es la a~macroglobulina(A2M), un inhibidor sérico de

proteasas[1, 56]. Con excepción de CS, todastienen en común la presenciade un tio¿ster

interno, que les confiere la capacidadde unión covalentea determinadossustratos.Las tres

proteínasmuestrancierta semejanzaen cuantoa su actividad: todaspresentan,tras su activación

proteolitica, una capacidadde unión metaestablea ligandos, lo que compartencon la A2M; el

péptido liberadotras su activación(C3a, C4ay C5a),tiene actividadde anafilatoxina,lo que les

diferenciadel inhibidor. Todastienen un origencomún,queprobablementeseael ancestrode la

A2M [76, 83]. Resultadestacable,desdeestaperspectiva,la descripciónen el artrópodoLimulus

pollphemasde una A2M, con tioéstery queparticipa en un sistemahemolítico de esteanimal

[84].

1.5.- ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

o
Como sistema efector del Sistema Inmune, el complementoparticipa en diferentes

mecanismosencaminadosa la mejor destrucciónde los agentespatógenos.Ello incluye su

intervenciónen procesosinflamatorios,en la opsonizacióny fagocitosisde agentespatógenos,en

la regulaciónde la respuestainmuney enel procesamientoy eliminaciónde los inmunocomplejos

generadosdurantedicharespuesta.Un mal funcionamientodel Sistemadel Complemento,bien

por deficienciasgenéticasde alguno de los componenteso por activación en situacionesno

deseables,constituye un factor importante en la aparición o agravamientode determinadas

patologías.Algunasde estasse relacionanmáso menosclaramentecon funcionesconocidasdel

complemento,mientrasqueel origen de otraspermaneceaúnoscuro.

Una de las propiedadesintrínsecasdel Sistemadel Complementoes la de generar

moléculasque permanecenunidas firmementea la superficie activadora.Ello hacede ésteun

sustratoidóneo parala participaciónen procesosde opsonización[65J.Así lo hace,utilizando

paraello receptoresespecíficospresentesen las células fagociticas,y que median procesosde

internalizaciónsiempreque la célulaestéactivada[85].Esteprocesosucedesin la liberaciónde

metabolitosde oxigenoo del ácidoaraquidónico,como en el casode los receptoresde Fc [86].
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Estapeculiaridadesutilizadaporalgunosmicroorganismosparaentrarenlas célulasqueinfectan.

Esteessólo un ejemplode los variosen los que la estrategiade supervivenciade los patógenos

implica al Sistemadel Complemento. No obstante,la mayoría de ellos suponensistemasde

evasiónde la activación o de los efectos de ésta, tales como la lisis, la neutralizacióno la

opsonización~ Esto incluye la presenciade proteínas,propiasde la bacteriao parásito,o

adquiridasdel huésped,que regulan la activación. El casomás conocidode interacciónentre

complementoy patógenoses el del EBV, que infecta a linfocitos 13 utilizando a CR2 como

receptor[66]. Estereceptortambiénpareceparticiparen la infecciónporel virus HIV-1 [88].

La participacióndel complementoen la respuestainmune ha sido, y siguesiendo,materia

de controversia[89]. Podemoshablar de dos niveles: uno local, en el que fragmentosde

activación,comolas anafilatoxinas,puedenafectaradeterminadasrespuestascelulares[90]; y un

nivel más amplio, dentro del cual se incluyen dos actividades.Por un lado, las respuestas

mediadasporCR2 cuyainteraccióncon su ligando tieneefectosconsiderablessobrela activación

de células13 [91]. Esto lo corroboran,ademásde la interaccióncon C3d,g(o C3d), la interacción

con EBV, activadorbienconocidode células13, asícomo la identificaciónde CR2 comoposible

transductorde señales[69], y su sinergismocon el receptorde antígeno [92]. Por otra parte

tenemosla intervenciónde £23 en la generaciónde células13 de memoria.Así, C3 seuniríaa los

inmunocomplejos,que quedaríanretenidosen los folículos linfoides por las células foliculares

dendriticas(FDC), que expresanCRí, CR2 y CR3. En estos folículos, el antígenoseria un

estimuladorde linfocitos 13 [64]. El estudiode las deficienciasgenéticas[93], y en ocasionessu

manipulación[94], ha permitidoestablecerla existenciade anomalíasde la respuestasecundaria

de anticuerposen dichoscasos,si bienéstasno siempreson profundas.

Las deficienciasgenéticasson una de las causasde las patologías del Sistema del

Complemento.Los efectospuedenser diversos,desdeindividuos asintomáticos(las primeras

deficiencias fueron descritasen dos inmunólogossanos [95]) hasta muertes fulminantes o

infeccionesrecurrentes,o patologíasmediadasporinmunocomplejos.Existeunaciertacorrelación

entre las deficienciasindividualesy la patologíaasociada.Así, las deficienciasde componentes

de la vía clásicaestánasociadasa enfermedadesmediadaspor inniunocomplejos,comoel lupus

eritematoso sistémico (LES) [96]. Las deficiencias de la vía alternativa, se asocian

fundamentalmentea infeccionesrecurrentes[96, 971. Las de £23 puedenestarasociadasa ambas

[98, 99]. Lasde la fasede ataquea infeccionesrecurrentes,conespecialrelevanciapor Neisseria

meningitidis[97]. Las deficienciasde componentesreguladoresdan lugar a patologíascomo la

hemoglobinuriaparoxísticanocturna,deficienciade CDS9 [59], o el angioedemahereditario,
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deficienciade CIINH [601.Otro aspectoesel de la participacióndel complementoen procesos

en los que inicialmente no estáimplicado. Tal esel casodel infarto de miocardio, en el quela

muertecelular inicial libera restoscelularescapacesde activar el complemento,produciendola

lisis de célulascolindantes[100]y aumentandoel dañoinicial. Se ha comprobadoque inyectando

una moléculade CRí soluble,quetiene unagran capacidadinhibidorade la activación,reduce

la superficienecrosadaen un 44% 1101].

1.6.-EL TERCERCOMPONENTEDEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

£23 esunafi-glicoproteinasérica[1021,presentea una concentraciónde alrededorde 1

mg/mL. Constituyeel eje funcional alrededordel cual gira todo el Sistemadel Complemento,

dadoquees esencialparalas dosvías de activación,al serel punto en el que ambasconfluyen.

Lo estambiénen virtud a su multifuncionalidad,que sereflejapor su interaccióncon un gran

númerode proteínas,tanto solublescomo de membrana.

1.6.1.-ESTRUCTURA

£23 constade doscadenaspolipeptidicas[103, 104] unidasporun puentedisulfuro [105,

106]. Su estructurase recogeen la Figura 1.2, que incluye los fragmentosderivadosde su

activación y posterior procesaminento,que serán objeto de sucesivoscapítulos. C3 se ha

identificadoen variasespeciesde vertebrados,incluyendolos ciclóstomos,los vertebradosvivos

más primitivos. En humanos,tieneun pesomolecularde 1SSkDa,siendolos de las dos cadenas

115 y 75kDa paraa y fi, respectivamente[107], conteniendoambasoligosacárido[108]. Se

conocela secuencia,total o parcial,de £23 humano[109], de ratón 1110, 111], conejo [112],

cobaya[113], Xenopuslaevis [114], del ciclóstomo Eptatrezusburgeri [115] y de la lamprea

Lampetrajaponica[116]. La homologíade estassecuenciascon la deC3 humanooscilaentreun

30% de E. burgeri y el 78% de ratón.

Lamentablemente,sedesconocela estructuratridimensionalpordifracciónde rayosX de

la moléculacompleta,aunquesi se conoce la del fragmentoC3a generadoen el procesode

activación.Se tratade un polipéptidode77 aa,con estructuramuy compacta,estabilizadapor tres

puentesdisulfuro y queconstade doshélices a conectadaspor un bucle [117].

Los datos de que sedisponede estructurasecundariade £23, por dicroísmo circular,

muestranunaproteínacon un 35% dc estructurafi y un 10% de hélice a [118]. En lo referente
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a
CRIH,B o

COOH

Figum 1.3 Localización de los diferentes sitios conocidos de interacción de 03 con sus ligandos.

a su forma, datosobtenidospor microscopiaelectrónica¡119] o por dispersiónde neutrones,

presentana una moléculaque constade dos dominios,de forma similar a C4 y £25, dondeel

dominio mayor correspondea C3c y el menora C3d 120].

La localizaciónde las regionesde £23 responsablesde la interaccióncon distintosligandos,

se ha realizadoutilizando fragmentosde la proteína,péptidossintéticos,y en algunoscasospor

mutagénesisdirigida. Algunos de estos datos se apoyan también en la comparaciónde las

secuenciasde £23 de distintasespecies,dadoquemuchasde las regionesasignadasestánaltamente

conservadas[121]. De estosestudios,resumidosen la Figura 1.3, sededuce,por un lado, que

algunosde los ligandosde £23 tienen variospuntosde interaccióncon la molécula.Porotraparte,

existenregionesde £23 en las que coinciden los sitios de unión de varios de estosligandosen

áreasmuy próximas,aunqueno necesariamentecoincidentes1122]. Tal esel casode la región

N-terminal de a’, donde confluyen los sitios de unión de CRí y los factores14 y 13. Esto es

apoyadopor la existenciade homologíasinternasen la secuenciade C3 ¡121], algunasde las

cualescoincidencon sitios de interacción,como el casode CR2 [123]. Tambiénseha sugerido

un segundositio de unión con factor13, los residuos955-964,por comparaciónde C3c, inactivo,

con el fragmentoactivo semejantede £23 generadopor una proteasade cobra,que escapazde

a
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formar la £23 convertasa.Aún semantiene,no obstante,la incógnitade los puntosde interacción

de algunosligandos, como £25, o el casode CR3. En este último, se sugirió inicialmente al

segmentoquecomprendelos residuos1383-1399,segúnla numeraciónde la referencia[¡091,que

contienela secuenciaArg-Gly-Asp ¡124], caracterisiticade los ligandosde varias integrinas.No

obstante,estudiosrecientesde mutagénesisdirigida, en los que se reemplazóestasecuenciay

otros residuospróximos,parecendesmentirestahipótesis¡125].

Finalmente,en la moléculade C3 existeun enlacetioéster,formadoentrelos residuosdel

fragmentoC3d Cys’010y Gln1013;esteultimo estácodificadocomoGín, peropierdeel grupo-NH
2

durantela síntesisdel tioéster.

1.6.2.-EL GEN DE C3

1.6.2.1.-ESTRUCTURADEL GEN Y SÍNTESISDE £23

La síntesismayoritaria de £23 tiene lugaren el hígado[126], siendo los hepatocitoslos

responsables.También monocitos, y células endotelialesy epiteliales son importantesa este

respecto[126). £23 esuna proteínacuya concentraciónséricallega a incrementarseen un 50%

en la faseagudade procesosinflamatorios[126]. Los factoresquepuedenincidir en esteaumento

incluyen a interleuquina-1,factor de necrosistumoral (TNF), glucocorticoides,interleuquina-6

o interferón-y [127].

£23 es sintetizadocomo un precursorde una sola cadena,denominadopre-pro-C3.Éste

incluye el péptidoseñal,de 22 aa,y su estructuraestáordenadaNH2-fi-a-COOH[128]. Entrelas

cadenasfi y apresentacuatroresiduosde Mg; éstos, igual queel péptido señal,soneliminados

duranteel procesode maduraciónde la proteína. La existenciade estosprecursoresde cadena

sencilla es común a otras proteínasdel complemento,como £24, £25 o factor 1 [56]. El

procesamientodel precursortambién incluye la síntesisdel tioéster, realizadaporuna enzima

específica,ausenteen célulasen las queno hay síntesisde £23 (129], y que se ha sugeridoque

seaunatransglutaminasa[130]. Se ha propuestotambiénque la conformaciónde £23 favorecería

la generaciónespontáneadel enlace,lo que seha visto ratificado,al demostrarsequela hidrólisis

de esteenlacepor amoniaco,que generade nuevo la Gín, esreversible[131].

El gende £23 en humanosseencuentraen el brazocortodel cromosoma19 [145],y está

ligado a los grupos sanguíneosLWy Lutheran,a los genesde la distrofia miotónica, al de la
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peptidasaD [¡321 y a los de proteínasimplicadasen el transportelipídico plasmático¡133]. En

ratónel gende £23 seencuentraen el cromosoma17, igual queel sistemaH-2, pero fuerade él

[134].

La estructuradel gende £23 humanose ha caracterizadorecientemente[135-137].El gen

estácompuestopor41 exones,que oscilanentre52 y 312 paresde bases.Los intronesson de

tamañosmuy variables, entre 82 y 4400 bp. Se han identificado secuenciasposiblemente

implicadas en la regulación de la expresión, incluyendo “TATA-” y “CAAT-boxes”, y

potenciadoresde la transcripción(“enhancers’9.En ratón existenvarias“TATA-boxes”, aunque

al parecersólo unaesfuncional [138], ademásde elementosmuy similaresa los queconstituyen

los sitios de unión de factoresde transcripción,como NErE o C/EBP,y quesonresponsablesdel

efecto de las interleuquinas1 y 6 sobrela expresiónde £23 [138]. La distribución de los exones

coincideadecuadamentecon los sitios de unión sobrela proteína;así el punto de hidrólisis de la

£23 convertasacoincidecon el puntode unión de los exones17 y 18, mientrasqueotrossitios de

unión, incluyendo al tioéster, se han localizado generalmenteen exones individuales. La

distribuciónde los exonesesnotablementesimilar a las de £24 y £25, y algo menosa la de la A2M

[126]. Estacorrelaciónentrelos exonesy los distintossitios de unión apoyala hipótesisde que

los exonescodifican unidadesfuncionalesde las proteínas[77].

1.6.2.2.-BASES MOLECULARES DEL POLIMORFISMOY DE LA DEFICIENCIA DE £23

£23 es una proteínapolimórfica, con dos alotipos predominantesC3S y C3F, y otras

variantesminoritarias [139]. Estasvariantesse han definido por su movilidad electroforética,

denominándosesegúnsu movilidad relativa a la distanciaentre£23S y £23F1, que se toma como

unidad [140]. De los alotipos mayoritarios,£235 es el más abundante,alrededorde 0,8 de

frecuenciaen caucasoides,0,95 en negrosy prácticamente1 en asiáticos [139]. Recientemente

tambiénsehadefinidoun nuevopolimorfismoconun anticuerpomonoclonal,sin quese aprecien

diferenciasde carga;una sustituciónde T por £2 en el exón9, que cambiauna Leu por una Pro

en la cadenafi esresponsablede la diferentereactividadcon esteanticuerpo[141]. Entre£235 y

C3Fla únicadiferenciaestáen un cambio de £2 a G en el exón 3, cambiandoel residuoMg de

C3S por uno de Gly en £23F [141]. Por lo demás,no pareceque hayadiferenciasapreciables

entrelos distintosalotipos en cuantoa su actividadhemolítica[142].

En la actualidadse handescrito 19 casosde deficienciasgenéticasde £23 humano[97j.

Ninguno de ellos está libre de infecciones recurrentes [143], de patologías mediadas por
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inmunocomplejos199, 144] o de ambas[146!. Las infeccionesmás frecuentesestánprovocadas

porNeisseriameningitidis,Sireptococcuspneumoniaey Haemophilusinfluenzae.Estoscuadros

clínicos son similaresa los quepresentandeficienciasgenéticasde factor H o de factor 1, y que

dan lugar a deficiencias secundariasde £23, debidasa un consumo incontroladode la vía

alternativa[97]. El papelcentralde £23 en la activacióndel Sistemadel Complemento,asícomo

los efectosde los fragmentosproducidosdurantesu activación sobre la respuestainmune, la

fagocitosisy eliminaciónde patógenosy el procesamientode inmunocomplejos,explicanporqué

la deficiencia de £23 tiene efectostan dramáticos.También se han identificado deficiencias

genéticasde £23 en cobayas,conejosy perros[147].

En el caso de algunospacientesse ha detectadoen suero actividad hemolíticade £23

residual[147]. Es posiblequeen estos casosel defectoestéen la regulaciónde la síntesis,pues

seha visto que monocitos de dos pacientesdeficientesproducían£23 a una velocidad del 20 al

30% de lo normal ¡147]. Una explicaciónalternativaseriaque, dadoquedimeroscovalentesde

£24b, en ausenciade £23, puedengeneraractividadde £25 convertasa[36], y como los ensayos

realizadosen estosestudiosutilizan la vía clásica,estosdimerosseanresponsablesde la aparente

actividad de £23.

La basemolecularde la deficienciade £23 en un paciente,cuyo gen no estabaausente,

resultótenerlugaren el sitio donadoren 5’ parael procesamientodel RNA (sereemplazael par

GT por un AT no funcional). El resultadoesun mRNA que carecede un fragmentode 61

nucleótidos correspondientesa este exón, y que contiene una señal de terminación de la

transcripción[148]. Ello concuerdacon la ausenciatotal de C3 en estepaciente.También en

cobayasse ha estudiadola base molecular de una deficiencia si bien los resultadosson

sorprendentes,dado que la secuenciaes completamentenormal; el defecto radica en la

incapacidadde sintetizarel tioésterinterno, lo que generaunamoléculainactiva y muy sensible

a la degradaciónproteolitica [113]. Curiosamenteestascobayas tienen niveles funcionales

normalesde £24 y MM.

1.6.3.-ACTIVIDAD

1.6.3.1.-EL PROCESODE ACTIVACIÓN

La activaciónde £23 por las convertasade cualquierade las dos vías se producepor la

escisiónde un enlacepeptidico: el Arg148-SerT49[104]. Ello da lugar a C3a, que contienelos 77
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aa del N-terminal de la cadenaa, y C3b, que constade la cadenafi intactay del restodc la a,

denominadaahoraa’ (Figura 1.2) [103]. Merced a estahidrólisis, se producenuna serie de

cambios en la conformación de la molécula, que son responsablesde la adquisición de las

funcionespropiasde £23b, funcionesinexistentesen £23 nativo. Entreestasfuncionesseincluye

la deunióncovalentea superficiesaceptoraspor la apariciónde un grupocarboniloreactivo,fruto

de la hidrólisis del tioésterproducidacomo consecuenciade la activación. También aparecela

capacidadde interaccióncon factor8, £25, factorNy CRí, entreotros. Estasfuncionestambién

las adquierecuando se hidroliza el tioéster de £23 nativo, sin que tengalugar ningún ataque

proteolitico.

Estoscambiosno sereflejan apenasen el contenidode estructurasecundaria,tal y como

seestimapordicroísmocircularen el ultravioleta(Uy) lejano [118]. Los cambiosde estructura

terciaria son más apreciables,segúndicroísmo en UV próximo [149]. La activación también

suponela exposiciónen la superficiede regioneshidrofóbicas,no expuestasen £23, tal y como

se demuestraporel aumentode la fluorescenciadel ácido 1-anilino-8-naftalénsulfónico(ANS) y

porespectroscopiadediferenciaen UV [149],asícomopor su retenciónen unacolumnade fenil-

Sepharose[150]. Porestudiosde dispersiónde rayosX o de neutronestambiénsehandetectado

cambiosen la forma de la molécula, en donde £23 tratado con metilamína, que hidroliza el

tioéster, tiene una forma más elongadaque £23, aunquela magnitud de estos cambios es

controvertida[151, 1521.

Los cambiosconformacionalesproducidosal hidrolizar el tioéster,por tratamientocon

agentesnucleófilos, y que son similares a los que se producen al activar £23, se han

correlacionadocon la adquisiciónde las propiedadesfuncionalessemejantesa las de C3b [48].

Los cambiosde estructuratridimensionalson más lentosen el casode hidrólisis nucleófiladel

tioésterqueen el de activaciónproteolitica. Lo queesmás interesante,en especialen lo quese

refiere al papelde C3(H20)en la activación de la vía alternativa,es que en estos cambiosse

adquiereprimero la capacidadde unir factor 13 (t,~ = 5,45 mm.), muchoantesque la de unión

de factorH (t,~ = 35-40mm.). Así, existeun intermediario,con unavidamediade 30 mm., que

puedeunir factor 13 y no factor Ii, lo que implica la existenciade una £23 convertasade

iniciación, no inhibible por factor 14, duranteun tiempo suficientementelargo comoparainiciar

eficientementela vía alternativa[48].

La utilización de antisuerospoliclonalesy anticuerposmonoclonalesha permitido una

mayorcaracterizaciónde estoscambiosconformacionales[153]. Medianteestatécnica,además,
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se ha podido estudiarla conformaciónde los fragmentosde £23 unidos a superficiesaceptoras,

en comparacióncon los mismosfragmentossolubles,algoque no sepuedehacerpor las técnicas

anteriores.La exposiciónen C3b de regionesocultasen la moléculanativa seha comprobadoal

demostrarque anticuerposmonoclonalesque reconocenafragmentosde £23, y queno unena la

molécula nativa, silo hacen a £23(H20) [154]. También anticuerpos,poli- y monoclonales,

obtenidosfrentea £23 desnaturalizado,no interaccionancon £23 y si con £23b o fragmentosde

degradaciónde éste[155].Algunosde los determinantesreconocidosporestosanticuerpossehan

asignadoaregionesfuncionalmenterelevantesde C3b [153].Más importante,existendiferencias

entrelos fragmentossolublesy los unidos a superficiesaceptoras.Así, por ejemplo,C3b unido

conservael determinante13, presenteen la proteínanativa, pero ausentedel fragmentosoluble

[156J. También algunos anticuerposmonoclonales,obtenidos frente a £23 desnaturalizado,

reconocena los fragmentosunidospero no a los solubles[157].

1.6.3.2.-EL ENLACE TIOÉSTER DE £23. C4 Y a.,-MACROGLOBULINA

Cuando£23 esactivadopor una£23 convertasafijada sobreunasuperficie,se generaC3b

queescapazde unirsecovalentementea dichasuperficie.La sensibilidadahidroxilarninade este

enlace,y Jacinéticade estahidrólisis, llevaronaproponerquesedaun éster[158, 159J. También

la actividadhemolíticade £23 es sensibleaestereactivonucleófilo [160],por lo que se propuso

que la reacciónseriade transesterificación,lo que implicaba la existenciade un enlace éster

dentro de £23 [159]. En efecto, durante la activación de £23, apane de los cambios

conformacionalesindicados,seproducela hidrólisis de un enlacetioésterdentrode la molécula,

quegeneraun grupocarboniloaltamentereactivo; estaformade C3bse denominaC3b*. La vida

media de estecarboniloes extremadamentecorta, del orden de 60gseg[161]. Este carbonilo

puedereaccionarcon el aguacircundante,dandolugaraC3b soluble,o puedehacerlocon grupos

-OH de superficiesaceptoras,paraformar un enlaceéster;aunqueen menor medida, también

puedereaccionarcon grupos-NH2 paraformarenlacesamida [162, 163].

La existenciadel tioéstersesugirió por varios motivos: porunaparteal activarse£23, o

al inactivarlo con reactivosnucícófilos,se liberabaen la moléculaun grupo -SH, ausenteen la

forma nativa [164, 165]. Dicha hidrólisis presentabauna dependenciade pH semejantea la de

tioésteressintéticos [166], y generabatras tratamiento con NH2OH un derivadodel ácido

hidroxámico [167]. Además, estesulfidrilo estabapróximo en la secuencia,dentro del fragmento

£23d, al grupocarboniloqueparticipabaen la reacciónde transesterificación(Figura 1.4) [1681.

También se observóque al incubar £23 a elevadastemperaturas,y en presenciade agentes
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desnaturalizantes, se

producfauna hidrólisis del 1002 * * 1126

enlace peptidíco entre el 03”’~ HLIVTPSGCGEQNMIGMTPr... i DAPVIH
03MU A r... i —G————

residuoGlu anterioral que C3~ o A——H[. . .3
c3<w ———1 [... ] —G————

aporta el carbonilo del C3~ N—LRL—R MYTSI (... ] SK——V—
tioéstery ésteque, después C3~’ NQI—T KA [... ] G~

C4AHU S-LRL-R T--YLA- [... ] PC--LD
de la reacción, quedaba 0413HU S—LRL—R T~YLA [... ] SI~
como ácido piroglutámico C4”<” S—~L—Q——A——T——Y~—[... WC————

51pMU S-LRL-RS-A——T--YLA—[. - -

[169]. Dicha reacción es A2MHU N—LQM—Y VLFA [. . ] SGSLLN
05>”’ I—THL—K-SA-AELMSVV- [. . - 3 NSQYQP

compatiblecon estetipo de Figura 1.4 Secuenciasde 03, C4, 05 y MM de diversas especiesque

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

reaccionestambién tienen

lugaren £24 y en la MM [1711,paralas que se sugirió igualmentela existenciade un tioéster.

Las tres proteínaspresentanhomologíaestructural,especialmenteen estaregión de la molécula

[172]. Tambiénseha comprobadoqueenzimasqueformanenlacestioéstercomo intermediarios

de la reacción,comoesel casode las CoA transferasas,sufrenfragmentaciónautocatalitica,de

formasimilar a £23, cuandose someteal intermediarioa temperaturaselevadasen presenciade

agentesdesnaturalizantes[173]. La síntesisde una tiolactona de 15 eslabones,que incluye la

secuenciade £23, ha confirmadoque esta región es compatiblecon la existenciade un enlace

tioéster [174]. Finalmente, reducción con borohidruro sódico del enlace de £23 dió lugar a

productoscaracterísticosde un enlacetioésterdel tipo fi-£2ys-y-Glu [175].

