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Introduccion

El suero de pacientes con enfermedades autoinmunecs se caracteriza por la presencia de
autoanticuerpos dirigidos a antigenos propios. La naturaleza y localizacion de los autoantigenos
reconocidos es muy variada pudiendo ser desde receptores celulares, hormonas ¢ inmunoglobulinas,
hasta componentes de matriz extracelular, citoplasma y ndcleo (Bottazo efaf., 1986; Henney, 1969;
Maorcland et al., 1991; Fritlzer & Salazar, 1991).

Dentro del anplio espectro de enfermedades autoinmunes, ¢l lupus eritematoso sisiémico (LES) es
una enfcrmedad sistémica de origen desconocido que se caracteriza por la afectacion de multitud de
Grganos. Las caracteristicas clinicas obscrvadas cn pacientes con LES son muy variadas e incluyen
manifestaciones culdneas, musculoesqueléticas, hematoldgicas y renales entre otras (Harrison,
1991). Aunquc la prevalencia de csta enfermedad varfa segin los autores y la poblacion de estudio,
sc ha encontrado que afecta mas a mujeres que a hombres, y que ¢s mas comun en personas de raza
ncgra que en blancos (Ferrell & Tan, 1985).

Ademds de las manifestaciones clinicas observadas en los pacientes con LES, una de las
caracteristicas principales de csta enfermedad es la detcceion en suero y a titolos altos, de
autoanticucrpos dirigidos frentc a una gran vartedad de autoantigenos (Tan, 1989}, Entre &stos s¢
incluyen ADN, histonas, tfostolipidos como la cardiolipina, componentes de matriz cxtracelular,
ribosomas. polipéptidos Ro/SSA y La/SSB, y particulas ribonucleoprotéicas pequefias de la serie U
delinidas por su reactividad con autoanticucrpos anti-Sm y anti-U1 RNP (Pisetsky, 1992: Moncstier
& Kotrzin, 1992; Love & Santoro, 1990: Moreland er af., 1991; Fritzer & Salazar, 1991).

El andlisis de esta respucsta de autoanticuerpos es de gran utilidad en ¢l diagndstico, aceptdndose
actualmente que su presencia es marcador de una palologfa autoinmune concreta y/o es de interés
pronostico (Tan, 1989; Tsokos et al., 1987). Asi, la existencia de autoanticuerpos anti-Sm es uno de
los criterios aceptados por la Sociedad Americana de Reumatologia para ¢l diagndstico de LES (Tan
et al., 1982). Ademds, se sabe que la presencia de autoanticuerpos anti-cardiolipina se correlaciona
con ¢l riesgo de padecer wrombosis, trombocitopenia y abortos recurrenics (Love & Santoro, 1990),

que los autoanticuerpos anti-ribosomales se asocian con psicosis lapica (Bonfa er al., 1987), v que
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titulos altos de autoanticuerpos anti-ADN correlacionan con enfermedad renal en LES (Feldman ez

al., 1982; Tan, 1989).

1-. Autoanticuerpos anti-ribonucleoproteina (Ro/SSA, La/SSB, Sm, Ul RNP, P,

P1 y P2) en pacientes con LES.

Entre los autoanticuerpos producidos por pacientes con LES, los mds caracteristicos son aquellos
que reconocen componentes del ndcleo o citoplasma celular y que sc detectan en casi la totalidad de
los pacientes. Dentro de esta respuesta se encucntra la dirigida a autoantigenos cuya caracteristica
comln es su naturaleza ribonucleoprotéica (RNP). Estas particulas RNP estan formadas por
polipéptidos de peso molecular variable asociados a ARN de distintos tamafios y son Ro/SSA,

La/SSB, ribosomas, y ribonucleoproteinas nuclearcs pequefias de la serie U (snRNP) (Tabla D).

Los autoanticuerpos anti-Ro/SSA, identificados inicialmente cn el sucro de un paciente con
LES sin anticuerpos antinucleares (AAN) y que aparecen también en paciente$ con sindrome de
Sjogren (SS) y sindromes clinicos como el lupus del nconato y el lupus cutdneo subagudo (Clark et
al., 1969, Alspaugh & Tan, 1975, Tsokos et al., 1987), reconocen particulas RNP poco abundantes
(aproximadamente 105 copias por célula) localizadas en el nicleo, aunque actualmente esta
localizacion adn cstd sujela a controversia (Boire & Craft, 1989). El principal componente del sistcma
Ro/SSA-anti-Ro/SSA, es un polipéptido dcido de 60 Kd asociado a ARN de la serie Y denominados
h (humano)Y1, hY3. hY4 y hYS (Yamagata et al., 1984). Ademads de cste polipéptido, cl andlisis de
lisados crudos de linfocitos y eritrocitos ha permitido identificar una proteina adicional de 52 Kd
(linfocitos) y otra de 54 Kd (eritrocitos) (Rader et al., 1989). Estudios recientes sugieren la existencia
de un polipépudo adicional de 46 Kd (calreticulina), aungue su asociacion con ¢l sistema Ro/SSA-
anli-Ro/SSA aun cstd sujeta a controversia (McCaulilfe er al., 1990a; Rokeach et af., 1991). El

andlisis de la reactividad anti-Ro/SSA en pacientes con LES y SS, ha indicado que aunque la mayoria



Introduccion 4

de los sueros reconocen los polipéptidos de 52 y 60 Kd simultdneamente, la reactividad exclusiva
{rentc a la forma de 52 Kd se limita a pacientes con SS, v la dirigida sélo a la forma de 60 Kd aparece

cn pacientes con LES (Ben-Chetrit et af., 1990).

TABLA I Localizacion y caracteristicas de los autoantigenos ribonucleoprotéicos (RNP) recanocidos por pacientes
con LIS

AUTOANTIGENO LOCALIZACION CARACTERISTICAS MOLECULARES

Ro/SSA . Citoplasmica? Polipéptidos de 60, 52, 54 y 48 Kd (calreticulina}*
asociados a ARN de laserie Y (hY3, hY3, hydy
hY5).

La/SSB Nuclear Polipéptido de 47,5 Kd asociado a transcrilos recién

sinletizados por la ARN polimerasa I (4,58 ARN.
55 ARN, Y5 ARN y Ul ARN entre otros).

Sm Nuclear Polipéplidos B™ (29), B (28), D (16), E(12), F (11}
y G (9 Kd) asociados a U1, U2, U5 y U4/U6 ARN,

U1 RNP Nuclear Polipéptidos A(33), C (22} y de 70 Kd asociados a
Ul ARN.
RNP ribosomalcs Citoplasmica Fosfoproteinas PO (38), P1 (19 y P2 (17 Kd) de 1a

subunidad grande del ribosoma.

*La refacion de li calreticulina con el sistema Ro/SSA estd todavia sujeta a controversia.

Los autoanticuerpos anti-La/SSB identificados por primera vez en el sucro de un paciente
con LES y que sc detectan también en pacientes con SS (Mattioli & Reichlin, 1974; Alspaugh & Tan,
1975), rcconocen una fosloproteina muy conservada de 1a que se han descrito al menos ocho
isoespecies relacionadas con el grado de fosforilacion (Francoeur ef al., 1985a). La localizacién de

Csle autoantigeno es nuclear existiendo aproximadamente 106 copias por célula de mamiicro (Stefano,
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1984). El peso molecular de La/SSB oscila entre 45 y 50 Kd dependiendo del origen, y estd lormada
por dos dominios asimétricos en la distribucion de aminodcidos y resistentes a la accidn de
determinadas proteasas (Chan etal., 1986). Los ARN a los que sc asocia cste polipéptido incluyen
precursores de 5S ARN. Ul ARN, 4.5§ ARN, 7§ ARN, 7.25§ ARN, Y5 ARN y algunos ARN
codificados por virus como EBER 1y 2 dec Epstein Barr, y VA-ARN [y VA-ARN Il de adenovirusg
entre otros (Mathews & Francocur, 1984). La fosfoproteina La/SSB se ha encontrado asociada al

menos transitoriamente a Ro/SSA en las particulas Ro hYS ( Boire & Craft, 1990).

Los autoanticuerpos anti-Sm y anti-UIRNP (denominado este ultimo también anti-Mo) se
detectan cn un elevado porcentaje de pacientes con LES (Tan & Kunkel, 1966; Mattioli & Reichlin
1971), aunque los anti-U1 RNP aparecen también a titulos altos en la Enfermedad Mixta del Tejido
Conectivo (EMTC), una entidad caracterizada por la combinacion de sindromes clinicos semejantes al
LES. esclerodermia, polimiositis y artritis reumatoide, y que se define seroldgicamenie por la elevada
frecuencia de aparicion de estos autoanticuerpos (Habets et «f., 1983). El autoantigeno reconocido
consiste en particulas snRNP presentes en el nicleo de todas las células cucariotas, y que estdn
formadas por una seric de polipéptidos de peso molecular variable asociados a ARN de la serie U
definidos asi por su alto contenido en uracilo (Busch ef al., 1982; Sharp, 1987). Las particulas
snRNP mis abundantes son U1, U2, US y U4/U6, cstimdndose que existen alrededor de 25 copias
de U5 y U4/U6, y 106 copias de Ul y U2 por célula de mamifero (Craft, 1992) Mieniras que los
anticuerpos anti-Sm precipitan U1, U2, US y U4/U6, los anti-U1 RNP sélo precipitan U1 (Lerner ez
al . 1982). La aplicacion de téenicas de “Western blot” ha permitido analizar tanto los polipéptidos
reconocidos, como los patrones de reactividad de sueros autoinmunes. Actualmente se acepta la
existencia de una seric de polipéptidos comunes conocidos como proteinas del "core”, y que en
humanos se denominan B” (29 Kd), B (28 Kd). D (16 Kd), E (12 Kd), F (11 Kd) y G (Y Kd).
Ademads de estas proteinas comunes, algunas particulas snRNP coatienen polipéptidos exclusivos

que las caracterizan. Asf, Ul RNP incluye los polipéptidos A (33 Kd), C (22 Kd) y 70 Kd, y U2
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RNP las proteinas A(31 Kd) y B" (26.5 Kd) (Lemer et al., 1982; Conner ef al., 1982).

Mientras que los anticuerpos anti-Sm reconocen las proteinas B*, B, D, E, F y G comunes a todas
estas partfculas (principalmente reaccionan con B/B y D), los polipéptidos exclusivos de un tipo de
particula sSnRNP también son reconocidos por sueros autoinmunes. Asi, los anticuerpos anti-Ul
RNP, aunque reconocen débilmente B/B, reaccionan preterentemente con las proieinas A, C y 70
Kd exclusivas de U1, micntras gque anticuerpos anti-U2 RNP reaccionan con los polipéptidos A” y

B" de U2 RNP (Habets ez al., 1985; Craft, 1992),

Los autoanticuerpos anti-ribosomales deiectados cn aproximadamente el 12% de pacientes
con LES, reconocen tres fosfoproteinas acidas que forman parte de la subunidad grande del ribosoma
y que sc¢ denominan PO (38 Kd), P1 (19 Kd) y P2 (17 Kd), habiéndose descrito una asociacién entre
la presencia de estos autoanticuerpos y psicosis lapica (Elkon et al., 1985; Bonla et al., 1987:

Derksen ef af., 199().

