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INTRODUCCION



1l.1.~ GENERALIDADES, -

Los anticuerpos son moléculas polifuncionales que juegan un papel
fundamental en la‘respuesta inmune. -Previa unién del antigeno, los anticuer
pos son capaces de iniciar un conjunto de funciones efectoras, de naturale-
za variada, entre las que se incluyen:

1.~ Reconocimiento del Fntigéno por células especificas, pernitieg

do la diferenciacién del linfocito B a célula plasmitica secre
tora de anticuerpos.

2.~ Activacién del complemento, lo cual llevard a una serie de re-

sultados tgles como lisis célular, liberacién de factores qui-
miotdcticos e inflamatorios, etc,

3.- Fenomenos de hipersensibilidad, los cuales incluyen la libera-

cién de histamina de mastocitos y baséfilos.

4.~ Modulacidén de la actividad de los linfocitos T.

5.~ Inunidad mediada por células.

La molécula de anticuerpo, por tanto, actia como un transductor
que transmite una sefial desde los sitios combinantes con el antigeno, en el
extremo amino-terminal de la molécula, a la parte donde residen los sitios
efectores, en el extremo carboxi-terminal. la transmision de esta informa—
cién ocurre generalmente sobre distancias superiores a los 80 i y a traves
de varios dominios conformacionales.

Para realizar estas funciones, las moléculas de anticuerpo exhiben
un conjunto de estructuras con conformaciones bastante inusuales y con pro-
piedades dindmicas apropiadas. Todas las inmunoglobulinas son oligoméricas

con un gran mimero de similaridades en su estructura bdsica.



1.2.~ SUBUNIDADES Y ESTRUCTURA PRIMARIA DE LAS INMUNOGLOBULINAS .-

1.2.1.~ Estructura general .-
las inmunoglobulinas son glicoproteinas que presentan una estructu

ra bdsica con cuatro cadenas polipept{dicas iguales dos a dos. Las dos de
menor tamafio (PM~25000 Dalton) se conocen como cadenss ligeras (L) y las
dos de mayor tamafio (PM de 52006 a 70000 lalton) se conocen como cadenas pe
sadas (H). las cadepu pesadas se mantienen unidas entre s{ por puentes di-
sulfuro e interacclones no covalentes. las cadenas ligeras se mantienen uni
das a las pesadas por interacciones no covalentes y, en‘general, por puen-
tes disulfuro (figura n® 1),

La molécula de inmunoglobulina se presenta bien con esta estructu-
ra bdsica o bien puede polimerizar dando estructuras de orden superior (fi-

gura n@® 2),

1.2.2.~ Cadenas ligeras .-

las cadenas ligeras pueden ser divididas en dos regiones: una que
comprende la mitad amino-terminal de la cadena polipeptidica y que presenta
una gran variabilidad de secuencia al comparar las distintas cadenas lige-
ras (VL), y otra regién que comprende la mitad carboxi-terminal y que pre-
senta mucha menos variabilidad en secuencia (CL). E con,‘lunto de regiones
CL se agrupan bajo dos tipos fundamentales en base a la estructura primaria

que determinard que la cadena ligera sea K o).

Tanto la regién C. como la regién V. contienen un puente disulfuro

L L

intracatenario que cierra un segmento ae unos 60 residuos.



a3

~N-term.

F (ab)
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Figura n? l.- Molécula de inmunoglobulina G.



Figura n® 2.- Pentdmero de inmunoglobulina F.



Dentro de la regidn variable se distinguen tres pequefios segmentos
hipervariables, alrededor de las posiciones 30, 50 y 90 (desde el extremo
amino-terminal) (figura n? 3) (1). En estas posiciones la diversidad secuen
cial entre las distintas cadenas ligeras es muy elevada. El resto de la re-
gidén variable se conoce como regién armazén y presenta, menor variabilidad
de secuencia, determinando-el subgrupo al que pertenece la cadena ligera.
Las regiones hipervariables contienen los residuos que hacen contacto dir.g
to con el antigeno o determinan la conformacién del centro de unién del an-
tigeno, siendo, por tanto, los que determinan la especificidad del anticueg

Po.

1.2.3.- Cadenas pesadas .-

La cadena pesada puede ser dividida en cuatro regiones (cinco en
alginas clases) cada una de las cuales contiene un puente disulfuro 1ntrace
tenario que cierra un segmento de unos 60 residuos. la regidn variable (VH)
abarca los 110 aminoacidos amino-terminales (similar a VL). Las tres cuar-
tas partes restantes de la cadena se pueden agrupar bajo un pequeflo nimero
de secuencias polipeptidicas fundamentales que definen la clase a la Que
pertenece la inmunoglobulina., A su vez, dentro de una determinada clase se
observan pequefias diferencias que definen la subclase (tabla n® 1).

La parte constante comprende tres regiones: Cﬂl, Cy2y Cyl (en el
caso de las inmunoglobulinas M y E existe una regidén adicional: CH4)’ las
cuales muestran una homologf{a de secuencia muy elevada, tanto entre s{ como
con la regién Cpe
Bn la regién variable se han definido cuatro segmentos hipervaria-
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Figura n? 3,- Variabilidad de los restos de aminodcido en las distintas

posiciones de la regidn variable de las cadenas ligeras.
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bles, alrededor de las posiciones 33, 57, 83 y 98 (2). Los residuos locali-
zados en estas posiciones contribuyen, junto con los de la cadena ligera, a
determinar la especificidad de la molécula de anticuerpo. El resto de la re
gién variable, regidn armazén, define los distintos subgrupos de la cadena
pesada.

Los puentes disulfuro entre las cadenas pesadas se suelen situar
en un segmento de unos 20 aminoacidos que se extiende entre CHI .y CHZ. Esta
seccién se conoce como regién gozne y no mmestra homologia con ninguna otra
regién de la cadena pesada o ligera. Se caracteriza por un elevado conteni-

do en prolina.

l.2.4.~ Otras subunidades .-

Cuando las inmunoglobulinas se presentan como polimeros de la uni-
dad fundamental vista (dimeros o polimeros de mayor tamafio de inmunoglobuli
na A, pentdmeros de inmunoglobulina M) aparte del correspondiente nimero de
cadenas pesadas y ligeras, se presenta una cadena polopeptidica adicional:
la cadena J (PM~15000 Dalton) que es necesaria para la formacidn de estas
inmnoglobul inas poliméricas (figura n? 2).

El componente secretor (PM~ 72000 Dalton‘) es otra cadena polipep
tidica adicional que se encuentra asociads a los polimeros de IgA e IgM

cuandose presentan en las secreciones externas.




10
1.3.- ESTRUCTURA TRIDIMeNSIONAL DE LA INMUNOGLOBULINA G .-

1.3.1.- Modelo general .-
Los estudios de difraccién de Rayos X han mostrado que las distie

tas subunidades de homologia de las inmunoglobulinas comparten un modelo co
min de plegamienfo polipeptidico (3,4). Cada dominio de homologia de las re
glones constantes estd constituido por dos hojas de estructurafa, una con
cuatro cadenas polipeptidicas antipurnleiaa Yy la otra con tres. Los domini-
os de las regiones variables presentan el mismo modelo bdsico, aungque exhi-
ben un segmento adicional de cadena polipept{dica en forma de asa ( figura
ne 4),

Las dos hojas ]3 contienen slrededor del 50 % de los residuos pre~
sentes en cada regién de homolog{a. Restos polares y apolares se van alter-
nando, especialmente en las zonas que no estan implicadas en interacciones

con otros dominios. Treonina y serina son los aminoacidos que con mds fre-

cuencia se encuentran expuestos al disolvente en la superficie de las regio
nes variables, En el caso de las regiones constantes se observa una mayor
variabilidad en cuanto a los aminodcidos que se exponen a la superficie (5)
Las dos hojaa/?, que se encuentran en una disposicién casi paralela, aco--
plan en su interior un nicleo constituido por las cadenas laterales de 1los
restos hidrofébicos y que incluye el puente disulfuro intracatenario que
une las dos hojas.

Este modelo de plegamiento es altamente conservativo en las dife-
rentes regiones de homologia (6,7), observdndose que la mayoria de las dife

rencias estructurales ocurren en los segmentos que no participan en la es-



Figura n® 4.~

11

Esquema del plegamiento de la cadena polipeptidica de los do

minjos de inmunoglobulina. El trazado continuo corresponde

‘al plegamiento de las regiones constantes (CL y CH)’ El seg-

mento punteado representa el polipéptido adicional de las re
giones variables (V, y VH). La numeracién corresponde a la

regién C de la cadena L (A).
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tructura /3 . Los segmentos hipervariables de las regiones variables no for-
man parte de la estructura/3 y, alejados en 1o que se refiere a la estructu
ra primaria, se presentan préximos en cuanto a su localizacién espacial y

determinan la conformacién del centro combinante con el ant{geno.

1.3,2.~ Interaccién entre subunidades .-

Las moléculas de inminoglobulinas presentan un gran nimero de inte
kracciones no covalentes que estabilizan la disposicién relativa de los dis-
tintos dominios de homologia. lLas interacciones pueden darse entre dominios
adyacentes pertenecientes a la misma cadena (:I.nte:_rucciones longitudinales)
o entre dominios de distintas cadenas (interacciones transversales).

Los dominios de homolog{a de las inmunoglobulinas se encuentran
asociados por pares (8, 9) a traves de interacciones transversales. Excep-
tuando los dominios CH2' la asociacién entre dominios es fuerte e incluye
un gran éréa de contacto. Por el contrario, las interaocijones longitudina-
les implican un pequefio nimero de residuos de contacto y, en general, posi-

blemente permiten una cierta flexibilidad entre dominios.

1.3,3.~ Susceptibilidad de las inmunoglobulingg a la accién proteolitica .-

la diferente susceptibilidad de las regiones de la inmunoglobulina
a la accién proteol{tica‘ de diversas enzimas (especial susceptibilidad de
la regién gozne y, aunque en menor extensién, de los segmentos polipeptidi-
cos que conectan los dominios de homologia), ha permitido la obtencién de
un gran nimero de fragmentos de la inmunoglobulina completa, fragmentos que

han jugado un papel muy importante en la asignacién de funciones efectoras
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a distintas regiones de la molécula.
El conjunto de fragmentos obtenidos de la IgG por digestidn enzj.m:

tica figuran en la tabla n® 2,

1.3.4.- Estructura del Fab .-

Los estudios iniciales realizados con el Fab de Ala IgG New (IgGl
humana procedente de un mieloma) mostraron que el fragmento Fab puede ser
dividido en dos dominios estructurales, V y C, de unas dimensiones aproxime
das de 40x50%40 £ cada uno. Cada dominio estructursl contiene dos dominios
de homologia (VB Yy VL en un caso y Cﬂl y CL en el otro) que presentan un
eje d§ simetria binario., Las regiones V y C del Fab New no son colineales y
sus pseudoejes de simetria binarios forman un angulo de 137°.

La cadena L es mis extendida que la H y como consecuencia de esto
el dngulo formado por los dos ejes principales de las regiones CL y VL es
aproximadamente de unos 110°, mientras que entre V,; ¥ Cy es de unos 80°.

Los segmentos hipervariables de las cadenas H y L se presentan pré
ximos en el espacio, rodeando una pequefia cavidad que se ha definido como

el asitio combinante del fragmento Fab (figura n? 5) (22).

1.3.5.- Estructura del Fo .-

La disposicidén de los dominios globulares del fragmento Fc de la
IgG humana le confiere a éste. una forma peculiar, con los dominios CHB for-
mando un conjunto central globular del que salen otiras dos regiones globula
res que son los dominios C‘Hz {figura n® 6), La estructura del Cg2 ¥ Cy3 es

la ya descrita para el conjunto de los dominios. CH2 y CH3 estén conectados
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DUMINIOS QUE LO

FRAGMENTO CONSTITUYEN ENZIMA REFERENCIA
Fab VirCpe Ve Cpd Papaina (10)
F(ab')2 (VL'CL'vn'cnl)z Pepsina (11)
Fd VipCd Papaina (12)
vy e Pepsina (13)

Tripsina (14)

Papafna . ' (15)
v, Papefne ()
P, VoV, Pepsina (17)
o GGyl Subtilisina (18)
;'*acb (VoCp Vel o), Plasmina (19)
Fo (Cg2:043), Papafna (10)
Cy2 Tripsina (20)
pFe” "Cy3 Pepsina ° (21)

Tabla n® 2.= Fragmenfos producidos por la accién proteolitica de distintas

enzimas sobre la molécula de 1gG.
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Figura n? 5.~ Esquema de algunos de los residuos aminodcidos del sitio

combinante de la IgG New.
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por un segmento de cadena p&lipeptldica que va desde la Ser 337 hasta la
Gln 342, Este segmento estd -expuesto al disolvente y de aqui su elevada eﬁg
ceptibilidad al ataque proteol{tioo.

Los dominios GHB interacoionan fuertemente entre s{ al contrario
de 10 que ocurre con los dominios (-‘32 que no muestran interaccién entre sf.
El extremo amino-terminal, incluyendo la secuencia =Cys-Pro-Pro-Cys- parece
ser altamente desordenado ya que no se puede trazar en el mapa de densidad
electrénica. El segmento que sigue en esta regién amino-terminal, hasta pro
lina 238, parece estar en estrecho contacto con perte del carbohidrato que
. se encuentra unido a 1; Asn 297. Esta secuencia y la cadena del carbohidras

to se localizan entre los dominios Cg2 (23).

1.3.6,~ Estructura de la IgG .~

Eatre las inmunoglobulinas de las que se tienen datos de difrac—
cidn de Hayos X cabe resaltar los obtenidos con la IgG Kol (IgGl humana pro
cedente de un mieloma), especialmente por la presencia en esta moléoula de
una regién gozne normal, a difetrencia de otras IgG sometidas a estudio (24,
25).

El andlisis estructural de la 1gGC Kol revela que no es posible

_asignar a la regién Fc un mapa de densidad electrénica. La regién Fo apare~
ce como desordenada en el cristal, probablemente debido a la presencia de
una regién gome flexible que es capaz de desplazamiento incluso en la me-
-lla cristalina. (23,26).

Los estudios realizados con otras inmnoglobulinas que presentan

delecciones en la region gozne han permitido obtener un modelo tridimensio-



nal de la molécula completa, como es el caso de la IgG Dob (1gGl humane pro
cedente de un mieloma que presenta una deleccién de 15 residuos en la re—
gién gozne) cuya representacién aparece en la figura n® 6 (24). la estructu
ra trid:l:menaional de las distintas regiones es la misma que la que se ha

visto para los fragmentos Fab y Fc por separado.
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Figure n® 6.~ Esquema de la estructura tridimeneional de la IgG Dob. Una
de las cadenas H tiene sus esferas en tono gris. Las unide-
des de carbohidrato se representan por las esferas de mayor

tamafio en negro.
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l.4.- FLEXIBILIDAD IE LA INMUNOGLOBULINA G .-

Los estudios realizados con la IgG de conejo demuestran la existeg
cia de flexibilidad en la moléoula. Ybguerabide y col. (27) mostraron que
. la regifin Fab puede moverse con respecto al Fc., La flexibilidad de la re—
gién gozne permite a las regiones Fab, relativamente compactas, moverse una
.can respecto a la otra. El angulo entre los brazos Fab puede variar entre 0
y 1800 (28),

. La reduceidn de los puentes disulfuro intercadena pesada de la IgG
interfiere con su capacidad de activacién del complemento (29,30), capaci——
dad de aglutinacién (31) y con su \;nién a receptores célulares (32,33). No
obstante, 1los estudios estructurales realizados con la molécula de anticuer
po no aclaran suficientemente los efectos de tal rotura en la molécula. Es-
tudios hidrodinidmicos han sido incapaces de detectar cambios conformaciona-
les importantes tras la reduccién (34,35,36). Sin embargo, medidas de depo-
larizacién de flumorescencia indican que el puente disulfurc juega un papel
importante en la restriceidn de la flexibilidad de la molécula de anticuer-
po (37).

Como ya se ha visto al tratar los estudios de difraccién de Rayos
X, no existe contacto entre los dominios CH2. que se mantienen separados
por el resto de carbohidrato. Los estudios de intercambio isotdpico de Ven-
yamicow y col. (38) sugieren que la regién CHZ es una estructura relativa—
mente abierta que sufre una desestabilizacién tras la reduccién del puente
disul furo.

Los estudios realizados con inmunocomplejos si muestran cambios im



portantes en la molécula de anticuerpo tras la reduccién de los puentes di-
sulfuro intercadena pesada. Tras la reduccidn, los dominios cﬂz se separan
con 1o cual los brazos de la molécula de anticuerpo se incrementan en 23 :
(figura n® 7), como corresponderfia a la formacién de un nuevo gozne en la
zona de interaccién CHZ-CBB (36), ya que los dominios an se mantienen m-;._-
temente asociados por interacciones no covalentes.

Los espectros de Resonancia Magnetica Nucle'ar llevados a cabo con
los fragmentos Fc y pFc’de conejo aparecen especialmente bien resuelios en
comparacibn con los espectros de otras moléculas de similar tamafio (39). Bs
to se ha interpretado como posible prueba de una importante flexibilidad
segmental en la molécula de anticuerpo. La rotura del puente disulfuro in-
tercadena pesada del Fc no tiene précticamente efecto en el espectro de Re-
sonancia &gnética Nuclear y, por tanto, apoya la ausencia de cambios con--

formacionales importantes en la molécula tras la rotura de este enlace.
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1.5.~ CAMBIOS CONFORMACIONALES COMO CONSECUENCIA IE lLA UNION DEL ANTIGENO,-

Ya que la unién del antigéno al anticuerpo se correlaciona con la
iniciacién de una serie de funciones efectoras, tales como la activacidn
del complemento o actividad opsonizante, se ha postulado que un cambio con-
formacional en la molécula de anticuerpo, tras la unién del ant{geno, puede
Jugar un papel central. Se han realizado un gran nimero de intentos a fin
de detectar estos posibles cambios conformacionales, pero los resultados
son contradictorios hasta el momento.

Actualmente se intenta 'apoyu' la teoria de que un cambio conforma-
cional ocurre tras la unién del antfgeno al anticuerpo, no obstante, este
cambio parece ser pequefio y se manifiesta fundamentalmente como un cambio
en la estructura cuaternaria.