La reactividaddel tioésterde £23 esnotablementedistintade la detioésteressintéticos.En

la moléculanativa, el enlaceesaltamenteestable,conunavelocidadde hidrólisisa 370C de 0,2-

0,4%/hora[47], mientrasque los sintéticostienenuna vidamediamuchomásbaja,del ordende

10 minutos [176]. Sin embargo,cuando£23 esactivado, la forma £23b* es altamenteinestable,

con unavida mediade tansólo 60 ¡¿segundos[161]. Seha sugeridoqueen la moléculanativael

tioésterestáoculto, en un entornohidrofóbico, que lo protegeríade la hidrólisis [161]. Tras la

activación, los cambiosconformacionalesque acaecenllevaríana la exposiciónde esteenlace,

que sedaahorasensiblea ataquesnucleófilos [161]. Para explicar su alta reactividad, seha

sugeridola presenciade unacadenalateral en las proximidades,que actuaríacomo catalizador.

Dado que los grupos imidazoles aceleranla hidrólisis de tioésteressintéticos [177], se ha

propuestoque estacadenalateral sedael grupoimidazol de unahistidina[175]. Precisamenteun

residuode His pareceimplicado en la selectividaddel enlaceformadopor £23 y £2413 (His”
26 en

la Figura 1.4). Las proteínasque forman enlaceséster (£23 y £2413), presentanHis en esta
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posición, mientras que en las que forman enlacesamida, £24A ¡178j y A2M [179] está

reemplazadapor otro residuo [180]. Mutagénesisde £2413 en esta posición, reemplazandocl

residuo His porel Asp de £24A o por Ala, dió como resultadomoléculasque, tras activarse,

formabanenlacesamida [181]. La A2M presentaun residuo Asn en estaposición, y forma

predominantementeenlaces amida [179]. Esta tUs también se ha implicado en la supuesta

actividad esterasade £23b, por la cual el propio C3b catalizaríasu liberaciónde la superficie

aceptoramerceda la actividad “catalítica” de este residuo [182]. También seha implicado al

residuoGlu’012, queprecedeal de Gín que aportael carbonilodel tioéster, en la reactividadde

éste[183]; estudiosrecientespor mutagénesisdirigida del tioésterde £23 han demostradoque la

sustituciónde esteGlu porGín suponela incapacidadde la moléculade sintetizarel enlace[184].

Otra particularidadde £23 radicaen su interaccióncon Ser libre. Dicha reaccióntiene lugar en

dospasos,en el primerode los cualesse forma un enlaceéstercon el hidroxilo de la cadena

lateral.En el segundo,tienelugarun cambioO-N, formandofinalmenteun enlaceamida [185].

El tioéster forma una tiolactona de 15

eslabones [170], incluida en una cavidad II •

cg
hidrofóbicade 12-20Á de profundidad[171], y Asn ‘t.

que parece estar formando parte de un giro ., ‘t../ -

brusco, teniendo una estructuraplana (Figura
-N

1.5) [168,175].El tioéstertambiénintervieneen H

el mantenimientode la estructuratridimensional

de la molécula. No obstante, los cambios

conformacionales son más lentos cuando se Figura ¡.5 Estructuradel enlacetioéster [168].

produce la hidrólisis del tioéster que en el

procesode activaciónproteolitica[48] y, en el casode A2M, no se completanhastaque no se

produce ataqueproteolitico [3]. La relación entre la estructura nativa y el tioéster se ha

comprobadocon la A2M, en la que la estructuranativase congelópor reaccióncon agentesde

entrecruzamiento;cuandoseactivó proteoliticamente,no seprodujola hidrólisisdel tioésterhasta

que no sedestruyeronlos entrecruzandentos13]. No obstante,existendatosque sugierenqueel

tioésterpuedeno ser indispensableparamantenerla conformaciónnativa de la molécula.Porun

lado, £25, quecarecede tioéster,presentaunaestructurasimilar a la de £23, y seactivade forma

análoga[186]. Por otraparte,estudiosde mutagénesisdirigida de £23, en los que se eliminó el

tioéster, dieron lugar a moléculasde estructurasimilar a £23, y que eran sustratosde la £23

convertasa,algoexclusivode £23 nativo, lo queha replanteadode nuevoel papeldel tioésteren

la conformaciónnativa de £23 [184].
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¡.6.4.-INACTIVACIÓN Y FUNCIONALIDAD DE LOS FRAGMENTOS GENERADOS

Al igual que ocurre con cada una de las etapas de activación dei Sistema del

Complemento,C3b, y de forma semejanteC3(H20),estásujeto a fuertessistemasde control.

Todos se basan en la degradaciónproteolitica de la cadena a’, generandofragmentos

hemoliticamenteinactivos [187, 1881. La excepcióna la regla la constituye la liberación

espontáneade C3bde las superficiesaceptorasa la quenoshemosreferidoanteriormente[182],

y que no implica degradaciónproteoliticaalguna.

El primer pasosuponela rupturade dos enlacespeptidicosde la cadenaa’(Figura1.2)

[188], liberandoun fragmentode 2kDa, C3f. El restode la molécula, iC3b, contieneel grupo

carboniloy queda,por tanto, unido a la superficie aceptora.Constade la cadenafi y de dos

fragmentosde la cadenaa’, uno de 65kDa (a65), el N-terminal, y otro de 44kDa(a44). Esta

rupturala lleva a cabofactor 1, utilizando como cofactoral factor H o a CRí [189]. La segunda

ruptura afectaa un enlacepeptidico situado hacia el N-terminal dcl tioéster, generandodos

fragmentos.Uno de ellos, £23d,g,de unos4OkDa, contieneel carbonilo,y permaneceunido a la

superficieaceptora[1901.El otro fragmento,C3c, se libera de la superficiey constade la cadena

fi, y los fragmentos a44, común a i£23b, y otro de 25kDa (a25), todos unidos por puentes

disulfuro. Estarupturaesrealizadapor factor 1, utilizando como cofactora CRí [26]. También

puedenactuarcomocofactoresfactor H, aunqueabajafuerza iónica, CR2 y el virus de Epstein-

Barr [26]. Posterioresdegradaciones,como la escisiónde C3d,gen C3d y £23g, por escisiónde

un enlacepeptidico9 residuoshaciael N-terminal de la £2ys
1010,sólo sehandescritoin vitro, con

tripsina por ejemplo, no en condiciones fisiológicas [191]. No obstante, en situaciones

patológicas,sepodríangenerarfragmentosactivosdistintosa los vistos.

La degradaciónproteolitica de C3b suponela pérdidade su funcionalidad hemolítica.

Dicha pérdidaviene acompañadapor cambiosconformacionales,detectadospor variacionesen

la antigenicidadde la molécula[157], en su movilidad electroforética[192]y en los parámetros

espectroscópicos[193].La inactivaciónincluye la desaparicióny apariciónde sitiosde interacción

de algunosde los ligandosde £23. Un casoespecialmenteilustrativo lo constituyenlos sitios de

factorH y CR2. Ambasmoléculaspresentanmúltiples sitios de unión. En la región comprendida

entre los residuos 1209-1271,coinciden uno de factor H y otro de CR2; el primero es

discontinuo,incluyendoen su discontinuidadal segundo.Se ha sugeridoqueen C3b el sitio de

factor H esfuncional, mientrasque el de £2R2 estáoculto; la apariciónde iC3b desplegaríaesta

región,desbaratandoel sitio de factor H, y haciendoaccesibleel de CR2 [194].



INTRODUCCIÓN 27

La inactividad hemolítica de los fragmentos generados no implica que éstos sean inertes.

Seha tratadoanteriormentedel papelde C3b e iC3b en procesosde opsonización,o del de C3d,g

como reguladorde la respuestainmune [195]. Tambiénla anafilatoxinaC3a tiene un papel bien

caracterizadoen la respuestainflamatoria[74,75] y en la regulaciónde la respuestainmune [90],

papelcorroboradoporsu conservacióna lo largode la evolución,puestoqueestápresenteen £23

de ciclóstomos¡115]. Apanede éstos,existenotros fragmentosderivadosde £23 paralos quese

han identificadofuncionesespecificas,C3ey C3f.

C3eseidentificócomoun fragmentode C3c, de unosllkDa, queinducia leucocitosisen

conejos [196]. Posteriormentese identificó un fragmento, denominado£23d-K, obtenido por

digestiónconkalikreinade i£23b, queteníapropiedadessemejantes,ademásde inhibir la respuesta

proliferativa de célulasT, y que difería de C3d,gen la presenciade un nonapéptidoprocedente

del fragmentocOl Un péptido sintético con estasecuenciaprovocabala misma respuesta.Es

probableque estasecuenciaconstituyael principio activo, que seriacomúna C3d-K y a £23e

[197]. Su funcionalidadestáavaladapor la incapacidadde algunosindividuos deficientesde £23

de inducir leucocitosis[143], y por su presenciaen el suero de pacientescon activación del

Sistema del Complemento [197]. Recientementese ha identificado a C3f como agente

espasmogénico,queutilizaríacomoreceptoral de C3ae, igual queéste,seinactivaríaal eliminar

la Arg £2-terminal [198]. Tambiénrecientementese ha identificadoa la cadenafi de £23 comoel

inhibidor séricode la citotoxicidadde eosinófilos[199].Dichaactividad,queesla únicaconocida

de la cadenafi, apartede su papelestructuralen la moléculade £23, sólo la exhibela cadenafi,

y no cualquierfragmento,como C3c, que contengarestosde la cadenaa [199].

1.7.- EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO E INMUNOCOMPLEIOS

La interacciónentre un anticuerpoy un antígenoespecificodesencadenauna serie de

respuestasefectoras,respuestasqueno tienen lugarcuandoel anticuerpoestálibre. Unade éstas

respuestases la activacióndel Sistemadel Complemento.Ésta puedetener lugar a travésde las

dosvíasde activación.La clásicaesactivadapor IgM e IgG, mientrasquela alternativalo espor

IgG e IgA, si bien estaúltima con bajaeficiencia.
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1.7.1.- LA MOLÉCULA DE ANTICUERPO Y LA FORMACIÓN DE

INMUNOCOMPLEJOS

Una representaciónde la estructurade la IgG se recogeen la Figura 1.6, donde se

incluyen también algunas de las rupturas proteolfticas más relevantes. Esta estructuraes

generalizablea otrasclases,aunqueel númerode dominiosde la región constante,y la ausencia

o presencia,asícomo el tamaño,de la regiónbisagra(“hinge”) varia de unasaotras. Todaslas

clasesconstande doscadenaspesadasy dosligeras.Por digestionesproteoliticas,¡a moléculase

dividió en dos fragmentos.Uno el Fab, del que hay dospor moléculade anticuerpo,y que

contieneel sitio antígenocombinante(región variable); constade la cadenaligera y del Fd,

compuestoporlos dominiosvariable(y>’) y £271,primerdominio constante,de la cadenapesada.
~ r

El segundofragmentosedenominóFé,,delqueexisteuno por molécula,en el que se localizan

las funcionesefectoras: los sitios de interacción con receptorescelulares,con Clq y con la

proteína A de Staphylococcusaureus. Consta de un dímero de los dominios £2y2 y £273,

incluyendoel primeroun carbohidrato,que se interponeen la regiónde contactoentrelos dos

£2y2. La región bisagraconstituyeel nexo flexible queuneestosdos fragmentos,y en el que se

PAPA/TR Y

PEPS

PEPS PAPA/TRY

=
F(ab’)2 pFc’ Fab Fc

Figura ¡.6 Esquema general de la estructura de la IgO, incluyendo algunas rupturas proteoliticas de interés.
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encuentranlas Cys responsablesde la unión por disulfuro entre las dos cadenaspesadas.Esta

región constade tres partes:alta, media y baja [2001.La bisagramedia contienelos residuosde

Cys que forman los puentesdisulfuro antesaludidosy es muy rígida; en el caso de lgG de

conejo,estaregión constade unaúnica£2ys. La bajaes la más próxima al Fc y es flexible. La

alta bisagraes la próximaa las regionesFab,y es la región más flexible. En la moléculase han

identificadozonashidrofóbicasexpuestas,queseha sugeridoqueparticipanen las interacciones

especificasde los anticuerpos¡201]. Cadauno de los dominiosaludidospresentanun patrónde

plegamientocomún, que consistede dos hojas fi apiladasy giradas,unidascovalentementepor

un puentedisulfuro intracatenario[202].

El antígenoes el segundocomponentede los inmunocomplejos(I£2). El único punto en

comúnqueexisteentrelos distintostipos de antígenosesel de su capacidadde unir anticuerpos,

respondiendoa su definiciónetimológicade aquellasustanciacapazde producirunarespuestade

anticuerpos.Incluye estadefinición a bacterias,célulaseucariotas,paniculasvirales, ADN o

proteínas.La interacciónantígeno-anticuerpo(Ag-Ab) presentauna serie de características de

interés.Al consideraréstas,asícomo la activaciónde respuestasefectoras,es necesarioteneren

cuentaquedicha interacciónno suponecambiosconformacionalesprofundosni en antígenoni en

anticuerpo¡203]. En el casode proteínasla interacciónsupone,en un determinadointervalo de

relaciónmolarAg/Ab, la precipitaciónde los complejos[204]. Existeun puntoenquela totalidad

de Ag y Ab precipitan,denominadopuntode equivalencia;fuerade él, en excesode antígenoo

de anticuerpo,partede éstos quedaen el sobrenadante.Otro punto relevantees el de máxima

precipitación,producidoen un ligero excesode Ag, en el que, parauna cantidadconstantede

anticuerpo,la cantidadde precipitadoformado esmáximo [204]. La precipitaciónse debe,en

buena medida, a interaccionesde carácterhidrofóbico distintas de las Ag-Ab y en las que

interviene el Fc ¡205, 206). La reaccióntiene lugar en tres etapas,que respondena dos

mecanismosde precipitacióñ[207]: en la primerase forman los I£2 por la combinaciónde Ag y

Ab. En la segunda,seformanprecipitadosdebidosexclusivamentea estasinteracciones(primer

mecanismo).En la terceraetapaseformangrandesprecipitadosmediadospor interaccionesFc-

Fc, tambiéndenominadasinteraccionessecundarias(segundomecanismo).Los IC formadoscon

IgG utilizan ambos mecanismos,mientras que los formados con el fragmento divalente F(ab’)2,

que carecede Fc, utilizan sólo el primero. Se ha propuestoqueuna regiónhidrofóbicaexpuesta

en la interfasede los dominiosC72/£273participaríaen estareacción[20SJ.
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1.7.2.- INTERACCIóN ENTRE INMUNOCOMPLEJOS Y EL SISTEMA DEL

COMPLEMENTO

Cuandoel complementoesactivadopor I£2, algunoscomponentesde estesistemaseunen

a los complejos.En función del isotipo integrantede los IC, estos puedenactivar por la vía

clásica,por la alternativa,o por ambas. La activación por la vía clásicasuponela unión no

covalentede £21 y la covalentede £23 y £24 a los complejos.Cuandoes la vía alternativa la

activada,sólo tiene lugar la unión de £23. Ademásde éstas,otros componentesse unena los I£2

a travésde los componentesmencionados,comoproperdina,Bb, factorH, C2a, y otrasproteínas

séricas,como la fibronectinay la a2-macroglobulina[209].

El resultadofisiológico final es la eliminación de estos I£2 del torrente sanguíneo,

fundamentalmenteen hígado y, con interés funcional, en bazo. Ello elimina el potencial

patológicode estosIC, manifestadoen las enfermedadesen las queestaeliminaciónesdefectuosa

[210,211]. En el tubo de ensayo,los efectosdel complementose manifiestan en dos reacciones:

la de inhibición de la precipitaciónde complejosAg-Ab formadosen presenciadel complemento

(IP) y el de solubilizacióndeIC preformados(SOL). Ambasreaccionestienen en común,además

de la producciónde I£2 solubles,que éstaesdebidaa la unión covalentede componentesdel

complemento,fundamentalmente£23 [212].

1.7.2.1.-SOLUBILIZACIÓN DE INMUNOCOMPLEJOS

De los dos procesosexperimentales,fue el primero en serdescrito. En 1975 Miller y

Nussenzweig[213] demostraronque IC incubadoscon suerofresco a 370C eransolubilizados,

y que estasolubilizacióndependíaexclusivamentede la vía alternativa. Dadoque los complejos

solubles presentaban£23 unido, y que fragmentos Fab (monovalentes)que reconocíanal

anticuerpointegrantedel ¡£2 producíanel mismo efecto, propusieronque la incorporaciónde

componentesdel complemento,monovalentesen su interacciónconel anticuerpo,como lo es£23,

serfanlos responsablesde la solubilización. Es lo que sedenominóhipótesisde la intercalación.

Apoyandodichahipóteis, se comprobóquefragmentosde anticuerposespecíficosde las regiones

Fab o Fc de la inmunoglobulinaintegrantedel I£2 tenían un comportamientodiferentesegún

fueranmonovalentes(Fabo Fab’ solubilizan)o divalentes(F(ab’)2 inhibe la solubilización)[214].

El carácterindispensablede la vía alternativaen este procesose ha demostradopor varios

métodos;de ellos, el máscontundentefue el que demostró la solubilización a partir de los

componentes(£23, factoresB, D, H e 1 y properdina)purificados [215]. Se ha comprobado
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también que la properdinaes esencialpara la culminacióndel procesode solubilización ¡216,

2171. En cuantoal papelde la vía clásicase ha comprobadoque, si bien no es indispensable,

aumentala velocidaddel proceso [214] y la cantidad total de ¡£2 solubilizados [218j. Ello es

debidoa que su activación, más rápida,aportalas primerasmoléculasde C3b unido al IC, que

sirven de sustratopara la fase de amplificación de la vía alternativa [216]. Este efecto es

particularmenteimportanteen excesode antígeno,donde la solubilización es menos efectiva

[2191.La solubilizacióntiene lugar en tres etapas[217]. La primerade ellas, dependientede

complemento,suponela formaciónde la £23 convertasade la vía alternativasobrelos IC. La

segunda,también dependientedel complemento, correspondea la fase de amplificación,

incluyendola fijación de grandescantidadesde £23 sobreel IC. En la terceraetapa,independiente

de complemento y espontánea,se produce la reorganizaciónde los ¡£2 que conducea su

solubilización.

Las interaccionesque se ven afectadaspor la unión de £23 parecenser las dos presentes

en los IC. Por unapartelos IC preparadoscon IgG son solubilizadoscon mayor eficienciaque

los preparadoscon F(ab’)2, que carecede la región Fc. Clq y proteínaA, que se unenal Fc de

formapolivalente,actúaninhibiendo la solubilización,al entrecruzarlas moléculasde anticuerpo

[220]. Por otra parteI£2 en los que el Ag y el Ab estánunidos porenlacescovalentesno son

solubilizadospor complemento,por lo queesteprocesotambiénimplica la destrucciónde uniones

Ag-Ab [221]. Tambiénhay que teneren cuentaquecuantomayor es la afinidad del anticuerpo

integrantede los IC, mayores la dificultad parasolubilizarlos[214].

1.7.2.2.-INHIBICIÓN DE LA PRECIPITACIÓN

Estareacciónfue descritaen 1980por Schifferli,Bartolotti y Peters [2221.CuandoAg

y Ab, en una relaciónAg/Ab en la queseproduciríaprecipitación,semezclabanen presenciade

un suerofresco,no seproducíaprecipitación. Estainhibición tenía lugar en ausenciade la vía

alternativa,pero era absolutamentedependientede la vía clásica [223]. Esto último tambiénse

ha demostradocon componentespurificados[224]. Cuandola incubacióncontinuabaatiempos

largos, la vía alternativa se hacia esencialpara el mantenimientode la solubilidad de los

complejos,entrandoen juego, con toda probabilidad,el fenómenode solubilización. La IP, al

igual queSOL, estámediadafundamentalmentepor la unión covalentede£23, quedandola de £24

exclusivamentecomo factor necesarioparala generaciónde la £23 convertasa[224,225]. Este

procesoatraviesapordiferentesetapas.En la primeratiene lugarun sucesoparadójico:£21 actúa

en las primerasfasesmanteniendola solubilidad de los complejos[224]. Ésto contrastacon el



INTRODUCCIÓN 32

efectode £2lq, tanto aquícomo en SOL, que favorecela precipitación. En la segundaetapa, la

unión de £24 permite la formaciónde la £23 convertasay la incorporaciónde £23 a los complejos.

Finalmente, la vía alternativaentra en escena,solubilizando los complejos insolubles que se

forman al final del proceso[222].

El procesode IP tiene,con todaprobabilidad,mayorrelevanciafisiológicaqueel de SOL.

En condicionesnormalesAg y Ab siempreentranen contactoen presenciadel complemento.La

excepción¡a constituyenlos casosde deficienciasde componentesde la víaclásica,con elevada

frecuenciaasociadosa patologíasmediadaspor IC [226]. También es significativo que la IP

producemenorcantidadde anafilatoxinasqueSOL, en especialC5a, la de mayor potencia.Por

ello, su poderinflamatorioesmenor(227]. Se puedever, de estaforma, a IP comoel mecanismo

normalde procesamientode I£2, y al de SOLcomounasalidade emergenciacon mayorpotencial

patológico,y queserviríaparaeliminar IC persistenteso refractariosal procesode IP.

Los complejosgeneradosporcualquierade los dosprocesossonde un tamañomenorque

el de partida,aunqueheterogéneo[218,228],y hanperdidola capacidaddel activar las dosvías

¡218], si biensoncapacesaún de unirsea receptoresespecíficosde fragmentosde C3 [229]y en,

el casode IP, tambiéna proteínaA [229].

1.7.2.3.-ELIMINACIÓN DE INMUNOCOMPLEJOSDEL TORRENTESANGUÍNEO

El mecanismofisiológico de eliminación de IC del torrente sanguíneopermaneceaún

oscuro,aunqueaparentementerespondeadasmecanismosdistintos,queparecenbasarsecadauno

de ellosen las reaccionesde IP y de SOL. Se sabelo queocurre iii vivo cuandose inyectanI£2

preformadosen humanos [2301 y en primates no humanos [2311. Estos IC activan el

complemento,comoconsecuenciade lo cual se unena la superficiede los eritrocitos,a travésdel

receptorde C3b CRí. Estos ¡£2 soneliminadosde formaeficiente fundamentalmenteen hígado

y bazo. No obstante,existeun porcentajeelevadode I£2 que no seunena los eritrocitosy que

soneliminadosporel hígadocon granrapidezy en órganosespecíficos(2321. Se ha comprobado

queen casosen los que los 1£2 no puedenunirsea eritrocitos,comoel casode IC formadoscon

¡gA (2331 o en pacientesde LES que tienen reducidoel número de CRí (230], estos¡£2 son

eliminadoscon mayor rapidez.Sin embargo,ademásde hígadoy bazo,quecontinuansiendolos

órganosmayoritariosde captación,se depositanen órganoscomoriñón, pulmóny cerebro,donde

tienen un potencial patogénico evidente. El mismo efecto se ha visto en primates cuyo

complementosehabíainactivado[234]. Porel contrario,cuandose inyectanantígenoy anticuerpo
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por separado,no sedetectaunión de los IC a eritrocitos. Sin embargo,son eliminadoscon

normalidad,sin depositarseen tejidos dondetendríanun potencialpatogénico.

Como reflejo de estos hechos, se ha comprobadoit> vitro que inmunocomplejos

solubilizadosse unencongran eficienciaaeritrocitos,mientrasquecomplejossolublesformados

en presenciadel complementono seunen a estascélulas [235]. Estopuederelacionarsecon la

mayor cantidadde £23 presenteen los primeros[212], y con la distribuciónen gruposde CRí

sobrela superficie celular ¡236]. Porello, el primer mecanismode eliminación se basaríaen el

procesode SOL, mientrasque el segundolo haríaen el de IP.

Tambiénse ha comprobado

que IC sobrelos queseha unido £23 O ANTII3ENO+ANTICUERPO Y

son fagocitados más eficientemente

células fagocitarias que a. no cc*~1PLEJOSpor Ti’ INSOLUBLES

incubados con complemento,

dependiendoen gran medida de los

receptoresde C3, no sólo de los

receptoresFc [237, 238]. También

se ha observado it> vitro que los

eritrocitos que transpotanIC ceden

su cargaacélulasfagocitarias[239].

El mecanismode estatransferencia

pareceser pasivo, y se basaen la

mayor densidadde receptoresde £23

(£2RL y CR3), además de la DANO TISULAR

presenciade receptoresde Fc, en las ELIMINACION POR

células fagociticas [240-242]. Otro MACROFAGOS ESPLENICOS
O HEPATICOS

procesoobservadoes aquel por el
Figura ¡.7 Procesamientoy eliminación de inmunocomplejas

cual I£2 unidos a eritrocitos son mediadospor el Sistemadel Complemento[330].
procesadosen la membrana del

eritrocito; en estaacción, los I£2 son liberadospor la acciónde factor1 utilizando aCRí como

cofactor,paravolver a unirseatravésde otrasmoléculasde C3b que seunenal IC [243,244].

El resultadofinal seránIC solublesy de menortamaño, y con menorpoder inflamatorio. Un

resúmende estosprocesosse recogeen la Figura 1.7.
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El mecanismogeneralque parecedesprendersesuponeque cuandolos IC se forman en

la sangre, el complemento los mantiene solubles, y favorece su eliminación en órganos

específicos.Cuandoalgunode los lC precipita, la vía alternativaactúa, permitiendosu unión al

eritrocito. El eritrocito tomael papelde portadorde IC potencialmentepatogénicos,impidiendo

que sedepositenriñón o pulmón, y que produzcandañotisular [210]. El eritrocito si permitirá

la transferenciaa células fagociticas,como las célulasde Kupffer en el hígado.En el casode

otrosanimales,en los quelos eritrocitoscarecende moléculasreceptorasde £23, estepapelparece

estardesempeñadopor las plaquetas,que si poseenestetipo de receptores[245].