Estos autoantigenos poseen funciones muy conservadas y vitales para los procesos celulares.
Asi, las particulas snRNP reconocidas por auloanticuerpos anti-Sm y anti-Ul RNP, se organizan en
un complejo macromolecular denominado cuerpo de procesamiento que participa en la eliminacién de
intrones y posterior religamiento de exones en (ranscritos recién sintetizados de ARN o pre-ARNm
(Sharp, 1987). Asi, s¢ ha comprobado que este mecanismo se puede inhibir por medio de sueros con
actividades anti-Sm o anti-U IRNP (Lemer et af., 1982). Como cabria esperar por su pape! activo en
cl procesamiento de pre-ARNm, tanto el componente protéico como los U ARNs se cncuentran muy
conservados (Cratt, 1992; Busch et ¢l., 1982}, Estudios de inmunoprecipitacion han demostrado gque
los antisueros anti-Sm y anti-U IRNP precipitan particulas snRNP tanto de humano, ratén o pollo
como de 1nsectos o prowzoos (Francoeur et al., 1985b; Lerner ef al., 1982 Rokeach e al., 1989).

El polipéptido La/SSB se piensa que puede estar implicado en la transcripeién mediada por la ARN

polimerasa I actuando como cofactor (Keenc, 1989; Whitlingham e al., 1989; Chan et al., 1989).
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Las lunciones de Ro/SSA no estdn tan claras, aungue su asociacion con La/SSB cn particulas RNP
sugicre que pucda intervenir también en este proceso (Boire & Cratt, 1990; Deutscher ef al., 1988).
Los polipéptidos PO, P1 y P2 reconocidos por el subgrupo de pacientes con LES y psicosis estdn
directamente implicados en la sintesis de proteinas. Se ha demostrado que anticuerpos monoclonales
anti-P dirigidos al extremo carboxilo terminal de estas [osloproteinas, inhiben ¢l paso de elongacion
de la sintesis de proteinas impidiendo la interaccién del ribosoma con los factores de elongacion EF-

Ll y EF-2 (Uchiumi ef al., 1990).

Ademas de 1a participacion en procesos celulares vitales, su secuenciacion ha permitido identificar
caracteristicas estructurales comunes cn muchos de ellos (Tabla I1). Asi. se han cncontrado
secuencias RNP consenso en La/SSB, polipéptidos A y de 70 Kd asociados a Ul RNP, y el
polipéptido Ro/SSA de 60 Kd (Keene, 1989; Sillekens et al., 1987; Query et af., 1989; Deutscher ef
al., 1988). motivos “Helix-turn-helix” en el polipéptido Ro/SSA de 48 Kd (McCaulifte et al., 1990a);
motivos ““zinc-binding-finger” en los polipéptidos Ro/SSA de 60 y 52 Kd (Dcutscher er af., 1988;
Chan eral., 1991); motivos “leucine zipper” en el polipéptido Ro/SSA de 52 Kd (Chan et al., 1991):
y motivos PP/aPGMR/iPP en los polipéptidos B, B”, A y C de snRNP (Ohosonc ef al., 198Y9;
Rokcach er af.. 1989 Sillekens et af., 1987; Yamamoto er a/., 1988). La existencia de estas
caracleristicas estructurales comunes, sugiere que la respuesia de autoanticuerpos anti-RNP

encontrada en LES puede estar estrechamente relacionada entre sf.

Sc sabe poco acerca del origen de estos autoanticuerpos. Algunos autores postulan que el
estimulo inicial pueda originarse por expresion del autoantigeno nuclear o citopldsmico en membrana
plasmdtica (Baboonian er al., 1989; Koren et al., 1992). Sin embargo, la mayoria de los estudios se
han encaminado a la bisqueda de homologias de secuencia con proteinas de virus, postuldndose que

una reactividad cruzada pueda ser la responsable de su aparicion (Oldstone, 1989; Horslall, 1992),
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TABLA 1. Curacteristicas estructurales comunes identificadas en los autoantigenos ribonucleoproléicos.

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES AUTOANTIGENOS

Octamero RNP conscnso Ro/SSA 60 Kd, La/SSB, polipéptidos A y de 70 Kd
asociados a Ul RNP y B" de U2 RNP.

Motivo zine binding finger Ro/SSA 60 Kd, Ro/SSA 52 Kd.

Motivo rico en prolina PP/aPGMR/PP Polipéptidos B, B, A v C de RNP pequciias nucleares.

Ast, se han identificado homologias de La/SSB con la poliproteina gag del virus del sarcoma felino
(McNeilage et al., 1992), Ro/SSA con la protefna N del virus de la estomatitis vesicular (Hardgrave
er al., 1993), B/B con la proteina gag p24 del virus de la inmunodeficiencia humana tipo I (Keyser er
al., 1992), y del polipéptido D de Sm con el antigeno nuclear de Epstein Barr EBNA-1 entre otros
{Rokeach et al., 1988).

Sin embargo, hay varias evidencias en contra de la hipétesis de homologias con sccuencias vincas
como responsable de la gencracion de autoanticuerpos anti-RNP en LES.

Una de cllas es que no sc cxplica satisfactoriamente Ja respuesta a multitud de epitopos en un
mismo autoantigeno (Habets et al., 1990). El andlisis de los autoepitopos reconocidos por los sucros
ha permitido identificar multitud de determinantes antigénicos tanto lincales como conformacionales,
que hacen dificil que una dnica reactividad cruzada pueda ser la responsable de la aparicion de esios
autoanticuerpos. De csta manera. sc han descrito varios epftopos en La/SSB (Rauh er af., 1988; St
Clair er af., 1988: McNeilage et al., 1992), Ro/SSA (Boire et al., 1991), el polipéptido A de Ul RNP
(Habets er af., 1990), y en [osfoproteinas ribosomales (Elkon et al., 1986). Cuando esta respuesta es
considerada como una entidad, la policlonalidad se refleja ademds en la gran diversidad de proteinas
de secuencias no relacionadas que son antigénicas y especificas del LES (Gharavi ef af., 1988; Tan,

1989). Ademds, cn algunos casos las regiones de homologia forman parte de cpitopos
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conformacionaies (McNeilage ef ai., 1992), mientras que en otros la reactividad encontrada trente a la
sccuencia homsloga en la proteina virica ha sido muy débil, no encontrdndose ademas correlaciones
entre infecciones por ¢l virus en cuestion ¢ incidencias del LES (Routsias et al., 1994).

La aparicion de autoanticuerpos como consecuencia de reactividades cruzadas con polipéptidos no
relacionados, parece mas facil de entender en aquellos casos en los que sc reconoce un inico antigeno
(Tan, 1989). Una de las demostraciones experimentales mds convincentes que implica a tenomenos
dc mimetismo molecular en la aparicién de autoanticuerpos lo constituye la respucsta a la proteina
bdsica de la miclina. En éste caso, se ha identilicado una homologia de 6 aminodcidos entre la region
encelalitogénica de ésta protefna y la ADN polimerasa del virus de la hepatitis B, habiéndose
comprobado gue la inmunizacién de concjos con péptidos viricos origina no solo respuesta de
autoanticuerpos, sino ademds una lesion histologica (Horsfall, 1992).

No obstante, estudios recientcs han permitido comprobar que la inmunizacién con particulas RNP
cxtrafias intactas, la co-inmunizacion con particulas propias intactas y polipéptidos de RNP extrafios,
pero 1o la inmuntzacién con particulas propias intactas, origina una diversificacion de la respuesta
frente a otros polipéptidos de la misma particula (Fatenciad et af., 1993 Fatenejad et al., 1994). Eslc
mecanismo no parceeria estar cn contradiceion con la hipétesis de una tinica reactividad cruzada como
responsable de la aparicion de estos autoanticuerpos, ya que ésta podria originar el reconocimiento de
otros polipéptidos de la misma particula RNP debido a las homologias que ¢éstos poscen entre si
{Ohosonc ¢t ¢f., 1989; Rokecach ef al., 1989; Yamamoto et af., 1988: Sillekens et al., 1987).

Segin csle mecanismo, cl mimetismo molecular entre sccuencias de virus o agentes infecciosos en
general y un polipéptido concreto de una particula RNP, podria traer consigo el reconocimiento del
autoantigeno del hospedador lo que a su vez podria originar una diversificacion de la respucsta a
olros polipéptides de la misma o de distinta particula RNP. De esta manera, cl autoantigeno y la
proteina del agente infeccioso deberfan ser lo suficientemente homaélogos para permiltir la reactividad
cruzada, y lo sulicientementc distintos como para ser capaz de romper la tolerancia a lo propio

{Oldstone, 1987,
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2-. Anticuerpos dirigidos a componentes de matriz extracelular en pacientes con

LES.

La matriz extracelular (MEC) es un entramado de macromoléculas que junto al componente celular
constituye [os tejidos. Aungue hasta hace poco tiempo se consideraba que el papel de esta matriz cra
simplemente mantener la estructura fisica del tejido, ahora sc sabe que juega un papel crucial en la
regulacién de una scrie de procesos bioldgicas como ¢l desarrollo, migracion, diferenciacién y
preliferacion cclular. Las macromoléculas que forman la MEC se agrupan en tres Upos
fundamenlales: proteoglicanos, coldgenos, y glicoproteinas no colagenosas como lamining y
fibronectina. Debido a que ¢l LES sc engloba dentro de las denominadas enfermedades del tejido
conectivo, sc¢ han desarrollado numerosos estudios encaminados a analizar reactividades lrente a

estos componentes de MEC (Tabla IIT).

La fibronectina (FN) es una glicoproteina multidominio de aproximadamente 44( Kd compuesta
por dos subunidades similares unidas cntre si por puentes disulfuro. Bdsicamente, las dos formas
principales de FN. la FN plasmdtica y la FN celular o histica, difieren entre si cn que la segunda
posce una sccucncia tipo IIT adicional que la hace relativamente insoluble (Canonge, 1992).
Recientemente se ha descrito la presencia de anticoerpos dirigidos a la forma soluble de EN en un alto
porcentaje de pacientes con LES (29%) (Atta er al., 1994a). Esios anticuerpos reconocen
principalmente el dominio de 30 Kd implicado en [a unién a coldgeno, encontrandose que son
capaces de inhibir la uni6n de coldgeno tipo | a FN, asi como de disminuir la adhesion de células a
pocillos preincubados con esta glicoproteina (Atta et al, 1994b). Los niveles de actividad anti-FN
detectada en el sucro de estos pacientes han sido bajos, habiéndose sugerido que pueda ser debido a

la unidn de los anticuerpos a FN soluble presente en la circulacion (Atta et al., 1994a).
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TABLA HI. Anticuerpos dirigidos a componentes de MEC en LES y modelos murinos de lupus.

COMPONENTE DE MEC REFERENCIA
Fibroncctina
LES Atta et af., 1994

Alla et al., 1994b

Colagenos tipos LIL L IVyY V

LES Moreland e 4l 1991

Ratoncs MRL-{pr Ratkay ef al., 1991
Glucosaminglucanos

LES Faaber ¢1 al., 1984
Lamininag

Ratones MRL-Ipr Ratkay ¢f al., 1991

Enfermedad injeno frente a hospedador Florquin er al., 1991

Ademds de la presencia de anticuerpos anti-FN, algunos cstudios han permitido identificar
anticucrpos dirigidos a varios tipos de coldgenos tanto en LLES como en modclos murinos de esta
enlermedad. Los coldgenos constituyen una familia de proteinas de MEC de los que se conocen al
menos doce tipos, y cuya caracteristica principal es que lorman una estructura rigida helicoidal
constituida por tres cadenas o enrolladas entre si formando una wriple hélice (Darnell et al., 1993).