Basindose en los datos obtenidos hasta el momento, se han intenta-
do extrapolar ciertas conciualonea. FEn primer lugar, para la deteccién de
cambjios conformacionales parece necesario que la zona de interaccién entre
el antfgeno y el anticuerpo tengs al menos un cierto tamafo (40,41). En se-
gundo lugar, los cambios conformacionales detectados se observan como una
contraccién de volumen del anticuerpo, pero no como un cambio en la forma
bdsica (42,43).y con cambios relativamente pequefios en el entorno de uno o
mis restos de tirosina y triptéfano (44,45).. Medidas de Resonancia de Espin
Electrdnico tambien sugieren una rigidez mds elevada del anticuerpo (46).
algunos casos los cambios pueden ser asignados a la regidn Fab o Fe (44,45),
Le integridad del puente disulfuro intercadena pesada parace ser necesaria
para que estos cambios conformacionales se detecten a nivel de Fc (45). Fi-

palmente, los cambios de volumen observados por Dispersidn de Rayos X de ba
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Jo angulo tambien requieren la presencia del Fc, no observdﬁdoue cambios en
el caso del Fab o F(ab')2(43).

Varios mecanismos moleculares se pueden suponer a la hora de dar
cuenta de estos rcaulta?os. El mecanismo més simple, conaistente con estos
datos, postula que la unién del antigeno causa un pequefio cambio en 1la
orientacién espacial de los dominios VL--VH y cL-CHl. la transmiaiﬁn puede.
ocurrir a traves de los péptidos de conexién y/o los segmentos de contacto
entre VL Yy CL Y VH y Cal. Existe realmente contacto entre estas regiones y

en el caso de las cadenaa)( de conejo, VL y U, se encuentran unidas por un

L
puente disulfuro (47).

Los cambios en la orientacidn espacial pueden llevar a: a) cambios
en la estructura cuaternaria del Fab (48) y b) pequefios cambios en ei entor
no de uno o mids residuos de tirosina en el ¢y (49) y uno o mis residuos de
triptéfano de localizacién deaconocida (45,49).

Ia mayoria de los cambios en el entorno de las cadenas laterales
de los residuos aromiticos fueron observados en los fragmentos Fab alslados
(45). Por otro lado, los cambios de estructura cuaternaria se han documenta
do 6nicaménte en el caso de anticuerpos completos, no habienhdose encontrado
en el Fab o k(abf)z (43) a pesar de ciertos datos sugestivos de Resonancia
de Eepin Electrdnico (46) Puesto que la cadena pesada en la regién gozne es
parcialmente flexible, la mayor rigidez puede producirse mediante la forma-
cién de contactos entre Fab y Fc, Este contacto podria entonces transmitir
un cambio conformacional al dominio CHZ. Un camblo en el entorno de uno o

mis residuos de tript6feno en la regién Fc ha sido comunicado por Schless—-

ing (45),
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1,6.,~ BASES ﬁSTRUCTﬁRALES DE LAS PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LAS INMUNOGLOBU-
LINAS .- '

las inmunoglobulinas son moléculas polifuncionales. La molécula de
anticuerpo no solo va a unir su correspondiente antigeno, si no que va a
ser capaz de mediar otro conjunto de funciones que se conocen genéricamente
con el nombré de "Funciones Efectoras". Estas funciones son mediadas por la
regibén constante de las cadenas de la inmunoglobulina, especialmente por la
regién Fc de 1# molécula. .

las funciones efectoras, algunas de las cuales se muestran en
la tabla n? 3, juegan dos tipos de papeles fundamentales:

a) Independientemente de la unién del antigeno, la funcién efecto-
ra puede posibilitar la presencia del anticuerpo en una localizacién deter-
minada donde se producird la interaccidn con el poeible antigeno. Por tanto
para la manifestacién de estas propiedades no es necesaria la presencia del
antigeno.

b) Tras la unién del antigeno, se expresan una serie ag funciones

que tendran como resultado la eliminacién de dicho antigeno.

1.6.1.- Sitios efectores de las inmunoglobulinas .-~

Desde que en 1959 Porter (10) demostré que la molécula de inmuno—
globulina podfa ser escindida con papaina en dos fragmentos funcionalmente
activoa, han sido muchos los intentos encaminados a identificar fragmentos
de menor tamafio que exhiban unas u otras de las funciones efectoras que ex-
presa el conjunto de la molécula.

Edelman, en 1970 (50), postuld la "hipétesis de los dominjos", teé



ANTIGENO
INDEPENDIENTES
FUNCIONES EFECTORAS
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INMUNOGLOBULINAS
ANTIGENO
; DEPENDIENTES
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UNION A MACROGRAFOS Y MONOCITOS
UNION A MASTOCITOS Y BASOFILOS
UiTION A NEUTROFILOS

UNION A LINFOCITOS

PASO A TRAVES DE LA PLACENTA

UNION A LA PROTEINA A DEL S. AUREUS

ACTIVACION DEL VIA CLASICA
COMPLEMENTO VIA ALTERNATIVA
ACTIVIDAD NEUTROFILOS
OPSONIZANTE MONOCITOS

Table n? 3.~ Funciones efectoras de inmunoglobulinas.
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ria que supone que cada funcién de las gue eﬂlibe el conjunto de la molécu-
la de anticuerpo puede ser mis precisamente localizada en diversos fragmen-
tos, cada uno de 10s cuales comprende una de las regiones de homologia o.;
mcteristica; de las inmunoglobulinas.

De acuerdo con esta hip&tesia. los sitios activos de cada propie—
dad bioldgica que exhibe el fragmerito Fc deben residir bien en el dominio
CH2, o bien en el dominio CH + la zona conectante no debe contribuir a nin-
guna funcién, a no ser ;]ue sea necesaria para la estabilizacion de los do-
minios.

Aunque esta hipStesis ha sido ampliamente corroborada en el caso
de la unién al aﬁtigeno y activacién del complemento por la via clisica, no
ocurre lo mismo con otras funciones, como es el caso d‘e la interaccién con
receptores celulares, en que los experimentos realizados hasta el momento
son bastante contradictorios. Asi, en general, fragmentos conteniendo el
CHZ o el CH3 de la IgG por s{ solos se han mostrado incapaces de mediar la
interaccién con los correspondientes receptores célulares, Esto 1levé a al-
gunos autores a postular que las estructuras responsables de estas funcio—
nes abarcarian ambos dominios, necesitdndose por tanto ambos para mediar di
cha funcién (51). No obstante, los datos estructurales indican que existe

interaccidn entre los dominios C2 ¥y Cp3 (52) 1o cual posibilita el que se

Cy
produzcan cambios conformacionales sl separar ambos dominios. Por $anto, la
incapacided mostrada por un determinado fragmento para mediar ciertas fun—
ciones puede no ser representativa de la situacidn en la molécula completa,

ya que cambios conformacionales gue hayan afectado al sitio efector pueden

ser la auténtica razén de esta incapacidad.
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1.7.~ ACTIVACION DEL COMPLEMENTO .~

1.7.1.- Via Clésica -~

El primer componente del complemento consta de tres subcomponentes
Clg, Clr y Cls. Clq es capaz de unirse a complejos antigeno-anticuerpo e in
munoglobulina agregada por calor o mediante reactivos quimicos, Clq se une
tanmbien m inmunoglobulina no agregada munque con mucha menos afinidad (53).
Como consecuencia de esta unidn se produce una alteracién en el Clg con lo
que Clr y Cls se unen mis fuertemente convirtiehdose Cls en Cls activado
que tiene actividad peptidasa, lo cual desencadena la activacién de los res
tantes componentes del complemento. Como consecuencia de esta activacién se
producen distintos fragwentos polipept{dicos con actividad biolégica (anafi
latoxinas, factores quimiotdcticos, etc.) y el complejo litico final carac-
teristico (figura n® 8) (54).

Clq es una glicoproteina con un peso molecular de 400000 Dalton.Es
té constituido por dos tipos de subunidades de tamafio similar que dan lugar,
tras la reduccién de puentes disulfure y resolucién en geles de poliacrila-
mida en presencia de SDS, & tres tipos de glicoproteinas: I, II y III (55,
56).

Mediante microscop{a electrdnica se ha observado que Clg tiene una
forma que recuerda a un ramillete de seis tulipanes en el qu; las zonas que
corresponder{an a los tallos tienen una estructura similar al coldgeno (fi-
gura 9) (57,58). La interaccién de Clq con IgG ocurre por las partes globu-
lares (59). La digestidn pepsinica destruye las cabezas dejando los tallos
que son capaces de interaccionar con Clr y Cls y que dan un espectro de di-

croismo tipico de estructuras colagenosas (60,61). la interaccidn de Clg
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Figura n® 9.~ Esquema de la molécula de Clq.
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con IgG agregada ocurre con una constante de asociacidén del orden de 108 H.l
(62).

Ya que la interaccién de Clr-Cls con Clq es mis fuerte cuando éste
se encuentra preﬂa.mente unido a IgG agregada (63) se ha postulado la exis-
tencia de un cambio conformacional en la regifn colagénica cuando las regio
nes globulares se unen a estructuras del Fc (64,65). La posibilidad de que
ocurra este cambio es bastante factible teniendo en ct}enta que Clq puede
tener de 12 a 18 sitios de unién para IgG £66).

No todas las inmunoglobulinas son capaces de activar el complemen-
to por la via cldsica, sino que existen restricciones de clase y subclase
(67).

las estructuras responsables de la unién de Clq & la inmunoglobuli
na se han definido en el CH2 en el caso de la IgG (68) y en el CH4 en el ca
go de la IgM (69).

El CH2 de la IgG se mmestra tan efioiente, en base molar, com? el -
Fc en su capacidad de activacidn del complemento por la via cldsica (70). 4
pesar de no haberse detectado cambios conformacionales importantes, la re—
duccidén de los puentes disulfuro intercatenarios de la molécula de 1gG eli-
mina su capacidad de activar el complemento por esta. via (30). Capacidad
que tambien se ve eliminada tras la modificacién quimica de los restos de
triptéfano de la molécula o de su fragmento Fc (71,72).

Estos datos, junto con los cristalogrdaficos (9) y de secuencia po-
lipeptidica  (73) de la regién Cy2 de la IgGl humana apoyan la posibili—-
dad de que el residuo de Trp de la posicidn 277 esté en el sitio implicado
en la interaccidn con Clq o muy préximo a él. Por otro lado, dado que la

/32 microglobulina reducida es tan eficiente como la /32 nativa para mediar
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la activacidén del complemento, y dado que la [52 pierde casi totalmente
la estructura tipica de hoja/g para pasar a cadena estadistica (74), se
piensa que sea una secuencia lineal, mas que un nicleo conformacional, el
responsable de esta activacién.
En base a ésto, se han realizado una serie de pruebas con péptidos
sintéticos que poseen secuencias similares a la IgGl alrededor del Trp 277.
.Estoa péptidos, que son capaces de activar el complemento, muestran la im-
portancia del resto de Trp, ya que se observa una importante perdida de ac-
tividad si se elimina de la secuencin..as{ como la de un resto de Lys y
.otro de Asp (75). la importancia de los restos de lisina y de los grupos
dcidos en la activacién del complemento por la vie cldsica ha sido puesto

de manifiesto por otros autores (76,77).

1.7.2.~ Via Alternativa .~

la via alternativa difiere de la cldsica en cuanto a los componen—
tes iniciales capaces de mediar la interaccidn con los activadores (figura
n? 10). Los coﬁponentee son comunes a partir de C3 y, por tanto, ambas vias
van a producir los mismos efectos finales (figura n® 8). .

la via alternativa, filogenéticamente mis antigua que la clésica,
tiene como posible sustrato activador algunas clases de inmunoglobulinas ,
aunque tambien puedﬂ ser activada por otras muchas sustancias de diferente
estructura. Entre los activadores se encuentran polianiones de alto peso mo
lecular (78), polisdcdridos (79), eritrocitos de conejo (80) y estroma de
eritrocitos humanos (8l). La activacidén con los distintos elementos puede
inhibirse mediante polianiones de bajo peso molecular (82).

Los experimentos mds recientes (83,84) muestran que los distintos
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activadores, mas que activar un factor inicial que desencadene la cascada

de reacciones, lo que probablemente hacen es alterar las condiciones de re-

gulacién a que estdn sometidos los componentes iniciales de la via alterna-

tiva, especialmente el C3b, producto de degra.dac16n'del c3.
En el suero existe una degradacidn contm\ia, de bajo nivel, de C3,

produciehdose como consecuencia de ello C3b. A éste se pueden unir el fac-

tor B, e1 D y en su caso la Properdina (P’), con lo cual se genera una C3-

convertasa que al actuar aob;'o C3 genera nuevas moléculas de C3b. El fend-
meno seria as{ amplificado llevando a la metabolizacidén de todo el C3b ac—
cesible en el suero, si no fuese por la presencia de proteinas regulaedoras,
en este caso C3b Inactivador y su modulador /513, qﬁe inactivan el C3b .y,
por tanto, su capacidad de formar la C3 Convertasa inicial.

La caracteristica que parecen tener en comin la larga lista de ac-
tivadores descritos es la capacidad para alterar este esquema regulador. Si
el C3b, que se estd generando en el suero a bajo nivel, se deposita en una
superficie determinada, pueden ocurrir, en principio, dos cosas:

a) Que la superficie no sea activadora. El C3b va a ser fdcilmente
inactivado por la accién de C3b Inactivador y B1H y, por tanto no se produ-
cira una C3 Convertasa eficiente.

b) Que la superficie sea activadora. En este caso la accidén de C3b
Inactivador y 31H sobre C3b se ve impedida, no ‘afectindose la unién de los
factores B, D y P que daran lugar a la C3 Convertasa y, por tanto, a nuevas
moléculas de C3b que al volverse a unir a la superficie dardn nuevas C3 con
vertasas o (5 convertasas si las moléculas de C3b se unen a C3 convertasas
ya formadas. As{ queda desencadenado el proceso que lleva a la activacién

de los restantes componentes del complemento (figura n¢ 10).



Por tanto, la activacién del complemento por la via alternativa im
plica la disminucién de la velocidad de inactivacién del C3b sobre la super
ficie de los activadores como consecuencia de la incapacidad de las prote{-
" nas reguladoras para mediar su accién eficientemente.

Algunas 1nmunoglobu11n$s son capaces de actuar como activadores
cuando estan formando inmunocomplejos, agregados por calor o unidas a super
ficies celulares que previamente no se comportaban como activadores (85,86,
87). Aunque ciertas inmnoglobulinas se han definido claramente como act1v5
dores (IgG de conejo, IgA), en algunos casos la capacidad de activar la via
alternativa no parece ser una propiedad intrinseca de las distintas clases
de inmunoglobulinas, 'eino. que puede depender del antigeno a que se unean,
en cuanto que este antigeno posibilite la disposicién relative apropiada-
de las moléculas de inmunoglobulina y/o la disposicién en un un entorno de-
terminado que coopere en esta activacidén (88).

En el caso de la I1gG de conejo, que se muestra claramente como &c-
tivante en distintos tipos de sistemas, las estructuras responsables de es-
ta activacidn se han localizado a nivel de F(ab')2(85). sin que se conogcan
por ahora sus bases moleculares. Fragmentos monovalentes (Fab”) aon capaces
de mediar la activacidn siempre que se unan a estrncturas que permitan man-
tenerlos en una disposicién espacial préxime (68,89). la modificacidn de .
los restos de triptéfano del F(ab')2 no elimina su capacidad de activacién

del complemento por esta via (90).
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1,8.- UNION A RECEPTORES CELULARES .-

1.8.1.--Unién a Mastocitos y Baséfilos .-
Bagdfilos y mastocitos poseen receptores especifices para IgE. E1

niimero de receptores por célula del orden de 107 con una constante de a80—
ciscidn de 207 ML (91,92).

la unién a loa correspondientes receptores esta mediada por el Fc.
Actualmente no estd dilucidada la regién del Fc responsable de esta unién.
Takatsu y col. (93) demostraron la dependencia de tal unién de la presencia
de puentes disulfuro intercatenarios intactos. lLos cambios asociados con el
calentamiento de la IgE a 56 °C, que destruyen su capacidad de unién a los
baséfilos, apuntan a una posible implicacién de las dominios C3~C, 4 (94).

Pese a que la IgE' monomérica, no asociada al antigeno, se une fuer
temente a su correspondiente receptor en la superficie de los baséfilos, es
ta unién no va a ser suficiente para causar la desgranulacidén de las células
& que se une. Bastars la reticulacidn de la 1gE unida a la superficie celu-
lar, bien por el propio antigeno o bien por anticuerpos frente a la IgE, P2
ra que se produzca la desgranulacién de las células a que estd unida. El
fragmento Fe reticulado mediante anticuerpos o reactivos quimicos llevard
tambien a la desgranulacién celular (95).

A la vista de estos resultados se postuld que la polimerizacidn de
la IgE unida & la superficie celular podris activar enzimas asociadas a la
membrana las cuales deaencadené.ria.n la liberacién de mediadores. No obstan-
te, y puesto que anticuerpos frente al receptor, o sus fragmentos F(ab ")'2 ’
pueden inducir la liberacidn de histamina de los mastocitos,.facultad que

no es capaz de mediar el Fab, se ha postulado que es el reticulado de 1los
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receptores celulares, y no el de la IgE en s{, el responsable de la libera-

cién de histamina de los magtocitos (96).

1.8.2.- Unidn a Monocitos y Macréfagos .-

La 1gG es capaz de interaccionar con receptores especiticos locali
zados en la auperficie de monocitos y macréfagos. La interaccibn esta media
da por el Fc como se ha pueasto de manifiesto con los experimentos de inhibi
cidén con fragmentos Fe (97).

‘ No todas las IgG son capaces de unirse a la superficie celular.
En el caso de la IgG humana, IgGl e IgG3 se unen con mayor afinidad que
1gG2 e IgG4 (98,32). 1gG: de diferentes subclases e incluso de diferentes
especies son capaces de inhibir cruzadamente, indicando que el receptor no
es espec{fico de subclase (32).

los valores de la constante de interaccidén entre IgG y receptor va
ria seg&n la especie de que se trate. La constante de interaccidén para la..a
1gG a las que se les reconoce una clara actividad citofflica oscila entrs
108 y 107 ¥1 (99,100,101). El nimero de receptores oscila entre 100 y 108
por célula (99,100,101).

la zona del Fc responsable de la unién al receptor celular no esty
dilucidada. Existen datos apoyando (102,103 y 104) y negando (105,51) la ca
pacidad de los dominios C.3 para mediar dicha funcién. También se encuen—
tran autores que apoyan (51) o niegan (102) la capacidad del dominio C2 pa
ra mediar esta funcién. Recientemente se ha comunicado una disminucidn en
la capacidad de unidén de la IgG humena reducida a su receptor asi como que
es necesaria una concentracién de pr'(CH3 ) 10 veces superior a la de IgG,

en base molar, para lograr el mismo grado de inhibicidén en el % de rosetas
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formadas con eritrocitos recubiertos de IgG y monocitos (106).