Unapruebadel papeldel CR 1 presenteen eritrocitosla constituyeel bajonúmerode estos

receptoresen pacientescon patologíasmediadaspor IC. Estareducciónes consecuenciade la

enfermedad,y sueleestarasociadaa susfasesagudas.Estedescensopareceestarrelacionadocon

la activacióndel complementopor los IC presentesen la superficiey, más concretamente,a la

unión de £23 a la membranadel eritrocito, como consecuenciade estaactivación [246].

Finalmente,los I£2 procesadospor la acción del complemento,puedenparticiparen la

localizacióndel antígenoen los folículos linfoides. El procesoestaríamediadopor las células

folicularesdendríticas,queexpresanreceptoresde £23 y uniríana los I£2 con £23, reteniéndolos.

Es en estosfolículos dondesegenerarfancélulas13 de memoria,cuyaproducciónóptima seha

asociadoa la presenciade un £23 funcionaly a su asociacióncon IC [64].

1.7.3.- FORMACIóN DE COMPLEJOS COVALENTES ENTRE C3 E

INMUNOCOMPLEJOS

En los apartadosanterioresse hanexpuestolos efectosde la activacióndel complemento

sobreinmunocomplejos,atribuyendoestosefectosfundamentalmentea la formacióndecomplejos

covalentescon £23. Su unión tiene lugar por ambasvías, y se ha demostradosu presenciaen

complejossolublesproducidospor SOL y por IP. En el casode la vía clásica, su unión está

precedidaporla de £24, tambiénde caráctercovalente.De los dos isotiposde £24, es£24A el que

presentamayor eficienciade unión a I£2 [247], parael caso de antígenosproteicos,formando

enlacesamidacon la cadenapesadadel anticuerpo,en la región Fd [181,y con la cadenaligera

[248]. De hecho £24A esmás eficienteque £24B en el procesode IP [249]. Cuandose tratade

superficiescelulares,£2413 esmáseficiente, pero formaenlaceséstercon la membrana[247].

Cuando£23 esactivadopor la vía clásica, tiene un comportamientosemejanteal de £24,
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salvo por la formación de enlaceséster. Cuandose trata de un antígenoproteico, duranteel

procesode IP forma enlacescovalentescon la cadenapesadadel anticuerpo[250>.Cuandose

trata de eritrocitos, £23 se unemayoritatiamentea la célula, aunquetambiénsefija al anticuerpo

-[251]. Cuandosetratade bacterias,£23 se uneal anticuerpo,a travésde las doscadenasde éste,

la pesaday la ligera [252].

En el casode la vía alternativa,la situaciónes diferente.Como se vió al hablarde esta

vía, la protecciónde las moléculasde £23b de la acciónde los factoresH e 1 es lo que hacede

unadeterminadasuperficieun activador.En el casode los I£2, seha descritoquecomplejos£23b-

IgO sonmásresistentesa la inactivaciónque £23b soluble (253], mientrasqueestaprotecciónes

superadapor CR1 (254], lo que tieneespecialimportanciaen la eliminaciónde I£2, como vimos

en el apartadoanterior. Ésto ha llevado a pensarque £23 interaccionacon la molécula de

anticuerpoa travésdeun únicositio, queseriaresponsablede la proteccióndeC3b. La formación

de complejoscovalentesentre£23 y la cadenapesadade IgG, asícomo entrecomplejosF(ab’)2

y estecomponente[255],junto con la capacidadde estefragmentodel anticuerpode activar la

vía alternativa[256], y de convertir a célulasno activadorasen activadoras[257], han [¡evadoa

sugerirque£23 se uneal anticuerpoa travésdel Fd. En estesentido,seha descritorecientemente

que la interacciónentre £23 e IgOl humanaagregadapor calor tiene lugar en un segmento

comprendidoentre los 20 últimos residuosde la regiónV~ y los 20 primerosdel dominio £2y2

[258]. Unaevidenciaindirectaen favorde estahipótesisla constituyela unión de C3b aC4b, que

parecetenerlugara travésde un único sitio [259], si bienambasreaccionesno soncomparables

en algunosaspectos.Mientrasquelos dimerosC4b-C3b,o £23b-C3b,tienenuna función definida

como C5 convertasa,que requiereuna ordenacióntridimensionalconcreta,la función del C3b

unido al I£2 no requieredichaordenación.Segúnla hipótesisde la intercalación,£23 actuaríacomo

inhibidor estéticode interaccionesAg-Ab y Fc-Fc. Tambiénseha comprobadoque¡nutantesde

£24b incapacesde unir £23 covalentementesi puedenformar la £25 convertasapor asociaciónno

covalente,lo que ha sugerido la posibilidad de la existenciade una interacciónespecíficano

covalenteprevia a la formación del enlaceéster [259]. Por otra parte, se ha demostradola

interacciónno covalenteentre£23 nativo y £23b formadopreviamentey los fragmentosFab y Fc

[260]. Esta interacción es capaz de mediar la inhibición de la precipitación, pero no la

solubilización. Estehechosintonizacon el hechode que la cantidadde £23 unida necesariasea

mayor paraalcanzarla solubilizaciónqueparainhibir la precipitación[212].

Por otra parte,seha demostradotambién la unión de C3, ademásde al anticuerpo,ai

antígeno[261,262] en complejosformadoscon IgG y antígenosproteicos,ocurriendoigual en
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procesosde solubilización [2631.En este caso, la forma de £23 presenteen los complejos es

mayoritariamenteiC3b, uniéndosea aminoácidosdel anticuerpo,y no a los azúcares12631. En

apoyo de la existenciade múltiples sitios de unión estáel casode la a2-macroglobulina,que se

une a algunasde las proteasasque inactiva a travésde diferentesresiduos[264]. No hay que

olvidar, finalmente,quela uniónde £23 actúacomoreguladornegativode la activacióndeCl [37]

y que en el procesode solubilización, la destrucciónde las interaccionesFc-Fcjuegaun papel

primordial, por lo que la hipótesisde un único punto de unión, localizado en el Fd, no está

cerrada.
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2.- OBJETIVOS

Dada la relevanciaque la unión de £23 tiene sobrela solubilidad y destino final de los

inmunocomplejos,nosplanteamosel análisismoleculardeestainteracción,con el fin de elucidar

el mecanismoque subyacea los efectosmencionados.Paraello nos planteamoslos siguientes

objetivos:

1) Determinarsi la unión de £23 seproduceexclusivamenteen el fragmentoEd de la cadena

pesadao si, por el contrario,otras regionesde la molécula,particularmenteel Fc, son

substratosde estainteracción.

2) Delimitar los dominios de la molécula de anticuerpo sobre los que £23 se une

covalentementetras la activaciónde la vía alternativa.

3) Identificar residuosque seanpotencialesaceptoresde £23 y estimarsu importanciaen los

efectosestudiados.

4) Evaluarel posibleefecto que la unión de Qq puedatenersobrela unión de £23 sobreel

anticuerpo,en particular sobrelas regionesque se puedenver afectadaspor la unión de

estesubcomponente.
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3.- MATERIALES Y MÉTODOS

3.1.- MATERIALES

Los reactivosgeneralesutilizados fueron habitualmentede Merck, Sigmao Fluka. El

reactivo para la modificación de Cys (2-bromoetilamina)se compró a Fluka. La tripsina de

páncreasbovino, el inhibidor de tripsina de soja, la papaínade PapayaIatex, la pepsinade

estómagoporcinoy la ovoalbúmina(GradeY) seadquirierona Sigma. Los isótoposradioactivos

seobtuvieronde Amersham:iodo¡l-’4CJacetamida(53-57 m£2i/mmol) y ~‘~1(16,6niCi/mmol).

Los líquidos de centelleoutilizadosfueronFÓRMULA 989 y AQUASOL de New EnglandNuclear

y ULTIiMA GOLD, de Packard.Los reactivosparala electroforesisen gelesde poliacrilarbida

fueron de Bio-Rad, salvo el fi-mercaptoetanoly el Azul de £2oomassieque se adquirierona

Sigma. Los gelesde cromatografíasecomprarona Pharmacia-LKB(CNHr-SepharoseCL-48,

ProteínaA-Sepharose,SephadexG-25, CM- y DEAE-Sephadex,Ultrogel AcA 54 y 44), y a

BioRad (Bio-Gel P-2, P-4 y P-6, Bio-Rex 70, Chelex 100 y Cellex D). El FPL£2 y la columnas

utilizadas(Mono 5, Mono Q y Superdex75) fuerondePharmacia-LKB.El HPL£2 y lascolumnas

(gBondapak£218 y Novapak£218), se obtuvieronde Waters-Millipore. Los reactivosdel HPLC

empleados,aquellosde calidadadecuadaa estefin, fueron de Scharlau,Merck y Fluka. El agua

utilizadaen estecasose obtuvode un sistemade filtración MILU-Q (Millipore); parael restoel

sistemafue un MILLI-RO, del mismo proveedor.Los reactivosdel secuenciadorse adquirieron

a Applied Biosystems.El plasmadestinadoal aislamientode proteínasseobtuvo del Bancode

Sangrede la FundaciónJiménezDiaz.

3.2.- MÉTODOSGENERALES

3.2.1.-ELE£2TROFORESISEN GELES DE POLIACRILAMIDA

Las electroforesisen gelesde poliacrilamida, en presenciade. SDS (EGPA-SDS), se

realizaronsegúnel métodode Laemmli [265],utilizando distintasconcentraciones,homogéneas

o en gradiente,de acrilamida.Las cubetasutilizadasfueronPROTEAN 1, PROTEAN II y MIGHTY

SMALL de BioRad y de Hoeffer. Las muestrasse redujeron antes del desarrollo de la

electroforesis;para elio, se hirvieron en presenciade fi-mercaptoetanolal 3% (y/y). La

electroforesissedesarrollóa corrienteconstante,de 20 mA duranteel gel de concentracióny
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3OmA en el de resolución.En casosen los que el desarrollose realizó durante la noche, la

intensidadfue de 6-8 mA. Los gelesse tiñeroncon azul Coomassie0,014% , en peso,en ácido

acético:metanol:agua(2:7:10) en volumen, y se destiñeroncon ácido acético:metanol:agua

(1:4:10). En los gelesse incluyeronpatronesde pesomolecularconocido,con el fin estimarel

pesomolecularrelativo (Mr) de las muestras.En las Figurasde RESULTADOS los valoresde

estospatrones,en kDa, se indican en los márgeneso entre las muestras.Los gelessesecaron

despuésde incubarlosdurante4 horasen una soluciónde metanol al 30% y glicerol al 3% en

agua,ambasrelacionesen volumen.

En caso de cargarmuestrasmarcadasradioactivamentecon ‘4C, la fluorografia de los

gelesse realizó segúnel método de Bonner y Laskey [266], que incluye difeniloxazol (Carlo

Erba) (PPO) como fluoróforo. Los geles,una vez secos,se revelaronen placasX-Omat 5 de

Kodak, a ~80Ó£2duranteperíodosvariablesde tiempo.

3.2.2.-PREPARACIÓN DE SOPORTESPARA CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD

El método de preparaciónseescogióen función del volumen de lechoa preparar.Se

utilizó CNBr-Sepharose£2L-4B paravolúmenespequeños.Cuandolos volúmeneserangrandes,

seutilizó Sepharose£2L-4B, que se activó con CNBr (Scharlau).

En el primero de los casosse siguieron las instruccionesdel fabricante. La proteínaa

acoplar se lleva a una concentraciónde 6 mg/mL en el tampón de acoplamiento.Una vez

finalizada la reacción, los gruposlibres se saturaroncon etanolamina1 M pI-! 9,0. El nivel de

incorporaciónfue siempresuperioral 90% del materialañadido.En el segundocaso,sesiguió

el métododescrito[267], saturandola SepharoseCL-4B con Gly (BioRad) 1 M pH 8,0.

3.2.3.-PREPARACIÓNDE INMUNOCOMPLEJOS

Los inmunocomplejosutilizadosen estosestudiosseprepararona partir de ovoalbúmina

(OVA) e IgO específicaanti-OVA.

3.2.3.1.-OBTENCIÓN DE ANTISUEROS

Los antisuerosse obtuvieronen conejosNew Zealandpor inmunización intramuscular.

El antígenose inyectaen emulsióncon adyuvantecompletode Freunden las patasposterioresdel
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animal. Tras seis inyecciones,a razónde unapor semana,en la séptimasemanase sangraa los

conejosde la venamarginalde la oreja. Para la obtencióndel suero,la sangrese incubadurante

unahora a 37~£2y todala nochea 40C, tras lo cual se retira el coáguloy se recogeel suero; los

restoscelularesse eliminancentrifugandoa 2000xgdurante15 mm. El procesocontinúadespués

medianteinmunizacionesy sangradosen semanasalternas.Los antisuerossealmacenana ~20oC.

3.2.3.2.-PREPARACIÓNDE l~G ESPECÍFICA

Los antisuerosseprecipitaroncon (NH4)25042M. El precipitado,resuspendidoy dializado

frentea fosfatosódico (NaPi) 20 mM pH 7,6, secargóen unacolumnade 300 mL de £2ellex D,

equilibradaen el mismo tampón.Se recogió la fracciónno retenida,que contieneel anticuerpo.

La columna se regenerócon NaCí 1 M. La IgG específicase obtuvo por cromatografíade

afinidaden unacolumnade OVA-Sepharose413, equilibradaen fosfatosódico(NaPi) 10 mM pH

8,0. El anticuerporetenidoseeluyó con trietilamina lOOmM pH 11,5; con el fin de neutralizar

el pH, a estasfraccionesse les añadeNaPi 1M pH 6,8 en una relación 1:5 (~‘:v), y sedializan

inmediatamentefrentea PBS. EL coeficientede extinción a 280nm utilizado parala IgG fue un

E
1~ de 14,0.

3.2.3.3.-CURVA DE PRECIPITINAS

Los 1£2 seprepararonen el punto de máximaprecipitación. Paraobtenerestepunto, se

mezclaroncantidadescrecientesde antígenocon cantidadesconstantesde anticuerpo.Les IC se

lavaroncon PBS (NaPi lOmM, NaCí l4OmM pH 7,2),por centrifugacióna 1 l900xg durante5

mm. Trasello, sedisuelvenen NaOH 0,1 M, y se lee la absorbanciaa280 nm. La relaciónque

da el nivel de absorbanciamásalta seutiliza en la preparaciónde los IC paralos ensayos.El

coeficientede extinción E’~ a 280nmde la OVA esde 7,35.

3.2.4.-ENSAYOS HEMOLÍTICOS

Los ensayoshemoliticos de £23 [268] y de factorD [269] se realizaronsegúnmétodos

descritos.El primerode ellospor la vía clásica,con hematíesde carneroy hemolisina(antisuero

específicode eritrocitosde carnero),mientrasqueel segundopor la alternativa,con hematíesde

conejo.

En amboscasossepartió de suerosdeficientesen el componentea detectar,denominados
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RX, a los que se suplementabacon las muestrasque sedeseabaanalizar. El sueroR3, deficiente

en £23, seobtuvo por incubación,repetidasveces,con zimosán,activadortradicionalde la vía

alternativa,y que deja la clásicainalterada,con la excepciónde £23 [270J.La dilución de suero

empleadaen los ensayosse determinó previamente,y fue la menor que producíauna lisis

espontáneainferior al 5%. El sueroRD, carentede factorD, seobtuvopor cromatografíade un

suero,al que previamentese añadeEDTA hastauna concentración2OmM, en Bio-Rex 70. La

fracción no retenidase recogió,y fue la utilizadacomo RD. Estesueroestambiéndeficienteen

£2lq, si bienesto no afectaal ensayohemolítico, dado que ésteutiliza la vía alternativa.Esta

circunstanciahizo de este suero una fuente de complementoen algunos experimentosde

interacciónde £23 con ¡£2.

32.5.-MARCAJE RADIOACTIVO

Los marcajescon “si, tantode £23 como de IgG y OVA, se realizaronsegúnel método

de Mc£2onaheyy Dixon [271]y CIq porel queutiliza la peroxidasa[272]. La actividadespecífica

obtenidade £23 fue de 5-8x105cpm/gg,de IgG anti-OVA 1x105 cpm/gg, de OVA 5x1(Y cpm/~g

y de £2lq 4-6x105cpm/gg.Previamenteal marcaje£23 se repurificó por FPL£2.

3.2.6.-CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN(HPLC)

Algunasmuestrasse analizaronpor HPLC de fasereversa,usandoun equipode Waters.

Seutilizarondossistemas,ambosen unacolumna¡zBondaPak£218 (0,39x30cm). En el primero,

la columnaseequilibró en acetatoamónicopH 6,5. Tras el lavado,los péptidosseeluyeroncon

un gradientelineal de 55 minutos,hastaalcanzarun 30% de acetonitrilo, con un caudalde 1,5

mL/mm, recogiendofraccionesde 0,6 mL. Inmediatamenteantesy despuésdel gradiente,se

recogieron20 fraccionesen las condicionesinicialesy finales,respectivamente.Finalmente,la

columna se lavó con 100% de acetonitrilo, recogiendootras veinte fracciones. Se contaron

alícuotasde las fraccionescon el fin de identificar los picos radioactivos.

El segundosistema utilizado fue el siguiente: la columna se equilibró en ácido

trifluoroacético(TFA) 0,16%(y/y), y los péptidosretenidosseeluyeroncon un gradientelineal,

de 55 mm, hastaun 60% de acetonitrilo,quecontenía0,1% de TFA, lavándosefinalmentecon

un 100%de estamezcla.El caudalfueen estecasode 1 mL/mm, recogiéndosefraccionesde 0,6

mL. Con el fin de identificar los picos se procedióde igual maneraque en el caso anterior,

contandoalícuotasde las fracciones.
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3.2.7.-ANÁLISIS DE AMINOÁCIDOS

Unaalícuota(3Opg, —0,2nmolde proteína)de los experimentosen los que lgG (lSOkDa)

se habíareducidoy aminoetiladoo carboxamidometilado,se separópara realizaranálisis de

aminoácidos.Se pretendíaasí,cuantificarel númerodeaminoetil-£2ys(AE-Cys)presentesencada

moléculade anticuerpo,y compararloconel de 9,5 original obtenidoporGivol [273].El análisis

serealizó segúnmétododescrito[2741.Previamentese inyectóen el analizadorunamuestrade

AE-£2ys (Sigma) que sirvió de patrón para identificar el tiempo de retención,que resultó ser

idéntico al de la Lys. Parala cuantificaciónse asumióun factor de color de la AE-£2ys inferior

en un 9% al de Lys (275]. Paracuantificar la AE-Cyspresenteen la proteínamodificada, los

resultadosobtenidoscon IgO anti-OVA aminoetilada(IG-BE) serefirieron a los obtenidoscon

el mismo anticuerpocarboxamidometiladocon iodoacetamida(IG-IA). Se promedióla relación

lA/BE de todos los aminoácidos,a excepciónde Pro, His, Met y Lys (ver resultados).La

relaciónde Lys entre¡G-IA e IG-BE seutilizó paracalcular la AE-Cys en la IG-BE, segúnla

fórmula:

AEC = (LYSBE - LYSIA 1 3<) 1 0,91

dondeAE£2 correspondea los nmolesde AE-Cys presentesen la IG-BE, LYSBE a la cantidad

de Lys en IG-BE, LYSIA, aestamismaen IG-IA, X al promediode las relaciones¡A/BE, y el

valor 0,91 esel valor del factorde la AE-Cys respectoal de Lys [275]. El valor AEC, referido

a la cantidadde IG-BE nosda el númerode residuosde AE-£2ys por moléculade IgG.

3.2.8.-SECUENCIACIóN DE PÉPTIDOSY PROTEÍNAS

3.2.8.1.-TRANSFERENCIA A MEMBRANAS DE PVDF A PARTIR DE GELES DE EGPA-ET
1 w
476 217 m
508 217 l
S
BT


SDS

En algunoscasos,la electroforesisseutilizó como pasoprevio a la determinaciónde la

secuenciadeaminoácidos,siguiendobásicamente,condiversasmodificaciones,el métodooriginal

deMatsudaira[2761.Enprimerlugar,elagentedeentrecruzamiento,N,N’-Metilén-bis-acrilamida

(MBA) fue reemplazadopor piperazíndiacrilamida(PDA), en la mismaproporciónen pesoque

aquélla[277]. La utilización de dichoagentesuponeunamejora, tantode la resolucióncomodel

rendimientoobtenidoen la secuencia.Los gelesse prepararonla tarde anterioral díaen que se
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desarrolló la electroforesis.Los geles se sometieron,antes de cargarlas muestras,a lOmA

durante45-60mm, con el fin de eliminar restosde monómero[278). Parael desarrollo,en el

tampón de la cubetasuperiorse incluyó ácido tioglicólico (Merck) 0,002% como antioxidante

[279]. La electroforesisse desarrollóen las condicionesespecificadasen el apanado3.2.1.,

utilizando minigeles.

Unavezconcluidala electroforesis,los gelesse transfirieronamembranasPRoBLOn1’4

(Applied Biosystems), del tipo de las de difluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizadas

habitualmente.Las membranasPRoBLofl”4 presentanuna mayor eficienciade transferenciay

mayor capacidadde la primeramembrana(véasemás adelante)que las de PVDF (IMMOBILoN-

P~, Millipore) [280]. La transferenciase realizó segúnel método semiseco,en un sistema

NOVABLOn~’< (Pharmacia-LKB),con electrodosplanosde grafito. El tampónde transferencia

utilizado fue ¡OmM ácido3-ciclohexilamino-1-propano-sulfónico(£2APS) (Pierce),pH 11,0que

contenía10%, en volumen, de metanol.Este se preparódiariamente,a partir de una solución

madrede £2APS 100 mM pH 11,0. Los geles se sumergieronen el tampón de transferencia

durante10-15 minutos. En estetiempo, seacoplaronsobreel electrodopositivo7 hojasde papel

Whatmann3MM, de un tamañoligeramentesuperioral del gel y previamentehumedecidasen el

tampóndetransferencia.Dos membranasPRoBLorr”’<, de un tamañoidénticoa] del gel, quese

habíansumergidopreviamenteen metanolpuroy se habíanincubadodespuésdurante5 minutos

en tampónde transferencia,secolocaronsobrelospapelesWhatmann.Sobreéstassesituó el gel,

y sobreél, otras sietehojasde papelWhatmann3MM. Una vez finalizada estaoperación, se

montó el sistemade transferencia,y serealizó ésta,aplicandouna intensidadde 0,SmA/cm2.

Finalizada la transferencia,las membranasse sumergieronen metanol y se tiñeron,

durante 1 minuto, con azul de CoomassieR-250 0,1% (en peso)en metanolal 40% y ácido

acéticoal 1%, ambosen volumen. Trasello, se destiñeroncon metanolal 50%. Finalmente,las

membranasselavaronextensivamentecon agua,se sometierona vacioen un desecador,durante

30 minutos,y sealmacenaronasíduranteuna noche.Las bandasde interés,se cortaroncon un

bisturí, y seguardarona ~20O£2en tubosEppendorf,en los casosen los que no sesecuenciaron

inmediatamente.Todaslas solucionesseprepararoncon aguaMilli-Q y con reactivosde HPL£2.

La secuenciase llevó a cabo en un secuenciadorde fasegaseosa[281], modelo 470A

(Applied Biosystems),queautomatizala degradaciónde Edman.Parala secuencia,la membrana

de fibra de vidrio (GFF), se trató con polibreno, y se sometierona tres ciclos de lavado

(programaO3RPREdel fabricante) antesde cargar las membranas.Las bandasde proteína
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transferidasecortaronen trozospequeños(del

ordende 2x4mm) y se depositaronformando

una monocapa,evitando que solapen unos

sobre otros, entre la pieza superior del

cartucho del secuenciadory el 0FF, tal y

como serecogeen Ja Figura3.1. El cartucho

completo se instaló en el secuenciador,y se

llevó a cabola secuencia,segúnel programa

O3RPTH del fabricante. Este programa se

modificó periódicamente,para ajustar los

volumenesde solventesy tiemposde secadoa

MEMBRANAS

FILTRO

SELLO

Figura 3.¡ Disposiciónen el cartucho del secuenciador
de las membranas de Profllott.

los apropiadosparala secuencia.

En estasmismascondicionesdel secuenciadorseanalizaronalgunasmuestrasprocedentes

de cromatografiasde HPLC.

3.2.8.2.-ANÁLISIS DE LAS FENILTIOI-IDANTOÍNAS

Las feniltiohidantoinas(PTH) obtenidasdel secuenciadorse analizaronen un cartucho

NOVAPACK~ £218 (0,39x15 cm), detectandoa 254 nm, y siguiendoel métodode Hunkapiller

[2821.

3.2.8.3.-SECUENCIA RADIOOUÍMICA

Algunos de los picos radioactivos, procedentesdel marcaje de £23 con iodo[1-

‘4£2Jacetamidaobtenidosen cromatogramasde 1-IPLC o de penetrabilidad,sesecuenciaronen el

secuenciador470A, siguiendo,igual quecon membranas,el programaO3RPTH del fabricante.

En aquelloscasosen los que el péptido a secuenciarseencontrabaen cantidadesmuy bajas,se

añadierona la muestra5-10nmolesde OVA, como “carrier”. Las fraccionesobtenidasparacada

uno de los ciclos secuentancon el fin de identificar la posición,respectodel N-terminal,en que

seencuentrala Cysen la que seincorporóel marcaje.