En un estudio llevado a cabo con el fin de analizar la respuesta de anticuerpos anti-coldgeno en
pacientes con LES. se pudo demostrar que aproximadamente el 85% de enlermos reconocian
coldgeno tipo 1V y ¢l 70% coldgeno tipo V (Moreland et af., 1991). Ademds de esta respucsta
mayoritaria, también se demostrd reactividad frente a otros tipos de coldgenos (tipos I, 11y HI)
aunque no [rente a laminina. Se ha postulado que la reactividad a coldgeno tipo IV puede originarse
por exposicién de estas moléeulas tras la destruccion del endotelio en pacientes con LES y vasculitis,
mientras que la aparicion de anticuerpos anti-coldgeno tipo V podria relacionarse con el deposito de
complejos inmunes DNA-anti-DNA en ¢l mesangio que originaria el dafio en éste y la exposicitn de

epilopos de esta molécula. Estudios independientes realizados con ratones MRL-Ipr, han indicado
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que la respuesta dirigida a un tipo de coldgeno en particular es inhibible por otros coldgenos,
indicando que la poblacién de anticuerpos detectada cs similar (Ratkay et «l., 1991). Esto se ha
explicado porque la respuesta estd dirigida principalmente a cpitopos de la porcion helicoidal de
maoléculas nativas compartidas por muchos tipos de coldgenos.

Otros componentes de MEC [rente a los que sc han detectado anticuerpos en pacientes con LES lo
constituyen los glucosaminglucanos, concretamente ¢l condroitin sullato, hepardn sulfato y acido
hialurdnico (Pisctsky, 1992). Se ha demostrado que los niveles de anticuerpos dirigidos a cstos
constituyentes de proteoglicanos correlacionan con los titulos de autoanticucrpos anti-ADN,
encontrandose ademds que autoanticuerpos anti-ADN purificados son capaces de reconocer dcido
hialurénico (Faaber et al., 1984). Esta reactividad cruzada sc ha relacionado con la capacidad que
poseen algunos anticucrpos anti-ADN de baja atinidad de reconocer estructuras repetitivas cargadas
negativamente distintas de ADN (Isenberg & Shoenteld, 1987; Naparstek & Plotz, 1993).

Aungue cn algunos estudios no se ha detectado la existencia de anticuerpos anti-laminina (LMN)
en LES humano (Moreland et af., 1991), si se han descrito en modelos experimentales de lupus asi
come en la enfermedad injerto (rente a hospedador, donde ademas sc han implicado direcctamente en
la inmunopatologia renal (Ratkay ez al., 1991; Florquin et al., 1991). Estos anticuerpos han sido
detectados tambicén en pacientes con esclerodermia y fendmeno de Raynaud (Gabrielli ef al., 1988,
Gabriclli et al., 1991), habiéndosec relacionado esta reactividad con el reconocimiento de epitopos
galactosil (¢1-3)-galactosa presentes en LMN de sarcoma murino (Gabrielli ef ¢f., 1991).

La LMN cs una glicoproteina multidominio localizada en la membrana basal, 1a matriz extracelular
sobre la que se apoyan las células cpitcliales y que rodea células grasas y musculares entre otras. Esta
glicoproteina multidominio estd formada por dos cadenas ligeras B1 y B2 de aproximadamente el
mismo tamano (230 y 220 Kd), v una cadena pesada A (400 Kd) que sc asocian tormando una
estructura cruciforme cstabilizada por puentes disulfuro (Beck ez al., 199(%; Timpl er al., 1987). La
LMN fue aislada inicialmente a partir de tumor murino Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) ya que puede

ser tdcilmente cxtraida y purificada de esta luente bajo condiciones no reductoras y no
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desnaturalizantes. Debido a que el aislamiento de la LMN de otras fuentes implica tratamientos
desnaturalizantes, la mayoria de los estudios inmunolégicos se han Hevado a cabo con LMN de este
origen. Esta LMN posee una identidad del 74% en las regiones G2 a G5 con LMN humana, y una
homologia del 90% en otras partes de la molécula (Beck et al., 1990).

Sc han atribuido a esta glicoprotefna multitud de funciones entre las que se incluyen adhesion,
migracion, crecimiento y diferenciacion de varios tipos celulares (Sasaki ef al., 1988; Aumailley ef
al., 1987: Gralt et al ., 1987 Kuboata er ¢f., 1992). Asi, la LMN interacciona con células a ravés de
un gran nimero de receptores (integrinas y no integrinas), y con otros componentes de membranas
basales como coldgeno tipo IV, proteoglicanos, y nidogen/entactina (Mecham, 1991; Clement ef al. .

1990y, Languino et «f., 1989; Shimizu et af., 1990).

3-. Autoanticuerpos e infestaciones por parasitos. Relacion con la respuesta de

autoanticuerpos caracteristica de pacientes con LES,

La relacion enire enfermedades autoinmunes ¢ infecciosas ha sido estudiada durante mucho tiempo.
Aungue como ya se comentd anteriormente la mayorfa de los estudios se han encaminado a la
busqueda de homologias de secuencia entre autoanligenos y proteinas de origen virico, actualmente
se estd analizando Ia existencia de reactividades similares en infestaciones por pardsitos.

Una de las caracteristicas que relacionan las enfermedades autoinmunes como ¢l LES y las
infestaciones por pardsitos, es la hipergammaglobulinemia asociada al reconocimiento de una gran
variedad de antigenos propios (Gharavi er af., 1988, Shocenfeld & Cohen, 1987). El conocimicnto
que sc ticne actualmente sobre los autoantigenos Ro/SSA, La/SSB, Sm, Ul RNP y fosfoproteinas
ribosomales PO, P1 y P2, ha permitido comprobar que éstos participan aclivamente en procesos
vitales para la ¢élula como transcripeidn y sintesis de proteinas. Asi, podria darse la circunstancia de
que dentro de la respuesta policlonal desarrollada por un paciente parasitado, se pudiera incluir el

reconocimiento de estos autoantigenos altamente conservados e identificados en especies
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lilogenéticamente alcjadas (Tabla IV).

En esle sentido, estudios de inmunoprecipitacion han permitido comprobar que sueros con
actividades anti-La/SSB, Sm, Ul RNP o anti-ribosomal son capaces de reconocer
polipéptidos similares asociados a ARN de tamafios parecidos en el protozoo Plasmodium
falciparum, el causante de la malaria en humanos, indicando que los auloanticuerpos humanos
reconocen epitopos muy conscrvados presentes incluso en eucariotas inferiores (Francoeur et al.,
1985b). Por otro lado, el andlisis de la secuencia de uno de los polipéptidos de la particula Ro/SSA
(calreticulina) reconocido por el suero de pacientes con LES, ha permitido identificar una gran
homologia (67%} con un epitopo inmunodominante de Onchocerca volvulus (McCauliffc et al. |
1990a; McCaulifle ¢r al., 1990b; Unnasch et al., 1988). Sc ha postulado que csta elevada homologia
sca la responsable de la aparicién de autoanticucrpos anti-Ro/SSA en pacienies con oncocercosis
(Lux et al., 1992). En la enfermedad de Chagas sc ha descrito la existencia de anticuerpos anti-
ribosomales asociados con cardiomiopatia y concrelamente con miocarditis activa, encontrindose
ademds una homologia significativa entre uno de los principales determinantes antigénicos de
Trypanosoma cruzi y las fosfoproteinas ribosomales PO, Pl y P2 rcconocidas por el 12% de
sueros de pacientes con LES (Mesri ef af., 1990; Levin, 1991).

Otros autoaniicuerpos caracteristicos del LES y que se han identificado también en infestaciones
por pardsitos son los autoanticuerpos anti-ADN. Estos anticuerpos sc han encontrado en pacientes
con esquistosomiasis y lilariasis, sin que haya una aparente relacion con los sintomas clinicos
asociados a su presencia cn LES (Thomas et af., 1989). Del mismo modo, se han encontrado niveles
clevados de anticuerpos anu-fostolipido (principalmente anidnicos como la cardiolipina) cn
pacientes con malaria y filariasis entre otros, aunque su asociacion con riesgo de padccer trombosis o
abortos repetitivos no ha podido ser demostrada (Thomas et al., 1989; Facer & Agiostratidou, 1994},

Hstas reactividades cruzadas no se han encontrado dirigidas sélo a antigenos nucleares,
citopldsmicos o de membrana. Numerosos estudios han permitido identificar la presencia de

anticuerpos dirigidos a componentes de MEC como laminina o coldgenos (Tabla IV).
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TABLA IV. Anticuerpos antinucleares, anti-citoplasma y anti-mairiz extracelular en infestaciones por
pardsitos.

ANTIGENO PARASITOSIS REFERENCIA
Fosfoproteinas
ribosomales PO, Pt y P2 Enfermedad de Chagas Mesri ef al., 1990
Ro/SSA 48 Kd (calreticulina) {ncocercosis Lux et al., 1992
DNA Filariasis,
Esquistosomiasis Thomas et al., 1989
Cardiolipina Filariasis,
Esquistosomiasis Thomas et al., 1989
Malaria Facer & Agiostratidou, 1994
Laminina Enfermedad de Chagas,
Leishmaniasis Towhin er al., 1987
Filariasis Petralanda & Piessens, 1994
Coldgeno tipo IV Filariasis Petralanda & Piessens, 1994

Asi, se ha comprobado la existencia de anticuerpos anti-LMN cn enfermedad de Chagas,
leishmaniasis cutdnea americana y, recientemente, en filariasis (Towbin ef al., 1987; Petralanda &
Picssens. 1994). En cstos casos, al ignal que en los anticuerpos anti-LMN detectados en pacienies
con esclerodermia y en poblacién normal, la reactividad estd dirigida principalmente a epitopos
galaclosil (ol-3)-galactosa presentes en LMN (Towbin et al., 1987, Avila et al., 1988; Gabrielli e
al., 1991). En algunos casos se ha podido identificar la existencia de proteinas semejantes a LMN en
la superficic de los pardsitos, postuldndose que su reconocimiento pueda ser el responsable de fa
produccion de estos anticuerpos (Bretana et al., 1986).

Los anticuerpos anti-coldgeno se han detectado también en infestaciones por pardsitos. Asi, cl
suero de pacientes parasitados por O. volvulus contiene anticuerpos reactivos con coldgeno tipo 1V
pero no con tipos L Aunque sc han descrito moléeulas semejantes a coldgenos humanos cn la

superficie de algunos nemétodes de la Superfamilia Filariodca (Selkirk ef al., 1989), la reactividad
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cncontrada en el suero de pacientes con oncocercosis no ha podido ser absorbida con proteinas de
cuticula, habiéndose relacionado la presencia de éstos anticuerpos con la degradacion de coldgenos de
membrana basal por proteasas derivadas del pardsito (Petralanda & Piessens, 1994).

Por tanto, la identificacion de proteinas de protozoos y helmintos homologas a autoantigenos
humanos nucleares, citopldsmicos o de MEC, podria ser un indicador tanto de un origen infeccioso
en la aparicién de autoanticuerpos en enfermedades autoinmunes, como de un posible papel
patogénico de los autoanticuerpos en las manifestacioncs clinicas asociadas a infestaciones por

paridsitos (Levin, 1991 Meilol et af., 1993).
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El trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral se fundamenta cn el estudio comparativo de la
respuesta humoral a antigenos nucleares, citopldsmicos y de matriz exiracclular en pacientes con
lupus eritematoso sistémico (LES) y en infestaciones por protozoos y/o helmintos, con el objetivo de
analizar si cn ambas situaciones de hipergammaglobulinemia se pucden originar anticuerpos dirigidos

{rente a los mismos autoantigenos y, si asf tuera, evaluar posibles diferencias en su reconocimiento,

Este estudio se ha centrado en dos aspectos:

1-. En primer lugar, cn el anélisis de la respucsta a autoantigenos nucleares y citoplasmicos
de naturaleza ribonucleoprotéica (Ro/SSA, La/SSB, Sm, Ul RNP y ribosomas) c¢n
pacientes con LES y en una poblacion heterogénea de pacicntes parasitados (protozoos y/o
helmintos). EY objetivo es analizar si la respuesta policlonal desarrollada por individuos de csta Gltima
poblacion, puede incluir ¢l reconocimiento de estos autoantigenos muy conservados y caracleristicos
de LES.