. La IgG no unida al ant{geno, en forma monomérica, tiene por tanto
capacidad de unién a la superficie celular, pero con una constante de aso—-
ciacién baja (~106 lrl). la reticulacién de la IgG por el antigeno posibi-
lita, indepqndientemente de la existencia de posibles cambios conformaciona
les, el aumento de avidez del complejo antigeno-anticuerpo por la supérfi—-
cie celular al poder interaccionar varias regiones Fc con sus respectivos
receptores en la superficie celular. Pero la reticulacién de la IgG por par
te del antigeno no s6lo va a ser fundamental para posibilitar una mayor avi
dez del complejo ant{geno-anticuerpo por la superficie celular, sino que va
a ser la reticulacién de los receptores celulares, consecuencia de la reti-
culacifn de la IgG unida, la que va a provocar una slteracién de las propie
dades de membrana que conduce a la fagocitosis del complejo ant{geno- anti-

cuerpo por un mecanismo que requiere energia (107,108).

1.8.3.- Unifn a Neutrdéfilos .-

La IgC es capaz de interaccionar con receptores especificos locali
zados en la superficie celular de los neutréfilos, interaccién que es media
da por su regién Fo (109). la interaccién es tambien dependiente de subcla-
se; observandose en el caso de.la 1gC humana la misma graduacidn que en mo-
nocitos (32).

IgAl e IgA2 (humanas) asi como la IgA-secretora tienen capacidad
de unién a neutréfilos, siendo mayor la interaccién del conjunto de 1a IgA
que el de su fragmento Fc solo (32). También se observa inhibicién cruza
de en la interaccidn del receptor con IgA de distinta. .subclase o especie.

No se ha observado inhibicidén entre IgG e IgA lo cual indica la existencia
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de distintos receptores para ambas clases (32).

Los valores de la constante de dsociacidn entre la IgC y el recep-
tor son del mismo orden de magnitud que en el caso de monocitos, obaerva’ndg
se un mayor nimero de receptores por célula (101).

La localizacién de las estructuras responsables de la unién al re-
ceptor, dentro del Fc, no estd dilucidada. Fc humano reducido, CH2 o CH.)
son incapaces de inhibir la interaccidén IgG-receptor (110).

Al igusl que en el caso de nonocitoa. la formacién de complejos j.:_z
munes entre el antigeno y la inmunoglobulina por un lado, aumenta la avidez
del complejo por la superficie celular y, por otro lado, la reticulaciém de
estructuras de la superficie celular da lugar a la liberaciér; de mediadores

y fagocitosis del complejo por un mecanismo que requiere energia.

1.8.4.- Unién a Linfocitos .-

Los linfocitos, tanto los B como los T, presentan receptores para
1gG, as{ como para IgM, IgA e IgE (111-117). Laiinteraccién se media a tra
ves del Fc de la correspondiente inmunoglobulina. La regién del Fc implica-
da en la unién no estd claramente definida, los dominios CHB aislados (pFe’)
se muestran incapaces de inhibir la interaccién IgG~-receptor (118).

El papel que juega la unidém de la inmnoglobulina al receptor no
estd claramente dilucidado, aunq;xe se piensa qQue puede estar implicado en

procesos de regulacién de la respuesta inmune.

1.8.5.- Paso a traves de la Placenta .-
En especies tales como conejos, ratas o numanos, la madre es capaz

de transferir inmunidad pasiva & sus hijos prenatalmente mediante la trans-
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ferencia de IgG a través de la placenta. La transferencia es muy selectiva
y esta mediada por receptores espec{ficos para el Fc péesentes en la super-
ficie de las células encargadas de la absorcién (119).

Bstudios sobre la especificidad de la transferencia de IgG a trd-
ves de la placenta llevaron a Brambell (120) a proponer un mecanismo de
transporte mediado por el receptor. Segin esta hipdtesis, el receptor para
la regifn Fc de la IgG se localizar{a en la zona apical de la célula trans-
‘portadora y una condicidn necesaria para el movimiento del anticuerpo a tra
vés de la barrera celular es que la IgG se una al receptor Fec.

Inmnoglobulinas G de diferntes especies son capaces de interaccio
nar y ser transferidas por un mismo receptor, aunque existe preferencia por
la IgG del sistema homologo, (121). La IgGl y la IgG3 humanas interaccionan
preferenfemente a la IgG2 e 1gG4 (119).

La rotura de los puentes disulfuro intercatenarios reduce en gran
medida la interaccién de la IgG con el receptor. La proteina Dob (IgGl sin
apenas regifn gozne) tambien tiene disminuida su capacidad de unién &l re-
ceptor (122). Cy2 © Cy3 por 8i solos tambien se muestran incapaces de me——

diar esta accibn (122).

1.8.6.- Interaccidn con la Protefna A del Staphylococcus aureus.-
lLa interaccién de la Protefna A del S. aureus con la regibén Fc de

la IgG de diferentes especies provoca una reticulacién de los Fc y los com-
plejos formados pueden activar complemento (123,124,125). A pesar de que
1gC de diferentes especies pueden interaccionar con la Protefna A del S,
aureus, hay una marcada especificidad respecto a subclase. Asi en el caso

de la 1gG humana, IgG3 no se une a pesar de que IgGl, IgG2 e IgG4 lo hacen
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fuertement‘e (126,127). La zona del Fc responsable de la interacoién se ha
localizado en la zona de contacto C 2-Cp.3 (128).

La significacién biologica de la actividad de la Proteina A del S.
aureus y su posible efecto en las relax.:iones huésped-parasito no estan to-
talmente aclaradas. Cepas de S. aureus con un elevado contenido en Prote{-
na A son facilmente aglutinadas en suero normal. No obstante, tambien se
ha descrito un efecto que seria desfavorsble para el huésped ya que la Prg
tefna A parece tener un efecto inh:lbidor sobre la.a- opsoninas termoldbiles
(129). Otra serie de estudios realizados "in vitro" indican que la Protef-
na A del S, aureus se comporta como un mitégeno inespecifico de células B

(130,131).
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Mientras que las moléculas de anticuerpo son capaces de reconocer
un nimero muy elevado de estructuras antigenicas distintas, los procesos de
" eliminacién de estos ant{genos se median por un pequefio nimero de mecanis—
mos efectores que son activados por los complejos anti{geno-anticuerpo. En
este sentido, los dos mecanismos fundamentales de eliminacién son ls active
cién del complemento y la unién a receptores célulares.

Durante los ultimos afios se ha trabajado intensamente a fin de lo-
calizar el dominio - o dominios = de homologia responsable ae cada una de
las funciones efectoras que exhibe la molecula de anticuerpo y, en su oaso;
localizarlas mis precisamente dentro del dominio o dominios que oorrespon-
dan.

Asf, la activacién del complemento por la via cldsica ha sido loca
lizada en una regidn cohprendida en el dominio CHZ. No ocurre lo mismo con
la activacién del complemento por la via alternativa en que unicamente en
algunos casos se ha conseguido asignar dicha funcionalidad a la regidén Fab
de la IgG.

Igualmente, la zona del Fc responsable de la interaccidn con recep
tores celulares continia practicamente desconocida, no habiendose dilucida-
do atn si esta funcidn es mediaéa por uno u otro dominio de la regién Fe o
si son necesarios ambos dominios.

En el presente estudio se trata, por un lado, de dilucidar el pa-
ﬁel &e los grupos amino'y carboxilo en la activacién del complemento por
la via alternative ¥y en la unibn a receptores celulares de neutréfilos. Pa-
ra ello se procedi6 a la modificacién de estos grupos en la molécula de IgG
con el fin de abordar la interaccidn con receptores celulares;y a la modifi

cacién de estos mismos grupos en el fragmento F(a.b')2 de la IgG cuando se
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aborda el estudio de la activacidn del complemento. As{ mismo, se modifican
los restos de triptéfano del F(ab')2 con objeto de estudiar su papel en 1la
activacién del complemento por la via alternativa.
) - Por otro lado, se midid la capacidad de unién a los receptores ce-
lulares de neutrdfilos de los fragmentos Facb y pFc’, cada uno de los cua—
les contiene una de las dos regiones de homologfe del Fc. Los estudios 50-—
bre interaccién con receptores celulares se completan con el estudio de 1la
capacidad de la IgG reducida a nivel de puentes disulfuro intercatenarilos
para mediar la unidn a receptores celulares de neutréfilos. Con estos estu-
dios se pretende obtener mds informacidén sobre la capacidad de los dominios
CH2 Yy CHS, por separado, para mediar la un16ﬁ a receptores celulares de neu
tréfilos y comprobar hasta que punto es necesaria la integridad conformacio
nal del Fc para mediar esta funcién.
Con este fin se ha seguido la ;1guiente metodologia:
19.+ Obtencién de la IgG de conejo y a partir de ella los distin—
tos fragmentos utilizados (Facb, F(ab')2 Yy pFe’).
29.- Modificacion selectiva de ios distintos grupos:
a) Modificacién de los grupos carboxilo de la IgG y del F(ab )z
con el éster et{lico de la glicocola previa activacién
con carbodiimidas solubles.
b) Modificacj:Gn de los grupos amino de la IgG y F(ab')2 con
cianato potdsico.
c) Modificacidén de los restos de triptéfano del F(ab')2 con
bromuro de 2-hidroxi-5-nitrobencilo.
d) Reduccidén de los puentes disulfuro intercatenarios de la

I1gG con ditioeritritol y posterior alquilacidn con iodoace
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tamida.
Controles conformacionales para cada una de las modificacio——
nes introducidas:
a) Dicroismo circular,
b) Inmunodifusién doble bidimensional,
c) Filtracién en gel.
Utilizacién de un sistema hemolifico en fase soluble para me-
dir la variacién de la.actividad anticomplementaria del frag—

mento F(ab” )2 con las distintas modificaciones.

Puesta & punto de un sistema de formacién e inhibicién de ro- ‘

setas para medir la capacidad de interaccién de la 1gG, 1gG
modificada (carboxilo, amino o puentes disulfuro), Facb y pFc)

con los receptores celulares de neutréfilos.
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3.1.~ OBTENCION DE SUERO DE CONEJO .-

3.1.1.- Obtencidn de suero’de conejo anti-eritrocito de carnero .-

A conejos de la raza New Zealand procedentes dei animalario de 1la
Fundacidén Jiménez Diaz se les inyecta por v{a intravenosa 1 ml de eritroci-
tos de carnero al 5 % en solucién salina (naCI 0.15 M tamponada con fos-
fato 0,01 M a pH 7.2). Lé pauta seguida consiste en inyectar esta dosis ca-
da 48 horas durante las dos primeras semanas, se deja de inyectar durante
dos semanas y se vuelve a inyectar la dosis una vez por semana durante cua-
tro semanas. A los diez dias de la dltima inyeccién se extrae la sangre (50
ml) de la vena marginal de la oreja y se deja retraer el codgulo durante
unas 6 horas a temperatura ambiente. Se recoge la fase liquida, se cgntritg
éa a 500 g durante 5 minutos y se recoge el sobrenadante que es el suero de
conejo.

Las sucesivas extracciones del suero de estos conejos se realizan
aproximadamente cada mes, previa inyeccidén intravenosa, unos diez dias an-
tes de la extraccién, de 1 ml de eritrocitos de carnero al 5 %.

El titulo de anticuerpos del suero procedente de cada conejo se
comprueba por aglutinacidn éegin el siguiente protocolo:

A 450 pl de una solucién de eritrocitos de carnero al 0.2 % en so-
lucién salina que contiene suero de conejo normal a una dilucién 1/200, se
le afiaden 50 pl de dilycionea crecientes del suero de conejo inmunjizado
con eritrocitos. El titulo del suero se da como la Gltima dilucién final
del suero que es capaz de aglutinar los eritrocitosf

Los sueros con un t{tulo de hemaglutinacidén superior a 1/300 se

descartan y con los restantes se procede a la obtencién de la IgCG anti-eri-



trocito de carnero,

3.1.2.- Obtencién del suero de conejo anti-albimina humana .-

A conejos de la raza New Zealand se les inyecta por via intramscu .
lar 100 pg de albimina humana en 0.5 ml (0.25 ml de solucién salina con
0.25 ml de adyuvante completo d§ Freund). Easta dosis se inyecta una vez por
semana durante 6 semanas. Pesados 10 dias desde la Wltima inyeccidn se ex~
trae el suero como se ha descrito en el apartado 3.1.1,

La presencia de anticuerpos frente a albimina humana se detecta
por inmunodifusién doble bidimensionsl (ver apartado 3.2.1) frunte a una di
lucién apropiada de albimina humana. AqQuellos conejos que dan una banda de
precipitacién adecuads se siguen sangrando cada treinta dias aproximadamen~
te, previs inyeccién diez dias antes, de una dosis de albimina humana en ..

las condiciones descritas.

3.2.- OBTENCION DE La IgG DE CONEJO .-

Se procede segin una modificacién del método de Peterson y Sober
(132).

Una vez obtenido el suero de partida (bien anti-eritrocito o bien
antialbimina humana) se precipita con (}1'114)2504 1.33 M (concentracién fi —
nsl). El sobrenadante se descarta y el precipitado se redisuelve y dializa
frente a un tampén NCZEP04 0.01 M, pH 7.6.

El dializado se cromatografia a través de una resina de intercami-
bio idnico, DEAE-celulosa (dietil-amincetil-celulosa) DE-11 Whatman, en co

lumnas de 4x40 cm, siendo el eluyente el mismo tampdn de la didlisis.
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Del elufdo se recogen las fracciones con absorbancia superior a
0.3, se reunen y concentran por ultrafiltracién a través de bolsas de celo-'
fén Visking 8/32 (2.4 nm de didmetro de poro) a presién negativa. lLa solu—
cidén de IgG se centrifuga a 3800 g durante 15 minutos a fin de eliminar a-~
gregados insolubles.

La pureza de las preparaciones se verifica por las siguientes tég

nicas:

3.2.1.- Inminodifusién doble bidimensional .-

Se 1leva a cabo en agar (Agar Noble Difco al 1 % en NaCl 0.15 M)
segin una modificacién del método de Ouchterlony (133) frente a un antisue
ro anti-proteinas séricas de conejo, procedente de asnos (Behring) o anti--
suero anti-Y-globulinas de conejo, procedente de carnero, obtgnido en nues-

tro laboratorio.

3.2.2.~ Inmnoelectroforesis .-

Se lleva a cabo en placas de agar (Agar Noble Difco) al 1.25 % en
tampdén veronal (dcido 5.5-dietil barbiturico/5.5 ~dietil-barbiturato sddico,
0.06 M, pH 8.6). La muestra se introduce en orificios de 1l.mm de didmetro
practicados en el gel mediante una pipeta Pasteur calibrada, equidistantes
6 mm del eje longitudinal della placa y la electroforesis se lleva a cabo
en el tampén mencionado, aplicando una cafda de tensién.de 5 V/cm durante
70 minutos.

Tras la electroforesis, se practica una trincnera de 2 mm de anchu
ra en el eje longitudinal de la placa, se rellena con el antisuero corres—

pondiente y se deja en una cdmara himeda, Observando el desarrollo de las
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bandas de precipitacién a las 24 y 48 horas.

3.2¢3.~ Filtracién_en_gel .-

Se realiza en Sephadex G~200 en una columa de Pharmacia de 2.5x75
cm que previamente ha sido calibrada, siguiendo la metodologia de Andrews
(134), para la estimacién de pesos moléculares utilizando las siguientes
proteinas patrén: IgA humana sérica (160000 Dalton), albimina bovina (66000
Dalton), ovoalbimina (43500 Dalton), quimotripsinégeno de pancreas de terne
ra (23800 Dalton) y mioglobina de cachalote (176800 Dalton). Como eluyente
se utiliza tampén fosfato 0,01 M, pH 7.2, que contiene NaCl 0.5 M y azida

sodica (0,02 % p/v).

3.2.4.- Electroforesis en gel de poliacrilamida .-
Se sigue el método descrito por Davis para geles al 7.5 % (135).

Se depositan 25 pl de proteina disueltos en 10 P de tampdn supe—
rior de la electroforesis (TRIS/Giy. pH 8.9) en la parte superior del gel
Junto con otros 10 pl de una solucién de azul de bromofenol al 0.01 % que
sirve como marcador, Se aplica una tensién que de una intensidad de 1.5 mA
por tubo mientras el marcador se encuentra en el gel de concentracién, y de
4 mA por tubo cuando éste se encuentra en el gel de resoluciédn.

Los geles se tifien con amido Schwarz al 0.1 % en dcido Acetico al

.7 % durante 6 horas y se destifien por cambios sucesivos en dcido dcetico al

7 %

La concentracifn de la disolucién de 1gG, una vez comprobada su pu

0.1%

reza, se calcula en base a un coeficiente de extincién E280 de 1.4 (calcu-
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lado por peso seco seco de proteina segin el procedimiento previamente des-

crito (89) ).

3« 3= OBTENCION DEL FRAGMENTO Facb .-

Se sigue basioamente el método descrito por Connell y Porter (19).

Una solucién dé 1gG en solucién salina (10 mg/ml) se lleva a pH
2.7 con HC1 0.5 M. Se mantiene 1 hora a 37¢C, se neutraliza y se afiade plas
mina (Kabi), 3 U.C. por cada 100 mg de IgG. Se incuba 4 horas a 37¢C, y se
cromatografia a través de una columma de Pharmacia de 2.6x60 cm, utilizando
como eluyente una solucién de urea 6 M, tamponada con HAc/NaAc 0.1 M a pH
4.6. Se recogen fracciones de 2 ml y se dlee la absorbancia a 280 nm,

El primer pico - del elufdo se dializa frente a un tampdn carbonato
sddico 0.1 M pH B, que contiene NaCl 0.5 M, y tras la didlisis se cromato-
grafia a través de un inmunoadsorbente anti-pFc’(ver apartado 3.3.1).

El eluido procedente de la cromatografia en la columna de inmunoad
sorbente (fraccién no retenida) contiene Facb cuya pureza se comprueba por
inmunodifueién, inminoelectroforesis, filtracién en éel y electroforesia en
gel de poliacrilamida en presencia de SDS (apartado 3.2.3).