3,2.8.4.-NUMERACIÓN DE RESIDUOSEN LAS SECUENCIASDE I~G Y £23

Enel casode£23 se siguió la numeraciónde prepro£23,segúnla secuenciade aminoácidos

deducidaa partir de la de nucleótidosdel cDNA (109]. En el de la ¡gO la numeraciónsiguió la
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de EU, un mieloma lgGl humano,tomadohabitualmentecomo referencia[2831.Estasecuencia

presentaen Ja región bisagraalgunosresiduosausentesen Ja lgG de conejo, Jo que explica

algunossaltos en la numeraciónde las secuenciasidentificadasen los resultados.

3.3.-AISMIENTO Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS

Durante los procesosde aislamiento, la proteínase identificó porensayohemolítico e

inmunodifusión,segúnel métodode Ouchterlony[284], utilizándosecomo criterios de pureza

inmunoelectroforesisy EGPA-SDS.

3.3.1.-AISLAMIENTO DE £23

£23 se purificó a partir de plasma fresco, segúnel método de Sim e: al. [161].

Posteriormente,las formas activas e inactivas de £23 se fraccionaronpor FPL£2, [285]. La

purificaciónconsistió,brevemente,en precipitaciónfraccionadacon polietilénglicol (PEG4000),

cromatograflassucesivasen DEAE-SephadexASO y £2M-Sephadex£250, y un pasofina! de

purificaciónpor FPLC en una columnade Mono Q HR 5/5.

£23 sealmacenóa~80o£2hastasuutilización. La concentraciónsecalculópor absorbancia

a 280 nm, utilizandoun E1~ de 9,7 [107].

3.3.2.-PREPARACIÓN DE 14C-C3(NH
2OH)

Las muestrasde £23, antesdel marcajecon iodo[1-’
4£2]acetamida, serepurificaronpor

FPLC segúnel apartadoanterior. Tras ello, se siguió el método de Janatovae: aL 11641.

Brevemente,las muestrassedializaronfrente a NaPi 0,1MpH 7,0, tras lo cual seañadióNH
2OH

LM en el mismo tampón, en una relación 1:1 en volumen, y iodocaetamida(lA), a una

concentraciónfinal de 1OmM, y que incluía 12,5g£2i de iodo[1-
14£2]acetamida.La mezcla se

incubédurante 1 hora a 37OC La lA caliente seeliminó por diálisis inicial frentea PBS que

conteníalA fría 2OmM, y posteriordiálisis frente al tampónrequerido.La actividadespecífica

obtenidafue 2-3x105dpm/mg,y la proteínapresentabamarcajeexclusivamenteen su cadenaa.
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3.3.3.- FACTOR D

Factor O se purificó por una modificación del método de Lesavrea aL [269J,y se

repurificó por FPL£2. Se siguió, bevemente,el siguiente esquema:el sobrenadantede una

precipitaciónde suerohumanonormalcon 1 ,3-diaminopropano(DAP) se cargóen una columna

de Bio-Rex70. Traseluir conun gradientede fuerzaiónica, se cargóla mezclade fraccionesque

conteníanfactorD en unacolumnade Ultrogel AcA 54. Las fraccionesquepresentabanactividad

hemolítica,serepurificaronfinalmentepor FPL£2. LacolumnautilizadafueunaMono 5 HR 5/5,

equilibradaen Tris [Tris(hidroximetil)aminometano]/H£2l2OmM pH 7,4, que conteníaNaCí

lOOmM. El factorD se eluyó con un gradientelineal de NaCí, hastaunaconcentraciónfinal de

500mM.

Estemétodocomparteel primerpasocon el aislamientode Clq: el precipitadoobtenido

tras la diálisis frentea DA!’ se utilizó parala obtenciónde este subeomponente.Las fracciones

procedentesdel BioRex 70 seconcentraronporun sistemade ultrafiltraciónde Amicon, utilizando

membranasPM10, hasta30 mL. Trasello se ultracentrifligarona I9000xgen un rotor SWSO.1

(Beckman)paraeliminarel excesode lipoproteinas,y seconcentraronfinalmentehasta2 mL por

presiónnegativa.Las fraccionesde factorD procedentesde la columnade Mono 5 sedializaron

frente al tampón del Ultrogel AcA 54, y se almacenarona 40C siendo estable en estas

condicionesdurantemeses. El EDTA presenteen la muestrano interfirió con los ensayos

funcionales,dadoqueel volumende factor D añadido,en relaciónal volumentotal del ensayo,

era muy pequeño.La concentraciónde factor D se calculó por A280””’, utilizando un coeficiente

E1~=10,9 12861.

3.3.4.-CIq

Estecomponentefue obtenidopor Guillermo Marqués,siguiendoel protocolodescrito

(271]. Brevemente,el precipitadodel DAP del apanadoanteriorse resuspendióy secargóen un

BioRex 70. Tras un gradiente,las fraccionesque contenían£2lq seconcentrarony se cargaron

en una columnade Bio-Gel A.Sm. Finalmente,seeliminaron los contaminantesrestantespor

FPL£2 en Mono 5. El £21q obtenidode estaformasealmacenóa -80”£2. El coeficienteutilizado

de £21q fue E’~=6,9 [287].
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3.4.- INTERACCIÓN ENTRE £23 E INMUNOCOMPLEJOS

3.4.1.-FUENTES DE COMPLEMENTO

Paralos ensayosde interacciónentre £23 e I£2, la fuente de complementofueron sueros

humanosnormalesprocesadosde la siguienteforma: primeroseincubaron,durante1 hora con

agitación,con £2helex 100, resmaquelantede iones divalentes;tras la incubación,se separóla

resma,seneutralizóel pH del suero,quese alcalinizódurantela incubación,y seañadióMg£212

hastauna concentraciónfinal de 2-3 mM. A estossuerosse les denominarádeaquíen adelante

SHN-Chelex.En algunosexperimentos,seutilizó suerode conejocomofuentede complemento,

en cuyo casoel procesofue idéntico. En otrassituacionesla fuentede complementofue RD, al

que se suplementócon factorD purificadoy, en algunosexperimentos,tambiéncon £2lq.

3.4.2.-ENSAYOS DE UNIÓN DE C3 A INMUNOCOMPLEJOS

En los ensayosde interacción,los IC se lavaroncon un tampón ¡OmM Tris/HO pH 7,2

que contenía145mM NaCí y que sehabíaqueladoen una columnade Chelex 100 (TES). Tras

ello, alícuotasde éstosquecontenían100 ~g de anticuerpo,se incubaroncon 800 gL de SHN-

Chelex,a 370£2 durante15 mm. Despuésde estetiempo se les añadióPBS a OOC con el fin de

detenerla activación,y se lavaronrepetidasvecescon PBS.

En algunosexperimentos,se añadióa los IC 5 g£2i de iodo[1-
14C]acetamidapreviamente

a la adiciónde suero.Estonospermitió marcar£23 radioactivamenteenel residuode Cys1010cuyo

grupo-SU formapartedeltioésterinterno,y queserompeal activarseestecomponente.Enestos

casos,los 1C tras la incubacióncon SHN-£2helexse lavaroninicialmentecon PBS que contenía

4OmMde iodoacetamidafría. A los complejosobtenidosde estaforma se les denominaráde aquí

en adelante(14£2)C31C

En aquellosexperimentosen los queal sueroseañadíapreviamente‘“I-£23, la actividad

específicafinal de £23 fuede 400-500epm/pg.Cuandoel suerocontenía1~I-C1q, la actividadfue

de 400-500cpm/~g.En el casode I£2 quecontienen‘~I-OVA o 151-IgG, la actividadespecífica

fue de 200 cpm/gg de IC y de 700 cpm/ggde I£2, respectivamente.

Cuandola fuente de complementoutilizada fue un sueroRD, a estesuerose le añadió

factorD hastaalcanzaruna concentraciónfinal igual a la fisiológica,en ausenciao en presencia
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de Clq exógeno.

Los complejos obtenidos se analizaron por EGPA-SDS, generalmenteen geles en

gradientede acrilamidadel 5 al 15%, y/o cuantificandola radioactividadincorporada,debidaa

la unión de £23. En otroscasos,los complejossedigirieroncon enzmmasproteoliticas,tal y como

seindica en los apartadossiguientes.

3.5.- DELIMITACIÓN DE LOS PUNTOS DE UNIÓN DE £23 A LOS

INMLJNOCOMPLEIOS

3.5.1.-REDUCCIÓN Y AMINOETILACIÓN DE LOS COMPLEJOS

La reducción de IgG con ditiotreitol

(D’TT) y posterior aminoetilación con

etilénimina de los residuosde Cys, se ha

utilizado para obteneraminoetil-Cys (véase

Figura 3.2), sensiblea tripsina, si bien la

velocidaddehidrólisises menorquela de Aig

o Lys [275]. Esto ha servidoparageneraren

la IgG de conejo, tras digestióncon tripsina,

los fragmentosFc y Fab [273,288]. Se siguió

este procedimiento, pero reemplazando la

etilénimina, deelevadopotencialcancerígeno,

por 2-bromoetilamina (2BEA) [289]. La

aJternativa, iodoetil-trifluoroacetamida,

requeríacondicionesde reacciónextremasde

pH y temperatura(2 horas,pH 8,6 y 500£2)

[290], no recomendablespara la estabilidad

del aducto£23-IgG.

NH
~3

CH2

CH2

s

CH2 O
II

—NH-CH—C—

Figura 3.2 Fórmula de la aminoetil-Cys.

La modificación se llevó acabode la siguienteforma: IgG purificada,o I£2 (con o sin

£23 unido) se llevaron a unaconcentraciónde 1 mg/mL en un tampónTris/HCI 0,55M pH 8,6

que contenía5,25mM de EDTA. Se añadió DTT hastauna concentraciónfinal de 5mM y se

incubó a 25
0C durante1 hora; tras ello se añadió2BEA, a partir de una solución madrede

concentración2M preparadainmediatamenteantes,hastauna concentraciónde 4OmM; como
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control, algunasalícuotasse carboxamídomecilaroncon iodoacetaniida4OmM. La reacción se

llevó a cabodurante1 hora,tambiéna 25”C. Trasello, las muestrassolublessedializaronfrente

a PBS; los [£2o C3-l£2 se lavaron conestetampón.

Las muestrasaminoetiladas,en PBS, sedigirieron contripsina(1 mg/mLen HCI 1 mM),

enunarelaciónenzima:substrato(ES),en peso,de 1:100ó 1:50, segdnfueranmuestrassolubles

o I£2, respectivamente.Se incubarondurante90 mm a 370C, tras lo cual seañadióde nuevo

tripsina,ahoraen unarelación 1:100entodos los casos,y seincubó durante30 minutosmás.La

reacciónse detuvocon inhibidor de tripsinade soja (SBTI). En los experimentosiniciales se

incluyeroncontrolesde digestióntriptica de IgG reduciday carboxamidometilada.Los digeridos

seanalizaronporEGPA-SDSen gelesal 12%.

3.5.2.-DIGESTIÓN CON TR1PSINA Y PAPAÍNA DE LOS COMPLEJOS

Los complejos(‘~£2)C3-I£2, equilibradosen PBS y a una concentraciónde anticuerpode

1 mg/mL. sedigirieron con tripsina, en condicionesidénticasa las del apartado3.5.1. En estas

condiciones,en ausenciade aminoetilación, £23 es sensiblea la digestión, mientras que el

anticuerpoesresistente.Tras la digestión, el precipitadoselavó con TBS y seequilibróen este

tampón,aunaconcentraciónde anticuerpode 2 mg/mL. Se añadió~rr hastaunaconcentración

final de 2mM y seincubóla mezcladurante15 mm a 370£2 Estaincubaciónserealizóparaevitar

el efectonegativoquelos restosde iodoacetamidade los lavadoshabríantenidosobrela actividad

de la papaína.Tras ello, se añadióla enzimaen unarelaciónE:S en pesode 1:40. La digestión

se llevó a cabodurante30 mm a370£2, tras lo cual la digestiónse inhibió con iodoacetamida,a

una concentraciónfinal de 4OmM, incubandootros 15 mm, a temperaturaambientey en

obscuridad.El productode la reacción,en virtud de la monovalenciadel Fab, era soluble.

3.5.3.-DIGESTIÓN DE LOS COMPLEJOS CON PEPSINA

Complejos(‘~£2)£23-I£2 se equilibraronen un tampónde acetatosódico0,1M, pH 4,6, y

se les añadiópepsinaaunarelaciónE:S 1:50enpeso.La cantidadde enzimaañadidasecorrigió

en los ensayos,incluyendoen la cantidadde sustratoel £23 incorporado.Se incubaron24 horas

a 370C, tras lo cual sedetuvo la digestión elevandoel pH con Tris sólido. La digestión con

pepsinaseha utilizado para la obtencióndel fragmentoF(ab’)2, que es divalenteen lo que se

refierea su capacidadde interaccióncon el antígeno.Estadigestióngeneratambiénel fragmento

pFc’, correspondienteal dímero del dominio Cy3, y péptidos pequeños,procedentesde la
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digestióndel £272 [257,2911

Tras la digestión, se separaronpor centrifugación sobrenadantey precipitado;en el

primeroseencontrabanel pFc’ (dominio £2y3)y otros fragmentosprocedentesde la digestiónde

£23 y del dominio £272; en el segundo,seencontrabanel F(ab’)2,restosde lgG no digerida,y el

antígeno.Ambossecargaronporseparadoen gelesdeEGPA-SDSen gradientede acrilamidadel

10 al 15 %.

3.5.4.-INMLJNOPRECIPITACIÓNCON ANTI-Fc-SEPHAROSE

Sobrenadantesde digeridos con pepsina de los complejos (‘
4C)C3-IC se

inmunoprecipitaroncon anti-Fc-Sepharose,preparadaa partir de la fracción -y de un antisuero

anti-Fc’ de conejo(B¡odiagnosticS.A.). Despuésde detenerla digestióncon Tris 1M (8 ~L de

Tris por cada50 gL de tampón),se separaronsobrenadantey precipitado.El sobrenadantese

dividió en alícuotasde 15 gL, a las que se añadieron35 4 de PBS pH 7,2. Una alícuotase

cargódirectamenteen un gel de EGPA-SDS.A una segundase le añadieron100 gL de anti-Fc-

Sepharose,en el mismo tampón, y a la tercera,100 $L de IgG-Sepharosecomo control. Se

incubaron 1 hora a 370£2 con agitacionesfrecuentes,tras lo cual se centrifugarona lláOOxg

durante10 mm, y seretiraronlos sobrenadantes.Los precipitadosselavarondosvecescon PBS,

traslo cual seresuspendieronen 150 gL de tampónde muestrade electroforesis,al queseañadió

fi-mercaptoetanoly azul de bromofenol, se hirvieron durante 5 mm, y se cargaron los

sobrenadantesen un gel de EGPA-SDSen gradientedel 10 al 15%.

3.5.5.- CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD EN ANTI-F(ab’)
2- Y PROTEÍNA A-

SEPHAROSE

Los productos de la digestión de los complejos (‘~£2)C3-1C con tripsina, tras

aminoetilación, y de digestión con papaínase sometieron a cromatografíade afinidad. Se

utilizaron dostipos de absorbentes:1) ProteínaA-Sepharose(PA-S),queseuneespecíficamente

a la región Fc; y 2) anti-(Fab’)2-Sepharose(AF-S), preparadaapartir de un antisueroespecifico

de F(ab’» de conejo (Pierce) y CNBr-Sepharose.Las columnasse montaronen jeringasde

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

La columnade proteínaA seequilibró en 0,1 M NaPi pH 8,0. La fracción no retenida

se eluyó lavandocon el tampón inicial. La proteínaretenidaseeluyó con 0,1 M citrato sódico,
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pH 3,5. Finalmente,la columnaseIavó con ácidocítrico 0,1 M. Se recogieronfraccionesde des

gotas (— 65~L). La radioactividadse detectócontandoalícuotasde 5 ó 10 pL, segúnlos casos.

Con la columna de anti-F(ab’)2-Sepharose,seprocedióde forma semejante.En este caso, el

tampón de equilibtado fue NaPi 10 mM pH 8,0, tampón que tambiénse utilizó paraeluir el

materialno retenido.El de eluciónde la fracción retenidafueGly 0,1 M pH 2,5. El volumende

fracción y de alícuotacontadafue el mismo que en la proteínaA. En el caso,de análisispor

EGPA-SDS, las fraccionesde cadapasose mezclarony seprecipitaroncon 5 volúmenesde

acetona,incubando20 mm a~20o£2,y centrifugandodespuésdurante20 mm a 2000xg.

3.5.6.-TRATAMIENTO CON HIDROXILAMINA

En algunoscasos,los complejosdigeridosse trataronconhidroxilamina(Merck), según

los siguientesprotocolos.En el casode las digestionescon pepsina,el precipitadoseresuspendió

en 200gL de un tampón NaH£2030,1 M pH 9,6 queconteníacloruro de guanidinio (Gdn/HCI)

2,5M y NH2OH 1M; el sobrenadantedel mismoexperimentose mezclócon un volumen igual de

un tampónNaHCO3 0,2M pH 9,6 queconteníaGdn/HCI SM, y con doble volumende NH2OH

2 M. Ambasseincubaron2 horasa 370£2, tras lo cual sedializaronfrentea NH4HCO3 lOOmM,

sobrefiltros de0,025~m,(tipo VS Millipore), enplacasPetri, durante90 minutos,a temperatura

ambiente;posteriormente,se liofilizaron, y seresuspendieronen tampónde muestraparaEGPA-

SDS. Los dializados se liofilizaron igualmente, y procesarontal y como se especificaen el

siguienteapartado.

Las muestrasde digestiónconpapaína,y fraccionadaspreviamenteporcromatografíade

afinidad, seprecipitaroncon 5 volúmenesde acetona,y seresuspendieronen un tampón idéntico

al utilizado en el casode los precipitadosde la digestiónconpepsina.A partir de aquí,el proceso

fue idéntico a éste. Tambiénen este caso se almacenaronlos dializadosdel tratamientocon

NH2OH una vez liofilizados.

3.5.7.-CROMATOGRAFÍA EN BIO-GEL P-4Y P-6Y EN SEPHADEX G-25

Los dializados del tratamientocon NH2OH del apanadoanterior de la digestión con

pepsinade [oscomplejos,secargaronen una columnade Bio-Gel P-4 (0,9x60cm), equilibrada

en NH4H£203100 mM, aun caudalde 1 mL/hora, recogiendofraccionesde0,5 mL.. Secontaron

alícuotasde las fracciones,se mezclaronlas radioactivas,y se liofilizaron. De igual forma,

preparacionesde ‘
4£2-£23(NH

2OH), se digirieron con pepsina,en dos relacionesE:S (1:100 y
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1:50), y se cargaronen la misma columnade Bio-Gel ¡‘-4. La columna se calibró con suero,

DNP-Lys y glucagón.Algunasde estasfraccionessemezclaron,y serepurificaronpor HPLC,

en el sistema de acetato/acetonitrilo.En algún caso, la muestrasufrió un tercer paso de

purificación,recurriendoal sistemaTFA/TFA-acetonitrilo.

Los dializadosde la digestión con papaínasecargaronen una columnade Bio-Gel P-6

(1,4xl2Scm), equilibradacon un tampón NH4H£203 100mM, a un caudal de 10 mL/hora, y

recogiendofraccionesde 1 ,67mL. Se contaronalícuotasde las fraccionesy se liofilizaron las

correspondientesa los picosradioactivos.En estacolumnasecargó tambiénunamuestrade ‘~C-

£23(NH,OH) aminoetiladoy digeridacon tripsina,en condicionessimilaresa las empleadasen el

apartado3.5.1. paraIgG; antesde cargaren la columna,se le añadieron500 gg de un digerido

tríptico deOVA. Las fraccionesradioactivasse liofilizaron; trasello, seresuspendieronen TBS,

quecontenía500gg de OVA digeriday sedigirieron con papaína,en unarelaciónsobrela OVA

de 1:40, tras lo que sevolvierona cargaren la columna.Igual queen los otroscasossecontaron

alícuotasy se liofilizaron las fraccionesradioactivas.

En un caso,el sobrenadantede unadigestiónde complejoscon pepsina,se cargóen una

columnade SephadexG-25 (Medium)de lx4Scm,equilibradaen el mismotampónque los casos

anteriores,a un caudal de 1,SmL/hora,recogiendofraccionesde 7004. El gel se saturócon

SHN, calibrandoel volumen total (Vt) con DNP-Lys. Se contaronalícuotasde las fracciones,

mezclándoseaquellasqueteníanradioactividad.La mezclaseliofilizó y setrató con NH2OH, en

las condicionesutilizadascon los precipitadosen el apanadoanterior,y se volvió acargaren la

misma columna,en las mismascondiciones.

3.5.8.-DIGESTIÓN CON PEPSINADE COMPLEJOSENTRE £23 Y EL Fc

Complejos(‘~£2)£23-ICde seis ensayosque sehabíandigeridocon tripsinay papaína,se

separaron,por la columnade anti-F(ab’)2-Sepharose,recogiéndoseel material no retenido.Tras

ello, ésteserepurificó en la columnade ProteínaA-Sepharoserecogiéndoseen estecaso las

fraccionesretenidasy eluidascon Gly. Estasse dializarondurante1 horay 30 mm frentea 100

mL de acetatosódico0,1M pH 4,6 en filtros de 0,025~m,(tipo VS), tras lo cual sealmacenaron

a 4
0Cdurantela noche.Al díasiguienteseles añadiópepsina,en relación1:50enpeso.Después

de 24 horasa 370£2 se detuvola reaccióncon Tris sólido. Tras ello, las muestrasse llevaron a

unos70-804porcentrifugaciónen vacio,en un SPEED VAC CONCENTRATOR (Savant).Después

de centrifugara 11600xgdurante15 mm, seanalizaron50 ~L por FPLC en una columna de
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filtraciónSuperdex75. Enella secargópreviamenteel sobrenadantede unadigestióncon pepsina

de 300 pg de JC. La columna se habíacalibrado con anterioridad con una mezcla de IgG

(íSOkDa), albúmina humana(HSA, 6SkDa), OVA (4SkDa), SBTI (21,5kDa), citocromo c

(12,3kDa) y aprotinina(6,SkDa). El cromatogramase desarrollóa un caudal de 0,SmL/min,

recogiendofraccionesde 0,4mL. En la muestrade los complejosse contó el volumen total de

cadafracción.

3.6.-ESTUDIO DE LA POSIBLE UNIÓN DE C3 A LA REGIÓN BISAGRA DE LA IpG

3.6.1.-REDUCCIÓN, AMINOETILACIÓN Y DIGESTIÓN TRÍPTICA DE F(ab’)2 ANTI-

OVA

F(ab’)2a-OVA (45 mg), obtenidopordigestióncon pepsinay cromatografíaen Ultrogel

AcA 44 [257], serepurificó por cromatografíaen una columnade 5 mL de PA-S. Trasello, se

sometió a reduccióny aminoetilacióny, despuésde dializar frente a PBS, a digestión triptica

(tripsina LOmg/mL en MCI 1 mM) en condicionesidénticas a las utilizadas en experimentos

anteriores.La mezcla de la digestión se centrifugó en un £2EN’rmcoN 3~ (tamaño de poro

efectivode 1—3kDa), a3000rgen un rotorJA-20, a 4o£2,duranteunas8horas(el volumentotal

era de 8 mL). El filtrado se liofilizó, y se desalóen unacolumnade Bio-Gel P-2 (0,9x12,Scm),

tras lo cual, despuésde volver a liofilizar, se purificó por HPLC, utilizando el sistemade

TFA/TFA-acetonitrilo. La detecciónse llevó a cabo a 280 y 214 nm. Una alícuotadel material

retenido en los centriconesse cargóen un gel de EGPA-SDSal 12%.

Por otra parte, seis ensayosde interacción se mezclarony sedigirieron con pepsina

durante 24 horas a 370C. Tras ello, se separóun tercio, que se sometió a reducción y

carboxamidometilacióncon LA. Las dosterceraspanesrestantesse redujerony aminoetilaron.

Los productosde ambasreacciones,ahorasolubles,sesometierona cromatografíade afinidad

en la columnade proteínaA-Sepharose,con el fin de eliminar los restosde cadenapesadadel

anticuerpoque resistenla digestión. El materialno retenido se dializó durante1 horay 30 mm

frente a lOOmL de PBS. Tras la diálisis, los complejos aminoetiladosse dividieron en dos

alícuotas. Una de ellas, igual que el complejo carboxamidometilado,se digirió con tripsina

(Img/mL en MCI ¡mM) en la misma relación E:S de experimentosanteriores.La restantese

incubó en las mismascondiciones,añadiendoel mismovolumen de HCI ImM, pero sin enzima.

La digestión se detuvo con SBTI. Aproximadamenteuna tercera parte de cada una de las

muestras,junto con un controlconS1-IN-EDTA quese habíaaminoetiladoy digeridocon tripsina,
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secargaronen un gel de EGPA-SDSal 12,5%de acrilamida. El restose cargóen la columnade

anti-F(ab’)2-Sepharose.La radioactividadsedetectó contandola totalidad de cadauna de las

fracciones.