Esto nos permitird ademads desarrollar ensayos de “Western blot” sensibles y fiables que permitan

su utilidad para la deteecion de autoanticuerpos en pacientes con LES.

2-. En scgundo lugar, cn el andlisis comparativo de la respuesta a laminina (matriz
extracelular) en pacientes parasitados por nemdtodos de la Superfamilia Filarioidea, LES y
poblacion normal con cl objetive de estudiar posibles diferencias ¢n el reconocimiento de esta

glicoproteina.

Laos resultados nos permitirdn discutir sobre la especiticidad de la respucsta de autoanticuerpos anti-
RNP en LES, ast como sobre la posibilidad de que al desarrollarse una respuesta de anticuerpos
dirigidos a un mismo antigeno ianto en LES como en infestaciones por pardsitos, el reconocimicnto

de éste sca o no scmejante.
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I-. MATERIALES.

1. Sueros.

1.1. Poblacién de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES). Cien muestras de sucro
procedentes del Servicio de Reumatologia del Hospital Ramén y Cajal (Madrid), y pertenecientes a
pacientes diagnosticados que cumplian al menos tres de los once criterios de la Asociacion Americana
de Reumatologia (AAR) para el diagndstico de esta enfermedad.

1.2. Poblacion de pacientes parasitados. Cuarenta y ocho muestras de suero procedentes del
Servicio de Enlermedades Infecciosas del Centro Nacional de Investigacion Clinica y Medicina
Preventiva (CIC, Instituto de Salud Carlos 11, Madrid). La presencia de parasitos se determiné en ¢l
Servicio de Microbiologfa del citado centro. La mayoria de cstos sueros perlenecian a pacientes
parasitados por nemitodos de la Superfamilia Filarioidca (Mansonella perstans , M. streptocercda,
Onchocerca volvulus vy Loa loa), encontrandose también nemdtodos de la Superfamilia Ascaridoidea
(Ascaris lumbricoides) y Trichuroidea (Trichuris trichiura), trematodos de la Superfamilia
Schistosomatoidea (Schistosoma mansoni) y varias cspecics de prowzoos ( Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia, Blastocystis hominis y Plasmodium falciparum).

- Subpoblacién I: muestras de sueros de una poblacion heterogénca de individuos parasitados
(n=33). Tres muesiras pericnecian a sujetos con cosinofilia e IgE elevada pero no se detectaron
pardsitos en el momento del estudio. La mayorfa de estos sueros fucron analizados por IFI sobre
células Hep-2 y criocortes de tejido de rata, empledndose posteriormente para el estudio de la
presencia de anticuerpos anti-ribonucleoproteina por ELISA, “Western blot” ¢ inmunoprecipitacion de
ARN. La identidad de éstos y los resultados del examen parasitologico aparecen cn la Tabla V.

- Subpoblacién II: muestras de suero seleccionadas en base a la existencia de pardsitos de la
Superfamilia Filarioidea (n=3(}) y que fucron cmpleadas para el anélisis de la presencia de anticucrpos

anli-laminina. En esta subpoblacion se incluyeron aquellos sueros de la poblacién anterior en los que
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habfa suficiente volumen de muestra, ampliando ¢l dmbito de estudio hasta un total de 30 mucstras.
La identidad de los sueros y los resultados del examen parasitolgico aparccen en la Tabla V1.

1.3. Poblacion de controles normales. Treinta muestras de suero de poblacion normal espafiola
scleccionada aleatoriamente procedentes del CIC, Instituto de Salud Carlos I, Madrid.

l.4. Sueros controles con autoanticuerpos de especificidad conocida. Muestras proporcionadas por
los Servicios de Inmunologia de los Hospitales Gregorio Marafion, La Paz, Ramon y Cajal (Madrid})
y Santa Cruz y San Pablo (Barcelona). Los autoant{genos reconocidos habfan sido determinados
previamente por contrainmunoclectroforesis, “Western-blot” o inmunoprecipitacién de ARN.

Todos los sucros (ueron alicuotados y almacenados a -40° C.

TABLA V. ldentidad de syuercs y pardsitos encontrados en la poblacidn heterogénea de sujetos
parasitados analizada por IF sobre células Hep-2 y criocortes de tejido de rata, asi como por ELISA,
"Western blot" ¢ inmunoprecipitacion de ARN con antigenos niicieares y citopldsmicos.

IENTIDAD EXAMEN PARASITOLOGICO

1’y B hewmaniy

P2 M. perstans, L. low, T. trichiwra, E. histolvtica

I3 O voloulus, M. perstans, M. streploverca

P4 6. velvulus

15 M. perstans

126 M. perstans

17 M. perstans

5 M. perstans

Py O volvuius

PG M. perstans, O. vobuilus

P11 M. perstans

Pz E. manrsoni

I'1s A. lumbricoides

4 M. perstans, L. {va, T. trichiura

P1s T, trichivra, A, lumbricoides, E. histolytica

P16 M. perstans, A, lumbricoides, T. trichivra. G. lamblia

17 M. perstans, A lumbricoides, B. hominis

1% N.D.

Py M. perstans

P2 M. perstans, O. volvulus, A. lumbricoides

P21 M. perstans, B. hominis

P22 M. perstans

122 N,

P24 N

P25 A Aumbricoides, T, trichiura, P. falciparum,
E. histolviica, B. hominis, O. volvulus

P26 M. perstans, T. trichiura

P27 M. persians, L. loa

PZ¥ M. perstans, B. hominis

P29 . velvuluy

P3y M. persians

P3 . vohulus

P32 0. volvuius

i3 M. perstans

N.1»: No se encontriron pariisios en el momento del estudio. N.D*: paciente infeciado por Treponema pallidum.
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TABIA VI Identidad de sueros y pardsitos encontrados en la poblacidn seleccionada para el
estudio de la presencia de anticuerpos anti-lamining.

IDENTIDALD FXAMEN PARASITOLOGICO
p2 M, perstany, L. loa, T. irichiura, E. histolytica
P3 O vojvulus, M. perstans, M. streplocerca
ra Q. volvulus

s M. persians

23] M. perstans

Py M. perstans

1o O velvuluy

o M. perstany, (. volvuluy

Py M. perstany

Pid M. perstans, L. foa, T, trichiura
P29 €. volvilus

P34 M. persiany

P2l 3 volvilus

P32 (3. volvidis

33 M. perstans

34 L. loa, P. falciparum

P35 M. perstans, L. foa, T, trichiurg
Pag L. loa

P37 M. perstans

P38 O volvuiny

P34 3 valvalus, M. perstany

P40 M. perstans

P4l M. perstans

142 M. perstans. (. volvulus

P43 M. perstans

P44 M. perstany

P45 M. perstans, O. volvulus

Pao M. perstans

47 M. perstans

148 L. loa

2. Anticuerpos.

2.1. Anticuerpo monoclonal (clon MK1AG) anti-IgG(Fc) humana conjugado con FA (The Binding
Stie, Birmingham. UK).

2.2, Anticuerpo policlonal de conejo anti-IgG humana (cadena y) conjugado con FITC (Dako,
Glostrup, Denmark! y Silenus, Hawthorn Victoria, Australia?).

2.3 Anticuerpo policlonal de cabra anti-lIgG humana (cadena y) conjugado con FA (Tago,
Burlingame. CA, USA).

2.4, Anticuerpo policlonal de cabra anti-Ig de conejo conjugado con FA (Tago, Burlingame, CA,
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USA).

2.5. Anticuerpo policlonal de cerdo anti-Ig de conejo conjugado con FITC (Tago, Burlingame, CA,
USA).

2.6. Anticuerpos monoclonales anti-1gG1 (clon 8c¢/6-39), IgG2 (clon HP6014), 1gG3 (clon
HP6050) ¢ 1gG4 (clon HP6023) humana conjugados con FA (The Binding Site, Birmingham, UK}

2.7. Anticuerpo policlonal anti-laminina de sarcoma murino obtenido en conejo (Sigma Chemical
Co. St Louis, MO, USA).

2.8. Anticucrpo monoclonal GoH3 anti-a6 (VLLA-6) proporcionado por el Dr. Sonnenberg del
Departamento de Biologia Celular del *“Netherlands Cancer Institute”, y anticuerpo monoclonal HP1/7
anti-o4 (VLA-4) proporcionado por el Dr. O. de Landdzuri del Servicio de Inmunologia del Hospital

de Ia Princesa.

3. Fuentes de antigenos empleadas.

3.1. Portas dec 8 y 4 pocillos con criocortes de higado, rfidn y estomago de rata (BioSyslem,
Barcclona, Espaiia).

3.2. Portas de 12 pocillos con células Hep-2 (Mardx, Carlsbad, CA, USA).

3.3. Extracto accionico en polvo de timo de conejo (Pel-Frecz Biologicals Rogers, Ark, USA), a
partir del cual se detecto la presencia de autoanticuerpos anti-La/SSB, Sm y Ul RNP.

3.4. Bazo humano procedente de transplante cedido por el Hospital 12 de Octubre (Madrid) a partir
del cual se obtuvo ¢l antigeno Ro/SSA parcialmente purificado.

3.5. Higado y cerebro de rata adulta a partir de los cuales se obtuvieron ribosomas purificados.

3.6. Método de ELISA indirecto con autoantigenos Ro/SSA, La/SSB, Sm y Ul RNP recom-
binantes (Lipogen RheumELISA System, Bio-Whittaker, Inc., Walkersville, USA).

3.7. Laminina de sarcoma murino Engelbreth Holm Swarm (Boehringer Mannheim, GmbH,

Gennany).
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3.8. ADN dc hélice sencilla de timo de ternera (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA).

3.9. Fibronectina (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA).

4. Aparataje y materiales.

- Cubeta de clectroforesis “Mini-Protean IF7 (Bio-Rad,Richmond, CA, USA).

- Fuentes alimentadoras (Hoeter Scientific Instruments, San Francisco, USA: B1o-Rad, Richmond,
CA, USA).

- Sistema de transferencia en semi-seco “Trans Blot SD” (Bio-Rad,Richmond, CA, USA).

- Aparato multi-ensayo “Mini-Protcan II” (Bio-Rad,Richmond, CA, USA).

- Membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad,Richmond, CA, USA).

- Equipo de patrones biotinizados de bajo peso molecular, y preteiidos de alto y bajo peso
moleculir (Bio-Rad,Richmond, CA, USA).

- Conjugado avidina-fostatasa alcalina (Bio-Rad Richmond, CA, USA).

- Método de revelado de tosfatasa alcalina en “Western blot” (Bio-Rad,Richmond, CA, USA).

- Placas de microttulacion (Polysorp, Nunc, Denmark).

- Método de revelado de loslatasa alcalina cn ELISA (Sigma Chemical Co. St Louis MO, USA).

- Ultracentrifuga Beckman L-80 (Beckman, Inc., CA, USA).

- Centrifuga Omnifuge 2.0 RS y Biotuge 17RS (Heraeus Sepatech GmbH, Germany).

- Membrana de didlisis. Corte P.M: 3.500 (Spectrum Medical Industries, CA, USA).

- Homogeneizador de cristal teflén (Pobel) y de aspas (Polytron, Luzern, Switzerland).

- Bomba peristaltica y colector de fracciones Spectra/Chrom (Spectrum).

- Resina de intercambio idmico. Soporte de intercambio anidnico Macro-Prep 50 Q (Bio-Rad, Rich-
mond, CA, USA}.

- BEquipos de cuantificacion de proteinas por Coomassic y dcido bicineénico (Pierce, Rockford, IL,

USA).



Maicriales v métodos 25

- Analizador de niveles de 1gG por nefelometria (Beckman Instruments, Gatway, Ireland)
- Espectrofotémetro U-2000 (Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan).