La concentracién de la proteina se calcula utilizando el mismo coe

ficiente de extincidén que paru la IgG.

3.3.1.- Cromatografia & través de un inmunoadsorbente anti-pFe’.-
La columna de inmunoadsorbente se prepara segin el siguiente proto

colo:
Se inmunizan cobayos con el fragmento pFc’de la IgG de conejo, ob-

tenido segin se detalla en el apartado 3.5, siguiéndose el mismo protocolo
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de inmunizacién que el descrito en el apartado 3.1.2 para la obtencién de
antisuero de cone_j; anti-albimina humana. la sangre se extrae por puncién
cardiaca y los sueros que por inmunodifusién doble bidimensional dan banda
de precipitacién con pFo’se reunen y precipitan con (1{1{4)2504 1.33 M. B2
precipitado se redisuelve y acopla a una Sepharosa 4B activada con bromuro
de ciangeno (Pharmacia) siguiendo el protocolo descrito por la casa comer-
cial excepto que la cantidad de proteina utilizada fue de 30 mg por g de Se
‘pharoaa. .

Como eluyente de la cromatografia se utiliza una solucidén de NaCl

0.5 M, NaHCO, O.1 M, pH 8. Lo que queda retenido en estas condiciones se

3
eluye con una solucién de Gly/HCl 0.5 M, NaCl 0.15 M, pH 3.

3.3.2.- Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS .-
" Se sigue la técnica descrita por Weber y Osborn (136) en placas de

12815 cm, De 30 a 60 pg de muestra disuetos en 60,;1 del tampén de aplica-
cién se depositan en cada pocillo. la electroforesis se realiza a 50 V mien
tras el marcador (azul de bromofencl) se encuentra en el gel de concentra—
cién y a 100 V cuando se encuentra en el gel de resolucidn.

Los geles se tifien con azul Coomassie al 0.05 % en alocohol metfli-
coal 4T % y éeidb édcetico al 6 %. durante una noche. Los geles se destifien
en la misma solucidn ein el azul Coomassie.
3+4.~ OBTENCION DEL FRAGMENTO F‘(ab')2 -

Una solucidn de 1gG (antieritrocito o antialbimina) en un tampdn
HAc/NaAc 0.1 ¥, pH 4.6, y a una concentracién de 15 mg/ml, se digiere con

pepsina (relacién enzima sustrato de 1:100) durante 24 horas a 379C, segun
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el método descrito por Nisonoff (137). La reaccidén se para por adicién de -
TRIS sélido hasta llevar la solucién a pH 8. El digerido se filtra a trevés
de Ultrogel AcA 44 en una colymna Pharmacia de 2.6 * 100 cm, utiliza.ndo.cono
eluyente el tampén descrito en el apartado 3.2.3., Se recogen fracciones de
3 ml y se lee su absorbancia a 280 nm,

El primer pico del elufdo contiene 1"(|a,b')2 que se concentra y pro-
cede a comprobar su pureza por las mismas técnicas descritas para el caso
del Facb. La concentracién del F(ab')2 se calcula en base a un coefieimte
de extincién Ejg ’:m de 1.34 (89).

3.5.- OBTENCION DEL FRAGMENTO pFc’.-

Como consecuencia de la digestién pepsinica de la IgC (apartado an
terior), aparte del fragmento F(ab')2 en el primer pico del elufdo proceden
te de la cromatografia en Ultrogel AcA 44, se obtiene el 4fragmento pFc’en
el segundo pico del mismo elufdo. Este pico se concentra y se somete a las
pruebas correspondientes para comprobar su pureza. la concentracién de pFo’
se calcula en base a un coeficiente de extincién Eg'eil) ,lfm de 1.6(138).

3.6 .~ OBTENCION DE LA IgG REDUCIDA .-

A una disolucién de-IgC (anti-eritrocito o anti-albimina) a una
concentracién de 2mg/ml en un tampén NaCl 0.15 M, EDFA 2 mM, TRIS 10 mM, pH
7.8, se le adiciona un volumen igual de una solucidén de ditioeritritol 20
mM en el mismo tampén y se incuba durante dos horas a temperatura ambiente
y atmdafera de nitrégeno.

Pasadas las 2 horas, se afiade sobre la disolucidén resultante un vo

lumen igual de ICH,‘,(IONH2 40 mM en el tampén descrito anteriormente y se in-
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cuba a temperatura ambiente, obscuridad y atsmésfera de nitrégeno durante
20 minutos. Realizada la alquilacién, la disolucién se dializa frente a so-
lucidn salina y la ausencia de IgG intacta se comprueba por geles de polia-

crilamida en presencia de SDS.

la figura n® 11 muestra el conjunto de moléculas y fragmentos cuya

obtencién se ha descrito en los apartados anteriores.

3.7+~ MODIFICACION DE LOS GRUPOS CARBOXILO .-
3.7.1.—_Modificacién de 10s grupos carboxilo de la IgG .-
3.7.1.1.~ Reaccién de modificacién .~

Los grupos carboxilo de la IgG de conejo se modifican de acuerdo
con el procedimiento descrito por Hoare y Koshland (139). A una disolucién
de 1gG (1 mg/ml) en ester et{lico de glicocola 1 M, pH 4.75, se le afiade
EIC (1-etil~3(3-dimetil-aminopropil )-carbodiimida) sélida hasta que la con-
centracién es 0,1 M en EDC, E1 pH se mantiene constante a pH 4.75 con HC1
1 M, la reaccién se lleva a cabo durante 30 minutos sacdndose alfcuotas a
intervaloa de 5, 10, 20 y 30 minutos. A cada alfcuota se le afiade un volu—
men igual de HAc/NaAc 1 M, pH 4.75, con el fin de parar la reaccidn. le di-
solucién resultante se dializa frente a solucién salina, se concentra y se
cromatografia a través de Ultrogel AcA 44. El pico correspondiente a IgG se
concentra y dializa frente a solucién salina.

Como control se utiliza una 1gG sometida al mismo tratamiento ex-

cepto gque no se afiade EDC.
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Figura n® 11.- Esquema de las moléculas de IgG, Facb, F(a,b')z, pFe’ e

1gG reducida.
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3,7.1.2.~ Cuantificacién del nimero de grupos carboxilo modificados .-

El nimero de grupos carﬁoxilo modificados se cuantifica por el in-
cremento del % de glicocola en los andlisis de aminodcidos de las moléculas
modificadas con respecto a la IgG control,

Alfcuotas procedentes de la IgG control,o modificada a distintos
tiempos, se dializan frente a 520 y se liofilizan. A cada liofilizado se le
adiciona: 0.5 ml de HC1 6 N conteniendo 0.1 % de fenol, se cierra el vial a
vac{o y se mantiene a 110 2¢ durante 24, 48, 72 y 96 horas. A continuacidn
se abren los vIalaa! se llevan a sequedad a vacio se lavan dos veces con

H,O destilada 1levéndolos en ambos casos a sequedad a vac{o y se disuelven

2
en el disolvente del analizador. El andlisis de aminodcidos se lleva a cabo
en un analizador Durrum D-500 utilizando tampones de citrato de 1litio,

Los porcentajes de Thr y Ser se obtienen por exirapolacidn a tiem-
po cero de los valores obtenidos a los distintos tiempos de hidr8lisis. De
Ile y Val se toman los valore@ del dltimo tiempo de hidrdlisis.

El contenido en Trp se determina espectrofotometricamente utilizan
do el método descrito por Beaven y Holiday (140). Se prepara una eolucidn
de IgG en NaQOH que a 290 nm exhiba una absorbancia comprendidn entre
0.2 & 0.5. Se lee la absorbancia de esta solucidén a 280 y 294.4 nm. El con-

tenido en Trp de la proteina se obtiene de la siguiente expresidn:

Mpyr 0.5924 94 4 = 0.263 4 599

- 0.2634,5, =~ 0.1704,g, ,

El contenido en cistefna se deduce del nimero de puentes disulfuro

de la molécula de IgG (141, 89).
‘A partir del incremento en el porcentaje de Gly, se obtiene el ni-

mero de grupos modificados por cada 100 restos de la proteina. Tomando como
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1320 el niimero de residuos de la molécula de IgG, se. deduce el niimero de.:

grupos carboxilo:modificados por.molécula.

3.7.2.- Modificacidén de los grupos carboxilo del F‘ab')z.-

3,7.2.1.- Reaccién de modificacién .-

Se realiza segiun lo descrito en el apartado 3.7.1.1 para la IgG.

3.7.2,2.~ Cuantificacién del nimero de grupos carboxilo modificados .-
Se sigue el procedimiento descrito en el apartado 3.7.1.2 conside-

rando un nimero de 890 restos para la molécula de F(ab')a.

3.8.~ MODIFICACION DE LOS GRUPOS AMINO .-
5.8.1.- Modificacién de los grupos amino de la IgG .~
3,8.1.1.~ Reaccidén de modificacién .-~

los grupos amino de la IgG se modifican con cianato potdsico de
acuerdo con el procedimiento descrito por Nakagawa y col. (142).‘A una solu
cibn de IgG (5 mg/ml) en un tampén de fosfato sddico 0.1 M, pH 7.7, se le
afiade cianato potdsico cristalizado hasta dar una codcentracién final de
cianato de 0.5 M. la reaccién se lleva a cabo a temperatura ambiente con
agitacién manteniendose el pH a 7.7 por adicién de dcido acético 1M.

Se toman alicuotas a las 12, 24, 48 y 72 horas, se dializan.frente
a solucién salina, se centrifugan a 5860 g durante 5 minutos y se cromato—

grafian a través de una columna de Ultrogel AcA 44.

3.8.1.2.~- Cuantificacidn del nimero de grupos amino modificados .-

Se deduce a partir del nimero de grupos amino libres que desapare~
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cen como consecuencia de la modificacién. El nimero de grupos amino libres
se determina segin el método descrito por Fields (143). A 1 ml de una diso-
lucién de IgG o IgG carbamilada a distintos tiempos en N323407 0.1 M, NaOH
0.1 M, se le afiaden 10 mg de dcido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico en 0,02
ml de HZO' Pasados 10 minutoe, la reaccién se para por adicidén de 2 ml de
NaH2P04 0.1 M, N32803 1.5 mM y se determina la absorcién 6ptica a 420 nm.
El coeficiente de extincién utilizado para el grupo amino modificado con
écido 2,4,6-trinitrobencenosulfonico (TNBS) es de 19200 ML cml a esta

longitud de onda.

3,8.2.— Modificacidn de los grupos amino del F(ab'}z .-

3,8.2.1,- Reaccién de modificacién .-

Se realiza segin lo descrito en el apartado 3.8.1.1 para la 1gG.

3,8.2.2.~ Cuantificacibén del nimero de grupos amino modificados .-

Se sigue el procedimiento descrito en el apartado 3.7.l.2.

3,9.= MODIFICACION DE LOS RESTOS DE TRIPTOFANO DEL F(ab')2 -

3.9.1.~ Reaccifén de modificacién .-

La modificacién quimica de los restos de Trp del F(ab')2 se lleva
a cabo de ac&erdo cqon el método descrito por Horton y Koshland (144). A 1la
proteina ( 7 mg/ml) en HAc/NeAc O.1 M, pH 4.5 distribuida en distintos via-
les se le afiaden cantidades crecientea de bromuro de 2-hidroxi-5-nitrobenci
lo (NBB) de modo que la concentracidn de reactivo (NBB) con respecto a la
proteina sea 100, 300 § 600 veces superior en base molar. EL NBB se afiade a

la disolucién de proteina disuelto en dioxano y a una concentracién tal que
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la relacién volumen dioxano/volumen disolucién proteica no supere el 5 %,
La disolucidén resultante se mantiene en agitacién durante 1 hora y a conti-
nuacién se dializa frente a solucién salina. Se centrifuga y se cromatogra-

ffa a través de Ultrogel AcA 44.

3.9.2.- Cuantificacién del nimero de restos de triptdfano modificados .-
El nimero de restos de Trp modificados se deduce del valor de ab—

sorbancia de la proteina modificada a 410 nm, considerando un coeficiente
de extincidén para el grupo indol modificado de 18000 lew?d awm PH supe

rior a 12 (145).

3.10.~ CONTROL ESTRUCTURAL DE LAS MODIFICACIONES QUIMICAS .-
3.10.1.- Espectro de dicroismo circular .-

Los espectros de dicroismo circular de las proteinas nativas .y no=-
dificadas se realizan entre 210 y 320 nm en un dicrégrafo Jobin Yvon, Mack
III, provisto con lémpara Xenon de 250 W, a una velocidad de barrido de 0.5
nm/sg. Todas las muestras son previamente filtradas a través de un filtro
Millipore de 0.45 micras de difmetro y estan disueltas en un tampdn de fos-
fato 0,004 ¥, NaCl 0.85 %, EGTA 10 mM y MgCl, 4.5 mM, pE 7.21 para el F(-.b')a_
y en solucién salina para la 1gG. La temperatura a la que se obtienen los
espectros es de 20°C y las concsntraciones de proteina utilizadas son 200
Pg/ml en el ultravioleta lejano (210-240 nm) y de 1 mg/ml en el ultraviole-
ta préximo (250-320 nm). Los resultados se expresan en términos de [6] elip
ticidad media por residuo en unidades de grado x cmz/decimol. para un peso

medio por residuo de 110 Dalton.
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3.10.2.~ Inmunodifusidn doble bidimensional .-

Se lleva & cabo segin lo descrito en el apartado 3.2.1 excepto que
en vez de agar se utiliza agarosa (BDH) como lecho de gel. Aparte del anti-
suero anti-f-globulinas de conejo se utiliza un antisuero anti-pFc’obtenido

tal como se indica en el apartado 3.3.1.

3.10.3.- Filtracién en gel .-
Se realiza segin se describe en el apartado 3.2.3.

3.10.4.~ mgctroforesia en agarosa .-
Se lleva a cabo en placas de agarosa al 1% en el tampdn descrito

para inmunoelectroforesis en el apartado 3.2.2. La muestra se introduce en
orificios de 1 mm de didmetro practicados ven el gel mediante una pipeta Pas
teur calibrada ¥y la electroforesis se lleva a cabo en el tampén mencionado
aplicando una cafda de tensién de 5 V/cm durante 3 horas 30. minutos.

Tras la electroforesis, el gel de agarosa se tifie en la solucién
de tefildo desorita en el apartado 3.3.2 durante 3 horas y se destifie con la

solucidén de destefiido descrita en el mismo apartado.

3.,11.~ ACTIVIDAD ANTICUERPO .-
3.11.1.- T{tulo de hemaglutinacidn .-

El titulo de hemaglutinacién de la 1gG y del F(ab')zl nativo o mo-
dificado, se calcula de acuerdo con el procedimiento descrito en el aparta-
do 3.1.,1. El titulo de hemaglutinacién se da como la minima cantidad de an

ticuerpo que es capaz de aglutinar los hematies en estas condiciones.



3.11.2.- Incorporacibén radiocactiva .-

3.,11.2.1.- Marcaje del F(ab*)2 -

Se procede al marcaje del F(ab')2 , nativo o modificado, con 125,
por el método de la cloramina T (146).

A 100 pe de proteina en 100 ’xl de solucidn salina se afiaden 50 Ill
de 1251 ( 1 mCi) en un tampdén fosfato 0.5 M, pH 7.5, e inmediatamente se
afiaden 100 ,11 de cloramina T (sal sddica de N—monocloro—p—toluensulfonamida)

a una concentracién de 1 mg/ml en H_O. Transcurrido 1 minuto, se adicionan

2
100 p1 de metabisulfito sédico (1 mg/ml en 320). Despues de tres minutos se
adicionan 0,5 ml de solucién salina y.se dializa frente a solucién salina

frfa. Transcurridos 60 minutos se adiciona 1 ml de albimina de huevo (1 mg/
ml) y se continia la didlisis en frio con cambios frecuentes ha.ata.‘t‘)btener

fondo en los liquidos de didlisis.

3.11.2,2.- Incorporacién radiocactiva sobre la superficie del eritrocito .-
Eritrocitos de carnero, al 0.75 % de coneentraclién final, se incu-~
ban con los F(ab” )2 marcados radioactivamente durante 1 hora a 37°C , en -
una solucién salina que contiene suero de conejo no inmunizado a una dilu—
cidén 1/200, Transcurride la hora de incubacién, se toman 200 p1 de cada tu-
bo y se depositan sobre 50 }11 de aceite de inmersién (Immersionsol, dendi—
dad = 1.02, de Merck) en tubos de poliestireno (400 ,11 de capacidad), y a;
centrifugan durante 3 minutqs a 10000 g en una microfuga Beckman TM B,
Tras la centrifugacidn se cortan 1los tubos por la mitad de la capa de acei--

te y se cuenta la radioactividad del fondo y de la parte superior del tubo.
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3.12 .~ MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTICOMPLEMENTARIA DEL 1='(ab‘)2 POR LA VIA
ALTERNATIVA .~
Se sigue el procedimi_ento descrito por Albar (89).
A 0.25 ml de eritrocitos al 0.3 % en solucién salina para la via

alternativa (NaCl 0.15 M, Ne,HPO, 0.004 M, EGTA 10 mM y Mgll, 4.5 mM, pH

274
7.21) se le adicionan cantidades crecientes de F(ab')2 anti-eritrocito
( P(ab’ )2-aE )s control o modificado, en un volumen de 0.25 ml de la solu--
cién mencionada anteriormente. Se incuba 1 hora a 37°C y se afiade 1 ml de
una dilucidén de suerc de conejo no inmunizado de modo que la dilucién final
del suero sea 1/20. Tras 1 hora de incubacidén a 37°C se centrifuga a 500 g
¥y se lee la absorbancia del sobrenadante a 414 nm.

El 100 % de lisis se obtiene adicionando 520 en vez de suero a la
suspensién de eritrocitos. Los controles de lisis inespecifica se obtienen

incubando el suero con eritrocitos sin F(ab')2 o con F(ab’ )2 anti—albimina

( r(ab')z;-u ).

la figura nimero 12 muestra un esquema del procedimiento utilizado.

La actividad hemol{tica relativa de los fragmentos modificados con
reaspecto al control se cdlcula segin la siguiente expresidn:

% Actividad hemolitica relativa =

de F(ab” 2 nativo .necesarios para producir el 50 % de lisis x

p& de F(ab )2 modificado necesarios para producir el 50 % de lisis

X Actividad anticuerpo del F(ab’ ,Dativo X 100
Actividad anticuerpo del F(ab 2 modificado
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ERITROCITOS DE L *
CARNERO, : F(ab’),-aE
(EGTA, M&?Y) (ETA, Mg2*)

INCUBACION 1 hora, 37

SUERO
(FUENTE DE COMP. )
(EGTA, M2t )

INCUBACION 1 hora, 37T

CENTRIFUGACION

ABSORBANCIA 414 nm

* F(ab"), nativo o modificado.