3.7.-EFECrO DE LA UNIÓN DE CIa A INMUNOCOMPLEIOS SOBRELA UNIÓN DE

£23

3.7.1.-CUANTIFICACIÓN DE LA UNIÓN DE LOS COMPONENTES

Paraestosexperimentosse realizaronensayosde interacciónutilizando 25yg de IC y

200gL de SHN-£2helexo RD. En ellos, RD suplementadocon factor D purificado y con

cantidadescrecientesde O a 20¡zg de £2lq exógeno,seincubó con los IC durante15 mm a 370C

en presenciade iodo[1-’
4C]acetamida. Estos experimentosse realizaronpor duplicado. Los

controlesde esteexperimentoincluyeronRD no suplementadocon factorD, o suplementadoscon

estedespuésde una incubaciónpreviadel RD y los IC de 15 mm en presenciao ausenciade lSpg

de £2lq. Esteexperimentose realizó con el fin de que £2lq estuvieraunido al IC cuandose

activasela vía alternativa. Tambiénse incluyó un ensayocon SHN-£2helex,y un control con

SHN-EDTA. Tras lavar los ensayoscon PBS-IA y con PBS, seresuspendieronen 100gL de

tampónde muestrade electroforesisy se cuantificó la radioactividad.

Como controlde los experimentosanteriores,se realizaronotros idénticos,pero en estos

casoslos IC utilizados se habíanpreparadocon 1~I-OVA (200cpm/ggde ¡£2), y no se añadió

iodo[1-’4C]acetamida. Los datosde este control nos permitieronestablecerla cantidadde IC

conservadosdespuésde los ensayos.Los datosfinalesdel experimentosenormalizaroncon estos

valores.

3.t2- EFECTO DE LA PRESENCIADE Clq SOBRELA UNIÓN AL DOMINIO Cy3

£2omplejos(‘~£2)£23-I£2 generadoscon lOOgg de I£2 y S00ML de RD suplementadocon

factorD y en presenciao ausenciade £2lq exógeno(83kg),junto con controlespreparadoscon

SHN-£2helex,sedigirieron con pepsinadurante24 horas,tras lo que se cargaronen un gel de

EGPA-SDSen gradientedel 10 al 15% de acrilamida.El controlcon SHN-£2helexserealizócon

SOgg de I£2 y 400gLde suero.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1.- AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS

4.1.1.-AISLAMIENTO DE £23

La Figura 4.1A recogeel pasodel £2M-Sephadex£250, último correspondientea la

purificaciónde £23. En la Figura4.1B, se presentael gel de EGPA-SDSal 7,5% de acrilamida

de las fraccionesindicadasde la cromatografía,en las que se aprecianbandascorrespondientes

a £25 y factor H, contaminantesde £23 hastaestepaso.El £23 de las fraccionesinicialesde este

cromatograma(130-150)resultahomogéneopor EGPA-SDS,comosecompruebaen estaFigura,

y hemoliticamenteactivo. Lasmuestrasde £23 sealmacenana~80oC,procediéndose,previamente

a su utilización, a cromatografíade FPLCen Mono Q.

4.1.2.-FACFORD

La Figura4.2A recogeel pasofinal del aislamientode factor D en unacolumnade Mono

5. En la Figura4.2B se recogeun gel de EGPA-SDSal 12% de las muestrascorrespondientes

a los picos procedentesde la Mono 5. De un litro de plasmaseobtuvieron,tras el último paso,

200-250g¿gde factor D, lo que suponealrededorde un 10% del material de partida.

4.2.-FORMACIÓN DE COMPLEJOSCOVALENTES ENTRE £23 E 12G

Los ensayosse realizaron en las condiciones especificadasen MATERIALES Y

MÉTODOS, utilizando SHN-£2helex, S£2N-Chelex,o RD, suplementadoesteúltimo con factor

D purificado y, en determinadosexperimentos,con £2lq, componentedel que tambiéncarecen

los suerosRD. Los complejosse obtuvieronen presenciade iodo[1-’4£2]acetamida,con el fin de

marcarradioactivamenteel grupo-SH que forma partedel tioéstery que, por tanto, estámuy

próximo al grupocarboniloreactivo (ver Figura 1.4 de la INTRODUCCIÓN). Los resultados

de estosensayosseanalizaronpor EGPA-SDS, con gelesen gradientede acrilamidadel 5 al

15%. Las Figuras4.3 (SC~y 4.4 (RD) recogenel resultadode estosexperimentos,incluyendo

elgel (4.3A y 4.4A)y la fluorografiacorrespondiente(4.3B y 4.4B) acadaunode éstos.Encada

una de estas Figurasse incluyen ensayosrealizadoscon SHN-Chelex.Cuando£23 seuneal
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anticuerpointegrantedel IC, lo hacea las cadenaspesadas(H), mayoritariamente,y a las ligeras

(L), segúnse describeen la INTRODUCCIÓN, formando complejos covalentesC3b-lgG.

Posteriormenteotrasmoléculasde C3b se unen a estos complejos,formandoaductosC3b-C3b-

¡gE). La cadenaa’ de la primera moléculaqueda,por tanto, unidaa la pesadadel anticuerpo

(complejosa’H) y la a’ de la segundade £23b seune a la a’ de la primera (complejosC3a’-

C3a’). Posteriormente,la cadenaa’ de C3b esdegradadaensueropor los reguladoressegúnel

esquemadescritoen la Figura 1.2 de la INTRODUCCIÓN, produciendofinalmentecomplejos

iC3b-i£23b-IgG. Al analizarestoscomplejoscovalentesporEGPA-SDSen condicionesreductoras

seobtienenbandasde alto Mr señaladascomo 1 y 2 en las Figuras4.3 y 44. Estasdos bandas

correspondena complejos C3a65-cadenapesada del anticuerpo (H) y £23a65-C3a44,

respectivamente,procedentesestosúltimos de los dimerosde £23 formadossobreel IC (263,291,

292]. La composiciónde los dimerosseriaiC3b2-iC3b’-IgG,endondei£23b2, la segundamolécula

en incorporarse,seunedirectamentea iC3b1 a travésdel fragmentoC3a44de ésta[292] (ver

Figura 4.3C). Al reducirestosdimeros, liberan: la cadena fi de las dos moléculasde iC3b

(marcadacomo C3fi en la Figura4.3A); la cadenapesadano unidacovalentementea i£23b y las

dos ligeras del anticuerpo (la primera marcada como H, coincidiendo la segunda, muy

heterogénea,con el patrónde 3lkDa). De la moléculaiC3b2 se liberaríael fragmentoC-terminal

de la cadenaa, el £23a44 (identificado como banda3 en la Figura 4.3A). Finalmente, se

liberarían los dos complejos: 1) el fragmento C3a65 de ¡£2319, que contiene el carbonilo

procedentedel tioéste¿,unido covalentementeal C-terminal, C3a44,de iC3b1 (banda2) y 2) el

C3a65de iC3b’ unido covalentementea la cadenapesada(banda1). En la banda2 también

existen complejoscon el antígeno,cuyo Mr coincide con el de los complejosC3a6S-C3a44

[292]. Las bandasde más alto pesomolecular,que aparecenen la autorradiografíay en el gel,

incluyen complejosC3a’-H (serian,portanto complejos£23b-IgG) y otros que correspondena

complejoscuya identidadno se ha determinado,y que contienentantaa C3 como al anticuerpo

[291,292]. Las autorradiografias(Figuras4.3B y 4.4B) muestranque las bandas1 y 2 son

altamenteradioactivas,al igual que las de Mr superior,demostrandola presenciaen todasellas

de la cadenaa’ de £23, o de un fragmentode éstaque contieneel carboniloreactivo.La banda

radioactivacon un Mr de unos l2OkDacorrespondeprobablementea complejosentreC3cr65 y

la cadenaligera del anticuerpo.

No existendiferenciascualitativasapreciablesen el patrónobtenidocon los tres tipos de

sueroen cuantoa la unión de C3. La únicaexcepciónhacereferenciaal tamañodel fragmento

C3a44(banda3) en conejoy, portanto, a los complejosC3a65-C3a44(banda2). Estefragmento

de la cadenaa de conejoaparececon un Mr ligeramente menorque su homólogo humano.
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Resultadestacableque todas las

bandas identificadas como complejos
¡1

tienen un Mr mayor del esperadode la o65

suma de sus componentes. Este

comportamiento anormal responde

probablementea la geometríade los

complejos, y desapareceen geles al

4,5% [292] o en gelesen condiciones

no reductoras [263], excluyendo la

posibilidad de que estuvierancompuestaspor complejos formadospor un mayor númerode

componentesde los identificados.

SI existendiferenciasen los gelescuandoseanalizanbandasdebidasa proteínasdiferentes

de £23 y el anticuerpoo el antígeno.Las más llamativassonlasbandasmarcadasen la Figura4.3

como RQA,B y RQC en SCN (calles 1-3) y como I-IQA,B y HQC en SHN (calles4 y 5) que

correspondenpresumiblementea las cadenasA, B y £2 de Clq. Su asignaciónse basaen tres

hechos.Por un lado el pesomolecularde la cadena£2 esmayor en Clq de conejoqueen Clq

humano[293], lo quecoincidecon el mayorMr de las bandasRQ£2 respectoa las HQC en los

geles. En segundolugar, en la Figura 4.4 estasbandasestánausentesen los experimentos

realizadoscon RD queno se hansuplementadocon Clq exógeno(calles 1-3), apareciendoen los

que seha añadidoestecomponente(calles 4 y 5), ademásde en los experimentosrealizadoscon

SHN-£2helex(calles 6 y 7). Por otro lado, experimentoscon 1~fl-Clq, que se describenmás

adelante,demuestranla presenciade £2lq en los complejos. Se puedeobservaren el caso de

SHN-£2helex,que la cantidadde £2lq presenteesnotablementemenoren los ensayos(calle 4 de

la Figura4.3A y calle 7 de la 4.4A) queen los controlescon SHN-EDTA (calle 5 de la Figura

4.3A y calle 6 de la 4.4A).

La cuantificación de la incorporación de £23 en los ensayoscon SHN-£2helex es

comparablecuandoserealiza con ‘~I-£23 o con iodo[1-14£2]acetamida:unos30-35ggde £23 por

cadalOOgg de I£2 (una moléculade £23 por cadacuatro de anticuerpo),mientrasque en los

controlesno pasóde 3pg. No obstante,experimentosque se muestranmásadelante,en los que

secuantificó la cantidadde ¡£2 presentedespuésde los ensayos,sugierenque la relaciónentre£23

y el anticuerpoesmayor (una moléculade £23 por cadadosde anticuerpo).

;3

a66

-r
sarna 2

II SarnA, ti
Figura 4.3C (Continuación).
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4.3.- UNIóN DE C3 A LOS FRAGMENTOS Fd Y Fe DE LA CADENA PESADA DEL

ANTICUERPO

4.3.1.-DIGESTIóN TRÍPTICA DE IgG ANTI-OVA REDUCIDA Y AMINOETILADA

¡gE)

reducido y

dializó frente

anti-OVA que se había

aminoetilado (10-BE) se

a PBS. De formaparalela

TABLA 4.1. Análisis de aminoácidosde IgG anti-OVA
reducida y aminoetilada, y de la misma IgG
carboxamidometiladacomocontrol.

se procesó el mismo anticuerpo

reducido y carboxamidometilado(10-

JA). Una alícuotade estosanticuerpos,

alrededor de 30¡ig, se separó para

realizar análisis de aminoácidos. El

resto se digirió con tripsina. El

resultadodel análisisde aminoácidosse

recogeen la tabla4.1. Las cantidadesde

Met y Pro obtenidasen 10-BE, en

relacióna Las obtenidasen 10-lA, son

más bajas que las del resto de los

aminoácidos. Se han descrito

modificaciones de Met durante la

aminoetilación, que dan cuenta del

descenso apreciado en la proteína

modificada [294]; igualmente existe

precedenteen e) casode la Pro [289].

Porel contrario, no sedetectópérdida

de His, que tambiénpuedemodificarse

por la

valores

2-BEA [294], sino que los

fueronligeramentesuperioresen

AA nmol de AA

IG-BE 10-lA lA/BE

Asx 23,785 23,597 0,992

34,863 34,651 0,994

Ser 30,601 30,294 0,99

Clx 28,545 28,265 0,99

Pro 25,04 25,55 1,02

cUy 24,993 24,736 0,99

Ala 19,343 19,228 0,994

Val 28,912 28,729 0,994

Met - 2,871 3,083 1,074

Ile 10,613 10,526 0,992

Leu 20,982 20,874 0,995

Tyr 13,287 13,201 0,993

Phe 10,744 10,65 0,991

His 5,929 5,748 0,97

Ly? 18,073 15,495 0,857

Arg 9,794 9,725 0,993

: En la IgO
Con el de Lys.

aminoetilada,el pico de AE-Cys coindide

la proteínaaminoetilada, posiblemente

por modificación de estosresiduospor la JA en las muestrasde 10-lA [295]. Porestosmotivos,

estostresaminoácidosseexcluyerondel cálculodel promediode la relación ¡A/BE. Tambiénse

excluyóel de Lys, cuyo tiempo de retencióncoincidió con el de AE-Cys, utilizándoseel valor

de Lys paracuantificarel númeroresiduosde Cys modificados.Finalmente,el tratamientode

los datosdio el cálculo de 11,9 residuosAE-£2ys por moléculade ¡gO. Estedato essuperioral
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TABLA 4.11. Secuencia1V-terminal del Fc aminoetilado y digerido con tripsina.

PTH CICLO NO. (pmol de PTH)
—

112131415161718191 10

Asp 23.0 ¡6,7 ¡5,6 ¡2,7 ¡8,0 19,1 ¡9,7 21,6 19,6 31,2

Asia ¡1,3 3,3 4,4 7,3 13.9 9,0 ¡5,2 35,4 17,6 39,2

Set 43,7 3,4 ¡.3 1,5 6.0 6,7 7,5 8,2 8,7 10,0

Clii 3,3 2,8 3,0 4,1 12,1 26,3 22,5 14,3 12,9 ¡9,8

Tht 3,1 2,6 2,8 29,5 25,5 ¡8,0 21,7 15,7 ¡1,7 ¡4,6

GIy 5,0 3,3 6,9 7,7 ¡0,2 ¡1,5 15,5 ¡8,7 ¡9,9 26,6

Glu 1,2 2,4 S.l 3,1 8,9 11,6 14,7 ¡4,7 69,4 Sl,?

¡lis . . - - 1,1 . - 2,9 3,6 3,4

Ma 72,9 II, 11,9 13.2 ¡5,2 21,1 24.1 24,2 48,3 46,0

Arg . . - - . . - - . -

Tyr 3,4 9,3 4.4 4.3 ¡4.8 ¡2,0 35,0 21,2 ¡3,8 ¡7,5

Pro 3,7 6,7 86,5 36.9 70,0 119,5 141,8 170,4 93,3 18,5

2,6 2,4 3,0 29,8 30,6 9,8 9,6 17,1 10,0 ¡7,5

Val 9,2 36,2 75,4 37,3 42,5 36,5 41,7 59,8 50,8 74,2

Trp - - - . . - - -

PIte 1,5 5,9 2,6 4,5 4,8 6,8 7,2 10,6 10,9 ¡2,2

Ile 2,4 JI,? 16,8 7,8 11,3 ¡1,0 ¡6,7 16,3 19,0 20,8

Lys 1,0 130,3 ¡5,0 5,2 3,3 6,8 8,1 8,9 12,0 13,0

Le.t
—

Fe

24 ¡64 ¡9 ¡ 107,5 48,2 344 31 8 384 1421
— —— — —————

Ser Lys Pro mr AEC Pro Pro Pro «¡u Leu

L Ala Val Val Met Pro Gín Asn Asn Ala Asn
líe Tyr Met Ala Tyr Met Ma

Tyr Val Val

: El rendimiento de la PTH-Ser fue bajo debido a la existenciade un derivado, procedentede dehidroalanina,
y que eluye despuésde la PTH-Ala. Con PTH-Thr ocurre algo parecido, sus rendimientos del orden de un 20-
25% respectoa otros residuos, se debe a la presenciade cuatro derivados, que aparecen alrededor de la PTH-
Tyr.

b: La PTH-AE-Cyseluyeen la misma posición que la PTH-L.eu, asignándosea aquella PTH la Leu del ciclo 5
(AEC en la tabla).

durantelá modificación, y no por la acción de la tripsina.

En un experimentoparalelo,¡£2 reducidosy aminoetiladosse digirieron con tripsina, se

cargaronen un minigel de EGPA-SDSal 12% y setransfirierona membranasde ProBlott. Las

62
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bandascorrespondientesal Fc, y en las que estabapresenteen cantidadesapreciablescadena

ligera, se cortarony se secuenciaron.El resultadose recogeen la Tabla4.11, y confirmael sitio

de rupturapreviamentedescrito[273,288],entre£2ys”0y Ser”1 (numeraciónEU 12831),dentro

de la secuencia

.ST£2SKPT£2PPPELL...

donde la Cys aminoetiladaresponsablede la ruptura se resaltaen negrita. -Estasecuenciaestá

localizadadentrode la región bisagra,formandoesta£2ys~0un puentedisulfuro con la Cys’32,

pertenecientea CyL [296]. Se ha descrito previamente1297] que estepuentedisulfuro se

aminoetilaen condicionessuavesde reducción,lo que seha utilizado parael aislamientodel

dominio VH. Ello se basaen que tambiénse aminoetila la £2ys131,que forma el disulfuro con la

cadenaligera, generandodos residuoscontiguosde AE-£2ys, que son un buen substratode la

enzimacatepsinaB. También se ha descrito la aminoetilaciónde la Cys”9, que apareceen la

secuenciacomo AE-£2ys. La secuenciade fondo en la Tabla 4.11, heterogénea,coincide

razonablementebien con la de la región variablede la cadenaligera « [283].

4.3.2.- DIGESTIóN TRIPTICA DE COMPLEJOS (‘4C)C3-IC REDUCIDOS Y

AMINOETILADOS

Los complejos(‘4C)C3-IC, obtenidosa partir de 3 ensayosde interacción,seredujeron

y aminoetilarontras lo que se digirieron con tripsina. Una partede estos complejos, ahora

solublesal sermonovalenteel fragmentoFab generado,se cargaronen la columnade AF-S. La

Figura 4.7 recogeel perfil de radioactividadde este cromatograma,en el que el material no

retenido incluye al Fc y a los péptidosproducidospor la digestión tríptica del resto de las

proteínaspresentesen los [£2,y que se especificaronen el apanado4.2. Las proteínasretenidas

incluyen al Fab y a los restosde lgG no digerida. Las fraccionesindicadasen la Figura4.7 se

mezclaron,seprecipitaroncon acetonay se cargaronen un gel de EGPA-SDSal 12,5%. La

Figura4.8 recogeesteresultadoen el qu¿ las proteínasno retenidasse cargaronen la calle 2 y

las retenidasen la 3. La mezclade la digestiónno fraccionadase cargóen la calle 4, y un control

con SHN-EDTA en la 5. En la calle 2 de la Figura 4.8A se detectarondos bandas,una

correspondienteal Fc y otra, tambiénpresenteen la mezclade la digestióndel ensayo(calle 4),

con un Mr superioral de la cadenaH del anticuerpo.Estabandaprocedeprobablementede la

cadenafi de £23, cuya digestión tríptica generaun fragmentode estetamaño [298]. Como se

apreciaen la fluorografia (Figura4.8B), se detectantresbandasradioactivas,denominadas1, II

y 111. Aparte de éstas,existenotrasde alto Mr, quepuedenrepresentarcomplejosno digeridos.
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figura 4.7 Perfil de radioactividaden la columna de AF-S de complejosaminoetiladosy digeridoscon
tripsina. Las fracciones3-9 del material no retenido y 19-25del retenido, seconcentraron por precipitación
con acetona.

De las identificadas,la bandadenominada1 no esretenidaen la columnade AF-S (calle 2, Fíg.

4.8B), al igual queel Fc (calle 2, Fig. 4.SA). Por el contrario, la bandaII sí seretiene(calle 3,

Fig. 4.8B), al igual que el Fd (calle 3, Fig. 4.8A). Estecomportamientopermite sugerir su

identidadcomo complejosentreel fragmentoFc y un fragmentode unos4kDa de £23 (banda1)

y entre el Fd y el mismo fragmento de £23 (banda II). La banda que aparececomo III

corresponderíaa complejosentre restosno digeridosde cadenapesaday el fragmentode £23,

compatiblecon su comportamientoen el inmunoabsorbente(quedaretenida).

Un control de estos experimentosserecogeen la autorradiografiade la Figura 4.9. En

él seapreciael resultadode unadigestión tríptica de complejos(‘~£2)£23-1£2 sin modificar (calle

3) y el sobrenadantede otros complejosdespuésde la reduccióny aminoetilación(calle 2). El

resultadode la calle 3 muestraqueuna parteapreciablede los complejoscontinúaapareciendo

como bandasde alto Mr. En el resto la digestióndel £23 integrantede estos complejosproduce

bandasque aparecena Mr ligeramentesuperioresa los de la cadenapesada(14) (banda1) y de
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Figura 4.10 Cromatografía en Bio-Gel P-6 de ‘4C-C3(NH,OH) aminoetilado y digerido con tripsina. V
0 y

se refieren al volumen de exclusión y al total, respectivamente. Se incluye también la secuencia
radioqufmica de estepéptido.

la ligera (L) (banda2). Su asignación como complejos del fragmento de £23 de 4kDa y ambas

cadenasdel anticuerpoparecela explicación más directade estepatrón. El caso de la cadena

pesadaestáya suficientementedemostradaen la bibliograffa [212]. La interaccióncon la cadena

ligera ya se ha sugeridopreviamenteparael casode la activaciónde la vía clásicasobrebacterias

[252]. La identificación de la banda2 como estos complejos se apoya, aparte de en su Mr

(superioral de la cadenaL), en su carácterdifUso, muy similar al que presentaestacadenaen

los geles.Esteresultadosugiereque la interacciónde £23 tienelugar tanto a travésde la cadena

pesadacomo de la ligera. El resultadomostradoen la calle 2 de la Figura 4.9 indica que una

elevadaproporciónde los complejos,tras la reduccióny aminoetilación,sehidrolizan, liberando

dosfragmentosradioactivosprocedentesdel £23 presenteen estoscomplejos,uno marcadocomo

bandaA, queprobablementecorrespondeal C
3cx65de iC3b,y otro comobandaB, probablemente

C3d,g.

El tamaño del fragmento de £23 esperablepor digestión triptica, de acuerdocon la

secuencia[109], coincidecon el obtenidoen el experimentoanterior (que esde unos4-SkDa).

Con el fin de comprobaresteextremo, 14£2-C3(NH,OH)reducidoy aminoetiladose digirió con

tripsina, y se cargóen una columnade Dio-Gel P-6. El perfil de radioactividadserecogeen la
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Figura 4.10, en la que el volumende elución concuerdacon un pesomolecularde unos4kDa.

Previamente,la mezclade la digestiónse hablasometidoa secuenciaradioqulmica,y su resultado

se recogeen la misma Figura. La radioactividaden el ciclo 9, y su tamañomolecular(4kDa)

coincidencon lo esperado,segúnla secuenciade £23:

HLIVTPSGC*GEQNMIGMTPTVIAVHYLDETEQWEKFGLEKR

dondelos posiblessitios de rupturaC-terminalessepresentanen negrita.La £2ys1010que portael

marcajese indica con un asterisco.

4.3.3.- DIGESTIóN CON PAPAÍNA DE INMUNOCOMPLEJOSE IDENTifICACIÓN

DELN-TERMINAL DEL Fc

La elevadahidrólisis de los complejosproducidadurantela aminoetilación,mostradaen

el apanadoanterior,llevó a la búsquedade un métododiferenteparaobtenerFc y Fab. Paraello

seacudióa la digestióncon papafna,métodohabitualde obtenciónde estosfragmentos(296]. Se

digirieron con papaína30%g de [£2. Tras ello, se sometierona dos pasoscromatográficos

sucesivos.El primerofueen la columnade AF-S, recogiendoel materialno retenido,en el que

seincluiría el Fc, ademásde la papaínay de algún fragmentoliberadodurantela digestión.Con

éstematerial se realizó el segundopaso, en la columna de PA-S, recogiéndoseahora las

fraccionesretenidasy eluidasconcitratosódico,en las quedeberíaestarpresenteel Fc (los restos

de IgG no digeridaquepudieranquedaren la mezclade reacciónse eliminaronen la columnade

AF-S). La mezclade estasfracciones,despuésde precipitarcon acetona,secargóen un minigel

de EGPA-SDS al 12,5%deacrilamiday setransfirióamembranasde ProBlott. Laúnicabanda,

auna altura que correspondeal Fc (datosno mostrados),presentabacierta heterogeneidad:una

bandaprincipal, homogénea(A), y otra, de pesomolecularligeramentesuperior,y heterogénea

(B); esta característicase puedeapreciaren Figurasposteriores(véasepor ejemplo la Figura

4.12A). Ambas bandasse cortarony se secuenciaronpor separado.Las secuencias,mostradas

en las tablas 4.111 (bandaA) y 4.1V (bandaB), revelan cierta contaminaciónentreambas

muestras.El punto de rupturade la bandaA seencuentranentreThr”4 y £2ys”’ (tal y como se

mencionóen el apanado3.2.8.4, la numeraciónEU incluye cuatroresiduosausentesen la IgO

de conejo,y queestánlocalizadosentrelos equivalentesaestosdos).La bandaB tienesu ruptura

entreCys”0 y Ser”’, la mismaobtenidacon tripsina despuésde la aminoetilación.Ambos sitios

se incluyenen la secuencia
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STCSKPTCPPPEL

dondelos dos residuosN-terminalesresultantesfiguran en negrita. Amboscoincidencon puntos

descritospreviamente[299]. La £2ys’29 forma el puentedisulfuro que une a las dos cadenas

pesadasdel anticuerpo.Los alotiposdli y d12 difieren en el aminoácidoen posición224 [296]:

Met en el primeroy Thr ene!segundo.Nos encontramos,por tantoante¡godel alotipo d12. La

presenciade la Thr”4, implica la existenciaen suerode un 30% de moléculasque, de forma

asimétrica,presentanun carbohidratounido a esteresiduo,dandocomo resultadoqueun 15%

TABLA 4.111. SecuenciaN-tenninal de la banda A del Feobtenido con papaína.