- Agitador magnético SM1 (Swart scientific, UK).

- Liofilizador Virtis (Sentra, Inc., NY, USA).

- Columna de proteina G setarosa (Pierce, Rockford, USA).

- Columna de excelulosa GFE-5 (Pierce, Rockford, USA).

- Frascos de cultivo de 25 y 75 em? (Costar, Cambridge, MA, USA).

- Pipetas de 5 y 10 ml y tubos c6nicos de 50 ml estériles (Becton Dickinson, New Jersey, USA).
- Microscopio de tluorescencia Diaplan (Wild Leitz, GmbH, Germany).

- Microscopio invertido Diaphot-TMD (Nykon, Tokyo, Japan)

- Lecwor de placas de microtitulacion 340 ATC (SLT Instruments).

- Peliculas para fotogralia de fluorescencia Fujicolor HG400.

- Peliculas para diapositivas de [huorescencia (ELITE, Ektachrome 400).

5. Reactivos.

-Acrilamida, NN "-metilen bisacrilamida, persulfato amdnico, dodecil sulfato sédico (SDS), -
mercaptoetanol, azul de bromofenol, azul Coomassie R-250, glicina. Tris-(hidroximetil)
aminometano, NN N’ N7 teirametiletilendiamina (Bio-Rad, Richmond, CA, USA).

- Glicerina, cloruro sédico, etanol, dcido clorhidrico, fosfato mono y dipotdsico, dcido acético,
metanol, acctona (Panreac. Barcelona, Espafia).

- Albimina de suero bovino, carbonato y bicarbonato sédico, cloruro aménico, acetato magnésico,
dcido eulendiamino tetraacético (EDTA), Tween-20, negro amido, ditiotreitol (DTT) (Serva,
Heidelberg, Germany).

- Fluoruro de metil fenil sulfonilo (PMSF), Nonidet P-40, meta-periodato sodico, forbol miristato

acelalo (PMA), violeta cristal, gelatina tipo A, fenol: cloroformo; alcohol isoamilico (25:24:1),
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(Sigma,Chemical Co, St Louis MO, USA).
- Sulfato de gentamicina, suero fetal bovino (Lote 03015), L-glutamina, penicilina-estreplomicin,

RPMI-1640) (Bio-Whittaker, Maryland, USA).



Materiales y métodos 27

II. METODOS.

1. Inmunofluorescencia Indirecta (IFl).

Esia téenica se realizo sobre portas con criocortes de higado, rifidén y estémago de rata y sobre la
linea celular Hep-2. El protocolo fue en ambos casos igual excepto gue las incubaciones sobre ¢élulas
Hep-2 se realizaron a 37° C.

Para la realizacion de cste ensayo se incubaron sueros diluidos 1/40 en PBS (0,1 M tampdn fostato,
(1,15 M CiNa, pH 7.2), 1gG purilicada (40 ¢ 80 pg), 0 un antisuero policlonal anti-LMN (1/50)
durante 30 min. cn 1os portas. Los anticuerpos unidos se detectaron con un antisuero de conejo anti-
IgG humana conjugado con FITC (1/20! 6 1/402 en PBS; ver anticucrpos ecmpleados en pag. 22 de
Materiales), o un antisuero policlonal de cerdo anti-Ig de conejo (1/30 en PBS). Después de cada
incubacion, los portas se lavaron tres veces durante 5 min. con PBS. Después del lavado final se
anadid una solucion de ghicerol al 70% en PBS, colocando un cubre y guardando la preparacién un

minimo de 2 h. & 4° C antes de visualizar por el microscopio de fluorescencia.

2. Preparacion del extracto de timo de conejo para la deteccion de autoanticuerpos

anti-La/SSB, Sm y U1l RNP.

El extracto se prepar( basicamente como estd descrito (Kurata & Tan, 1976). El extracto accténico
liohilizado se disolvid en PBS, | mM PMSF a una concentracion de 100 mg/m] manteniéndolo a 4° C
y en agitacion durante toda la noche por medio de un agitador magnético a bajas revolucioncs.
Posteriormente sc centrifugd a 1.800 g durante 40 min., se calculd la concentracion de proteinas del
sobrenadante, y se guardaron alicuotas de 400 pg a -40° C. Estas alicuotas sirvicron para cargar toda

la longitud de un gel de poliacrilamida-SDS.



Malerialegs y métodos 28

3. Preparacion del extracto de bazo humano para la deteccion de autoanticuerpos

anti-Ro/SSA.

El antigeno Ro/SSA parcialmente purificado se obtuvo a partir de bazo humano cmpleando el
método descrito previamente (Clark er af., 1969) con algunas modilicaciones. Un bazo humano
procedente de transpalante se troced y se homogeneizo en dos volimenes de PBS, (0.1 mM PMSF.
Después de una centrifugacion a 33.000 g durante 30 min., el sobrenadante se guardé a 4° C durante
toda la noche y s centrifugd posteriormente a 15.000 g durante 10 min. Este sobrenadante se aplicd a
una columna de intercambio anidnico (0,8 cm x 8,2 ¢cmj previamente equilibrada con PBS, 0,1 mM
PMSF. Una vez que la muestra pasO por la columna, se lavd con PBS cuatro veces ¢l volumen de la
columna hasta eliminar toda la hemoglobina. Para la elucion de Ro/SSA se aplicé 0,1 M tampdn
fosfate, 0.5 M CINa recogiendo fracciones de 2 ml a las que se fue midiendo la absercion a 280 nm.
Posteriormente se mezclaron las fracciones con mayor lectura a esta longitud de onda y se ensayo por
transferencia a pape! de nitrocelulosa y revelado con sueros control con actividad anti-Ro/SSA. Una
ver. confirmada la existencia de antigeno Ro/SSA, sc¢ dializd toda la noche a 4° C frente a PBS y sc
guardaron alicuotas de 250 pg suficientes para cargar toda la longitud de un gel de poliacrilamida-

SDS.

4. Obtencidon de ribosomas purificados de higado y cerebro de rata adulta para la

deteccion de auteanticuerpos anti-ribosomales (fosfoproteinas PO, P1 y P2).

Un higado o cerebro de rata se homogeneizaé con un homogencizador de cristal-tetflon en tres veces
su peso en volumen de tampén TA (20 mM Tris, ImM DTT. ImM PMSEF, 0,1 mM EDTA, CINHa
100 mM, acelato de magnesio 5 mM, pH 7.6), centrifugandose posteriormente a 27.000 g duranie 30
min. El sobrenadante obtenido se volvid a centrifugar a 100.000 g dos horas y media,

resuspendiendo el precipitado en TAS (TA sin acetato de magnesio). Posteriormente se separaron las
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proteinas asociadas a ribosomas lavéndolos durante 90 min. con 0,5M CIK en agitacién continua,
centrifugando posteriormente a 100.000 g otras dos horas y media. El precipitado resuspendido en
TASN (tamp6n TA sin acetato de magnesio ni CINH 4) contiene ribosomas intactos libres de protefnas

asociadas (Calés et al., 1985). Todos los pasos se realizaron a 4° C.

5. Anailisis de la pureza de la preparaciéon de laminina (LMN) de sarcoma murino.

La pureza de esta preparacion s¢ determiné por tincion con Coomassie de un gel de poliacrilamida-

SDS al 6% cn condiciones reductloras y desnaluralizantes.

6. Deteccion de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y Ul RNP por “Wes-

tern blot”.

Alicuotas de 250 pg de extracto de bazo humano 6 400 pg de timo de congejo diluidas 1/3 en tampdn
de electrotoresis y hervidas y centrifugadas 5 miin., se aplicaron en toda la longitud de un pocillo de
73 mm lormado en un gel dc poliacrilamida-SDS al 12%, realizando la clectroforesis como cstéa
descrito (Lacmmbh, 1970). En ¢l pocillo de referencia se aplicaron patrones biotinizados diluidos 1:20
cn pretefitdos, con el fin de observar la electroforesis, la posterior transferencia a nitrocelulosa, y de
estimar el peso molecular de los polipéptidos reconocidos por los sueros.

Una verz terminada la elecuroforesis, se lavo el gel y se equilibré la membrana de nitrocelulosa en
tampdén de transferencia durante 3 min. La transferencia a nitrocelulosa sc realizé en semi-seco
durante 1 h a 5,5 mA/cm? de gel en tampdn carbonato-bicarbonato (3 mM carbonato sédico, 20 mM
bicarbonate sodico, pH 9.9) (Dunn, 1986), pero sc afiadi6 20% etanol en lugar de metanol (Van Dam
etal., 1990). La membrana se bloqued 1 h. con TBS (0,1 M Tris, 0.9% CINa, pH 7,2)-3% BSA-
0,1% Tw, incubdndola posteriormente duranic toda la noche a temperatura ambiente con sueros

normales (1/50), de pacientes parasitados (1/50), o de pacientes con LES (1/100) dilwidos en la
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misma solucion. Después de tres lavados de 5 min. con TBS-3% BSA-0.1% Tw, se incubd la
membrana con un anticuerpo monoclonal anti-IgG humana conjugado con FA (1/8.000), y ¢l
conjugado avidina-fostatasa alcalina (1/3.000) cn la calle de los patrones biotinilados. Se volvio a
lavar la membrana wes veces con TBS-3% BSA-0,1% Tw y una con solucién salina, y se reveld con
NBT y BCIP siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial. El desarrollo de color se

par6 lavando la membrana con agua destilada cuando comenz6 a aparccer fondo.

7. Deteccion de autoanticuerpos anti-ribosomales por “Western blot™.

Para la deteccidn de estos autoanticuerpos el porcentaje del gel separador fue del 15%, aplicando
500 pg de preparacion de ribosomas purificados por gel. El protocolo [ue esencialmente ¢l mismo (ue
para la deteccion de auwtoanticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y Ul RNP, excepto que la
trans{ercncia se realizo en semi-seco con tampdn carbonato-bicarbonato-20% metanol {Dunn, 1986}

omitiendo ¢l Tw en el tampdn de dilucidn de sucros y antisuero.

8. Deteccion de anticuerpos anti-LMN por “Western blot”.

Para la deteccion de estos anticuerpos el porcentaje del gel separador tue del 6%, aplicando 100 pg
de LMN por gel. El protocolo fue esencialmente el mismo que para los otros autoantigenos excepto
que la muestra no fue hervida sino calentada a 37° C durante 5 min., y la transferencia en semi-scco
se realizé durante 45 min. a 5.5 mA/cm2 de gel en 25 mM Tris-192 mM glicina-20% metano!, pH 8,3
(Towbin et al., 1979). La membrana se bloqued con TBS-39% BSA, mientras que los sueros (1/50)),
el antisuero policlonal anti-LMN (1/16.000) y los antisucros anti-IgG humana (1/8.000) o anti-Ig de

conejo (1/20.000) conjugados con FA se diluyeron en TBS-1% BSA.
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Y. Analisis de la actividad anti-LMN por “Dot-blot”.

Para cste ensayo se aplicaron 4 ul de LMN (200, 100, 50 y 25 pg/ml en TBS) sometida a diferentes
condiciones (nativa y tratada a 100° C durante 4 min., 1% SDS8/10% B-mercaptoetanol 6 1% SDS)
sobre nitrocelulosa, dejando posteriormente secarse la membrana al aire. En los pasos de bloguco e

incubacion con sueros y antisuero el protocolo fué igual que en el “Western blot™.

10. Renaturalizacion de LMN y fosfoproteinas ribosomales.

La renaturalizacion de protefnas ribosomales y LMN se llevd a cabo sometiendo ¢l gel de
poliacrilamida durante | h. a 50 mM Tris-209% de glicerol, pH 7,4 segiin el protocolo descrito (Van
Dam er «f., 1990). o incubando la membrana de nitrocelulosa con una solucién de NP-40) al 3% en

PBS antes de bloquearla (Petit ef al., 1989).