Figura n® 12.~ Ensayo hemol{tico por la v{a alternativa del complemento.
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3413.= MEDIDA DE LA ACTIVIDAD CITOFILICA .-
3.13.1.~ Obtencidén de Neutrdfilos de conejo .-

Se obtienen neutrdfilos peritoneales de conejo siguiendo la métodg
logia descrita por Cohn y Morse (147).

A conejos de la raza New Zealand se les inyecta intraperitonealmég
te 200 ml de una solucién de glicogeno al 0.1 % en solucidén salina, Transcu
_rridos 7 dfas se repite la inyeccién en la cavidad peritoneal y, cuatro ho
ras despues de eata'segunda inyeccidn, se inyectan intraperitonealmente 100
ml de solucién salina con heparina (5 unidades por ml). A continuacidn se
extrae 1{quido peritoneal mediante puncién con una aguja, se centrifuga a
400 g durante 5 minutos y el sediﬁento celular se lava un par de veces con
solucién salina. Tras el segundo lavado, las células se resuspenden en una
solucidn dé NH4CI al 0.83 %, se dejan 5 minutos a 37°C., con lo cual sé 1i-
san los eritrocitos, y se centrifuga a 400 g durante 5 minutos. Las células
se resuspenden en solucién salina y se lavan tres veces en este medio en el
que quedan finalmente resuspendidas.

' De la suspensién celular se toman 1V rl y se afiaden sobre 90 Fl de
una disolucién de azul de toluidina al 0.1 % en solucién salina. las célu—-
las se cuentan en este medio a la vez que se comprueba el % de células Que
no'soﬁ neutréfilbs. Finalmente, las células se dejan a una concentracidn de
ax 106 células/ml en solucidn salina.
3,13.2.~ Fﬁrmaci6n de réaetas .-

A una suspensién de eritrocitos de carnero se le afiaden cantidades
decrecientes de anticuerpo con actividad anti-eritrocito de modo que la con

centracién final sea 0.5 % en eritrocitos contenidos en un volumen de 1 ml



ERITROCITOS
DE CARNERO ANTICUERPO aE
INCUBACION 1 hora, 37°C
NEUTROFILOS

CENTRIFUGACION 40 g, 5 minutos

2 horas, 4°C

RESUSPENDER Y CONTAR
% DE ROSETAS

(% NEUTROFILOS RODEADOS POR MAS
DE TRES ERITROCITOS)

Figura n¢ 13.- Ensayo de formacién de rosetas.
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de so0lucidn salina que contiene ovoalblimuna al 0.2 %. Se incuban 1 hora a
37 oC y 200 }.11 de cada una de estas suspensiones se adicionan sobre distin-
tos tubos que contienen 200 PJ' de la suspensidén de neutréfilos (4n106 celu-
las/ml).

La suspensifn de neutrdfilos con eritrocitos activados con inmuno-
globulina se centrifugd a 40 g durante 5 minutos y se lleva a 4°C durante
2 horas. Pasado este tiempo se resuspende cuidadosamente el sedimento celu-
lar y se ve el porcentaje de células rodeadas por mis de tres eri-
trocitos (solo en este caso se consideran positivas las rosetas).

la figura nimero 13 muestra un esquema del procedimiento seguido.

3.13.3.~ Inhibicién de rosetas .-

A partir de los datos del apartado anterior se puede conocer la
~cantidad de IgG-aE con que es necesario sensibilizar los eritrocitos para
obtener el 50 % de rosetas. Se toman 200 ’zl de eritrocitos sensibilizados
con esta gantidad de 1gG y se adicionan sobre 200 }11 de neutréfilos a los
que previamente se han adicionado t;antidadee decrecientes de IgG, control o
modificada, o sus respectivos fragmentos (Facb, F(ab’)2 y pFe’) con activi-
dad anti-albimina humana. Se centrifuga a 40 g y se mantiene a 4°C durante
2 horas. El tanto por ciento de inhibicién de las distintas moléculas se
calcula con respecto a un control en el que se ha adicionado F(ab')2-aA a
la suspensién de neutrdfilos. El tanto ,por ciento de inhibicidn se obtiene
segin la siguiente expresidn:

% de inhibicién =

% de rosetas en presencia de la proteina correspondiente
% de rosetas en presencia de F(a.b')z-aA

=100 - ( x100)



RESULTADOS
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4.1.- OBTENCION DEL SUERO DE CONEJO .-
La inmunoelectroforesis del suero de conejo, revelado frente a un
antisuero anti-proteinas séricas totales de conejo, se muestra en la figura

nimero 14.

4.2.~ OBTENCION DE LA IgG DE CONEJO .-

Como consecuencia de la cromatograffa de intercambio idnico se ob-
tiene un nico pico de absorcidén a 280 nm (figura n® 16). Del pico, bastan-
te extendido en su parte posterior, se reunen las fracciones con absorban—
oia superior a 0.3, la solucidn resultante se concentra y se procede a some

terla a los ensayos de purega correspondientes.

4.2.1.- Criterios de pureza .-
4.2.1.1.,~ Inmnodifusién doble bidimensional .-

La preparacifén de IgG se enfrenta tanto a un antisuero anti-prote
{nas séricas totales de oonejo como a un antisuero anti-¥-globulinas de co-
' nejo. Por este criterio se consideran puras las preparaciones que dan una

dnica banda de precipitacién (figura ne 15),

4,2,1.,2.~ Inmnoelectroforesis .-
Por este criterio se consideran puras aquellas preparaciones en

que 86lo se aprecia un dnico arco de precipitacidn (figura n® 14).

4.2.,1.3.- Filtracion en gel .-
Por este criterio se consideran puras las preparaciones de IgG que

en el elufdo dan un solo pico de absorcidn a 280 nm. El volumen de elucidn



Figura n® 14.- Inmmoelectroforesis frente a un antisuero antiproteinas sé-

ricas de conejo de a) suero de oonejo y b) preparscién de

Figura n? 15.,- Inmunodifusién de 4 preparaciones de IgG frente a un antisue
ro antiproteinas séricas de conejo. El pocillo central con—

tiene el antisuero y los externos contienen distintas prepa-

raciones de 1gG.
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Figura n® 16.~ Eluido de la cromatografia de la fraccién sérica insoluble
en (NH4)2304 1.33 M a través de una resina de celulosa

DEAE-11.
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(Ve) de este pico se corresponde con una especie molecular de 150000 Dalton

(figuras 17 y 18)

4.2,1.4.~ Electroforesis en gel de poliacrilamida .~
Dada la heterogeneidad molecular de la IgG de gonejo no se observa
una banda nitida por electroforesis, sino alge difusa (figura n® 19). Por
este criterio se co;uidera purga ;quellas preparaci;nee en que sélo se
aprecia esta banda difusa.
Superados todos estos criterios de pureza se procede a la obten~

cidén de los diversos fragmentos o al ané}isis funcional correapoﬁdiente.

4.3.- OBTENCION DEL FRAGMENTO Facb .-

La inmunodifusién del digerido plasminico de la IgG se muestra en
la figura n? 20. Puede apreciarse la presencia de dos especies moieculares
distintas, una que da identidad parcial con la IgG de partida y otra, mas
alejada del pocillo central del antisuero, que da idéntidad total con el es
polén de la IgG. La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS (figura n¢ 21) muestra una banda a un peso molec;lur ligeramente infe—
rior al de la IgG y otra que migra con el frente (PM € 25000 Dalton),

El perfil de elucién de este digerido a través de una columna de
AcA 44, equilibrada con urea 6 M, se miestra en la flgﬁra n® 23). El primer
pico del elufdo se dializa frente a soiucién salina y se concentra. La elec

. troforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SIS y agentes ieducto-;
res (figura n® 22) muestra la presencia de IgG no digerida contaminando el
fragmento Facb contenido en este pico.

DPado que el fragmento Facb carece de la regidén corresponaiente al
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Figura n® 17,- Eluido de la preparacién de IgG a través de Sephadex G-200.
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2_

50 60 70 80 90 100

Figura n? 18,- Representacién de los volimenes de elucién (Ve) de las pro~—
te{nas patrones y de la IgG y sus correspondientes fragmen—

tos frente al logaritmo de sus pesos moleculares.
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Figura n? 19.- Electroforesis en gel
de poliacrilamida al
7.5 % de la prepara-

P _ cidén de IgG.

Figura n® 20,- Inmunodifusidn del digerido plasmfnico de IgG frente a un an
tisuero anti-Y-globulinas. Los pocillos contienen a) IgG, b)
control del digerido plasminico (IgG+ &cido+urea) y c) dige

rido plasminico de IgG.
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Figura n? 21,- Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5 % en presen——
cia de SDS de a) IgG, b) P(ab”),, ¥ c-1) 1gG digerida con
1}

plasmina durante 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 horas.

a - b

c d

Figura n® 22.- Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5 % en presen——
cia de SDS y agentes reductores de a) IgG, b) primer pico‘
de la cromatograffa en presencia de urea del digerido plaemé
nico, c) F(ab')2 y d) primer pico de la cromatografia del di
gerido plasminico tras su paso por un anoadsorbeqte 'anti—

-pFc b
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Figura n? 23,- Perfil de elucién del digerido plasminico de IgG a través de

£
o

Ultrogel AcA 44 en condiciones desnaturalizantes.
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pFc’de la IgG, la preparacién correspondiente al primer pico del elufdo se
cromatografia a través de un inmnoadsorbente anti-pFc” a fin de eliminar
la IgG no digerida. la parte no retenida es el Facb que se somete a los co-

rrespondientes criterios de pureza.

4.3.1.- Criterios de pureza .-

4,3.1.1,~ Inmunodifusién doble pidimensional .-~

La inmunodifusién de la preparacién de Facb freht; a un antisuerQ
anti-j—globulinas se muestra en la figura n® 24. La identidad parcial del
F'(ab')2 con el Facb, y ge éste con la IgG estéd de acuerdo con las caracte—

risticas estructurales del fragmento.

4.3.1.2.,- Inmunoelectroforesis .-
Las preparaciones de Facb muestran una inica banda de precipitae—’
cién frente a un antisuero anti~Y-glogulinas. El fragmento muestra una mo-

vilidad mas anédica que la IgG de partida (figura no 25).

4.3.1.3.- Filtracidn en gel .-
El perfil de elucidn de la preparacién de Facb & través de Sepha-
dex G~200 se muestra en la figura n? 26, El volumen de elucién del pico se

corresponde con el de una especie molecular de 133000 Dalton (figura nﬂfis)

4.3.1.4.~ Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS .~
La electroforesis de la preparacidn de Facb en presencia de SDS y
agentes reductores miestra la ausencia de cadena pesada asi como la presen~

cia de una especie molecular a un peso molecular intermedio entre cadena pe
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Figura n® 24,~ Inmunodifusién frente a un antisuero anti-Y-globuiinas de

a) 1gG, b) Fn.cb y c) F(ab')z.

Fisura n? 25.-~ Inmnoelectroforesis frente a un antisuero anti-Y-globulinas

de a) IgG, b) Facb y ¢) F(ab')z.
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280 nm.

02+

Figura n® 26.- Perfil de elucién de la preparacidén de Facb a través de

Sephadex G-200.
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gada y ligera que corresponde a la porcidn de cadena pesada del Facb (figg
ra n? 22).
4.4.~ OBTENCION DEL FRAGMENTO F(ab')2 .-

El perfil de elucién del digerido pepsinico de la 1gG a través de
Ultrogel AcA 44 se muestra en la figura n? 27. El primer pico es F(ab')2

que se concentra y se comprueba su pureza.

4.,4.1.- Criterios de pureza .-
4.4.1.1.~ Inminodifusidn doble bidimensional. .-

La fig.n? 28 muestra el comportamiento .del. F(ab’ )2. Se observa una
dnica banda de precipitacidén que da identidad parcial con IgG y no identi—
dad con una preparacién de pFc’. La figura n? 24 muestra la identidad par--—

cial de F(ab')2 con Facb.

4.4.1.2,~ Inmmnoelectroforesis .-
La preparacién de F(a,b')2 da una idnica banda de precipitacidén como

puede observarse en la figura n® 25.

4.4.1,3.- Filtracién en gel .-
La preparacién de F(ab'}2 da un dnico pico por filtracidn en gel
(figura !;9 29) a un volumen de elucidn que se corresponde con un peso mole-

cular de 98000 Dalton (figura n? 18).

4.4.1.4.~ Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS .-

la figura n? 30 muestra la dnica banda que exhiben las prepara-
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Figura n® 27.- Perfil de elucidn del digerido pepsinico de IgG a través de

Ultrogel .AcA 44,
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Figura n® 28,~ Inmunodifusién frente a un antisuero anti-Y-globulinas de

a) IgG, b) F(ab')2 y ¢) pFel
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Figura n® 29.- Perfil de elucidn de la preparacidn de 1"(4:.1:»')2 a través de
Sephadex G-200,
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ciones de F(ab')2 por esta técnica.

4.5.- OBTENCION DEL FRAGMENTO pFe’.-

De la cromatograf{a de la digestién pepsinica de la IgG en Ultro—
gel AcA 44 se reunen y concentran las fracciones correspondientes al segun-
do pico del elufdo.(figura n® 27). Este pico, que corresponde a pFt’,se so-

mete a los distintos criterios de pureza.

4.5.1.~ Criterios _de pureza .-
4.5.1.1,- Inmunodifusién doble bidimensional .-

La preparacién de pFc’muestra una dnica banda de precipitacién que

da identidad parcial con IgG y no identidad con F(al:v')2 (figura n® 28).

4.5.1.2.~ Inmunoelectroforesis .-
Aparece un dnico arco de precipitacidén de movilidad mds anédica

que la IgG (fisura no 31).

4.5.1.3.- Filtracién en'gol -
La figura n® 32 mestra el perfil de elucidén de la preparacidn de
pFe’. El volumen de elucidn corresponde a una especie molecular de 25000
Dalton (figura n® 18).
4.5.1.4.~ Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS .-
Aparece una Unica banda a un peso molecular de 11500 Dalton (figu-

ra n? 33) en geles al 15 %.
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'aDCd

Figura n® 30.- Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5 % en presen-

cia de SDS de a, b, c) tres preparaciones de F(ub')2 vy d)

ISG.

Figura n? 31.- Inmunoelectroforesis frente a un antisuero anti-}-globulinas

de a) IgC y b) pFo”’,
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Figura n® 32.- Perfil de elucidén de la preparacién de pFc’a través de

Sephadex G-200.
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Figura n? 33,- Electroforesis en gel de PO
liacrilamida al 15 % en pre
sencia de SDS y agentes re-
ductores de a) Ovoalbimina,
(45000 Dalton), cadena lige
ra (25000 Dalton), citocro-
mo C (11500 Dalton) e insu-
lina (55000 Dalton), ¥y b)

pm '0

Figura ne 34.- Eleotroforesis en gel de
polisorilamida al 7.5 % en
presencia de SDS de a y d)

1gG reducida, b y ¢) IgG.
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4,6.- OBTENCION DE LA IgG REDUCIDA .-

la reduccidn y alquilacidén de la IgG escinde los puentes disulfuro
intercatenarios de la molécula como muestra la electroforesis en gel de po-
liacrilamida en presencia de SDS (figura n¢ 34). No se aprecia la presencia
de IgG no reducida y las Unicas especies moleculares observables correspon-

den a cadena pesada y ligera.,

4.7.- MODIFICACION IE GRUPOS CARBOXILO .~
4.7.1.- Modificacién de grupos carboxilo de la IxG .-

La tabla n? 4 recoge los tanto por ciento molares de los distin—
tos aminodcidos con respecto al tiempo de hidrdlisis de la IgC. Para el cal
culo final de los % molares de los aminodcidos (columna de la derecha) se
han considerado los valores de Leu y Val que se obtienen al miximo tiempo
de hidrdlisis y los valores de Ser y Thr que se obtienen por extrapolacidn
a tiempo cero, Tambien se consideran el % de Trp que se obtiene por el métg
do de Beaven y Holiday y el % de Cys que se obtiene a partir del nimero de
puentes disulfuro de la molécula.

La tabla n? 5 muestra el % de glicocola a distintos tiempos de mo-
dificacién (el nimero de moles en que se incrementa la Gly se corresponde
con el nimero de moles de grupos carboxilo que se han modificado) asi como
el 9% de los aminodcidos que son susceptibles de sufrir reacciones secunda-
rias. El que no se observe variacidn en el % de estos aminodcidos (His y
Tyr) indica que no se han producido reacciones secundarias importantes por
el procedimiento empleado.

Tomando como 1320 el nimero de residuos de la IgG, se obtiene el

nimero de grupos carboxilo que se modifican en la molécula a los distintos



TIEMPO DE HIDROLISIS (HORAS)

AMINOACIDO 24 48 12 96 ). X
Asx 12.4 12.4 12.5 12.4 12.4 7.1
Glx 15.1 14.7 15.0 15.3 15.0 8.6
Pro 8.1 8.0 7.8 7.8 8.1 4.6
Gly 13.4 13.3 12.8 - 13.3 13.2 1.5
Ala 9.8 10.1 10.1 10.2 10.0 5.7
Met 1.7 1.6 1.8 1.9 1.8 1.0
Leu 10.9 10.8 10.5 10.3 10.6 6.1
Tyr 6.8 6.8 6.8 6.7 6.8 3.9
Phe 5.2 5.4 5.1 5.3 5.2 . 3,0
Lys 8.6 8.8 8.9 8.9 8.8 5.0
His 2.5 2.7 2.3 2.4 2.5 1.4
Arg 9.5 5.4 5.9 5.5 5.6 3.2
Thr, 18.3 16.0 12.4 10.2 21.2 12.1
Ser 16.9 12.0 9.4 5.2 20.4 11.7
Val 20,0 20.0 11.5
Ile,, 7.0 7.0 4.0
CY8 2.5 -

2.0 1.1

¥ Obtenidos por extrapolacién a tiempo de hidréliseis cero,

**Obtenido & partir del nimero de puentes disulfuro de la molécula.

**¥*obtenido por el método de Beaven y Holiday.

X’~ Media de los valores del % molar de los aminodcidos invariantes y la de
los variantes referida a los invariantes.