PTH
u—

CICLO NO. (pinol de PTH)
~ —
r12131415161718191 lo

A.p 2,4 . - . - - . - -

Mm 3,9 2.3 . 2.7 5,3 3,4 1,6 3,2 2.6 3.7

Ser 7 2,3 - 2.7 5.3 3,4 ‘.6 3,2 2,6 3,7

Gis . ¡,7 5,7 2,3 3,7 3.2 2,7 4,6 5,3 8.5

4,1 2.3 4.3 2,8 3,8 3,7 3.5 4,2 3,8 4,8

7,9 3,8 4,0 63 7,2 6,9 7.4 $9,~ 0,5 35,1

GIu 2,6 3,0 4,2 5.6 4t1 ¡8,1 ¡0,5 3.2 ¡5.4 8,2

lila ~,¡ . . . . 4,6

Ala ¡2,0 83 6,3 2,8 ¡7.4 fl,3 23,6 21,0 39,6 ¡5,6

Mi 39 ¡5 . 2,0 2.7 5.5 5,3 3.8 4,9 4.5

¡.3 1,6 ¡.8 2,9 4,8 5,6 6,0 6,1 6,7

pto 3.8 84,7 fl,2 61,8 50,3 ~,4 46,8 34,8 88,7

Mce 1,9 1.7 3,9 6,9 9,5 8,6 6,2 7,9 6,6 7,4

Val 8,1 6,3 12,6 11.7 25.3 26,9 23,5 29,5 27,1 35,2

Trp . . - - -

Vi,. 3.1 ¡.9 9.4 7,3

II. 2,0 2.2 ‘7,7 ¡7.0

Ir. 2,1 11.2 5.3 4.6

las
—

A

5,7
—

£2ys

6,1
—

Pro

¡6.9
————

Pro Pro Glu Leu

95
—

Leu

a—

6 6

P

Pro

(B) 7 Lys 7 Cys 7 7 7 7 7

En el ciclo 1, aparece un pico, inmediatamenteposterior al de PTH-Glu, y que puede ser atribuible a la PTH
de la carboxaniidometil-Cys. Esto mismo ocurre en el ciclo 5, en el que estederivado de la Cys es aportado por
la contaminación de la banda B.
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TABLA 4.1V. SecuenciaN-terminal de la bandaE del Fc obtenidocon papaína.

PTH CICLO NO. (pmo! de PTH)

—‘r~~— ~

Mp . . - . - 1,5

Ma 2,7 2,5 lO 8,0 1,7 2,5 0,9

Sn 3.8 2.1 2,2

dat 0,9 ¡.0 1.1 I,¡ 0,9 ¡.3

llar 83 ¡.2 ¡.4 ‘.5 ¡.8 1,6

Gly ¡.5 ‘.5 ¡ 5 2,2 2,0 2,8 3.5 . 3,7 3,4

dio . ‘.0 . ¡.3 2,7 2,6 2,7 . 4.7 5.8

lila . . . . . . . . . -

Ah 2,2 ¡.9 2,5 2,6 2,8 4,5 6,6 3,8 3,7 ¡.2

Art . . . . - . - - - -

ryr . . . - - 1,1 ¡.3 . - -
Pto . 2,5 13.2 9,9 7,2 ¡8.4 27,5 ¡7,8 12,2 ¡¡.7

Md . 1.2 ¡.2 ¡.9 24 2,3 2,7 2,0 1,8 ¡.7

Val ¡.4 3.3 7,2 8,0 9,6 2,0 12,9 9,4 8,2 9,6

Trp . . . -

ph. ¡3 79

II. .47

Lys 12,8

Le. ¡,9 43

— — — ——— — ——— —

A Ser? Lys Pr Th C Pro Pro Pr G L

(B) Cys? Pro 7 7 Glu? Leo Leo 7 7 7

: En el ciclo 1, la integraciónde las PTHsa partirde Met fue distintaa la del restode losciclos, dandocuenta

del incrementode estasPTHsen los ciclos posteriores.
b: En esteciclo la PTH correspondientea carboxaniidometil-Cyseluyeinmediatamentedespuésde la deGlu.
y: En esteciclo se produjo un descensogeneraldel rendimientode todaslas PTHs.

de las cadenaspesadasde IgG tienen esteazúcar[300]. Estacircunstanciaesresponsablede la

resistenciadel enlaceThr-£2ysa papaínaen las cadenasque portandicho carbohidrato[299], y

puededar cuentade la heterogeneidadde la bandaB. Segúnestecriterio el residuoN-terminal

del Fc será la £2ys229en aquelíasmoléculasquecarecendel carbohidrato.En las moléculasque

lo poseen,la rupturaseráasimétrica,siendola Ser’” en la cadenaque lo poseey la Cys2~en la

que no estápresente[300].

69



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 70

4.3.4.-DIGESTIÓN CON PAPAÍNA DE LOS COMPLEJOS (‘4C)C3-IC

£2inco ensayosde interacciónentre £23 e l£2 sedigirieron con tripsina y, posteriormente

con papaína,en un volumen final de 250 gL. Tras detenerla digestióncon JA, los complejosse

procesaronde tres formas.Una parte(100pL), secargóen la columnade PA-S. Otros 100 pL

secargaronen la columnade AF-S. El resto, unos50 pL, se almacenaronparaseranalizados

por EGPA-SDS. Se contaronalícuotasde los dos cromatogramas,cuyo resultadoserecogeen

la Figura 4.11. Las fraccionesno retenidasen la PA-S correspondenal Fab y a la papaína;el

material retenidocorrespondeal Fc y arestos,si los hubiere,de IgG no digerida(no obstante,

los datos obtenidosmuestranque la digestión con papaínaes muy eficiente en cuanto a la

generaciónde Fc y Fab). En la columnade AF-S el material no retenidoestácompuestopor el

Fc y por la papaína,mientrasque el retenido constadel Fab y de los posiblesrestosde IgG.

Cuandoseevalúael porcentajedel total que quedaretenidoen cadaunade las columnas,éste
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Figura 4.11 Perfilesradioactivosde los cromatogramasen AF-S y PA-S decomplejos(‘4C)C3-ICdigeridos
con papaína.E se refiere al punto dondese inició la elución del material retenidoen cadacolumna.Se
mezclaronlas fracciones3-7 (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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resultóserde un 45% en la de AF-S y de un 35,5%en la de PA-S, lo que quieredecir queuna

parte de la radioactividadno quedaretenidaen ninguna de las columnas(se volverá a este

extremo másadelante).Hay que recordarque el resultadode la Figura 4.9 sugirió que £23 se

uniríatambiéna la cadenaligera, por lo quepartede la radioactividadretenidaen la columnade

AF-S seriadebidaa estos complejos,y no al Fd, lo que podría explicar en parte la mayor

cantidadde radioactividadretenidaen la columnade AF-S que en la de PA-S. La elución del

material retenidoen la columnade AF-S presentóun patróndiferentedel de la de PA-S, en el

sentidode que el máximo fue menor, pero la cola se extendió por un mayor número de

fracciones.

Se mezclaronlas fraccionescorrespondientesa las proteínasretenidasy no retenidasen

ambascolumnas, indicadas en el pie de la Figura 4.11, se precipitaroncon acetona,y se

analizaronpor EGPA-SDS,incluyendoen el mismo la mezclade la digestiónno fraccionada.En

este gel también se incluyó un control con SHN-EDTA digerido con papaína.Este gel y su

correspondientefluorografia serecogeen la Figura 4.12. En el gel (Fig. 4.12A) seapreciala

heterogeneidaddel fragmentoFc aludidaen el apartadoanterior (véase,porejemplo, la calle 3

en donde se aludea ellas con la misma nomenclatura:A y B). En estaFigura seobservael

comportamientoesperadodel Fe y del Fab en estascolumnas.El Fc quedaretenidoen la columna

de PA-S (calle 2) y eluye librementeen la de AF-S (calle4), mientrasque el Fab eluyeen la

primera (calle 1) y se retieneen la segunda(calle 3). En la autorradiografia(Figura 4.12B)

aparecentres bandas radioactivasen los ensayos,que no aparecenen el control (calle 6),

marcadasde 1 a III. Las bandas1 y III tienenun comportamientoidéntico en las dos columnas:

seretienenen PA-S y eluyenlibrementeen AF-S. La bandaII, por el contrario,no seretieneen

la primera, y si lo hace en la segunda.Estos comportamientos,y los Mr de las bandas

correspondientes,sugierenla siguienteasignación:

- La banda1 estaríaformadapor complejosentre el Fc y un fragmentode unos

2kDa de £23.

- La bandaII se compondríadel mismo fragmentode £23 unido ahoraal Fd.

En cuantoa la bandaIII, suasignaciónresultamáscomplicada.SuMr escompatiblecon

que setrate de complejosentrerestosde cadenapesadano digerida y el fragmentode £23. No

obstante,no seaprecianrestosde cadenapesadaen los geles(Figura4.12A)y, en cualquiercaso,

de tratarsede cadenapesada,deberlaquedarretenidaen la columnade AF-S, cosaqueno ocurre.

Porotra parte,su Mr y los experimentosde tratamientocon NH2OH del siguienteapartadoson
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compatiblescon quesetrate de un complejoentreel Fc y un fragmentode C3 de unos30-35kDa,

que seriasimilar o idéntico a C3d.

Un resultadodestacadoquese obtienede la Figura4.12 esque £23 pareceunirse tanto al

Fabcomo al Fc (manifestadocomo la radioactividadpresenteen las bandas1 y II) y, lo quees

más importante,en proporcionessimilares,segúnseestimapor la intensidadde ambasbandas.

Estepunto sediscutirá más adelante.

4.3.5.-SENSIBILIDAD A NH2OH DE LOS COMPLEJOS

Dada la sensibilidadde los complejosentre£23 e IgG a NH2OH [263,291], se comprobó

la sensibilidada estereactivode los complejosdel apartadoanterior,con el fin de confirmar la

presenciade £23 comocausade la radiactividad.Seprepararoncincoensayosde interacción,para

obtenercomplejos(‘
4£2)C3-1£2, ademásde un control. Ambos sedigirieron con tripsina y con

papaína,(en el caso de los ensayosen un volumen final dc 250 4). El control y 10 gL de los

ensayossealmacenaronsin procesarparaun gel de EGPA-SDS.Otros 40 4 de los ensayosse

trataroncon NH
2OH y se guardarontras la diálisis paracargaren el gel. El restode los ensayos

sefraccionóen la columnade AF-S. Las fraccionescorrespondientesal material retenidoy no

retenidose mezclaronpor separado,y tres cuartaspartesde cadauna se trataron con NH2OH

antesde cargaren el gel, mientrasque el restose cargóen el gel sin procesar.Finalizado el

tratamientotodas las muestrasse analizaronpor EGPA-SDS al 12,5% de acrilamida, cuyo

resultadoserecogeen la Figura4.13. Los datosde la fluorografia (Figura4.13B) demuestranque

las bandasradioactivaspresentesen estosexperimentossonsensiblesa tratamientocon NH2OH.

Otraexplicaciónposiblea la desapariciónde las bandasradioactivasen las muestrastratadascon

estereactivo,podríaserque, comoconsecuenciade los pasosseguidoscon estasmuestrashasta

el gel, la cantidadde proteínarecuperadafuera notablementeinferior a la de los controlesno

tratados.Sin embargo,la comparaciónde la cantidadde proteínadeestasmuestrasen el gel (Fig.

4.13A) y en de la radioactividad en la autorradiografia (Fig. 4.13B) confirman estasensibilidad.

Estacaracterísticaratifica su asignacióncomo complejosentreun fragmentode £23 y el Fc o el

Fd. La presenciade unabandaradioactivacon un Mr de unos30-35kDa,ligeramentesuperior

al de la banda1, en las calles4 y 8 (mezclade digestióny material no retenidoen la columnade

AF-S tratadoscon NH2OH, respectivamente),asícomola desapariciónde la mayoríade la banda

III (las mismascalles),es compatiblecon la asignaciónde éstarealizadaen el apartadoanterior,

dadoque el Mr de C3d es de unos35kDa[109].
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4.3.6.-NATURALEZA DEL FRAGMEN1?O DE £23 UNIDO AL Fc Y AL Fd

Con el fin de confirmar que C3 es el causantede la radioactividadpresenteen los geles,

se digirió con papaínael fragmento de ‘4C-C3(NH
2OH) previamentedigerido con tripsina

(apartado4.3.2). El digerido se analizó recromatografiándoloen el Bio-Gel P-6. El perfil

radioactivosemuestraen la Figura 4.14. En ella serecogetambién la secuenciaradioquimica

obtenidapreviamenteal cromatograma.En la Figura 4.15 se presentanlos cromatogranias

obtenidosal cargarlos dializadosde los tratamientoscon NH2OH &rocedentedel Fc en 4AM

y de una mezclade Fc y Fd en 4.1SB). En estaFigura sepresentantambién las secuencias

radioquimicasobtenidasde los distintospicos. £2omo se ve en estasFiguras, tanto por el patrón

cromatográfico, como por las secuenciasobtenidas, la digestión con papaína de £23 es

heterogénea.La secuenciamayoritariapresentacomo residuo N-terminal a la £2ys’
010marcada.

Minoritariamente,tambiénsedetectaradioactividadenel ciclo 5. El rendimientode la secuencia

donde la radioactividadse encontrabaen el ciclo 1 fue, en general, muy bajo (4-16%). Se ha

descritopreviamenteel bloqueoparcial del N-terminalcuandoésteesun residuode carboximetil-
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Figura 4.14Cromatografía en el Bio-Cel P-6 de una muestrade ‘4C-C3(NH
2OH) digerida con tripsina y con

papaúia. Se incluye también, en el recuadro interior, la secuenciaradioquimica previa al cromatograma.
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Figura 4.15 Cromatografía en el Bio-Cel P-6 del material radioactivo eluido de complejos digeridos con
papaínapor tratamientocon NH2OH. A) Procedentedel material no retenido en la columna de AF-5
(compuestopor Fc). B) Procedentede una mezcla del material retenido y del no retenido en estacolumna.
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Cys [299j, lo que puede dar cuentadel bajo rendimientoobtenido de la radioactividaden el

primer ciclo. Este bloqueo puede,sin embargo,aumentarel rendimientorelativo del ciclo 5,

llevandoa una sobrevaloraciónde su representaciónen la muestra.Ello sugiereque la digestión

parcial que dejaa £2ys1010en posición5 estárepresentadaminoritariamenteen la muestra.

Estosdatos,comparandola secuenciaobtenidade £23 purificadocon la del materialeluido

de los complejoscon NH
2OH, asícomo su volumen deelución en el Hio-Gel P-6, confirmanque

un fragmentode £23 esel componenteradioactivode los complejoscon Fc y Fd, y que éstees

liberado cuando los complejos son tratadoscon NH2OH. Existen varias causasposiblespara

explicar la heterogeneidadde estasdigestiones.La más probablese refiere a heterogeneidaden

la región C-terminal,ademásde la N-terminal queda lugara secuenciascon la radioactividaden

los ciclos 1 y 5. Existen otrasposiblescausas,que se discutiránmás adelanteen el casode las

digestionescon pepsina(apartado4.4.5).

4.4.-FORMACIóN DE COMPLEJOS COVALENTES ENTRE £23 Y EL DOMINIO Cv3

4.4.1.-DIGESTIóN CON PEPSINA DE LOS COMPLEJOS (‘
4C)C3-IC

Complejos (‘~£2)£23-I£2 se digirieron con pepsina.Tras la digestión se separaronpor

centrifugaciónsobrenadantey precipitado. Este último contiene al F(ab’), que, merceda su

divalencia,permaneceprecipitadoen presenciadel antígeno;se encuentranaquí,además,restos

de IgG no digerida.Enel sobrenadanteseencuentranel pFc’, péptidosdel £24, y los producidos

por la digestión de £23, y de los dimeros £23-£23 presentesen los I£2 [292]. Finalmente,se

cargaronen geles de EGPA-SDS en gradientedel 10 al 15% y los geles se sometierona

fluorografia.El resultadose de esteexperimentoserecogeen la Figura4.16: 4.16A corresponde

al gel teñido, y 4.16B a la fluorografia. La comparaciónde las calles 6 y 7, precipitadoy

sobrenadantede los ensayos,con las correspondientesa las de los controles,calles 8 y 9, de la

Figura4.16A, revelados diferenciasimportantesentreambos.Porunaparte,la presenciade la

cadenafi de £23 en los ensayos,especialmenteen el sobrenadante,y que estáausenteen los

controles. Por otro lado, en los ensayosquedauna cantidad apreciablede cadenapesadadel

anticuerpono digerida,mientrasqueen los controlesla digestiónesprácticamentetotal. Hay que

teneren cuentaque,a la hora de calcular la relaciónE:S setomó en consideraciónla cantidad

de £23 unido, segúnel cálculo del apartado4.2. Ello excluye la posibilidad de un descensode la

relaciónE:S como causade la mayor resistenciade la cadenapesadaen los ensayos.
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La fluorograf(a de este gel (Figura 4.1613) muestradiferencias aún más palpables.

Mientrasqueen los controlesno seaprecianingunabandamarcada,en los ensayossi sedetectan.

En el precipitado,se identifican dos mayoritarias,la principal a la alturade la posiciónde Fd +

L, aunquecon un Mr del ordende 3kDasuperioral de éstas.La bandaminoritariaaparece3kDa

por encimade la cadenapesada(H) del anticuerpo.En el sobrenadantese identifica unabanda

queaparececon un Mr ligeramentesuperioral del pFc’. Estosdatossugierenqueun fragmento

de £23, que contieneel grupocarbonilo,permaneceunido, tras la digestión,a la cadenaH, al Fd

(y probablementetambiéna la ligera) y al pFc’. Dicho fragmentotendríaun pesomolecularde

unos3kDa.

£2uandola fuentede complementoessuerode conejo,parabuscarun sistemaautólogoen

el que anticuerpoy complementoprocedande la misma especie,el resultadoes idéntico, y se

recogeen la fluorografiade la figura 4.17.En estecaso,la bandaradioactivacorrespondientea

los complejos aparececon un Mr ligeramente inferior al equivalentehumano. Ello puede

explicarsesi el fragmentopéptico de £23 que contieneel punto de unión esde menortamañoen

el casode conejo queen el de £23 humano.

4.4.2.-PRESENCIA DE Clq EN LOS COMPLEJOS

La resistenciade una parteconsiderablede la cadenaU a la digestiónsepuedeexplicar

de diversasformas.Una de ellas podríaserque el Cy2 tambiénsirvierade substratoa la unión

covalentede £23, y que su unión protegieraa estedominio de la acción de la pepsina. Otra

posibilidad la constituyela posiblepresenciade £2lq en los complejos,tal y como se sugirió en

el apanado4.2. £2lqestápresenteen el SHN-£2helexy seunea la IgG atravésdel C-y2. Porello

podríaparticiparen la protecciónde estedominio de la acciónde la pepsina,siemprey cuando

estuviesepresenteen los complejosC3-I£2 y no en los controles.Paracomprobarestasegunda

posibilidad,serealizaronensayosde interacciónentre£23 e I£2 utilizando SHN-£2helexa los que

seañadió1~I-£21q,con unaactividadespecíficafinal de 4300cpm/~g.Los complejosresultantes

se analizaron en un gel de EGPA-SDS en gradiente 10-15% del que se obtuvo una

autorradiografia,quese recogeen la Figura4.18. De estosexperimentossedesprendeque£2lq

estápresenteen los I£2, tanto en los ensayoscomo en los controles.Incluso la radioactividad

incorporadaes mayor en los controles(calles 4 y 5), tal y como era de esperara tenor de los

experimentosmostradosen la Figura 4.3. Sin embargo,la digestiónde la cadenapesadade los

ensayos,en 1£2 preparadoscon ‘251-IgG, esmás ineficientequela de los controles(compárense
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las calles 7 y 9). De ello sedesprendeque Clq no es responsablede la mayor resistenciaa la

pepsinade los complejos£23-I£2 frentea los controles,dejandoabiertala posibilidadqueasignaba

a £23 eseefecto. Recordemosque un posibledescensoen la relaciónE:S como consecuenciade

la presenciade £23 ya seexcluyóen el apartadoanterior.

4.4.3.- INMUNOPRECIPITACIÓN DE LOS COMPLEJOS pFc’-3kDa CON ANTI-Fc-

SEPHAROSE

El sobrenadantede la digestión con pepsinade (14C)C3..IC se incubó con anti-Fc-

Sepharose,o con IgG-Sepharose,comocontrol. Tras cargarel materialretenidoen los doscasos

en un gel de EGPA-SDS(10-15%)y someteréstea fluorografla, seobtieneel resultadorecogido

en la Figura4.19. La inmunoprecipitacióndel complejodel sobrenadantecon inmunoabsorbente

específicodel Fc (calle 1), y su ausenciaen el control con IgG inespecífica(calle 2), confirma

la interpretaciónde estoscomplejoscomo un aductoentreun fragmentode 3kDade £23 y el pFc’.

Con esteexperimentosedesechala posibilidad de que, suponiendoque el dominio £271 seael

sitio aceptormayoritariode £23 tal y como se ha propuesto[258], la digestiónpépticagenerase

un fragmentoque incluyeraestedominio y que tuviera un Mr similar al del pFc’. Aunque el

rendimientode estefragmentofuera muy bajo, podríadar cuentade la radioactividadasignada.~-u’ ‘~

a los complejoscon el pFc’. De haberocurrido,ésto, ni el control con IgG-Sepharose,ni el

inmunoprecipitadocon a-Fc deberíanhaberprecipitadoningunabandaradioactiva.

4.4.4.-SENSIBILIDAD A NH2OH DE LOS COMPLEJOS

Los experimentosde las

Figuras4.16 y 4.17 sugierenque

un fragmento de £23 de unos

3kDaestáunido tantoal Fd como

al pFc’. Con el fin de

comprobarlo,los complejosentre

estefragmentode £23 y el Ed y el

pFc’ se trataron con NH2OH,

segúnel protocoloespecificadoen

MATERIALES Y MÉTODOS.

Tras analizaren un gel de EGPA-

SDS los productos de las

o
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Figura4.21CromatograffaenSephadex0-25delsobrenadantedeuna
digestióncon pepsinaantes(U) y después(•) de tratamientocon
NH2OH.
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digestiones,con o sin tratamientocon NH2OH, y de someterel gel a fluorografla, el resultado

obtenidoes el que apareceen la Figura 4.20. Como se ve en estaFigura, el fragmentomarcado

incorporadoa los complejosessensiblea NH2OH, lo queconcuerdacon la asignaciónrealizada

en los apanadosanteriores.En la Figura4.21 se recogeel perfil de eluciónen una columnade

SephadexG-25 del sobrenadantede una digestiónpépticade los complejosantesy despuésde

tratamientocon NH2OH. £2omo sepuedeobservar, los complejosdigeridos eluyendentro del

volumen de exclusión, mientras que tras el tratamiento, la mayoría de la radioactividad se

desplazaa volúmenesde elución mayores,lo que implica la liberación, mercedal tratamiento,

de un péptidoque entraahoradentrodel intervalode resoluciónde la columna.

4.4.5.-NATURALEZA DEL FRAGMENTO DE (23 UNIDO AL pFc’ Y AL Fd

Las muestrasde
14£2-C3(NH

2OH)digeridascon pepsinay cargadasen la columnade Rio-

Gel P-4dancomoresultadoel perfil de radioactividadrecogidoen la Figura4.22. El pico 1, que

correspondeal volumen de exclusión,da lugar, en función de la relación E:S utilizada, a 1 ó 2

bandasradioactivasen un gel de EGPA-SDS al 10% (calles 2 Y 3). El material radioactivo

resuelto,picos II y III, no da ningunabandaen el mismo gel (calle 4 del inserto). La posición

de elución del glucagón,de un peso molecular de 3,6lcDa [301], permite asignarun ‘peso

moleculara los fragmentosdel ordende 3-3,5kDa.Estevalor encajabien con el derivadodel

incremento del Mr de los complejos respecto al de los fragmentos del anticuerpo. La

imposibilidad de detectarestefragmentoen gelesde EGPA-SDSpuedeserdebidaa dos factores

que impediríansu fijación en el gel: su pequeñotamañoy la pocacantidad,en peso,cargadaen

los geles.