11. Inmunoprecipitacion de extractos marcados de células Hel.a (32P).

Esta técnica se realizé en el Hospital de Santa Cruz y San Pablo (Barcelona) segin ¢l protocolo

previamente descrito (Lemer & Steitz, 1979).

12. Deteccion de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y Ul RNP por ELISA

indirecto con autoantigenos recombinantes.

La deteccion de autoanticuerpos frente a estos antigenos sc realiz6 a la dilucion 1/100 y siguiendo
las instrucciones de la casa comercial. En todos los ensayos, se incluyeron controles positivos y
negatvos necesarios para la validacion del ensayo. Para la interpretacion de los resultados se

incorpord al lector de placas de microtitulacién un programa para determinar la positividad o
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negatividad de los sueros en funcién del valor del control negativo y del corte de positividad
recomendado por el fabricante. Este corte se cstablecio segin la térmula: (DO del control negativo/
DO del calibrador incluido en ¢l equipo) + factor de correccion inclufdo en ¢l equipo = corte de

positividad del ensayo.

13. Deteccién de anticuerpos anti-LMN por ELISA indirecto.

Para cste ensayo, s¢ aplicaron 100 pl de LMN (5 pg/ml) diluida en tampon carbonato-bicarbonato

50 mM pH 9,6 en pocillos de microtitulacion y se incubd durante 2 h. a 37° C. Después de lavar la
placa con 5 mM Tris pH 7.4, se bloguearon los sitios no especificos con TBS-3% BSA durante ] h. a
temperatura ambiente lavando posteriormente con 5 mM Tris-0,05% Tw, pH 7.4 (T-Tw).
Seguidamente se aplicaron los sucros por duplicado diluidos 1/50 en TBS-1%BSA-0,05% Tw
dejando la placa en incubacion toda la noche a 4° C. Después de lavar con T-Tw, se afadid un
antisuero policlonal de cabra anti-IgG humana (1/4.000), o anticuerpos monoclonales anti-1gGl
(172500, 1gGG2 (1/500), 1egG3 (1/2.000) ¢ 1gG4 (1/250) conjugados con FA y diluidos en ¢l mismo
tampodn que los sueros, dejandolo incubar durante 1 h. a 37° C. Las placas sc lavaron de nuevo y se

desarrollaron anadiendo pNFF en tampoén dietanolamina.

14. Deteccion de anticuerpos anti-ADN de hélice sencilla por ELISA indirecto.

La preparacion de ADN dc timo de ternera sc sometié en primer lugar a un proceso de
repurilicacion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico segtn el protocolo previamente descrito
(Sambrook et «l., 1989).

Para la determinacion de la presencia de anticuerpos anti-ADN, la mitad de una placa de
microtitulacion preincubada previamente durante 1 h. a temperatura ambiente con una solucion de

poli-L-lisina (25 pg/ml en 40 mM Tris, 5 mM EDTA pH 7.5) se incub¢ durante otra hora a 37° C con
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ADN (5 ug/ml en 10 mM Tris. 1 mM EDTA pH 8), mientras que a la otra mitad se anadio s6lo
tampon. Posteriormente se blogued la placa con TBS-1% gelatina, y se anadicron los sueros diluidos
1750 en TBS-0,05% Tw-0,5% gelatina dejandolos en incubacion durante toda la noche a 4° C.
Después de lavar con T-Tw, se afiadié un antisuero peliclonal anti-IgG humana conjugado con FA
diluido en TBS-0,05% Tw (1/4.0€()}) dejandolo incubar durante 1 h. a 37° C. Las placas se lavaron de
nucvo y se desarrollaron afiadiendo pNFF en tampoén dictanolamina. Los valores de DO de la parte de
la placa preincubada exclusivamente con poli L-lisina, se sustrajeron de los oblenidos en el lado de la
placa con ADN, con cl fin de descartar uniones no cspecificas (Le Page ef af., 1990).

La comparacién cntre los niveles de estos anticuerpos y los anticuerpos anti-LMN se realizo
cxpresando los resultados como porcentaje de un suero control positivo (anti-ADN o anti-LMN)

incluido en cada placa de microtitulacion.

15. Purificacion de IgG por columna de proteina G-sefarosa.

Se purifico la fraccién 1gG de una mezcla de sueros de pacientes con LES o [ilariasis positivos para
anticuerpos anti-LMN por ELISA indirccto, asi como de sueros individuales que presentaron titulos
altos en ELISA. Asimismo se purificé 1gG de una mezcla de sueros normales anti-LMN negativos y
de un suero normal positivo por esle ensayo. Para la obtencion de esta fraccién, las muestras se
diluycron en tampdén de unidn y se pasaron por una columna de protefna G-scfarosa equilibrada en el
mismao tampan siguiendo el protocolo de la casa comercial. La IgG cluida y neutralizada con tampon
foslato 0,15 M sc pasé por una columna de cxcelulosa GF-5 equilibrada en PBS para eliminar cl
exceso de sal. Posteriormente sc caleul6 la concentracion de proteina de a fraceion de IgG purificada

por un ensayo de dcido bicincénico.
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16. Oxidacion de carbohidratos de LMN.

La ruptura quimica de carbohidratos de LMN se Hevé a cabo por oxidacidn con meta-periodato
sodico (Maizels et al. 1991). EI protocolo seguido fue ¢l mismo que para cl ELISA indirecto, pero tos
pocillos preincubados con LMN se trataron con dilerentes concentraciones de meta-periodato sddico
durante 30 min. a 4° C cn ausencia de luz antes de bloguear y afadir IgG purificada de una mezcla de
sucros de pacientes con LES o filariasis ajustadas a la misma actividad anti-LMN (DO 405 nm). Los
resultados se expresaron como porcentaje de disminucion de lectura de DO a 405 nm: (1-(DO pocillos
con LMN tratada/DO pocilios con LMN sin tratar)) x 1(0).

Los valores de lectura de DO de la parte de la placa incubada exclusivamente con solucion de
periodato o tampon, se restaron de los obtenidos del lado de la placa con LMN tratada o sin tratar con

¢l fin de descartar uniones no especificas.

17. ELISA competitivo con LMN, LMN desnaturalizada por calor, y FN.

Se incubaron fracciones de IgG purificada ajustadas a la misma actividad anti-LMN (DO 405 nm)
con concentraciones variables de LMN, LMN desnaturalizada (4 min. durante 100° C) y EN durante
toda la noche a 4° C. Esla mezcla se hizo reaccionar con LMN por ELISA segin el protocolo descrito
anteriormente, expresdndose los resultados como porcentaje de inhibicion (Ratkay eraf., 1991). En el
ensayo con FN, la mezcla se centrifugé a 5.000 g durante 10 min. antes de afiadirla a los pocillos de

mucrotitulacion preincubados con LMN.

18. Ensayo de inhibicién de adhesion de células U937 a LMN.

La linca celular miclomonocitica U937 se obtuvo de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo

(ATCC, Rockville, MD) y sc cultivd como se ha descrito previamente (Arroyo ef al., 1992),
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Antes del ensayo de inhibicidn de adhesion, las células se preincubaron durante 20 min. a 4° C con
50 pg/mi de y-globulina humana. y durante 30 min. a 37° C con 50 ng/ml de PMA.

El ensayo de adhesion se realizd bdsicamente como sc ha descrito (Arroyo et al., 1992; Dejana et
al., 1987). Placas de microtitulacién de 96 pocillos se incubaron durante 2 h. a 37° C con 50 ul de
LMN (10 pg/ml en PBS) lavdndolas posteriormente con PBS, y bloqueando los sitios libres durante 1
hora a 37° C con PBS-1% BSA. Después dec lavar de nuevo, se afadié por triplicado 100 6 50 ul de
sueros de pacientes con filariasis positivos para anticuerpos anti-LMN, sueros controles negativos por
ELISA, anticuerpo policlonal anti-LMN (1/100 y 1/20.000) o PBS-1% BSA dejandolo incubar
durante toda la noche a 4° C. Se lavo la placa dos veces con RPMI afiadiendo posteriormente 1OO.000
células por pocillo resuspendidas en medio incompleto, manteniéndolas en incubacion durante 3()
min. a 37° C. Para analizar la adhesién mediada por VLLA-6 se empled el anticuerpo monoclonal
GoH3 (anti-a6) y como control negativo HP1/7 (anu-od). Para cuantificar la adhesion cn presencia o
ausencia de sueros se lavg la placa, se fijaron las células afladiendo una mezcla 1/1 de
metanol/acetona, se URG con cristal violeta al 0,5%, y se midi6 la DO a 540 nm. La adhesion basal a
BSA sc restd de los valores obtenidos, expresdndose cl resultado tinal como porcentaje de inhibicién
de la adhesion: (1-(adhesién cn presencia de suero o anticuerpo policlonal anti-LMN/adhesién en

pociilos libres de actividad anti-LLMN))x 100.

19. Metodologia estadistica.

-El grado de correlacion entre los resultados de las técnicas de ELISA con autoantigenos
recombinantes y “Western blot” con preparados de timo de concjo y bazo humano en pacientes con
LES y poblacion normal, se determind por medio del estadistico k. Estos valores se interpretaron
siguiendo las recomendaciones descritas previamente (Landis & Koch, 1977): k=0-0,20 concordancia
leve; k=(0,21-0.40 considerable; k=0,41-0,60 moderada; k=0,61-0,80 sustancial y kappa=0,81-1,00

casi perfecta. El estadistico de McNemar sc usé para determinar la presencia o ausencia de sesgo,
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considerandose valores mayores de 3,8 como inaceptables para determinaciones bioldgicas.

- Los niveles de anticuerpos anti-LMN de clase 1gG y subclases de IgG en los distintos grupos se
compararon ulilizando la t de student de dos colas y la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.

- La capacidad de mbibicion de adhesion a células U937 en sueros aniz-LMN posilivos y negativos
se compard empleando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.

- La comparacion enure diferentes curvas de unidn se Ilevd a cabo utilizando ¢l coeficiente de
corrclacion de rangos de Specarman.

- E] estudio de correlaciones entre niveles de anticuerpos anti-ADN de hélice sencilla vs niveles de
anticuerpos anti-LMN, niveles de 1gG vy valores de DO en ELISA con autoantigenos RNP, y niveles
de 1gG vs porcentaje de inhibicion de adhesion de ¢élulas U937 a LMN se llevo a cabo por medio de

una regresion lineal.
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I-. Analisis de la presencia de anticuerpos antinucleares, anti-
citoplasma y anti-matriz extracelular en el suero de pacientes parasi-

tados por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).

Para este estudio se utilizé una poblacion de 33 sueros de pacientes parasitados por protozoos y/o
helmintos (Tabla V). La existencia de anticuerpos dirigidos a antigenos nucleares y/o citopldsmicos se
analizo sobre células Hep-2, micentras que la presencia de anticuerpos dirigidos a componenics de
matriz extracelular (MEC) tue estudiada empleando criocortes de higado, rifidn y estomago de rata.

Sobre el primer sustrato mencionado se analizaron un total de 28 sueros, encontrandose gue la
mayoria de cllos (26/28) reconocian antigenos de localizacion nuclear y/o citopldsmica. En algunos
sueros, los patrones cncontrados fueron similares a los obtenidos con controles de especiticidades
anti-Ro/SSA, La/SSB. Sm, Ul RNP o ribosomales (Fig. 1: véanse comparativamente 10s patrones
nucleares y/o citopldsmicos de tos paneles F-H, B-N, C-L o D-G). Aunque en la mayoria de cllos no
pudo atribuirse la imagen de IFI al reconocimiento de estos autoantigenos (Fig. 1: paneles 1, J, K.
M), no se pudo excluir un lendmeno de solapamiento de patrones similar al observado en los sueros
controles de especificidad conocida, donde la presencia de varios autoanticuerpos enmascara el patrén
obtenido con controles monoespecificos (Fig. 1; paneles A-F).