X - % molar de los aminoicidos de la molécula de IgG.

Tabla n? 4.~ Andlisis de aminodcidos de la IgG de conejo.
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TIEMPO TE MODIFICACION (MINUTOS)

AMINOACIDO Control 5. 10 20 30

His 1.4 1.5 1.5 1.3 1.4
v 3.9 3.7 3.7 3.8 3.8
Gly 7.5 10.2 11.0 11.7 12.0
Q4 Gly — 2.7 3.5 4.2 4.5

-

Tabla n? 5.- Contenido en % molar de histidina, tirosina y glicocola de la

IgG control y modificada en sus grupos carboxilo a distintos

tiempos.
TIEMPO DE MODIFICACION (MINUTOS)
AMINOACIDO Control 5 10 20 30
His 0.9 1.0 1.0 0.9 1.0
- Tyr 4.0 4.2 4.1 4.0 4.1
Gly 8.0 10,1 10.7 11.4 11.8
AGly -— 2.1 2.7 © 3.4 3.8

Tabla n? 6.— Contenido en % molar de histidina, tirosina y glicocola del
F(ab')2 control y modificado en sus grupos carboxilo a distin-

tos tiempos.



tiempos de modificacién (tabla n® 7).

4.7.2.~ Modificacidn de grupos carboxilo del F{ab'}z R

La tabla n® 6 mueétra. la variacién de los % de Gly, His y Tyr con

respecto al tiempo de modificacidén. Asignando 890 residuos a la molécula de

F(z;v.b')2 se obtiene el nimero de grupos carboxilo por molécula (tabla n® 7).

Al no observarse variaciones en los % de His y Tyr a los distintos tiempos
de modificacidn se descarta la existencia de reacciones secundariass en mag-

nitud apreciable.

4.8.~ MODIFICACION DE GRUPOS AMINO .-

' 4.8.1.- Modificacién de grupos amino de la IRG .-

La tabla n? 8 muestra el % de los grupos amino accesibles al TNBS
a los distintos tiempos de modificacién., Tomando como 100 el contrbl, se
llega a 8610 un 9 % de grupos accesibles al miximo tiempo de modificacién.
A partir de estos datos se deduce el mimero de grupos amino modificados por
reaccién con el KCNO que figura en la tabla n® 10, Un méximo de 46 grupoa

modificados por molécula se obtiene a las 72 horas de modificacién.

4.8,2.~_Modificacién de grupos amino del F{ab'lz_.-

ElL % de grupos amino accesibles al TNBS a los distintos tiem-
pos de modificacién se muestra en la tabla n® 9. Un méximo de 27 grupos ami

no se modifican a las 72 horas de reaccidn con.el KCNO (tabla n? 10).

4.9.- MODIFICACION QUIMICA D& RESTOS TRIPTOFANO DEL F(ab')z -

El nimero de restos modificados aparece en la tabla n? 11. Un mdxi
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TIEMPO DE MODIFICACION (MINUTOS) _IgG F(ab’
5 35.6 18.7

10 46,2 24.0

20 55.4 30,2

30 59.4 33.8

Tabla n? 7.- Nimero de grupos carboxilo modificados por molécula de IgG y

de F(ab')z».
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TIEMPO Dk . % D GRUPOS AMINO
MUDIFICACION (HORAS) A4 nm ACUESIBLEY AL TNBS
0 1.41 (20.03) 100
12 0.54 (£0.05) 38
24 . 0.34 (:o.oz) 24
48 0.16 (- 0.02) 11
72 0.13 (+0.01) 9

*
Valores medios correspondientes a tres determinaciones para una oon—
centracién de IgG de 0.22 mg/ml.

Tabla n? 8,- Valoracién del néimero de grupos amino de la IgG accesiblea al

TNBS tras la modificacidén con cianato potdsico.

TISMPU TE . % DE GRUPOS AMINU
MODIFIGACION (HORAS) L4314 om ACUESIBLES AL TNBS
0 1.22 {£0.02) 100
12 ' 0.46 (£0.02) 38
24 4 0.29 (t0.01) . 24
48 0.12 (£0.01) 10
72 0.08 (x0.01) 7

* Valores medios correspondientes a tres determinaciones para una con-
concentracién de F(ah')2 de 0.22 mg/ml.

Tabla nv 9.- Valoracidn del nimero de grupos amino del F(ab’)z accesibles

al TNBS tras la modificacidn con cianato potdsico.
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TIEMPO DE ODIFICACION (HORAS) g6 Fab’),
12 31 18
24 ' 38 22
48 45 26
72 46 "7

Tabla n? 10.- Nimero de grupos amino modificados por molécula de IgG y

F(ab')2 mediante el tratamiento con cianato potdsico.

CONCENTRACION DE NBB NUMERO DE GRUPOS
MOL. NBB/MOL. F(ab’ AZIO nm MODIFICADOS POR MOLECULA
100 0.06 (20.006) 0.33
300 0.22 (+0.03) 1.1
600 0.30 (£0.02) 1.6

»*
Valores medios correspondientes a tres determinaciones para una concen-

tracidn de F(s,b')z de 1 mg/ml,

Tabla n? 11.- Nimero de restos Trp modificados por molécula de F(ab” )2 me-

diante el tratamiento con bromuro de 2-hidroxi-5-nitrobencilo
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mo de 1.6 restos se modifican en las condiciones mds extremas utilizadas.

4.10,~- CONTROLES DE LAS MODIFICACIONES .-

4.10.1.- BEspectro de dicroismo circular .-
En la figura n® 35 se muestra el espectro de dicroismo de la IgG

reducida junto al de la IgG utilizada como control. No se observan cambios

significativos como consecuencia de la reduccidn.

La figura n? 36 muestra los espectros de dicroismo de la 1gG y de
las IgG modificadas en los restos carboxilo a distintos tiempos. En el UV
lejano se observa la pérdida del hombro a 225 nm msi qomo la del hombro
que podfa apreciarse a 232 nm apareciendo un pico de elipticidad negativa
a 238 nm. En el UV préximo no se observan cambios como consecuencia de la
modificacidn.

. La figura n? 37 muestra los espectros de dicroismo de las IgG: mo
dificadas en los grupos amino. No se muestran cambios importantes con res-

pecto al control,

Respecto a las modificaciones inferidas en el F(nb')2 ni la modifi
cacién de grupos carboxilo (figura n® 38), ni la de grupos amino (figura n®
39), ni la de grupos indol (figura n® 40) produce cambios significativos en

los espectros de dicroismo.

4,10,2,- Inmunodifugién doble bidimensional .-
En la figura n? 41 se muestra una inmnodifusién en la qﬁe se han

enfrentado IgG e IgG reducida a un antisuero anti-Y-globulinas. No se obser
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van cambios en el comportamiento antigénico como consecuencia de la modifi-

cacién.

la figura n? 42 muestra la inmunodifusién de las IgGC modificadas
en los grupos carboxilo frente a un antisuero anti—{-élobulinas. Ya a cinco
minutos se observa una pérdida de antigenicidad que se va acentuando confor
me aumenta el tiempo de modificacién. la pérdida de antigenicidad parece .
afectar ligeramente a los dominios CHS como puede observarse cuando el anti

suero empleado en la inmunodifusién es anti-pFc”(figura n? 43)

En la modificacién de los grupos amino de la IgC no se detectan
cambios en el qomportamiento antigénico hasta las 48 horas de modificacién.
.Esta pérdida de antigenicidad no se detecta cuando el antisuero utilizado

es anti-pFc en vez de anti-Y-globulinas (figuras n? 44 y 45).

En el caso del F(a.b')2 ni la modificacién de grupos carboxilo (fi-
gura n? 46) ni la modificacién de grupos amino (figura n? 47), ni la de gru
pos indol (figura n® 48) produce cambios detectables en el comportamiento

antigénico.

4.10,3.~ Volumen de elucién .-
No se detectan cambios importantes con ninguna de las modifica—

ciones utilizaaas (tabla n® 12).
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Figura n® 4l.~ Inmunodifusién frente a un antisuero anti-J-globulinas de
a) IgG y b) IgCG reducida

Fig n® 42,~ Inmnodifusién frente a un antisuero anti-Y-globulinas de a)
IgG, b, ¢, d, y e) IgC modificada en los grupos carboxilc a 5,

"10, 20 y 30 minutos respectivamente.
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Figura n® 43.- Inmunodifusién frente a un antisuero anti-pFc’ de a) IgGC,
b, ¢, d, ¥ ©) IgG modificada en los grupos carboxilo a 5,

10, 20 y 30 minutos respectivamente.

Figura n? 44.- Inmunodifusién frente a un antisuero anti-y-globulinas de
a) 1gG, b, ¢, d, ¥ e) IgG modificada en los grupos amino

a 12, 24, 48 y 72 horas respectivamente.
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Figura n® 45.- Inminodifusién frente a un antisuero anti-pFc’de a) IgG,

b, ¢, d, ¥y e IgC modificada en los grupos amino a 12, 24,

48 y 72 horas respectivamente

Figura n? 46.- Inmmnodifusién frente a un antisuero anti-Y-globulinas de
a) F(ab')z. b, ¢, dy y e) F(ab')2 modificado en los grupos

carboxilo a 5,,10; 20.y 30 minutos respectivamente.'
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Figura n? 47.- Inmunodifusidn frente a un antisuero anti-§-globulinas de

a) P(ab')z, b, c, d, y e) F(a.b')2 modificado en los grupos

amino a 12, 24, 48 y 72 horas respectivamente,

Figura n? 48.~ Inmunodifusidén frente a un antisuero a.nti-x-globulinas de
a) F(ab')z, b, c, y d) F(ab')2 modificado en los restos Trp
a una concentracidn de NBB de 100, 300 y 600 veces la con—

centracién de F(a.b')2 (relacidén molar) respectivamente.
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4.10.4.~ Electroforesis en agarosa .-
La figura n® 49 muestra el cambio de movilidad electroforética de

la molécula de IgC con las distintas modificaciones. Al pH a que se realiza
la electroforesis (8.6), la molécula de IgG nativa se encuentra practicameg
te en su punto isoelectrico y, puesto que en el lecho de agarosa no se pre~
senta flujo electroendosmitico apréciable, no migra de su punto de aplica~—-—
cién. La IgG modificada en los grupos carboxilo se desplaza hacia el cdto
40, como corresponde al exceso de cargas positivas. Analogamente la 1gG mo~
dificada en grupos amino se desplaza hacia el 4noao, debido al exceso de

cargas negativas.

En el caso del F(ab')2 se observa el mismo fendmeno ( figura n® 50)
no observandose variacidn en la movilidad electroforética de la IgG modifi-

cada en los restos de triptdfanc.

4.11,- ACTIVIDAD ANTICUERPO .~
4,11,1.- T{tulo de hemaglutinacidn .-

El t{tulo de hemaglutinacidén del F(ab” )y modificado en sus grupos
carboxilo, amino o 1nd91 con respecto a los correspondientes controles se ;
muestra en las tablas n? 13, 14 y 15 respectivamente, La actividad agluti—
nante disminuye con la modificacién de los grupos amino e indol y se ve in-

crementada con la modificaciéh de los grupos carboxilo.

4.11,2.~ Incorporacién radicactiva .-

Los valores de incorporacién radioactiva del F(ab')2 control y mo-

dificados se muestra en las tablas 13, 14 y 15. Los valores de incorpora—
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Figura n® 49.~ Movilidad electroforetioa relativa de a) 1gG, b, ¢, 4, y e)
1gG modificada en los grupos carboxilo a 5, 10, 20 y 30 minu
tos, f, g, h e 1) IgG modificada en los grupos amino a 12,

24, 48 y 72 horas respectivamente.

_ ‘ 'Figura n® 50.- Movilidad electroforeti-

+ ca relativa de a) y o)

F(ab®),s b, o,y 4) Flab)y
modificado en los grupos

! carboxilo a 5, 10, 20 y

§8F - -y

30 minutos, f, g, h e 1)

l‘(ab')2 modificado en 1

24, 48 y 72 horas, J, k

....

-
£y los grupos amino a 12,
L
L

y1l) r(.b')2 modificado
en los reastos de Trp a

Gna concentracién de NBB
de 100, 300 y 600 veces

la del r-'(a.b‘)2 .
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cifn especifica confirman una menor avidez de los fragmentos modificados en
los grupos amino e indol por la superficie del eritrocito y una avidez ma—

yor en el caso de que la modificacién afecte a los grupos carboxilo.

.4.12,~ MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTICOMPLEMENTARIA DEL F(ab’ ), POR LA VIA

ALTERNATIVA .~

4,12.1,~ Actividad del Ffab'}z modificado_en los grupos carboxilo .-
La tabla n? 16 muestra los valores .de actividad 1{tica del F(éﬁjz

\

control y modificados en sus grﬁpos carboxilo. La figura n® 51 ilustra
graficamente los resultados de esta tabla. Las cantidades de anticuerpo ne
cesarias para producir el 50 % de lisis, obtenidos de esta grafica, se re—
presentan en la tabla n? 17. Estos valores se modifican teniendo en cuenta
la variacién en la capacidad anticuerpo que sufre el fragmento tras la modi
ficacién (tabla n® 13) obteniéndose los valores de actividad liica relativa
que figuran en la tabla n® 17.

Los datos obtenidos ponen de manifiesto una pérdida gradual- de ac- ‘
tividad hemol{tica del F(ab')2 como consecuencia de la modificacidn, llegan

dose a 8610 un 5 % de la actividad inicisl al méximo tiempo de modificacién.

4.12.2.,- Actividad del F(ab’z! modificado en los grupos amino_.-

Las curvas de actividad hemolftica de los F(ab’)2 moditicados en
los grupos amino, cuyos valores figuran en la tabla n? 18, se representan
en la figura n? 52, A partir de estos datos se obtienen los valores relati-
vos de actividad litica.‘corregidos de acuerdo con la pérdida de capacidad
anticuerpo que sufre el F(ab')2 como consecuencia de la modificacidn (tabla

n? 14), que se muestran en la tabla n® 19.
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% LISLS

TIEMPU DE MODIFICACION (MINUTOS)

__CoNg,”  _ Control

20
40
60

80

120

160
240
320
400

500

600 -

5 10 20 30

20,0 (*1.2) 12.1 (*1.1) 7.8 (*0.6) 3.2 (*0.8) —
80.8 (1.3) 70.1 (*2.1) 49.8 (#2.5) 8.2 (¢1.3) 1.8 (*1.0)
92.3 (+1.2) 88.5 (20.9) 83.2 (£2.3) 14.4 (*1.3) 2.8 (:0.8)
97.2 (£0.6) 95.2 (20.9) 91.5 (*1.2) 27.8 (%2.7) 4.6 (20.9)
99.2 (20.6) 97.1 (+0.8) 66.6 (*1.4) 8.8 (*1.3)

99.2 (£0.3)

99.5 (20.3)

80.9 (:1.8)
95.2 (*1.1)

14.8 (:2.1)
36.5 (2.3)
60.0 (*2.1)
76.3 (+2.2)
89.4 (31.3)
89.8 (x1.1)

* Microgramos de anticuerpo utilizados para activar 1 ml de eritrocitos

al 0.15 %.

Tabla n? 16.- Efecto de la modificacién de los grupos carboxilo en la

actividad hemol{tica del fragmento F(ab')z-.aE.
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1 1 1 1 1 | ! 1 I l 1 —
160 240 320 400 480 560
Mg prot.
—— Flab)yak control

Flab-oE mod 5
Flab)y-aE mod 10

Flab)y;aE mod 20°
F(alﬁ)z-aE mod. 30’

Figura n® 51.- Efecto de la modificacién de los grupos carboxilo en la

actividad hemol{tica del F(ab')z-aE.
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% LISIS
TIEMPO DE MODIFICACION (HORAS)

cone,” Control 12 24 48 12

-20 19.2 (*1.7) 5.6 (*1.6) 2.8 (*0.8) — —

40 75.8 (*1.8) 13.2 (£1.7) 6.8 (£0.9) 4.2 (*0.6) * 3:4 (*0.8)

80 97.1 (x2.2) 50,0 (¥3.1) 25.0 (¢1.3) 12.1 (*0.8) 11.6 (*0.7)
100 99.3 (£0.6) 75.3 (£1.8) 42.1 (23.3) ‘
120 99.6 (20.4) 84.7 (21.3) 60.6 (21.8) 29.2 (£1.7) '27.1 (:2.1)
160 94.8 (*1.1) 81.5 (21.5) 55.3 (!é.v) 52.8 (:2.8)
200 99.1 (£0.8) 91.2 (¥1.2) 74.0 (11.9) 71.8 (*1.6)
240 96.6 (¥0.3) 84.3 (*1.1) 82.9 (*1.6)
280 99.8 (+0.3) 91.4 (t1.5) 90.3 (%1.2)
320 96.0 (11.2) 95.2 (1.4
360 99.3 (:0.5) 98.2 (+0.6)
400 99.5 (20.3) 99.7 (£0.3)

N .
Microgramos de anticuerpo utilizados para sensibilizar 1 ml de eritroci-

tos al 0.15 %.

Tabla n? 18.- Efecto de la modificacién de los grupoe amino en la activi-

dad hemol{tioa del fragmento F(sb')z- .
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s hemalisis

100- —————————

L

I i 1

160 240 320 400
Hg prot.

| ]

— F(ab)yaE control

— — FlablyaEmod 12h
—_a— F(OS)Z-GE mod: 26 h
— - — Flab)yaE mod. 48h
—o— F(aB)z-oE mod. 72h

Figura n® 52.- Efecto de la modificacién de los grupos amino en la activi-

dad hemol{tica del F(a.b')z-aE.
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Como consecuencia de la modificacidén se produce una pé&dida de la
actividad hemol{tica de la molécula que llega a ser del 60 % al miximo tiem

po de modificacidén (40 % de la actividad 1itica inicial).

4.12.3.~ Actividad del gjab'lz modificado en los restos triptéfano o=

La tabla n® 20 muestra los valores de actividad hemolitica de los
F(ab')2 modificados en los grupes indol con respecto al control., La repre—
gsentacién griafica de estos valores se ilustra en la figura n® 53, lLas canti
dades de anticuerp@ necesarias para producir el 50 % de 1{sis se expresan
en la tabla n? 2], teniendo en cuenta la variacidn en la capacidad anticuer
po que sufre el fragmento tras la modificacidn (tabla n® 15),

Los datos obtenidos no muestran variacién apreciable de la activi-
dad hemol{tica del fragmento I-'(ab')2 como consecuencia de la modificacién

de sus restos de triptéfano.