Cuandoenestamismacolumnasecarganlos dializadosdel tratamientocon NH2OH, tanto

del sobrenadantecomo de una mezclade precipitadoy sobrenadante,el resultadoobtenidoes el

que se recogeen la Figura4.23, dondeel perfil A, línea continua,correspondeal sobrenadante,

y el B, línea discontinua,a la mezcla.El volumen de eluciónde los picos mayoritarios(A-II y

B-II) coincidecon el del pico II de la digestiónde
14C-£23(NH

2OH)(Figura4.22). -

Los picos procedentesdel Rio-Gel P-4 de la digestión péptica de “£2-£23(NH2OH)

inyectadosen HPLC dan lugar a los patronescromatográficosrecogidosen las Figuras4.24 y

4.25, en los sistemasde acetato/acetonitriloy TFA/TFA-acetonitrilo, respectivamente.En la

Figura4.26 serepresentanlos de los eluidosdel fragmentode £23 liberadode los complejospor

NH2OH. Los picos se numerarondespuésde compararlos perfiles de A-I (4.26A) con B-I
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(4.26(2)y A-II (4.2GB) con 8-II (4.26D), muchos de los cuales coinciden. En estas Figuras se

muestranlas secuenciasradioquimicasobtenidasa partir de los picos indicados.Las secuencias

revelan la heterogeneidadde estospéptidosen la región N-terminal, con dos posiblessitios de

ruptura, que dejan a la £2ys1010marcadaen posición4 ó en posición7. Esto correspondea la

secuencía:

HLIVTPSGCGEQNMIGMTP

dondelas rupturasproteoliticastendríanlugaren ~u1~’-Ile1~ y en Thr1~-Pro1~7(Ile y Pro en

negritaen la secuencia).Ambos son sitios de rupturaposiblesdentrode los descritosparaesta

enzima,algunasde las cualesincluye a Pro en posiciónPl’ [302]. De hecho,rupturasidénticas

a éstassehan obtenidocon £24 [303]y con a
2-macroglobulina,[304], proteínascon secuencias

muy homólogasa £23 en estaregión (Figura1.5 de la INTRODUC£2IÓN).

Cuandolos complejosgeneradoscon suerode conejoseprocesande formasimilar aésta,

los resultadosobtenidostambiénsoncomparables.La Figura4.27 recogelos perfilesde elución

del material radioactivodel Dio-Gel P-4de complejos(Fd+L)-3kDa(líneadiscontinua)y pFc’-

3kDa (línea continua) tratadoscon NH2OH. El volumen de elución fue”mayor que el del

fragmentohumano, lo que concuerdacon el menorMr de los complejosobtenidoscon £23 de

conejo (Fig. 4.17). En la Figura 4.28 se incluyen los perfiles de material radioactivo de

cromatogramasde HPLC de estosfragmentos,y la secuenciaobtenidade algunosde ellos. Igual

queen el casode £23 humano,el patrónde HPLC esheterogéneoy, portanto, la rupturatambién

lo es. Generadostiposde fragmentos,en lo queserefiereal N-terminal, unoscon radioactividad

enel ciclo 4 y otrosen el ciclo 7. De ello seconcluyeque la digestiónes idénticaa la de £23

humano,en lo que serefiereal N-terminal, sugiriendola probabilidadde que las proteínascon

tioésterpresentenun patrónde digestiónpépticasimilar. Ello coincide con la homología de

secuenciade estasproteínasy con su más queprobablesimilitud de estructuratridimensional.

En estoscromatogramascontrastala homogeneidadde los digeridosde “C-C3(NH2OH)

(dos picos mayoritariosy otrosdosminoritarios), frentea la heterogeneidaddel materialeluido

de los complejostras tratamientocon NH2OH. Existen varias explicacionesposibles a este

fenómeno.En primer lugar, podríatratarsede péptidosno procedentesde £23 y quecoeluyeran

en el Bio-Gel P-4con los obtenidosa partirde ‘
4C-£23(NH

2OH);estaposibilidad es incompatible

cori los datos obtenidosen éste y en apanadosanteriores,en los que se muestraque la

radioactividad incorporada a los complejos es exclusivamentedebida a £23. También es
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flgunz 4.22 Cromatografía en Bio-Cel P-4 de dos muestrasde ‘4C-CS(NH,OH) digeridas con pepsinaen una
relación E:S en pesode 1:50 (—)o 1:100 (...). Gluc indica la posición de elución delglucagón.Se incluyela
fluorografía de un gel de EGPA-SDSal 10%. Calle 1: C3(NH

2OH);calle 2: pico Ide la relación 1:100; calle
3: el mismo pico de la relación 1:50; calle 4: pico II de la relación 1:50.
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fragmentosradioactivoseluidosconN14,OH
de complejas con el pFc’ (—> o de una
mezcla de complejos con pFc’ y F(ab’)2

incompatiblecon los datosde secuenciaobtenidos,quedemuestranla procedenciade £23 deestos

péptidos.Otra posibilidad es que C3 unido a la lgG se fragmentepor la pepsinade forma

diferente a como lo hace cuandoestáaislado; estaexplicación es compatible con la mayor

heterógeneidaddel Bio-Gel P-4. Otra posibilidad, que no excluye a la anterior, se basaen la

existenciade una porción de los complejos C3-£23 presentesen el I£2 que son resistentesa

NH2OH, y que estaríanpresentesen los sobrenadantesde las digestiones.Otro factorquepuede

contribuir a la heterogeneidadde la muestrala constituyenlas modificacionesqueproducela
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Figura 4.24HPLC de fase reversa en el sistemade acetatofacetonitrilo de los picos procedentes de la Figura

4.22. A) Pico 11 de esa Figura. B) Pico ¡11.
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Figura 4.25 HPLC de fase reversaen el sistemaTFA/TFA-acetonitrilo de los picos mayoritarios de la Figura
4.23. A) Procedentedel pico II del P-4. Aquí seincluye la secuenciadel pico mayoritario(2). B) Del pico III
de estacolumna.
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Figura 4.27Cromatografía en el Bio-Gel P-4de los péptidosradioactivoseluidospor tratamientocon NH2OH
de complejoscon pFc’ (—) y con F(ab»2 (...) de C3 de conejo.

NH2OH en los residuosdeGín y Asn, quedandotrassu accióncomohidroxamatos[305].En este

péptido de £23 existeun residuode Asn’
014 y, probablementeuno de Gln1033. El tratamientocon

NH
2OH de £23 purificadose realizaen condicionesmenosdrásticas(NH2 0,5 M, pH 7,0) que

las de los complejos(NH2011 1M, pH 9,6),y que las de [305] (5-6 horas,450C, NH2OH 2M,

en un tampónTris/HO pH 9,6 quecontieneEDTA lmM y 10% de etanol), y por lo quecabe

la posibilidadde queestamodificaciónno tengalugaren la muestrade £23 purificadoy si en las

procedentesde los complejos.

4.4.6.-DIGESTIóN CON PEPSINA DE COMPLEJOS ENTRE (23 Y EL Fc

La Figura 4.29 muestralos perfilesde eluciónde las columnasde AF-S (4.29A) y PA-S

(4.29B) de un digeridode complejos (14£2)C3.1£2con tripsinay papaína.El material no retenido

en la primera columna, en el que estabapresenteel Fc, secargó en la segunda,recogiendoahora

el material retenido.Estamuestracontendrá,por tanto, el fragmentoFc y los complejosque lo

tengancomo substrato(estesistemafueel queseutilizó en el apanado4.3.3paraobtenerel Fc
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Figura 4.29 A) Cromatografía en AF-S de complejos (1tC3.IC digeridos con papaína. Se mezclaron las
fracciones 3-11 del material no retenido. B) Cromatografía en PA-S de estas fracciones. Se recogieron las
fracciones 23-25.

cuya secuenciaN-terminal fue estudiada).En la Figura 4.30 se representael cromatograma

obtenido en la columna de Superdex75 despuésde cargar el digerido con pepsinade los

complejos obtenidos según la Figura 4.29B. Se incluye también el perfil de elución del

sobrenadantede IC digeridos con pepsina. El pico cuyo máximo apareceen la fracción 28

correspondea pEz’, apareciendoa un peso molecularen esta columna de aproximadamente

3OlcDa. Ello sedebea queeste fragmento estápresentecomo dímero no covalente[306]. La

Figura4.31 recogeun gel de EGPA-SDSen gradientedel 10 al 15% de acrilamidaen el quese

incluye estafracción (calle 2), dondeel pFc’ apareceaun Mr de unosl5kDa, correspondiente

al monómero.En estafracción del Superdex75 eluye tambiénel máximo del perfil radioactivo

del digeridodel complejo. Ello confirma la existenciade complejosentre un fragmentode £23 y

el dominio C-y3 del anticuerpo.En cuantoal segundopico radioactivo,su volumen de elución

excluyesuasignacióncomofragmentode C3 liberadodel anticuerpodurantela digestión.De ser

así, deberíaapareceren un volumen superior al de la aprotinina(patrónde 6,5kDa, con el

número 6 en la Figura 4.30). Estehecho,junto con la heterogeneidaddel pico, sugiereque se

trata de péptidosprocedentesdel £2-y2 unidos al fragmentode £23.

y

15 ‘0

FRAC. NO.
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4.5.-ESTUDIO DE LA POSIBLE UNIÓN DE (23 A LA REGIÓN BISAGRA DE LA I~G

Cuandollegadosaestepunto se comparala distribuciónde radioactividadentreel Fab y

el Fc en las digestionescon tripsina,en la muestraaminoetilada(Figura4.8B), y papaína(Figura

4.12B) con la del F(ab’»y del pFc’ (Figura4.16B) resultallamativo quemientrasen esteúltimo

la mayorfade la radioactividadse sitúaen el F(ab’)2,en aquéllasla distribuciónessimilar, sino

favorable al 1k. Estos datos sepodrfanexplicar si la diferenciaen los puntosde rupturapara

generarlos fragmentos incluyera un sitio aceptorde £23 al queésteseunieracon graneficiencia.

La secuenciaC-terminaldel F(ab’» obtenidopor digestióncon pepsinaesconocida1288] y se

recogeen la Figura4.32, dondela Leu~
4 ocupala posición C-terminal. Esteresiduo estámuy

próximoalos puntosde rupturade tripsina,en el anticuerpoaminoetilado,y de papaínaobtenidos

en lapresenteTesis,y quetambiénse incluyen en la Figura4.32. Como vemos; dentrode esta

secuenciaexistentres residuospotencialmenteaceptoresde la unión covalentede £23: la Ser~’,

la Lys222 y la Thr~t dondeel primerresiduoconstituyeel N-terminal del fragmentotríptico y de

unapartede los de papaína(de aquellosque llevan el carbohidratoen posición224). Segúneste

PAPA
PEPS

1
APSTCSKPTCPPPELLGGP

1

TRY

Hy CHi CH2 CH3

Figura 4.32 Secuenciadela regiónbisagrade la IgG de conejo.Se incluyeel sitio derupturamásN-terminal
de pepsina(PEPS).Se incluyen los puntosde rupturade papaína(PAPA) y tripsina de estetrabajo (TRY).
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patrónproteolítico representadoen la Figura 4.32, la digestióndel F(ab’)2 con tripsina, después

de reduccióny aminoetilación,producirlala liberaciónde un decapéptidocuyo residuoN-terminal

seríala Ser”
1 y el C-terminalLeu~4(la numeraciónde EU empleadaincluye,comovimos, cuatro

residuosno presentesen la de conejoentrela Thr”~ y la £2ys2fl.

300

250

i
o-
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~CA ~CB

Figura 4.33 Cromatogramas en PA-S del precipitado de la digestión con pepsina de los complejos (14C)C3-.IC,

después de reducción y carboxamidometilación (CA) o aminoetilacién (CH).

£2on el fin de comprobarestaposibilidad, el precipitado de (í4C)C3~IC digeridos con

pepsina,quecontienelos complejosentreel F(ab’)
2 (y restosde IgG no digerida)y un fragmento

marcadode £23, se digirió con tripsina, despuésde reduciry aminoetilar, segúnel protocolo

descritoen MATERIALES Y MÉTODOS. Como controlesse introdujeronmuestrasde los

mismos complejosreducidasy carboxamidometiladasy digeridascon tripsina, o las mismas

muestrasaminoetiladas,perosin suadirtripsina. Las muestrassesepararonen la columnade PA-

5, recogiendoel material no retenido (Figura 4.33),que correspondea los complejosentreel

F(ab’» y el fragmentode £23. La cromatografíaen estacolumna sehizo necesariapuestoque,

como se vio anteriormente,la digestióncon pepsinade los complejosno es total, quedando

cantidadesapreciablesde cadenapesadano digerida;estacadena,despuésde aminoetilada,se

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 1415
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• CAT ~CBT ~CB-

Figura 4.35 Cromatografíaen lacolumnade AF-S de las mismas muestras de la Figura 4234. CM: complejos
carboxamidometiladosy digeridos; CBT: complejosaminoetiladosy digeridos; CH-: complejosaminoetilados
no digeridos.

que el de las aminoetiladasy no digeridas.El queno hayaunareduccióndel Mr de las muestras

carboxanddometiladasal digeriríascon trips¡naesesperable,dadala resistenciade la IgG a esta

enzima.Lo que no resultafácil de explicar esque su Mr seamayor. Si bien no lo explica, la

OVA presenteen los I£2 sufrió un desplazamientosimilar. £2omo controlde la especificidadde

la digestióndel Fd aminoetilado,se puedecomprobarque la OVA no sufreningunareducción

en su Mr al digerirla con tripsina despuésde aminoetilar (calles 5 y 6, Figura 4.34A). En

cualquiercaso,la reduccióndel Mr de las muestrasanjinoetíladasy digeridascon tripsina frente

a las no digeridas,es consecuentecon la liberacióndel decapéptidopropuesto.

El resultadode la cromatografíaen la columnade AF-S de los digeridosserecogeen la

Figura 4.35. La idea de esteexperimentoes que, en casode que £23 seunieraa un residuo

incluido dentro del péptido liberadopor estetratamiento,ello produciríauna disminuciónde la

radioactividadretenidaen estacolumna, en relación a los controlesde digestión. El resultado

a
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
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pareceapoyaresaidea. De hecho,mientrasqueen los controlesla radioactividadliberadaerade

un 20% (complejoscarboxamidometiladosy digeridos)y de un 22,5%(complejosaminoetilados

y no digeridos), en el aminoetiladoy digeridoéstaalcanzóun 40%. Esto, sumadoa la menor

radioactividad, en comparacióncon la cantidadde proteína apreciadaen los geles, Sugiere

fuertementequeestedecapéptido,cuyasecuenciaes

SKPT£2PPPEL,

incluye un sitio aceptorde la unión de £23. La reduccióndel Mr de los complejoscon el Fd

sugiere,por otro lado, queésteno esel único sitio aceptor,puestoqueal eliminarlo no sepierde

totalmentela radioactividad.

Si comprobamosde nuevoen estepunto el resultadode los cromatogramasde la Figura

4.11, correspondientesa dosdigeridosde complejosconpapaínacargadosen las columnade PA-

5 y AF-S, seapreciaun dato ilustrativo. En ambascolumnas,el material radioactivoretenido

(45% en AF-S y 35,5%en PA-S) es inferior al eluido libremente. Ello quieredecir queexiste

una cierta cantidadde péptidosmarcadosque no seretieneen estascolumnas.Smyth y Utsumi

[299] describieronque la IgG de conejodigeridacon papaína,apH 8,0durante24 horasa 37”Cv< -~ -

en una relación 1:100, fragmentabala cadenapesadaproduciendola liberación de péptido que

incluían estasecuencia,por lo que el Fc y el Fd obtenidoscarecíande estaregión. Aunquelas

condicionesempleadasen los experimentosde estaTesisno son tan drásticas,los datosde que

disponemosno excluyenla liberación,durantela digestiónconpapaína,de péptidosde la región

bisagraqueincluyanestasecuencia.De serasí, su liberaciónexplicaríael resultadoantesaludido

de los cromatogramasde la Figura 4.11, siemprey cuandoestefragmentode la región bisagra

llevaraunido un fragmentode £23. Otra posibilidadqueexplicaríaestefenómenola constituiría

una posibledigestiónde la papaínaentreel residuo£2ys1010marcadoy la Gln1013 de £23, donde

tiene lugar la unión, lo que liberaría la radioactividadsin desprenderel fragmentode £23; sin

embargo,el comportamientotanto de ‘4£2-£23(NH
2OH) como del fragmento eluido de los

complejosen el Bio-Gel P-6 (Figuras4.14 y 4.13), sugierequeesteno esel caso.De serasíel

fragmentoesperadotendríaun tamañomáximo de 1,5kDa(procedenambosde una digestión

tríptica previaque dejala £2ys
1010mar~daen posición9 respectoal N-terminal),y deberíahaber

eluido con el volumen total de la columna. Por supuesto,el resultadode estaFigura también

podría explicarsesi acudimosa la hidrólisis del enlaceésterentre £23 y la IgG que puede

producirsedurantelas digestiones.
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Figura 4.38 A) HPLC en fase reversa, sistema TFA/TFA-acetonitrilo, del péptido liberado por tripsina del
F(ab’)2 aminoetilado. E) Control con enzima e inhibidor, en ausencia de ¡‘(ab’)2.
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TABLA 4.V. Secuenciadel péptido liberadodel ¡‘(ab’)2 aminoetiladopor digestión
trfptica.

PTh CICLO NO. (pmol de PTH)
11 ~—j—f—1— !~! — — —

111213 ~4~__ 6j7 1819 10111
- - - - - - - - - - -Asp

Asn 43,5 25,8 16,4 9,5 4,0 ¡1,5 5,7 5,3 4,0 3,6 3,4

Ser 587,4 27,7 31,3 7 6,9 13,2 3,2 2,3 - 3,2 2,9

Cm 101,7 7,3 3,7 9,9 2,4 10,1 2,2 1,4 1,9 1,5 1,8

Thr 42,6 15,2 5,8 620,0 56,3 13,2 7,6 6,3 4,2 3.7 3,2

017 31,7 9,5 28,5 24,6 15,9 6,7 50,7 7,3 3,6 3,6 3,2

Glu 21,1 6.6 5,9 24,1 6,2 9,1 9,9 8,9 400,6 75,8 16,4

lis 50,1 - 7,8 - - - - - - - -

Ala 97,8 22,8 15,0 19,0 28,2 9,2 5,2 2,4 4,6 1,8 5,4

Arg 111,5 320.4 198,3 285,7 28,6 27,3 11,8 9,1 5,9 - -

Tyr 52,7 ¡0,2 9,9 7 12,4 10,7 4,3 36,7 11,5 5,0 2,8

Pro 18,8 19,5 1880,3 224,5 65,2 792,3 795,0 753,1 101,7 36,2 18~5

Met - 8,0 7 57,3 39,0 7,9 1.1 2,7 1,6 - -

Val 23,9 335,8 24,9 12,0 100,9 16,0 15,8 1O~5 6,7 6,4 6,6

Trp 4,4 ¡03,5 27,0 30,0 26,1 30,9 29,8 32,7 25,5 22,4 25,8

¡‘be 43,5 136,1 ¡2,1 4,3 3,9 8,8 6,6 7,5 2,5 6,7 4,8

Ile 16,5 22,3 25,1 19,7 11,6 5,3 3,8 2,5 1,4 2,2 1,6

Lys 40,8 2562,7 162,0 9,4 - 5,2 9,7 6,1 3,6 5,0 5,6

41,7Leu
—

SEQ

31,1
—

Ser

40,8
——

1-ya Pro

133,1
—

flr

2075,8
—

AEC

167,0
——

Pro Pro

22,8
—

Pro

15,1
a

GIu

199,1
—

1-tu

71,0
—

(1-tu)

correspondea la de estepéptido:

SKPT£2PPPEL.

La drásticareduccióndel rendimientoen el décimo ciclo concuerdacon el bajo rendimientode

los residuosde Leu, e hidrofóbicosen general,enel secuenciadorI3~~1.
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Tambiénpodríaocurrir queotrarupturano identificadaenun puntodistintodel Fab, tanto

en el Fd como en la cadenaligera, diera lugar al efecto visto en la columnade AF-S (Figura

4.35) y en los geles(Figura 4.34). Estaposibilidad,en lo que se refiere a la cadenaligera, no

es compatibleconel resultadode la Figura 4.34, puestoquelas alteracionesde Mr seproducen

en unabandadefinida, bien distintade la de la cadenaligera. En lo queserefiere al Fd, la única

posibilidad es que este fragmento procedieradel N-terminal, donde se encuentrala región

variable. En su secuenciaexisteun residuode £2ys conservadoque podríaaminoetilarse,si bien

no seencuentraentrelos quelo hacendentrode la cadenapesada[297];no obstante,en el trabajo

de Ehrlich e:al. [297]se describíanun total de diezresiduosaminoetilados,dosmenosquelos

obtenidosen nuestrocaso, por lo que no se puedeexcluir queestedisulfuro del dominio ~H se

aminoetile. No obstante,su posiciónen la secuencia(£2ys22) daría lugar a un péptido de unos

2,5kfla, que deberíadar cuentade una variaciónmayorde los Mr de la Figura4.33. De igual

manera,en la cadenaligera,el residuoconservadode £2ys en la región variableseencuentraen

la posición23, mientrasque en la constanteseencuentranel residuo£2ys1~ y el £2ys 214 [283],

siendoésteel C-terminal,y el encargadode formar el enlacedisulfuro que le une a la cadena

pesada[296]. Por tanto, tampocola cadenaligera daríalugaral descensode Mr observado.Por

todo lo expuesto,sepuede concluir que la reducción,aminoetilación y digestión triptica del

F(ab’)
2 libera el decapéptidopropuesto.Los experimentosindican, además,que al liberarseeste

péptido de complejos entre un fragmentode £23 y el ¡‘(ab’)2, se libera también, de forma

específica,radioactividad correspondientea £23, por lo que se puede proponer que este

decapéptidoincluye en su secuenciaun sitio aceptorde la interaccióncovalentede C3.

4.6.- RELACIÓN ENTRE LA UNIÓN DE C3 Y Cta A ¡£2

4.6.1.-CUANTIFICACIÓN DE LA UNIÓN DE LOS COMPONENTES

En vistade los resultadosobtenidosen las Figuras4.3 y 4.4, por las cualesla presencia

de £23 en los complejosafectaa la unión de Qq, seexaminó si sedabala situacióninversa,y

que pudieraexplicar el efecto inhibidor que se ha atribuido a este subcomponentesobre la

activaciónde la vía alternativa[54]. Con ese fin se realizó el experimentoque serecogeen la

Figura 4.39. En él seutilizó un RD y secuantificó la unión de £23 a los ¡£2, calculadopor la

incorporación de iodo[1-’
4£2]acetamida, en función de la cantidad de Qq añadida (la

concentraciónfisiológica de tste componentesealcanzacon la adición de l5gg). Estosdatos

sugierenque, si bienparecehaberunosefectosnegativosde la presenciade Clq sobrela unión

de C3, estos no parecensermuy significativosen las condicionesempleadasen estosensayos,
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Figura 4.39 Unión de C3 a IC en presencia de cantidades crecientes de Clq. En ordenadas se presenta la
relaciónen basemolar entreel C3 incorporadoy la IgO del IC. En abscisas,la cantidadañadidade Clq. A: -

ensayosen losque,previamentea laadicióndefactorD, RD eIC seincubaron 15 minutos en presencia(lSpg,
ISQ) o ausencia(OQ) de Clq. E ensayoscon SI-IN-Chelex (E) o SHN-EDTA (C). RDC es un control con Rl)
en ausenciade factor D.

ni siquieraen un excesode Qq respectoal concentraciónfisiológica, que se alcanzacon la

adiciónde lSpg. Estasdiferenciasno aumentancuandoseincubanRl), IC y lSgg de £2Iqdurante

15 minutos a 370£2, previamentea la adición de factor O (A-15Q, Figura 4.39) y se compara

frenteal mismoexperimento,pero con la preincubaciónen ausenciade £2lq (A-OQ en la misma

Figura). Los datos presentadosen esta Figura están referidosa la cantidadde I£2 presentes

despuésde los ensayos.Comocontrol,sepresentael resultadoconSHN-£2helex(B-E), con SHN-

EDTA (B-£2) y con Rl) en ausenciade factor D y Clq (RDC).

2..-EFECTO DE LA PRESENCIADE Clq SOBRELA UNIÓN AL DOMINIO Cy3

La fluorografiapresentadaen la Figura4.40 recogeel resultadodel estudiodel efectode

la presenciao ausenciade Clq en la unión de £23 al dominio £273. En ella seapreciaque, tanto

en presencia(calle 6) comoen ausencia(calle 4) de Clq seformanlos complejosentre£23 y este

dominio. No pareceexistir unacorrelaciónevidenteentreunamayoro menorunión al dominio

Cy3 y la presenciao ausenciadel subcomponente£2lq. Por lo expuesto,parecedesprenderseque

o 2.5 5 7~5 10 12.5 15 17,5 20 [rin[ffj RDC

pgClq A
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5.- DISCUSIÓN GENERAL

5.1.- FORMACIÓNDECOMPLEJOSCOVALENTES ENTRE CV LOS FRAGMENTOS

Fab Y Fc

Los experimentos presentados en esta Tesis demuestran que cuando inmunocomplejos

formados por IgG de conejoy ovoalbúmina como antígenoactivan la vía alternativa humana, £23

se une de forma covalenteal anticuerpo.Los complejosformadostienencomo aceptoresa los

fragmentosFc y Fab de la lgG, interaccionandodentro de este último con susdoscomponentes:

el Fd y la cadena ligera. Esto se ha demostradoen virtud de la generaciónde estos dos

fragmentosa partir de inmunocomplejoscon £23 unido, mediantedigestión con tripsina, tras

aminoetilación, o con papafna; ambos exhiben péptidos de C3 unidos covalentemente.La

presenciade los fragmentosde IgCl en los complejosse verificó medianteel análisis de su

comportamientoen columnasde afinidad, así como por su Mr en gelesde poliacrilamida. La

presenciade £23 seconfirmó por la sensibilidada hidroxilaminade estoscomplejos,por lo que

respondena la reactividadgeneralde £23, formandoenlaceséster,así comopor la semejanzade

los fragmentoseluidosporestetratamientocon los generadosapartir de £23 purificadoy digerido

con las mismasenzimas.