Por otro lado. se anahizaron un total de 26 sueros sobre criocortes de tejido de rata, encontrandose
presencia de anticuerpos dirigidos a antigenos de MEC en la mayoria de ellos (21/26). En la Fig. 2 se
muesiran 1os patrones de fluorcscencia mds llamativos encontrados sobre este substrato (pancles A, C
y E). El patrén identificado con algunos sueros fue similar al obtenido con un antisuero policlonal
anti-LMN (Paneles A-B y C-D). Siete de los sueros que presentaron este patron de IFI correspon-
dieron a pacientes parasitados por nemdtodos de la Superfamilia Filarioidea. En este sustrato, la
positividad a antigenos nucleares y/o citopldsmicos identiticada en células Hep-2 sélo fue detectada en

algunos de los sucros analizados (Fig. 2). En una poblacién de controles normales analizada cn
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ambos sustratos (n=14), ninguno reconocié estructuras nucleares, citopldsmicas o de matriz

extracelular a la dilucién 1/40.
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FIGURA 1. Patrones de IFI obtenidos sobre células Hep-2 con sueros controles con autoanticuerpos de especificidad
conocida (Paneles A-F) y pacientes parasitados (Paneles G-N). Panel A: suero control anti-RNP; panel B: suero
control anti-Sm y RNP; panel C: suero control anti-Sm, RNP y ribosomales; panel D: suero control anti-Ro/SSA y
La/SSB; panel E: suero control anti-Ro/SSA y Sm; panel F: suero control anti-Ro/SSA. Los paneles G-N
corresponden a sueros de pacientes parasitados: panel G: suero P28; panel H: P29; panel I1: P30; panel J: P31;
panel K: P32; panel L: P33; panel M: suero P17; panel N: suero P4. El panel N corresponde a un suero de

poblacion normal.
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FIGURA 2. Anticuerpos dirigidos a componentes de MEC en musculatura lisa de estmago (paneles A'y B) e higado

de rata (paneles C, D y E). Los paneles A, C y E corresponden a sueros de pacientes parasitados (P27, P3y P4
respectivamente). Los paneles B y D corresponden a un antisuero policlonal anti-LMN, mientras que el panel F es
un suero de poblacidn normal en higado de rata. El patrén de IFI mostrado en al panel A fue identificado también en los

sueros P3, P4, P10, P20, P23, P25 y P28.
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I1-. Estudio cemparativo de la respuesta de autoanticuerpos anti-

ribonucleoproteina (Ro/SSA, La/SSB, Sm, Ul RNP, PO, P1 y P2) en

pacientes parasitados, LES y poblacién normal.

1-. Analisis de la presencia de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y U1
RNP en pacientes parasitados por ELISA con autoantigenos recombinantes.

Sc determiné por ELISA la presencia de autoanticucrpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y U1 RNP en
30 sueros de la poblacion heterogénea de pacientes parasitados y en 30 sueros de poblacién normal
(Tabla V). En todos los ensayos los controles positivos excedieron del minimo requerido para la
validacion de la prueba (RNP>1,5: Sm>1,4; Ro/SSA>1,1; La/SSB>1,2), mientras que los controles
ncgativos proporcionados en el método de ELISA no excedieron de (,2 unidades de DO. Los

resultados para cada uno de los autoantigenos se muestran cn la Fig. 3 (a y b).

Figura 3a

2_
DO {450 nm)
1.5 — -
1
1 —
0.5 - ! .
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i i I .
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[ i '
0~ - s

Pacientes Poblacién  Pacientes  Poblacidn
parasitados  normal parasitados  nommal

Ro/SSA La/SSB
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Figuru 3b
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FIGURA 3. Anticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y Ul RNP en suero de pucientes parasitados v poblaciin normal

por ELISA con auloantigenos recombinantes.

Los valores medios de DO en la poblacién de pacientes parasitados fueron de 0,644+0,071 para
RO/SSA, .675+0,092 para La/SSB, 0,453+0,069 para Sm, y (,824+0.001 para Ul RNP. En
poblacién normal esios valores fueron de 0,18+0,036 (Ro/SSA), 0,14640,03 (La/SSB), 0,03410,08
(Sm) vy 0.261+0,026 (Ul RNP). Asi, los niveles de estos anticuerpos s¢ encontraron
significativamente clevados en ¢l grupo de pacientes parasitados en cada uno de los autoantigenos
anabizados (p<0.,0001). Los niveles de IgG medios determinados en 14 sucros de pacientes
parasitados fueron de 2267 +210 mg/dl, siendo el cocficiente de correlacion r entre éstos y la lectura
de DO de 0,59 para Ro/SSA, 0,342 para La/SSB, 0,367 para Sm y 0,403 para Ul RNP.
Estableciendo el corte de positividad siguiendo las insirucciones del método de ELISA, el 60% de

pacienles parasitados presentaron anticuerpos anti-Ro/SSA, 57% anti-La/SSB, 57% anti-Sm, y 67%
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anti-Ul RNP, mientras que en poblacidn normal, el 93% fue negativo para anti-Ro/SSA, 97% para

anti-L.a/SSB y anti-Ut RNP, y 100% para anti-Sm.

2-. Caracterizacion por '"Western blot" de la respuesta de autoanticuerpos anti-

RNP en pacientes con LES.

2.A- Autoanticuerpos anti-ribosomales.

Se analizaron 92 sueros de pacientes con LES encontrdndose un 13% de sueros positivos Todos
los sueros positivos reconocieron el polipéptido PO (38 Kd) y P1 (19 Kd) encontrdndose menor
positividad para el polipéptide P2 (17 Kd) (Fig. 4). La reactividad frente a P2 se restituy6
renaturalizando el gel con Tris-20% glicerol antes de su translerencia a membrana de nitrocelulosa
(Fig. 5). No sc observ6 ninguna diferencia al emplear ribosomas purificados de higado o cerebro,
pudiendo utilizarse indistintamente una u otra preparacién. En poblacion normal, ningiin suero

reconocid estos polipéptidos (datos no mostrados).

FIGURA 4. Autoanticuerpos anti-ribosomales (fosfoproteinas PO, P1 y P2) en pacientes con LES. Calle 1. control

negative, Calle 2; control positive, Calles 3-6. sueros con auteanticuerpos anti-ribvsomales {1/100),
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PO

FIGURA 5. Reconocinuenio de fosfoproteinas ribosomales sin renaturalizar (A), o renaturalizando el gel con Tris-
20% glicerol (B). Lay calles I-4 representan un suero control a diferentes dilucrones (17100, 1/1000. 172000 y

174000). C-. control negativo.

2.B- Autoanticuerpos anti-La/SSB, Sm y Ul RNP.

Unlizando sueros controles de especificidades de autoanticuerpos conocidas se comprob6 la
presencia de autoantigenos La/SSB (47,5 Kd), B/B (29/28 Kd) y D (16 Kd) de Sm, y C (22 Kd) y
70 Kd de Ul RNP en el preparado de umo de conejo. Se analizaron 100 sueros de pacientes con LES
de los que el 17% reconocian el polipéptido La/SSB, 21% el B/B de Sm, 13% el D de Sm, 10% el
Cde Ul RNP, y 10% ¢l polipéptido de 70 Kd asociado a la particula U1 (Fig. 6).

La frecuencia de sueros positivos fue del 17% para anticuerpos anti-La/SSB, 28% para anti-Sm, y
14% para anti-U1 RNP. Algunos sueros reconocieron también los polipéptidos PO, P1 y P2
indicando la presencia de estas fostoproteinas ribosomales en el preparado. Al igual que para los

autoantigenos ribosomales, ningn suero de poblacion normal reconocid estos polipéptidos (Fig. 7).
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FIGURA 6. Reconocinuento de awtoantigenos nucleares v citopldsmicos en pacientes con LES en el preparado de
time de conejo Calles 1, 9y 18: mezcla de sueros controles con autoanticuerpos anti-La/SSB, Sm (polipéptidos

BYB y D), vy Ul RNP (polipéptidos C y de 70 Kd). Las restantes calles correspondern a sueros de pacientes con LES.

FIGURA 7 Sueros de poblacidn normal en el preparade de timo de conejo. Calles 1 y 9: mezela de sueros

controles con autoanticuerpos anii-La/SSB, Sm y U RNP. Las restantes calles son sueros normales diluidos 1/50.
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2.C- Autoanticuerpos anti-Ro/SSA.

La presencia de los polipéptidos de 60 y 52/54 Kd de Ro/SSA en el extracto de bazo humano se
puso de manifiesto utilizando controles de especificidades conocidas. Para la caracterizacién de esta
respuesta se emplearon 33 pacientes con LES, encontrdndose reactividad principalmente {rente al
polipéptido de 52/54 Kd y en menor medida frente al de 60 Kd (Fig. 8). La frecuencia de sueros anti-

Ro/SSA positivos fue det 27%. En poblacién normal ningtin suero reconocié Ro/SSA.

$SA\Ro 60Kd
SSA\Ro 32/54 Kd

FIGURA 8. Autoanticuerpos anti-Ro/SSA por “Western blot” en pacientes con LES. Las calles 3,4y 9
corresponden a sueros controles gie reconocen los polipéptidos de 60 y 52/54 Kd de estu particula. Calle I: control
negativo, calle 2: suero control con autoanticuerpos anti-La/SSB, calle 5. suero control con autoanticuerpos anti-
La/SSB y Ro/SSA por comtrainmunocelectroforesis perp negativo o débilmente positivo por este ensayo Ef resto de

calles corresponden a sueros de pacientes con LES diluidos 1/100.

3-. Anailisis de la respuesta de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y Ul
RNP por ELISA con autoantigenos recombinantes en pacientes con LES y poblacién
normal. Correlacion con la técnica de '"Western blot"'.

Se emplearon 33 sueros de pacicntes con LES que habfan sido previamente estudiados por
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"Western blot" no constituyendo, por tanio, una muestra aleatoria. En el an4lisis estadistico se incluy6
ademds la poblacidn normal (n=30) analizada junto al grupo de pacientes parasitados (Fig. 3). Los

resultados obtenidos por ELISA en pacientes con LES se indican en la Figura 9.

DO (450 nm)

3 - r— —— c——

7

' . :
L ;
: ; : :
! & l '

- ' ¥

Ro/SSA  La/SSB Sm Ul RNP

FIGURA 9. Resultados obtenidos en la poblacion de pacientes con LES por ELISA con awtoantigenos Ro/SSA,

La/SSB, Sm oy Ul RNP recombinantes.

El grado de correlacidn entre los resultados de ELISA y “Western blot” fuc moderado en la
deteccidn de anticuerpos anti-Ro/SSA (k=0,474; p<0,001) y anti-U1 RNP (k=0,566; p<0,001), vy
casi perfecto para anticuerpos anti-La/SSB (k=0,871; p<0,001) y anti-Sm (£=(,833; p<0,001) (Tabla
VII). El andlisis de la ausencia de correlacion en la deteccidn de anticuerpos anti-Ro/SSA y anu-Ul
RNP puso de manifiesto una predisposicion en las medidas (estadistico de M¢Nemar 13 y 11
respectivamente) cuyo significado parece deberse a una mayor tendencia del ELISA a proporcionar

resultados positivos {Tabla VII).
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TABLA Vila. Resultados obtenidos por ELISA con autoantigenos recombinantes y "Western blot” en pucientes

con LES v poblucidn normal.