4.13.- UNION A RECEPTORES CELULARES .-

4.13.1,- Formacién de rosetas .-

la tabla n? 22 muestra la capacidad de formacidén de rosetas de
1gG-aE con neutréfilos de conejo. Como controles negativos se utilizan
F(ab')2-aE e IgG-aA. la representacidn grdfica, en escala semilogaritmica,

de estos valores se representa en la figura n? 54.

4,13.2,~ Inhibicidén de rosetas .-

4,13.2.1.- Facb-aA y pFc’.=
Tanto el fragmento Facb como el fragmento pFc’se muestran incapa—

ces de inhibir la formacién de rosetas entre eritrocitos recubiertos de
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% LISIS

CONCENTRACION NBB (MOL. NBEB/MOL. PROT.)

conc, Control 100 300 600
20 14.5 (t2.0) 4.0 (t1.2)- ‘7.1 ¢1.6) 5.1 ¢1.3)
40 55.0 (t4.1)  38.8 (£2.5) 20,0 (#1.6)  12.8 (£2.2)
60 86.5 (t1.8)  78.6 (+2.1) 48.2 (r2.9) 24.1 (£2,6)
80 92,1 (¥1.5)  88.7 (t1.7) 73.6 (£¥1.9) 50,0 (t3.2)
100 97.3 (£1.5)  93.2 (:1.5) 85.6 .(11.6) 76.8 (+2.0)
120 99.8 (£0.8) 96.3 (+1.0) '90.4 (*1.2) 82.1 (x1.7)
140 99.6 (£0.3)  98.2 (%l.1) 94.6 (¥1.3) 87.7 (¢1.9)
160 " 99.6 (£0.5) 96.6 (t1.2) 92.2 (¢1.4)
180 99.3 (£0.3) 95.7 (£1.3)
200 ' 97.8 (£1.5)
220 99.6 (+0.8)

* Microgramos de anticuerpo utilizados para activar 1 ml de eritrocitos

al 0.15 %.

Tabla n? 20.~ Efecto de la modificacién de los grupos indol en la activi-

dad hemol{tica del fragmento F(ab')Z-aE.
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% hemolisis
1004

50

] l. 11 1 ] ] ] | ]
80 160 240 320 400

g prot.

—_— F(ab)z-cE control
— — Flab)yaE mod. 100

—_ F(as)z- aE mod. 300
—_——— F(GE)Z-GE mod. 600

Figura n® 53.- Efecto de la modificacidn de los grupos indol en la activi-

dad hemol{tica del F(ab')z-a.E.
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% ROSETAS
PROTEINA

conc, 10° * __IgG-aE Flab’) -aE IxG-al

" 6.8 10 (+43) 2 (21) 3 (1)
13.6 28 (¢5) 2 (*1) 2 (*1)
23.3 50 (£5) 1 (£0) 2 (41)
35.5 78 (24) 3 (21) 3 (1)
46.0 97 (£3) 2 (11) 2 (0)
67.0 1 (*1) 2 (1)
94.0 | 2 (1) 2 (1)

* Micromoles de protefna utilizados para activar 1 ml de eritro

citos-al 0.5 %.

Tabla n? 22,- Capacidad de formacién de rosetas de la IgG-aE.
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% rosetas
100

—IgG aE
——IgG aA
——— F(ctS)z-cE

Figura n? 54.- Capacidad de formacidn de rosetas de la IgG-aE,
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1gG-aE y neutréfilos de conejo (tabla n® 23, figura n? 55). El tratamiento
con dcido y urea de la molécula de IgG-aA (control de la digestidén con plas
mina) produce un decremento en su capacidad de inhibicidn de rosetas del or
den del 50 %,
'

4.13.2.2.~ I1gG~ak reducida .-

Como consecuencia de la reduccidn de los puentes disulfuro interca
tenarios se produce un decremento en la capacidad de inhibicidén de rosetas
de la IgG que es superior al 90 %, tal como puede apreciarse en la tabla n¢

24 cuya representacién grafica aparece en la figura n® 56.

4.13,2.3.~ IgG-aA modificada en los grupos carboxilo .-
La modificacidn de los grupos carboxilo elimina la capacidad de in
hnibicidn de rosetas de la igu, fendmeno que ya se observa a los cinco minu~

tos de modificacién (tabla n® 25, figura n¢ 57).

4.13.2.4.- 1gG-aA modificada en los grupos amino .-

Como consecuencia de la modificacién de los grupos amino de la IgG
se produce un decremento progresivo en su capacidad de inhibicién de rose--
tas que llega a ser del 75 % al miximo tiempo de modificacidn (tabla n? 26,

figura n? 58).
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% INHIBICION
o ) PROTEINA
come. 1" _nseer  Loa'  mcbar  _pr’  Helra
1.55 a¢s5) 6 (3) 3 (22) 2 (t1) 3 (1)
2.50 43 (26) 16 (£3) 4 (*1)  4@¢3) 5 @2)
3.50 65 (£6) 24 (25) 5 (£3) 6 (x4) 4 (+3)
5.00 94 (*4) 44 (26) 4 (x2) 4 (+3) 3 (#41)
8.00 81 (x4) 4 (£3) 3 \12) 3 (x2)
12.00 ' 98 (+2) 413 3(1)  4(23)
29,00 3 (+2) 4 (£3) 4 (r2)
98,00 . 5 (+4) 3 (x2) 3 (s1)

* Micromoles de proteina incubados con 200 )11 de neutrdfilos de conejo;

& IgG-aA contol de la digestién plasminica.

Tabla n? 23.— Capacidad de inhibicidén de la formacién de rosetas de
1gG-aA, IgG-aA control de la digestidn plasminica y de los

fragmentos Facb-aA y pFe.
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°/ inhibicion de rbsetas
100t

501

—— [gGaA
- — — |gGaA control dig- plasm.

-.—— Facb-aA
-+ pFC’

"Figura n® 55.- Capacidad de inhibicidén de la formacidn de rosetas de IgG-aA
IgG-aA control de la digestién plasminica y de los fragmen—-

tos Facb-aA y pFel
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B 7% INHIBICION

) PROTEINA ‘

coNc. x 10° ¥ IgG-aA IgG-aA red. F(ab®),-aA,
1.55 21 (33) 3.(x2) 4 (22)
2.50 43 (£5) 4.(23) 3 (*x2)
3.50 67 (%6) 3 (1) 2 (&2)
5.00 .95 (2) 3 (r2) 3 (1)
25.00 11 (¢4) 3 (x2)
46.00 . 33 (x5) 5 (43)
60.00 52 (+5) 3 (r2)
80,00 78 (*6) . 4 (t2)
100,00 ' 97 (1) 3 (*1)

. -
Micromoles de protefna incubados con 200 pl de neutréfilos de conejo,

Tabla n® 24.- Capacidad de inhibicidén de la formaoién de rosetas de
ggd—aA control y modificada en sus puentes disulfuro

intercatenarios.
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%, inhibicion de rosetas

100} A
/
J/
/
! /
/
50 /{
2 */
/
Ve
*//’
- '._/' — ['.".[' ik _,{
2 5 1074 2 5 1?
pmol prot.
— IgG-aA control
—— - IgG-aA red.
——.— Flat oA

Figura n® 56.- Capacidad de inhibicién de la formacién de rosetas de IgG-aA
control y modificada en los puentes disulfuro intercatena—

rios,
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% INHIBICION

1.55
2.50
3.50
.00
15.00
31.00

94.00

PROTEIRNA .

22 (t5)
43 (26)
68 (15)
93 (x2)

conc. 10°* IgG-cont, _ IgG-57 _IgG-10" _IgG-20

»

5 (£4)°

5 (24)
4 (r4)
4 (t3)
4 (x2)
4 (+3)
5-(£3)

4 (¢3)
4 (+3)

5 (t4)

5 (¢4)
3 (r2)
5 (£3)
5 (£3)

4 (23)
5 (¢3)
3 (x2)
4 (£3)
4 (13)

5 (3)

4 (v2)

IgG-30" _F(ab’),_

5 (*4)
4 (3)
5 (r4)
4 (£3)
3 (£2)
3 (£2)
4 (£3)

4(3)
3¢2)
5 (+4)
3 @2)
3 (2)

5 (*4)

3 (t2)

* Micromoles de proteina incubados con 200 Pl de neutréfilos de conejo,

Tabla n? 25.- Capacidad de inhibicifn de la formacién de rosetas de

IgG-aA oontrol y modificada en sus grupos carboxilo a

distintos tiempos.
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%, inhibicion de rosetas
100

50t

—— IgG-aA control
-«— Ig6-aA mod. &'
—°-  IgGaAmod. 10
-a— IgGaA mod. 20
—a- IgGaA mod. 30
-e- Ffab )Z'QA

Figura n? 57.- Capacidad de inhibicidn de la formacién de rosetas de I1gG-aA

control y modificada en los grupos carboxilo a distintos ti-

pos.
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% INHIBICION

cone, 10°" IsG-cont IgG-12 h. lgC-24 h. IgG-48 h. IgG-72 h.

1.55
2,50
3.50
5.00
8.00
12,00
16,00
29.00

98,00

PROTEINA

2 (*5)
45 (+4)
69 (t5)
95 (£3)
98 (£2)

15 (£5)
28 (£5)
45 (x4)
68 (t4)
96 (t2)
97 (£3)

3(2)
12 ( 6)
24 ( 3)
38 ( 6)
70 (5)
9% ( 2)
97 ( 3)

L3 (2)
4 (3)
7 (*2)
14 (23)
34 (£5)
62 (24)
85 (¢3)
99 (1)

2 (11)
3 (11)
3 (£2)
9 (+5)
25 (£6)
50 (£5)
13 (*6)
91 (2)

Flab” 2=
3 (t2)
2 (22)
3 (2)
2 (+1)
3 (+2)
4(+3)
4 (*3)
3 (+2)

S 2(0)

* Micromoles de prote{na incubados con 200 pl de neutréfilos de conejo.

Tabla n¢ 26.~ Capacidad de inhibicién de la formacidn de rosetas de

1gG-aA control y modificada en sus grupos amino a dis-

tintos tiempos.
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% inhibicion de rosetas

100} :
// ./,/' //f i
’ i
/[/ /'/{/ 'f/'/'/
50 .,"/ //',Y
;l' {/’ J
A/,//{c/
S~
S '.&’.":"%. et et et

| S R A | AR B B §

2 5 0% 2 5 163
/.mol prot.

— IgGaA control

~—~—— IgG-aA mod. 12h.

o — IgGaA mod. 24 h

--.—.— IgGaA mod 48h

~+—e— [gGaA mod. 72h.

——a—- F(ab’)z-aA

Figura n® 58,- Capacidad de inhibicién de la formacién de rosetas de IgG-aA

control y modificada en los grupos amino a distintos tiempos
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La IgG obtenida por cromatografi{a en DEAE-celulosa de las protef—
nas séricas de conejo insolubles en \NH4)2SO4 1.33 M resulta pura en base a
los criterios utilizados. Su movilidad en inmunoelectroforesis y el peso
molecular de 150000 Dalton que se obtiene por filtracidén en gel estdn de
acuerdo con las caracteristicas moleculares de la IgG.

La accidn de la élaamina gobre la IgG permite obtener el fragmento
Facb tras filtracién en gel en condiciones desnaturalizantes. No obstante,
queda una fraccidn de IgG sin digerir que resulta dirfcil eliminar debido a
que sus caracterf{aticas fisico—quimicas son muy parecidas a las del Facb.
Por ello, y dado que en nuestro caso interesaba una gran pureza en la prepa
racién de Faob, a fin de eliminar posibles interferencias en los estudios
funcionales posteriores, se proeede a la filtracidén de esta preparacidn de
Facb impurificada con 1gG a través de un inmunoadsorbente anti-pFe’que re—
tiene la fraccidn IgG pero que es incapaz de retener el fragmento Facb por
_carecer éste de los dominios CHS de la molécula de IgG. El filtrado a tra—
vés del inmunoadsorbente se muestra puro por los distintos criterios utili-
zados. La presencia de una banda a un peso molecular intermedio entre cade-
.na pesada y ligera en geles de poliacrilamida en presencia de SDS y agentes
reductores, asi como su comportamiento por inmunodifusidén (indicando que en
cuanto a su comportamiento antigénico tenemos una especie intermedia entre
1gG ¥y F(ab')z) confirman como Facb la especie molecular purificada.

Tanto el fragmento F(ab')2 como el fragmento pFc, obtenidos por di
gestién pepsinica de la IgG, se muestran puros por los criterios utilizados
¥ sus caracter{sticas moleculares estin de acuerdo con los datos previamen-

te descritos (89, 138). '
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s

La reduccidén de la IgG en las condiciones descritas (10 mM de di~-
tioeritritol)) y su posterior alquilacidn, escinde los puentes disulfuro‘ig
tercatenarios, tanto los intercadena pesada-pesada como los intercadena 1li-
gera~-pesada. Las condiciones en que se trabaja suponen uﬁ,exceeo de reduc——
tor (89) pero se prefirié su uso a fin de evitar cualquier posible contami-
nacién de IgG con sus puentes disulfuro intactos que podria invalidar las
conclusiones que posteriormente se estableciesen en los estudios funciona——
les.

La modificacidn de los grupos carboxilo, tanto de la IgG como del
F(ab')2,se muestra altamente selectiva, en concordancia con lo observado
por Vivanco y col. (77) para el Fc de la IgG humana. No se detectan reaccio
nes secundarias por andlisis de aminodcidos. Tampoco se detecta la presen——
cia de agregados, ni cambios en el espectro de absorcién de las molecuiaa
que se habrian observado en paao de que hubiesen ocurrido reacciones aécug
darias con los restos de tirosina.

A pesar de que el cianato potdsico es capaz de reaccionar, ademds
de con grupos amino (148), con grupos sulfhidrilo (149), carboxilo (150), fe
nol (151) e imidazol (152), puesto que la IgC no contiene grupos sulfhidrilo
libres y el resto de las posibles reacciones secundarias no ocurren o solo
ligeramente en las condiciones utilizadas (pH 7.7L y ademas son reveiaiblea
a pH ligeramente alcalino, podemos considerar que la reaccién transcurre sé
lo con los grupos amino. No obstante, tambien se realiza el espectro de ab-
gsorcién de las proteinas modificadas, no observandose cambios en el mismo,
lo cual descarta cualquier posible modificacidn de los grupos fenol de la
tirosina que no hubiese revertido con el tiempo. v

Igualmente, en la reaccién de cuantificacién de grupos amino lji—w
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bres, se descarta la posibilidad de que parte de la absorbancia a 414 nm
sea debida a la reaccidén del. TNBS con grupos -SH, que se podrian haber ge-
nerado por la presencia de sulfito en el medio de reaccidn, ya que no se ob
serva rotura de puentes disulfuro cuando se realiza una electroforesis en
gel de poliacrilamida en presencia de SDS.

En 1o que respecta a la modificacién de los restos de triptéfano
con bromuro de 2-hidroxi-5nitro bencilo, en las condiciones dcidas en que
se realiza la reaccién, los grupos susceptibles a dar reacciones secunda——
rias son los sulfhidrilo (144), los cuales no se presentan en la molécula de
F(ab')z. Dado que el nimero de grupos modificados es relativamente bajo
(1.6 en‘laa condiciones mis_extremas ut;li;adae) no se han realizado correc
ciones en el coeficiente de extincidn de la protefna, que se tendrfan que
haber realizado en el caso de que el nimero de grupos modificados hubiese
sido mis elevado, dada la variacidén del coeficiente de extincién a 280 nm

del triptdfano como consecuencia de la modificacién.

La ruptura de los puentes disulfuro intercatenarios de la molécula
de IgG no produce cambios conformacionales detectables por las técnicas uti
lizadas. El comportamiento antigénico y por fitracién en gel no muestran
ningun cambio en la molécula como consecuencia de la reduccidn. Los espec;-
tros de dicroismo muestran un espectro similar de la IgG e IgG reducida, ob
servandose el miAximo de elipticidad negativa a 217 nm con dos hombros a 225
¥ 232 nm respectivamente en concordancia con los datos de Stewart (153) pa-
ra la IgG de conejo. En el UV préximo sélo se observa una ligera variacidn
en el comportamiento de los espectros de IgG e IgG reducida. Todo esto des—

carta la presencia de cambios importantes en la conformacién de la proteina
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tras la reduccidn, lo cual esta de acuerdo con los datos existentes actual-
mente en la bibliograffa (ver apartado 1.4),

La modificacidn de los grupos carboxilo tiene un efecto diferente
segin se realice sobre la molécula de IgG o sobre el F(ab')z. En el caso
del F(ab')2 no se detectan cambios ni en el comportamiento antigénico ni en
el espectro de dicroismo circular, practicamente idéntico al del F(ab')2 na
tivo cuyas caracteristicas generales estan de acuerdo con las descritas por
Albar (89).

Cuando la modificacién de grupos carboxilo afecta a la molécula de
IgG, tanto el espectro de dicroismo como:el comportamiento antigénico cam-
bian significativamente. En efecto, ya a loq 5 minutos de modificacidn sme
pueden detectar cambios en el comportamiento antigénico que sugieren un po-
sible cambio conformacional en la regifn Fc, ya que no se detectan
cambios en el F(ab')2 incluso a tiempos superiores de modificacidn, aunque
no podemos descartar que el camhio en el comportamiento antigénico se deba
a una implicaciéﬁ de los restos carboxilo en el determinante antigénico co-
rrespondiente y no a un cambio conformacional inducido en la molécula como
consecuencia de la modificacién y que alterase el determinante antigénico.
No obstante, los espectros de dicroismo circular confirman un cambio confor
macional que tiene como consecuencia la perdida del hombro a 225 nm en el
espectro caracteristico de la‘IgG, cambio que tambien se observa cuando se
modifica el Fo humano en los grupos carboxilo (77). Dado que la banda a 225
nm no se observa ni en los espectros de dicroismo del Facb ni en los del
pFc, se ha intentado asignar a la zona de interaccidn Cy2-C,3 (153), 1o cual
apoyarfa un cambio conformacional en esta zona éomo consecuencia de la modi

ficacién de los grupos carboxilo. La inmunodifusién de la IgG modificada
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frente a un antisuero anti-pFc’estd de acuerdo con esta hipStesis ya que,
aunque se obsgervan cambios en la intensidad de la banda de precipitacidn,
gse observa identidad total entre 1gG e IgG modificada incluso al mdximo
tiempo de modificacidn.

los datos de filtracién en gel de las moléculas modificadas en sus
grupos carboxilo, tanto en eltéaeo de la IgC como del F(ab')z. apuntan, en
principio, a que se haya producido una pequefia compactacién como consecyeg
cia de la modificacidén. No obstante, no puede descartarse que este ligero
retar&o en la elucidén se deba a una mayor interaccidn de la proteina con el
lecho de Sephadex y no a un compactamiento de la molécula como consecuencia
de 1a modificacién. En todo caso, la variacifn es pequefia e indica un com—
portamiento similar de las moléculas por esta técnica,

Por tanto, podemos pensar que la modificacién de los grupos carbo-
xilo no provoca cambios conformacionales importantes en el F(ab')2 ¥y qQue en
el caso de la IgG se producen cambios conformacionales que afectan a la re-
gién Fe y que, probablemente, estén localizados a nivel de la zona de con—
tacto CHZ-CHB.