La unión de £23 a la cadenaligera ya seha demostradopreviamente,en el casode la

activaciónde la vía clásicasobrebacterias[252].Sobrela unión al Fd existeya una considerable

evidenciaprevia.£2omoconsecuenciade la activaciónde la víaalternativa,IC preparadosconIgG

o ¡‘(ab’» anti-OVA unen £23 covalentemente,a la cadenapesadalos primeros y al Fd los

segundos[255]. Estomismoocurrecon complejossimilaresduranteel procesode solubilización

[263]. Recientementese hademostradoque£23 seunea lgGl humanatermoagregadaa travésde

algúnpunto localizadoentreel final del VE y los primerosresiduosdel £2y2 [258]. Sin embargo,

la evidenciade la unión de £23 al Fc era,hastatora, indirecta. Porunaparte,existendatosque

revelanuna diferenciaentreel comportamientode I£2 con ¡‘(ab’)2 (IC-F(ab’)2) y con IgG (I£2-

IgG). Se ha demostradoque IC-F(ab’» presentanuna mayorresistenciaa la solubilizaciónque

sus equivalentescon lgG [213]. Estos resultadosseexplican por la participacióndel Fc en el

procesode precipitacióninmune, por lo que es probableque la disposicióntridimensional de

ambosIC no seaidéntica.En estemismosentidose ha demostradoque la degradaciónde C3 en

sueroes mayorcuandose encuentraunido a lC-F(ab92quecuandolo hacea IC-IgG [2911.Otra
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evidenciaindirectaprovienede la reactividadde los complejoscon ligandosespecíficosde Fc.

En un caso,agregadosde lgG quehabíanactivadocomplementoerandegradadospormacrófagos

conmayoreficienciaqueagregadoscontrol. Sin embargo,la degradacióneramenoseficazcuando

seinhibían los receptoresde complemento,permitiendotan sólo la acciónde los receptoresde

Fc [308, 237]. Un fenómenosimilar se ha descritoen la unión de IC a linfocitos [309], donde

los autoresya propusieronla unión de algúncomponentedel complemento,probablemente£23,

al Fc. En estesentido,sehademostradoque£23, al igual que£24, inhibe la activaciónde £21 [37].

TambiénsehandescritoproblemasparainmunoprecipitarI£2 solubilizadoscon anticuerposanti-

Fc, lo queseatribuyóa que£23 bloquearía los determinantes del Fc [310],asícomoabolicióndel

reconocimientopor proteínaA [311]. Sin embargo,cuando la activacióntranscurrepor la vía

clásicadurante la inhibición de la precipitación,los complejosgeneradosconservansu capacidad

de unirsea proteínaA [229]. No obstantelos procesosde solubilizacióny de inhibición de la

precipitacióndan lugar a I£2 de característicasdiferentes[312], uniéndosemayor cantidadde £23

en el primercaso[212].

La activaciónde la vía alternativasobreIC lleva, como pasofinal, a la solubilizaciónde

estoscomplejos.La demostraciónde que fragmentosmonovalentesde anticuerposespecíficosdel

Fc o del Fab de la IgG presenteen los I£2 ejercenun efecto semejante,ha llevado a pensarque

las dos interaccionesqueintervienenen la precipitaciónde los I£2 (antígeno-anticuerpoy Fc-Fc)

se ven afectadasduranteesteproceso.La unión covalentede £23 a ambasregionesdemostrada

en el presentetrabajoaportaunabasemolecularal efectode estecomponentesobrela solubilidad

de los I£2, asícomo a las funcionesefectorasdel anticuerpolocalizadasen el Fc, actuandocomo

reguladornegativo.En cualquiercasotodosestosdatosindirectosqueatestiguanel efecto que la

unión de £23 tienesobrela accesibilidaddel Fc debentomarsecon cautela,debidoal tamañode

las dosmoléculas:el de £23b (l76kDa)esmayorqueel de la IgG íntegra(l5OkDa),y másde tres

veces mayor que cadauno de los fragmentosde ésta. Por este motivo los datos presentados

tambiénserianimaginablesaunquela unión no tuvieralugardirectamentesobreel dominio cuya

funcionalidadse ve afectada.

La delimitación dentro del Fab de los sitios de unión de £23 no se ha realizado. La

informaciónexistenteen lo queconciernea la región responsablede la protecciónde £23 de la

acción de factor H, pareceapuntaral dominio £2yl. Es precisamenteestaprotección la que

diferenciaa las superficiesqueactivanla víaalternativade las queno lo hacen.Inmunocomplejos

obtenidoscon F(ab9, activan la vía alternativacon una eficienciaparecidaa la de lgG 1255],

generándosesobrelos complejosactividadde £23 convertasa[313]. El Ql es el único dominio
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específicode clasede todos los que forman el Fab: la cadenaligera y el VN puedenestar

presentesen anticuerposde otras clasesno activadoras.También, por el mismo motivo, es el

único comúnen el Fab a todos los anticuerposdistintosde la misma clase. El queestedominio

seael responsablede la protecciónde la acciónde factor H no quieredecirqueseaésteel único

puntode unión: puedenexistir otrospuntos,esténo no protegidosde factor H. Incluso sepuede

concebirla posibilidad de que el anclajede £23b tuviera lugaren un dominio diferentedel £2yl,

resultandoprotegidoporalgunaestructuraaportadapor él. Los datospresentadosen estaTesis,

en conjuntocon otrospublicadosen la bibliografía,sugierenque£23 seuneal dominioCyl [258]

y a la cadenaligera cuandoseactivala víaalternativasobreinmunocomplejos.Existe la incógnita

sobrela unión al VE, si bienestudioscon anticuerposmonoclonalessugierenla existenciade una

modulaciónporestaregióndela activacióndel complementoporambasvías [314,315],asícomo

en la interacciónde I£2 con C3b unidoy eritrocitos[316].Dentrode la cadenaligerasedesconoce

cual o cualesson los puntosde anclaje.

5.2.-UNIÓN DE C3 AL DOMINIO Cv3

£2omoseha visto en el apartadoanterior,£23 seuneal Fc y al Fab. Respectoaesteúltimo

ya sehandiscutido los posiblessitios aceptores.En cuantoal Fc nuestroesudioha demostrado

que al menospartede estaunión tiene lugaren el dominio £273, y sesugierefuertementeque

tambiénocurreen el £272. Esto seha demostradode formasemejantea la seguidaen el casodel

Fc y ¡‘ab, mediantedigestionescon pepsina.La verificación de la presenciade pFc’ en los

complejosse realizó en función del Mr de los complejos,de su comportamientoen unacolumna

de Superdex75, de su presenciaexclusivamenteen el sobrenadantede los complejos,de su

inmunoprecipitacióncon un anticuerpoanti-Fc,asícomo su generacióna partir de complejosde

un fragmentode £23 conel Fc. En cuantoa la presenciade £23, se siguieronlos mismos criterios

del apanadoanterior:sensibilidada hidroxilamina y semejanzade los fragmentoseluidosporeste

tratamiento con los de £23 purificadodigerido en las mismascondiciones.

El dominio £2y3 juega un papel importanteen la estructuradel Fe. Los dominios

integrantesde estedímerointeraccionanfuertementeentresi, mientrasque no existetal contacto

entrelos dos £272. Precisamentelos contactosentreel £272 y el £2y3 modulanen cierta medida

la disposiciónfinal del primero [209].Justoen el espaciointerdominoentreéstosesdondeseha

identificado la región de interaccióncon proteínaA [261]. Tambiénse le ha atribuido a esta

región la responsabilidadde la interacciónFc-Fcqueparticipa en la precipitaciónde IC [208].

Al dominio Cy3 se le atribuye un papel en la interaccióncon receptoresde Fc, aunqueno
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participedirectamenteen estainteracción,en la quesi parecejugarun papelprimordial la región

bisagrabaja [200]. También se ha sugeridoque estedominio jugaríaun papel importante en la

activaciónde £21, medianteinteraccióncon la subunidadcatalíticade estecomponente(Cl r,s2)

[317, 318]. Todasestasfuncionesseven afectadaspor la unión de £23 a I£2 cuandoéstatiene

lugarpor la vía alternativa.Porello, no resultasorprendenteque£23 formecomplejoscovalentes

con este dominio cuando se activa esta vía. No obstante conviene volver a recordar lo ya

mencionadoen el apartadoanterioren los concernienteal tamañorelativo de las dos moléculas

y a que, porello, esconcebiblequealgunos,sino todos, los efectosdescritostuvieran lugar en

el casode que £23 interaccionaracon otro dominio.

5.3.- UNIÓN DE C3 A LA REGIÓN BISAGRA

La región bisagraes la que sirve de nexo entre los dos brazos Fab y el Fc. Es un

segmentoque consta de una región central, rígida, rodeadapor otras dos flexibles. A su

movilidad se le ha atribuido la responsabilidadde que en estudiosde difracción de rayosX de

moléculascompletasde IgG no se hayadetectadodensidadelectrónicacorrespondienteal Fc

[202]. Sólo seha podido estudiarla estructurade IgG completaen el casode mutantesque

carecende estaregión [201].En el casode cristalesdeFc-y humano,la regiónN-terniinal carece

de densidadelectrónica,achacablea la movilidad de estaregión en los cristales[319]. En esta

Tesis se han presentadodatos que indican que £23 se une covalentementea esta región, más

concretamente,lo haceen un decapéptidoincluido en ella, comprendidoentrelas posiciones221

y 234 (numeraciónBU). Su identificación se ha basadoen la liberación de radioactividadde

complejosaminoetiladosentre£23 y ¡‘(ab’)2 despuésde digerir con tripsina, mientrasque esta

radioactividadno se libera en los mismos complejos no digeridosni en complejos alquilados

digeridos.En estedecapéptidotan sólo existentres residuosquepotencialmentepuedenservirde

aceptoresde C3b: Ser
221,Lys2~ y Thr224, todos dentrodel segmentoalto de la bisagra,el más

flexible de estaregión [200]. Teniendoen cuentala sensibilidada hidroxilaminade la mayoría

de los complejosentre C3b y el anticuerpo[244,291j, parece improbableque la unión tenga

lugaren la Lys222, puestoquelos enlacesformadosconesteresiduosedanamidas,resistentesa

estetratamiento.No obstante,su participación no puedeser excluida, dada la existencia de una

fracción de complejos resistentesa hidroxilamina. La Thr224 es el residuo polimórfico que

correspondeal alotipo d12 [296]. En dli esteestáreemplazadopor Met, no apto como aceptor

de C3b. Es, además,dondese andael carbohidratopresenteen un 30% de las molécula[300].

No se han realizadoestudiosque relacionenel alotipo con la activación de la vía alternativa,

aunqueno existendiferenciasfuncionalesasociadasa los alotipos[320].Por tanto, debidoa estas
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y e

FIgura 5.1 Modelo tridimensionaldeun Fabhumano[329]. La ¡(neahuecarepresentaa la cadenapesaday la
lffiea sólida a la cadena ligera. Se muestran en este modelo los sitios propuestos por el grupo de Carroll (1) y
en este trabajo (2).

causasno creemosprobablequeesteseaun punto de unión importantede £23. En apoyo de esta

posibilidad,estáel hechode que la presenciadel carbohidratounido a la Thrm no esnecesario

parala activaciónde la vía alternativa[257].El residuorestante,Ser221,es un candidajoprobable

para ser responsablede esta interacción,no siendoel primer caso en el que se describela

interacciónentre£23 y residuosde Ser,tanto libres [185]como dentrode proteínas[259]. Por

todo lo expuesto,proponemosa la Se?”de la IgG de conejocomo uno de los sitios aceptores

de la unión covalentede C3b durantela activaciónde la vía alternativa. Recientementese ha

descritola unión de £23b al dominio £2yl de IgOl, tras la activación de la vía alternativaen

termoagregados[258]. En una comunicaciónposteriorse ha acotadoestepunto a un segmento

comprendidoentrelos residuos134 y 156 del dominio Ql [321]. En estasecuenciaexistentan

sólo cuatro sitios aceptorespotenciales:Ser’34, Thr135, Ser’36 y Thr155. Los tres primerosse

encuentranen un bucleexpuesto,en la cara internaentre los dos brazos¡‘ab, y próximoa la

región bisagra(Figura5.1); el resto de la secuenciaforma partede la hoja fi integradaen la

regiónde contactoentrelos dominios£2->’1 y CL. Próximoen el espacioaestaregiónseencuentra

tambiénel sitio sugeridoen el presenteestudio(Figura 5.1). Es posible que estazona de la

estructuratridimensionalde la moléculaconstituyaun sitio favorablecomo aceptorde la unión

covalentede £23.

Resulta interesanteen estepunto el examendel sitio de interacciónde C3b sobreC4b
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descritorecientemente[259]. La interaccióncovalentetiene lugar con algunade las dos serinas

en posiciones1217 y 1219 (numeracióndc C4 humano).Es destacablequela secuenciaadyacente

a ésta hacia el C-terminal, el segmentode 16 aminoácidosentre los residuos 1224 y 1239,

contiene siete prolinas, proponiendolos autoresque, merced a estos residuos,esta región

resultaría protuberante en la estructurade la molécula,facilitando así la unión covalentede £23.

En el casoque nos ocupa,tambiénexisteunaregión rica en prolinasen las proximidadesde la

Se?2’haciael C-terminal,la Promy la tresprolinascontiguas,Pro230,Pro~y Pro232, integrantes

estasúltimas de la bisagrabaja. Haciael N-terminal de estaSe?”de la IgG existeotraSery una

en posiciones218 y 219 contiguas,por tanto, a la £2ys220,el punto de rupturade la tripsina

en la IgO aminoetilada. Estos datos sugieren la posibilidad de que existan sitios

conformacionalmentefavorablesparaservir como aceptoresde £23b.

La unión de £23 a estaregiónpuedereducirla movilidad de los brazosFabalrededordel

segmentobisagray, deestemodo, afectara la solubilidaddelos complejos,mediantela inducción

de reorganizacionesmolecularesen la malla formadapor el IC, y la destrucciónde algunas

interaccionesAg-Ab. Los efectospuedenserdramáticossi nos imaginamosa unaproteínacomo

£23b, de l76kDa unidaa estesegmento.Tambiénes convenienterecordarla asóciacióndescrita

entrela flexibilidad de los anticuerposen estaregióny la capacidadde activaciónde £21 [322,

323]. De estaforma, la unión de £23b a la región bisagrajustificarla la inhibición descritasobre

la activación de £21 [37]. De cualquier forma, este sitio estáa caballo entreel Fc y los brazos

¡‘ab, por lo que,dadoel tamañode C3b,podríaafectarsimultáneamentea la interacciónantígeno-

anticuerpoy a las interaccionesFc-Fc, asícomo a las funcionesefectorasdeéstaregión.

5.4.- EFECTO DE LA PRESENCIA DE Cia SOBRE LA UNIÓN DE £23 A

INMUNOCOMPLEJOS

Los datos presentadossugieren un efecto negativo de la unión de C3 a los

inmunocomplejossobrela unión aéstosdel subcomponente£2lq. Con el fin de averiguarsi este

efecto es reciproco y si la inhibición de la vía alternativaatribuida a £2lq esdebida a una

reducciónen la incorporaciónde £23, seestudióel efecto quetiene la presenciade Clq sobreesta

incorporación.Estosestudiosse realizaronen un intervalo de concentracionesque oscilanentre

O y lOOgg/mL, excediendoestaúltima la concentraciónfisiológica (SOgg/mL>. El efecto

observadofue poco importante, apreciándosetan sólo en los primerospuntos, esto es, las

diferenciassólo son detectablesal comparar los valores obtenidosen ausenciade £2lq con el

resto.La presenciade £2lq tampocoafectaa la unión de C3 al dominio £2y3. Por tanto, podemos
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concluir queen las condicionesutilizadasClq no afectaa la unión de C3 a los inmunocomplejos.

No se puede excluir, no obstanteque en otras situaciones,como por ejemplo durante la

solubilizacióno la interaccióncon superficiescelulares,el efecto de Clq se hagapalpable.

5.5.- UNIÓN COVALENTE DE £23 A INMUNCOMPLEIOS: :UNO O MÚLTIPLES

PUNTOS DE UNIÓN

?

La unión de £23 a superficiesaceptorastiene lugar a través de un mecanismode

transacilación,merced a la hidrólisis de un enlace tioéster que libera un grupo carbonilo

transitoriamentereactivo. Las funcionesdesarrolladaspor las moléculasde £23 covalentemente

unidas son diversas,dependiendoen buenamedida de la naturalezadel substrato.Dichas

funciones incluyen las propias de la activación del complemento,formación de £23 y £25

convertasaso las de opsonización.Segúnla función desarrollada,los requerimientosde la unión

son diferentes.Si setratade activacióndel complementola situaciónesdistintaen la £23 y en la

£25 convertasa.£23 participa en la £23 convertasade la alternativa,formandopartedel complejo

£23bBb. Este complejo une £23 y, por medio del componenteenzimático Bb, lo activa. La

especificidadde la enzimano vienedadapor la unión covalentede C3b a la superficieaceptora,

sino por la interacciónno covalenteentre£23b y Bb. Estaenzimaesactiva tantocon £23b unido

a superficies aceptorascomo cuando £23b está soluble. La diferencia entre las superficies

activadorasy las queno lo son no radica en la actividadde la enzima,sino en la regulaciónpor

los factores H e 1. Los activadoresde la vía alternativason tan diversos que se hacedifícil

imaginarunaestructuracomúnatodosellosquesirva de núcleoaceptorde moléculasde £23. En

el caso de la opsonización,el único requerimientoexistentees que £23b sea accesiblea sus

receptoresespecíficos.El casode la C5 convertasa,en la que £23 participaen ambasvías, es

distinto, formandoC3b complejoscovalentesC4b-C3b(víaclásica)y C3b-£23b(vía alternativa),

dondeC3b esel que se une a las moléculasde £24b o C3b presentespreviamente.En estecaso

si sehacenecesariauna especificidaden cuantoal sitio de anclajecovalente,tal y como se ha

demostrado,puestoquela especificidadpor la unión de £25 es aportadaporel dímerocovalente.

De hecho se ha comprobadoque mutantes de £24 sobre los que £23 no puede unirse

covalentementesí puedengeneraruna C5 convertasa activa formando dimeros no covalentes

[259]. Se sugirió porello que la especificidadde la unión covalentepodría venir dadaporuna

interacción,previaa ésta,entre£24b (o £23b) y £23b* [259]. Si estoes así, y una interacciónno

covalentepreviapuededirigir la covalente,existeevidenciade que tanto £23 nativo como C3b

interaccionanno covalentementecon los fragmentosFc y Fab y queello produceinhibición de

la precipitación,aunquees incapazde solubilizar IC preformados[260]. Estainteracciónpodría
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dirigir al £23b con el carbonilo aún reactivoa unirsetanto al Fc corno al Fab.

En el caso particularde inmunocomplejos,las funciones que desarrollaC3 son la de

generaciónde una £23 convertasay la del mantenimientode la solubilidad de los IC, así como

favorecersu eliminacióndel torrentesanguíneo.Estasfuncionesno requierenningunadisposición

particulardel complejo IgG-£23b.En cuantoa la capacidadde los I£2 de activar la vía alternativa,

cabendos posibilidades.En la primera suponequeel ¡£2 actuaríacomo superficieactivadora,

independientemente,en mayoro menormedida,del punto porel que £23 interaccionara.En la

segundaposibilidad,un único sitio del anticuerposedael que protegiesea las moléculasde £23b

unidasde la accióndel factor H. Asumiendoqueestefuerael caso,tampocoseríanecesariola

unión exclusivade £23 a estesitio. Estoes lo queocurrecon activadorescomo la inulina, donde

existen moléculasde C3bcon diferentesafinidadespor factor H, debidoa la unión de C3b sobre

distintospuntosdel carbohidrato[324].Tambiénesnecesariorecordarquela formaciónde la £23

convertasa,protegidade la acciónde factor H, no es la única función ni el único efecto de £23

sobrelos I£2. Parael restode las funcionesno es necesariaestaespecificidad.Más aún, algunas

se explicanmejor cuandose concibela existenciade varios sitios de unión.

En apoyode la existenciade múltiples sitios de unión,convienerecordarel casode la ar

macroglobulina.Este inhibidor séricode proteasasejerce su función de una forma parecidaa

como desempeña£23 algunasde susfuncionessobrelos IC. El inhibidor se une covalentemente

a la enzima inhibida, lo que provocaqueexistanimpedimentosestéricosparael accesode los

substratosal centro activo [325]. Recientementeseha demostradoque este inhibidor se une a

diferentesproteasasa travésde múltiples sitios de unión, habitualmenteresiduosde Lys, con la

excepciónde termolisina,con la queformamayoritariamenteenlaceséster[304]. El papelde £23

en el mantenimientode la solubilidad de los ¡£2 seriasimilar al de la a2-macroglobulinaen el

sentido de que su acción seria la de crear impedimentosestéricosque bloquearíantanto

interaccionesantígeno-anticuerpocomo Fc-Fc.

£2omosemencionóen el apanado5.3, recientementeseha demostradoquela interacción

de £23b con IgGl humanatermoagregadatiene lugar a travésde una regiónde la cadenapesada

comprendidaentrelos últimos 20 residuosdel dominio VE y las 20 primerosdel £272 [258]. En

una comunicaciónpreliminar posterior se ha acotadoesta región a un péptido del £2yl

comprendidoentrelos residuos134 y 156 (321]. En esteestudiono sedescartóla posibilidadde

que £23 interaccionasepor otrospuntosademásdel propuesto.Su sistemaexperimentalpresenta

unadiferenciafundamentalrespectoal empleadoen estaTesis,consistenteen el estadode la lgG
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presenteen los ensayos.En su casoemplearon[gGl humanaagregadapor calor. Es frecuente

el usode IgO en estascondicionescomo alternativaal usode inmunocomplejos,tantoen estudios

de activacióndel complementocomo de interaccióncon receptores.No obstante,los resultados

obtenidos con este sistema no son comparablesen todos los casos con los datos de

inmunocomplejos.Seha comprobadoque la especificidadde especieen la interacciónentreIgO

y algunosreceptoresde Fc sepierdecuandolos estudiosserealizancon IgG agregada,por lo que

seha dudadode la utilidad de estereactivo en el estudiode los receptoresde Fc [201]. Más

pertinentea nuestrocaso,seha comprobadoqueexisteunadiferencianotableen la adherencia

a eritrocitos, por medio del £2R1, entre inmunocomplejose IgG agregadaque han unido £23b

[326]. Mientras quecuandose tratade inmunocomplejosla unión estáen función del númerode

CR1 por eritrocito [230],estacorrelacióndesaparececuandosetratade agregadosde IgG [327].

Por tanto parecenexistir diferenciasentrela forma de unión dc £23b a IgG cuandoforma parte

de inmunocomplejoso cuandoestá agregadapor calor. Tambiénse ha comprobadoque IgG

agregadaporcalorfija complementopor la vía clásicaconmenoreficienciaqueinmunocomplejos

obtenidoscon el mismoanticuerpo[328].En estemismotrabajose describiótambiénunamayor

sensibilidaddel Fab a papaínaen la IgO agregadaqueen el anticuerpooriginal [328]. El sistema

utilizado en estaTesisplanteael problemade tratarsede un sistemaheterólogo.No obstante,los

controles realizadosen los que el suero utilizado fue de conejo, la misma fuente de los

anticuerpos,demostraronquelos resultadosson idénticosa los obtenidoscon suerohumano.Por

ello, es probableque la localizacióndel sitio propuestaen los estudioscon IgG termoagregada

seaconsecuenciade unaalteraciónde la molécula,alteraciónquequeno estápresenteen la IgG

integrantede inmunocomplejos.

Todo lo expuestoen esteapanadosugiere,portanto, que la interacciónentre£23b e I£2

trasla activaciónde la víaalternativatiene lugara travésde múltiples puntosdel anticuerpo.Ello

no excluye,no obstante,la existenciade puntosdonde la unión seamayoritaria.
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6.- CONCLUSIONES

Las conclusionesque sepuedenextraer de la presenteTesis Doctoral son las siguientes:

1) El Tercer £2omponentedel Sistemadel ComplementoHumano (£23) seune covalentemente

a la IgO de conejointegrantede inmunocomplejoscuandotiene lugar la activaciónde la

vfa alternativa,y estainteracciónacontecea travésde La cadenapesaday de la cadena

ligera del anticuerpo.

2) La unión covalentetiene lugar tanto en el fragmentoFab como en el Fc de la molécula

de anticuerpo. La unión a ambos regioneses, en términos cuantitativos, de similar

relevancia.

3) Dentro del Fc, C3 seune al dominio C73 y existenevidenciasindirectasde queel C-y2

estambiénun substratode dichainteracción.

4) Los resultados presentados indican que, muy probablemente, la región bisagra, en su

segmentoalto, es también un aceptorde la unión covalentede £23. El candidato más

probablede estaregión lo constituyela Se?”. Estaunión esespecialmenteimportante,

dadoel papelquejuegaestaregiónen la flexibilidad de la moléculade anticuerpo.

5) No se ha podido identificar un efecto clarode la presenciade £2lq sobrela unión de £23,

tanto a los inmunocomplejoscomo,dentrode éstos,al dominio £2y3. Por otra parte,la

unión de £23 si parecetenerun efecto negativosobrela unión de £2lq.

6) Finalmente, y a modo de conclusión final, £23 se une a múltiples sitios de la lgG

integrantede inmunocomplejoscuandotiene lugar la activaciónde la víaalternativa.Estas

unionesaportanuna basemoleculara los efectosque el anclajede £23 tiene sobre los

inmunocomplejos.
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