La modificacién de grupos amino no produce cambios detectables ni
en el comportamiento antigénico, ni en el espectro ae dicroismo ni en el vo
lumen de elucién del F(ab')z. £n lo que se refiere a la IgC, tampoco se ob-
servan cambios ni en el espectro de dicroismo ni en el volumen de elucién
como consecuencia de la modificacidn y, en cuanto a su comportamiento anti-
génico, no se detectdn cambios hasta las 48 horas de modificacién, cambios
que no se detectan en la regidén CHB cuando se utiliza un antisuero anti-pFc’

Estos datos concuerdan bastante bien con los de Hunneyball y Stan-

worth (154) que no encontraban cambios en el coeficiente de sedimentacidn
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ni en el comportamiento antigénico de la IgG de conejo trés la modificaclén
del 95 % de los grupos zccesibles al TNBS y con los de Nakagawa y col. (142)
que no detectaban cambios en el espectro de dicroismo de una IgG humana
tras la modificacidn del 88 % de sus grupos amino.

"Por tanto, los resultados nos permiten postular que no se han pro-
ducido cambios conformacionales importantes en la IgG o el F(ab')2 como con
secuencia de la modificacién de los grupos amino; excepto un posible cambio
localizado en el dominio cﬂz o en 1& region de contacto CHZ-CEB que sdlo se
detecta por el cambio en el comportamiento antigénico, cambio que posible—
mente se deba a una implicacién directa de los grupos amino en los determi-
nantes antigénicos correspondientes y no a un cambio conformacional genera-
do por la ﬁodificacién.

Por dltimo, la modificacién de los grupos indol no parece temer
efectos importantes en la conformacidén del F(ab')2 como se deduce al no ob-
servarse cambios en su antigenicidad, espectro de dicroismo o volumen de

elucidn.

Los experimentos encaminados a medir la variacién de la capacidad
anticuerpo del F’(ab')2 como consecuencia de la modificacidn, muestran la
pérdida de actividad anticuerpo que sufre la molécula como consecuencia de
la modificacidn.de los grupos amino o indol. Los datos de hemaglutindcidn y
de incorporacién radiocactiva resultan concordantes aunque~los experimentos
de incorporacidn radioactiva son mds precisos a la hora de detectar peque-
fias variaciones.

Si bien la pérdida ﬁe capacidad anticuerpo es de esperar cuando se

modifican algunos aminodcidos de la molécula de anticuerpo, resulta paradé-
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jico el aumento de avidez que se observa en el anticuerpo con la modifica-—
cibén de los grupos carboxilo de la molécula. Este efecto podrfa cuestionar~
se en lo que respecta a las pruebas de hemaglutinacidén en cuanto que la pre
sencia de pequeflas cantidades de agregados o la disposicidén geométrica rela
tiva diferente de los brazos Fab de la molécula como consecuencia de la mo-
dificacién pudiesen alterar la capacidad de aglutinacidn del fragmento (ca-
pacidad de unidn a dos células diferentes) sin alterar la avidez del anti-f
cuerpo ( y por tanto sin alterar la cantidad de anticuerpo unida al eritro-
cito). Sin embargo ninguno de estos efectos daria cuenta de la mayor unién
especifica ﬁue se detecta en los experimentos de incorporacién radioactiva,
en los que tambien se observa que la incorporacidén radioactiva especifica
es practicamente el doble cuando se modifican los grupos carboxilo del
F(ab')2.

A la hora de buscar una explicacién a este aumento de avidez, ya
que el aumento de afinidad del centro act1v§ por su determinante antigénico
parece poco probable, se puede pensar que puesto que la modificacién de &ru
pos carboxilo elimina la carga negativa de la molécula, predominardn las
cargas positivas por lo que la interaccidén con la superficie del eritrocito,
asobre el que predominan las cargams negativaa (155), estard favorecida. De es
te modo, la molécula de anticuerpo tendrd menos impedimento -0 incluso po--—
dria ser favorecida - a la hora de acoplar su centro activo al determinante

antigénico correspondiente.

Los datos de actividad hemolitica de los fragmentos F(ab')2 tras
los distintos procesos de modificacién muestran la importancia de los gru-

pos idénicos, especialmente de los grupos carboxilo, en el ,proceso de activa

-
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cidén del complemento por la via alternativa. Mientras que la modificacién
de casi todos los grupos amino accesibles al TNBS no logra reducir la acti-
vidad anticomplementaria ‘mis alla del 60 %. La modificacién de los grupos
carboxilo reduce la actividad por encima del 90 %. Esto esta de acuerdo con
un papel preponderante de las cargas neg#tivas de la molécula de anticuerpo
en el proceso de activacidn del complemento por la via alternativa, tal co-
mo ocurrirfia en el caso de activacién de la via alternativa gor polianiones
de alto peso molecular (78).

La posibilidad de que como consecuencia de la modificacidn el frag
mento F(ab')2 en solucién (no unido a la superficie del eritrocito) pasase
a comportarse como activador|q como inhibidor (caso de polianiones de bajo
peso molecular (82)) de la activacién del complemento po; la via alternati-
va, 1o cual reduciria el nivel de complemento y, por tanto, la capacidad de
lisis celular por activacidn sobre la 1nmunoglob;11na fijada a la superfi——
cie del eritrocito, se descarta, ya que experimentos control realizadba no
mostraban variacién en el porcentaje de lisis de eritrocitos activados con
F(ab')z—aE cuando se incubaban con suero (en las condiciones descritas en
el apartado 3.12) al que se habia afiadido distintas cantidades de F(ab')EQA
modificado en los distintos grupes al medio de incubacién. .

La modificacién de los restos de triptéfano no tiene practicamente
efecto en la actividad anticomplementaria del F(ab')z. Esto concuerda con
lo previamente descrito por Rodrick y col. (90) que no encontraban varia—
cién en la capacidad de activacién del complemento por la via alternativa
por inmunocomplejos formados con ovoalbimina y F(ab')2 con actividad antie—
ovo;ibﬁmina cuando se modificaban hasta dos restos de triptéfano por molécg

la de F(ab')z. Como ya es sabido (71), la modificacién del mismo nimero de
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restos de triptéfano por molécula de IgG suprime casi totalmente la capaci-
dad de activacidén por la via cldsica.

Puesto que las sustancias polianidénicas en general activan el com-
plemento por la via alternativa, cabe pensar que la disminucién de la acti-
vidad anticomplementaria con la modificacién &e los grupos carboxilo del
P(ab')2 se deba a una pdrdida de las estructuras responsables de la activa-
cién mis que a un efecto secundario producido como consecuencia de la modi-
ficacién,

Por tanto, los datos aqui obtenidos parecen indicar un papel pre--
ponderante de los grupos carboxilo del F(ab')2 en la activacién del comple-

mento por la via alternativa.

En la interaccidn con receptores celulares de neutréfilos cabe des
tac#r, en primer lugar, cdmo la reduccién de los puentes disulfuro interca-
tenarios, que no provoca cambios conformacionales detectables por las técni
cas utilizadas, provoca una disminucién del orden del 95 % en la capacidad
de inhibicién de rﬁsetaa de la IgG. Estos resultados concuerdan con los re-
cientemente descritos por Barnett Foster y col. (106) que encuentran una
pérdida del orden del 85 % en la capacidad de inhibicién de rosetas con mo-
nocitos de la IgGl humana como consecuencia de la reduccién y una pérdida
del 95 % cuando en vez de monocitos utilizan neutréfilos humanos. Cuando es
tos autores utilizan el Fe reducido en vez de la IgG reducida el efecto no
es tan drdstico en el caso de que se utilizen monocitos (la disminucién es
solo del orden del 50 %) pero se mantiéne como la IgG reducida cuando las
células son neutrdfilos. Esto descartaria, al menos en el caso de neutrdfi-

los humanos, que la peérdida se deba a un impedimento estérico por parte de
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los brazos Fab tal como se ha postulado en la pé}dida de capacidad ae acti-
vacién del complemento por la via clésica tras la reduccidn (156).

Por tanto, la conclusidén que cabe destacar de todos estos estudios
es la elevada susceptibilidad de la interaccidn con receptores celulares a
los pequefios cambios conformacionales que posiblemente se produzcan como cdg
.secuencia de la reduccidn,

la modificacidn de los grupos carboxilo de la IgG suprime totalmeg
te la capacidad de unién a los receptores celulares de neutréfilos. No obs-
tante, y dada la importancia de los cambios conformacionales detectados
tras la modificacidn, cabe pensar que el efecto sea mis bien por una accién
indirecta , por el cambio conformacional producido , que por una implicge—
cién directa de estos grupos.

La modificacién de los grupos amino de la IgG provoca una péidida
gradual de su actividad citof{liga que llega a ser del 75 %.al méaximo tiem-
po de modificacidn. Dado que a las 12 horas (en que se han modificado un
62 % de los grupos accesibles al TNBS) la pérdida de actividad es-sSlo del
30 % y que aun modificando el 91 % de los grupos accesibles al TNBS no se
reduce la actividad mids alla del 75 %, si bien se puede pensar en una posi-
ble implicacidén de los grupos amino en la un;6n a receptores celulares de
neutrfilos, el hecho de detectar cambios antigénicos en la regién Fe, que
no afectan a los dominios cﬂs, hace pensar en la posibilidad de que se pro-
duzcan camb;os conformacionales que sean los responsables de la péfdida de
actividad observada. No obstante, al miximo tiempo de modificacién (72 ho-
ras) y con cambios claros en el comportamiento antigénico, la IgG posee una
actividad citofflica. superior a ia de la molécula reducida, hecho que no ca

brfa esperar si se hubiese producido un cambio conformacional importante a
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nivel del dominio cﬁz o de la zona de contacto CH2-CH3. Ademds, recordemos
que no se produce variacidn en el espectro de dicroismo de la IgG tras la
modificacién de los grupos amino y especialmente que se mantiene la banda a
225 nm. Todo esto estarfa a favor de que el cambio de antigenicidad se debe
rfa a una implicacién directa de los grupos amino en los determinantes anti
génicos y no a un efecto secundario sobre la conformacién, y por tanto hace
mis probable que el efecto observado en la capacidad de unién a los recepto
res celulares de neutrdfilos sea una consecuencia directa de la modifica——
cién de los grupos aminc y no de un cambioc conformacional inducido por la
modificacién.

En experimentos encaminados a comprobar el efecto de la modifica——
cién quimica en la actividad opsonizante de la IgG, Messner y col. (157) en
contraron que la modificacién de grupos amino con cianato potdsico elimina-
ba de forma pricticamente total la capacidad opsonizante, tanto de la IgG
humana como de la IgG de conejo. No obtante estos autores miden un efecto
final (eliminacién de Staphylococcus aureus) y por tanto sus resultados son
més complejos de evaluar. .

La posible implicacién de los grupos amino en la union a receptom-
res celulares se intenta tambien sustentar basandose en los datos de Cicci-
marra y ool ( 104) que han encontrado un péptido, cuya composicién emp{rica
-Lys_-Leu-Thr-Val-Asp-Arg, que es . capaz de inhibir la forma

2 2
cién de rosetas entre eritrocitos recubiertos de IgG humana y monocitos a

es: Tyr=Ser

concentraciones del orden de 0.6 nM/B'IO5 monocitos.
En nuestro.aistema, con IgG y neutrdfilos de conejo, la importan—
«cia de los grupos amino no parece tan crucial, aunque cabe la posibilidad

.de que los grupos amino implicados en la interaccidn con receptores no sean
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facilmente accesibles en las condiciones de modificacidn utilizadas 'y, por
tanto, no se modifiquen en su totalidad.

Por ﬁitimo, 81 bien 13 incapacidad del fragmento Facb y la del
fragmento pFc “para inhibir la formgci6n de rosetas podria-inducirnos a pen-
sar en la importancia de la zona de ihteracci?n Cq2-Cy3 en la unidn con re-
ceptores celulares de neutréfilos, los datos son cuestionables en baze a
los siguientes puntos: ‘

a) El Facb no slo se diferencia de la IgG en que le faltan los do
minios 035 sino que , ademis, lo mfs probable es que la disposicidn re}atif
va de los dominios CH2 no sea la misma en el Facb y en la IgG al no haber

interacciones covalentes entre los dominios CH2 ¥y no existir los dominios

) CH3 que los mantenian relativamente préximos. Por tanto, a fin de dilucidar

si la pérdida de actividad citofflica del Facb se debe a la mayor separae——-
cifn de los dominios Cy2 entre 8{ 0 a la pérdida de estructuras presentes
en el dominio Cﬂj, seria interesante que en estudios posteriores que se rea
lizaesen con el fragmento Facb se estableciese un reticulado de los dominios
C42 de modo que se mantuviesen préximos espacialmente tras la eliminacién
de los dominios C.3 de la molécula de IgG.

b) La incapacidad del fragmento pFc’ para inhibir la formacién de
rosetas es un argumento mias contundente a la hora de descartar los dominios
an como estructuras responsables de la accidn citofflica. En efecto, los »
eatudios realizados hasta ahora (39,153) indican que la conformacién del
fragmento pFc” no parece variar apreciablemente con respecto a la que ten-
drfa en la molécula de 1gG intacta. Esto situa en ventaja al fragmento pFc”’
de la IgG de conejo con res?ecto a fragmentos pFc” procedentes de otras

IgG , tales como la humana en que parecen apreciarse cambios al comparar
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las conformaciones del fragmento aislado con lg que le corresponderia en la
molécula de IgG (15?), a la hora.de abordar estudios funcionales.

No obstante, y puesto que existe contacto entre los dominios CHZ Yy
an, posiblementg se produzcan ligeros cambios conformacionales en el frag-
mento pFc’ como consecuencia de la digestién j, por tanto, cabe la posibili
dad de que sean estos cambios los responsables de la incapacidad del frag—
mento para mediar la unidn a los receptores celulares.

Por tanto, podemos concluir que la interaccién de IgG de conejo .
con receptores celulares de neutr8filos es muy sensible a cambios conforma-
cionales en la regién Fe (posiblemente por afectar eatos cambios a la zona
de contacto CHZ-CHE o a la disposicidén espacial relativa de los dominios
CHZ) Y presenta una dependencia menos acusada de la presencia de grupos ami

no intactos.
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la reduccién y posterior alquilacién de los puentes disul furo intercate
narios de la molécula de IgG de conejo no produce cambios conformaciona
les detectables por las técnicas utilizadas.

Ia modificacién de los grupos carboxilo no produce cambios conformacio-
nales detectables en el fragmento F(ab')z. s{ se detectan cambios con—
formacionales en la regién Fe de la molécula de IgCG como consecuencia
de la modificacién de sus grupos carboxilo, posiblemente a nivel de la
zona de contacto cﬂz-cns.

No se detectan cambios conformacionales en el fragmento F(e.b')2 como
congecuencia de la modificacidn de sus grupos amino, Esta misma modifi
cacién provoca cambios en el comportamiento antigénico de la regidn Fc,

bien en la zona de contacto CH2-035 o en los dominios C,2, que posible

H
mente ge deban a‘una implicacién directa de los grupos amino en los de
terminantes antigénicos y no a un cambio conformacional inducido por
la modificacién.

Ia modificacién de los grupos indol de la molécula de F(ab')2 no provo-
ca cambios conformacionales detectables por las técnicas utilizadas.

La modificacién de los grupos carboxilo del fragmento F(ab')z-aE provo-
ca un aumento de avidez del anticuerpo por la superficie del eritrocito
que es del orden del 100 % a 5 minutos de modificacién y se mantiene de
este orden hasta el miximo tiempo de modificacién.

Se observa una pe'rdida de avidez del F(ab’ )2 -aE por la superficie del
eritrocito con la modificacién de los grupos amino que llega a ser del
40 % a las 72 horas de modificacidn.

Cuando la modificacién afecta a los. grupos indol, la pérdida de avidez

del F(e.b')z-e.E por la superficie del eritrocito es del orden del 50 %
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al miximo tiempo de modificacién.

La modificacién de los grupos carboxilo provoca una disminucién en la

capacidad del F(ab')2 para activar el complemento por la via alternati

va que es superior al 90 % al miximo tiempo de modificacién.

Cuando los grupos objeto de modificacién son los amino, la capacidad

de activacién del complemento por parte del F(ab')2 no se reduce mis

del 60 %.

La modificacidén de los grupos indol no afecta la capacidad de activa—

cifn del complemento poi el F(ab')z.

La rotura de los puentes disulfuro intercatenarios de la IgG aisminuye

su actividad citofflica del orden del 95 %.

1a modificacién de losg grupos carboxilo de la IgG suprime totalmente

su>actividad citof{lica,

La modificacién de los grupos amino provoca un decremento gradual de

la actividad citofflica de la IgG que llega a ser de un 75 % al miximo

tiempo de modificacién (72 horas).

Tanto el fragmento Facb como el fragmento pFc’ se mﬁestran incapacesde

inhibir la actividad citof{lica de la IgG.

Los datos obtenidos son compatibleaicon:

a) Un papel preponderante de las cargas negativas del F(ab')2 de la
IgG de conejo en la activacién del complemento por la via alternaté
va.

b) Cierto papel de los grupos amino en dicha activadién

¢) Requisitos conformacionales muy fuertes en la unién de la IgG de co
nejo a receptores celulares de neutréfilos que favorecen la hipdte-

s8is de que sea en la zona de contacto CH2-0H3 0 en estructuras si—
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tuadas en ambos dominios CH2 donde se localicen los residuos respon
sables de la actividad citofilica.
d) Posible papel de los grupos amino de la IgG de conejo en la interac

cibén con receptores celulares de neutréfilos.
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