Ro/SSA La/SSB Sm Ul RNP
++F o+~ A T e S & < S S
LES 9 ] 0 13 8 1 0 24 14 1 3 15 11 0 o 12
Sucros 0 2 0 28 0 i 0 290 O 0 30 0 1 0 29

normales

¥ Resultado por ELISA/resultado por "Western blot”,

TABLA VIIb, Grado de correlacion entre resultados de ELISA y "Western blot”.

Autoantigeno K Grado de correlacion
Ro/SSA* 0.474 (p<0,001}) Moderado
La/SSB 0.871 (p<0,001} Casi perieclo
Sm {1.833 {(p<0,001) Casi perlecto
Ul RNp#* 0.566 (p<0,001) Moderado

Fhstadistico de McNemar>3 8,

4- Analisis de la respuesta de autoanticuerpos anti-RNP por '""Western blot" e
inmunoprecipitacion de ARN en pacientes parasitados.

Se analiz6 por “Western blot” de preparados de timo de conejo (autoantigenos La/SSB, Sm y Ul
RNP) y bazo humano (Ro/SSA), la poblacion de sueros en la que previamente se habia detectado un
alto porcentaje de autoanticuerpos por ELISA. Como se muestra en las Figs. 10y 11, ningtn sucro
reconocid estos autoantfgenos aungue si otros polipéptidos presentes en ambos cxtractos. Estos

sueros lampoco reconocieron las fostoproteinas PO, PI y PZ en ribosomas purificados de cerebro de
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rata (Fig. 12). En la Figura 13 se muestra que, aunque la movilidad relativa de los polipéptidos
reconocidos por algunos sueros fue semejante a La/SSB (calles 3, 4, 6 y 7), PO (calles 3, 6 y 8) o
B’/B de Sm (calle 3), el andlisis por inmunoprecipitacion de extractos marcados de células Hel.a (32P)

tampoco pudo confirmar la presencia de anticuerpos anti-RNP.

£ 3
L4
S
b
3
i
3
H

FIGURA 10. Andlisis de la presencia de autoanticuerpos anti-La/SSB, Sm o Ul RNP por “Western blot” en el suero
de pacientes parasitados. Calles I y 11: mezcla de sueros controles con auloanticuerpos frente a estos tres
autoantigenos. El resto de calles corresponden a sueros de la poblacion de pacientes parasitados (1/50) en la gue
previamenie se habia detectadp un alto porcentaje de positividades frenie a estos auioantigenos por ELISA con
autoantigenos recombinantes: £15 (calle 2, Pi6 (caile 3j, P17 (caile 4), P18 (calle 5), P28 (calle 6), P20 (calle 7), P23
{calle 8}, P24 (calle 9), P25 (calle 10), P3 (calle 12), P26 (calle 13), P2 (calle 14), P19 (calle 15), P27 (calle 16), P5

{calle 17), P6 {calle 18).
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FIGURA 11, Andlisis de la presencia de autoanticuerpos anti-Ro/SSA por “Western blol” en pacientes parusitados.
Calle 10 suero control con quioanticuerpos anti-Ro/SSA. Calles 1-9: sueros normales (1/50). El resto de calles
corresponden o sueros de pacientes parasitados (1/50) en los gue previamente se habia detectado un alto porcentaje de
positividades frente a este auloantigenc por ELISA con awloantigenos recombinantes: P23 (calle 11), P24 (calle 12),

P25 (calle 13), P26 (calle 14), P2& (calle [5), P27 (calle 16), P29 (calle 17).
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FIGURA 12 (pdg. anterior). Andlisis de la presencia de autoanticuerpos anti-ribosomales en pacientes parasitados.
Calles I y 7: suero control con awtoanticuerpos anti-PO, PI y P2. El reste de calles corresponden a sueros de

pacientes parasitados: P12 (calle 2), P4 (calle 3), Pl (calle 4), P3 (calle 5), P28 {calle 6), P20 {calle 8), P26 {calle 9),

P21 (caile 10}, P15 (calle 11), P14 (calle 12).

FPANEIL A

974~}
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31§

215§

Figura 13 (A), ver leyenda en pdginra siguiente
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PANEL B 1 2 34 56 7 8 91011 121314151617
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FIGURA 13. PANEL A: Calles 1y 9; mezcla de sueros control con autoanticuerpos anti-La/SSB, Sm, Ul RNF
o ribosomales. Las restantes callex corresponden a sueros de pacientes parasitados: P3 (calle 2), P4 (calle 3), P9
(calle 4), P10 (calle 5}, P29 (calle 6), P31 (calle 7}, P32 (calle 8).

PANEL B: Andlisis de la existencia de autoanticuerpos anti-RNP en pacientes parasitados por immunoprecipitacion
de ARN. Calle I: ARN total; calle 2: control positivo anti-Ro/SSA (precipita los ARN Y3, Y4 e Y5 asociados a
polipéptidos Ro/SSA); calle 3: control positivo anti-Ro/SSA y La/55B (ARN YI. Y2, Y3, Y4 e Y5 asociados a
polipéptides Ro/SSA, v 58, e Y5 asociados al polipéptido La/SSR); calles 4 y 5. sueros anti-Ro/SSA débiles; calle
6: control positivo anti-Ro/SSA vy Sm (ARN asociados a Ro/SSA, v ARN U2, Ul U4, U5, U6 de shRNP). El resto
de calles corresponden a pacientes parasitados: P26 (calle 7), P27 (calle 8}, P28 (calle 9}, P32 (calle 10), P31 (calle

11), P29 (calle 12), P10 {calle 13), P9 (calle 14), P4 (calle 13), P3 {calle 16), suero normal (calle 17).
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III-. Estudio comparative de la respuesta a laminina (LMN) en

pacientes parasitados (filariasis), LES y poblacién normal.

El andlisis de la reactividad de sueros de pacientes parasitados por IFI sobre criocories de tejido de
rata, puso de manifiesto la existencia de anticuerpos dirigidos a antigenos de MEC. En ocho sueros se
identificé un patrén semejante al obtenido con un antisuero policlonal anti-LMN (Fig. 2). La mayoria
de &st0s sueros correspondieron a pacientes parasitados por nemdtodos de la Superfamilia Filarioidea,
por 1o que se analizo ésta respuesta en 30 pacientes con filariasis (Tabla V1), y se estudié comparati-

vamente junio a una poblacién de pacientes con LES y otra de coniroles normales.

1-. Anadlisis de la pureza de la preparacién de LMN.

El grado de pureza se determind por tincién con Coomassie de un gel de poliacrilamida-SDS (Fig.

14).

FIGURA 14 Andlisis de la pureza de la preparacion de LMN de sarcoma murino. Panel 1. La tincion con
Coomassie de un gel de poliacrilumida-SDS permitid identificar las cadenas pesadas A (400 Kd) y ligeras B y B2 (230
y 220 Kd) conforme a lp descrito previamente (Sabbaga et al,, 1989). Panel 2. Estas cadenas fueron también detectudas

después de transferir a membrana de nitrocelulosa.
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2-. Analisis de la respuesta de anticuerpos anti-LMN de clase IgG por ELISA en
filariasis, LES y poblacién normal.

Se analizaron 30 pacientes con filariasis, 87 pacientes con LES y 30 sueros de poblacién normal.
En cada ensayo sc introdujeron controles negativos y sueros positivos conocidos. El cocticicnte de
variacién de un resultado positivo fue del 16%. Los valores de DO obtenidos fucron de (.734+0,07
en llarasis, 0,26340.03 en pacientes con LES y (3,12040,04 cn poblacion normal. De esta manera,
la respuesta de anticuerpos anti-LMN se cncontrd clevada cn filariasis y LES frente al grupo de
poblacion normal (p<0,0001 y p<0,01 respectivamentc).

Uulizando dos desviaciones estdndar sobre la media de los valores de DO obtenidos en 30 sucros
de poblacion normal como corte para determinar niveles elevados de anticuerpos anti-LMN (corte:
0.539), cl 66,7% de pacientes con filariasis (20/30), 13,8% de pacientes con LES (12/87)., y dos
sucros normales (6,6%:) presentaron estos anticuerpos. Los titulos fueron mayores en filariasis,

siendo semejantes en LES y los sueros normales positivos (Fig. 15).

.25 =
130 (405 nm)
| —®—— Tilariasis
—=— LIS
075 - ——-%—— Sueros normales positivos en ELISA
—oo=f---- o Sueros normales negativos en ELISA
.5
0,25 —
~
~
F " x
. e S
¥ : ) )
10 100 1000

Reciproco de la dilucién de sucros

FIGURA 15, Anticuerpos anti-LMN. Los datos se expresan como la media de valores de DO obtenidos en pucientes

con filartasis (n=19), LES (n=12), sueros normales positivas en ELISA (n=2), y sueros normales negativos (n=8).
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La concentracion de 1gG media en los sueros positivos de cada poblacion fue de 2480+898 mg/d]
cn filariasis, 1400+401 mg/dl en LES, y 948+152 mg/dl cn los sueros normales positivos por
ELISA. Los nivcles de 1gG en LES y sueros normales positivos no difirieron significativamente
(p=>0,1, n.s.}, aunque en LES éstos se situaren en el limite de 1a normalidad.

El estudio de las subclases de IgG anti-LMN indicd una respuesta 1gG 1 en los tres grupos aunque

cn lilariasis también fue 1gG2 ¢ 1gG3 (Tabla VIII).

TABLA VIII. Distribucidn de subclases de Ig(G anti-LMN en sueros positivos v controles normales.

LES Filariasis Controles normales Controles normales

(n=10) (n=17 (=21 (n=287

Gl 0,200,022 (0,304-0,098)*  0,28340,04 (0,54-0,00)F  0,25840,086 (0,344-0,171# 0,016£0,002 {0,034-0)

[gG2 0,00440,001 (0,013-(h 0,205+0,07 (0,890-0y** 0,0214£0,02 (0,04 1-0) 0,03 140,005 (0,074-0)
f(:3 0,02340,008 (0,08-0) 0.133+0,04 (0,438-0)** 0,0140,01 (6,02-0) 0,04 140,004 (0,069-0)
eG4 (,07310,007 (0,108-0,043y  0,0940,02 (0,318-0) 0.067+£0.066 (0,133-0) 0,016+0,002 (0,047-0)

Nota: Los dalos se expresan como media + ervor estandar de ka media, Entre paréntests figuran los valores mayores y menores de DO,
LControles normales positlvos pary anlicuerpos anti-1.MN

7. . ‘ .

“Controles normales negativos para anficuerpos anti-J.MN

0,001 #p<05; *#p<0.01 Mrente a 28 controles normales.

3-. Estudio comparativo de la capacidad de unién de IgG anti-LMN en filariasis y
en pacientes con LES.

Se purilicod IgG de una mezcla de sueros de pacientes con LES o filariasis positivos en ELISA, s¢
ajustaron a la misma concentracién de protefna y sc titularon diluciones seriadas. Como se muestra en
la Fig. 16, la absorbancia de la fraccién IgG del grupo de pacientes con filariasis fue superior a la
obtenida en cl grupo de pacientes con LES. Ambas curvas de unién fueron similares, (p=1, p<0,001)
sugiriendo gue ¢sta mayor absorbancia podria deberse a una mayor cantidad de IgG anti-LMN en el

grupa de pacientes parasitados y no a una capacidad de unién o afinidad de anticverpo diferente.
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FIGURA 16, Curvas de unidn a LMN en la fraccion de IpG purificada de una mezele de sueros de pacientes con LES

{lineua discontinua} o fluriasis (linea continua). Las dos curvas de union son semejantes (p=1, p<G,001).

La capacidad de unién de estos anticuerpos a la propia LMN y a EN se analiz6 por medio de un
ELISA competitivo. Para este ensayo, se preincubaron durante toda la noche a 4° C una mezcla de
fracciones 1gG (ajustadas a la misma actividad anti-LMN en ambos grupos (DO 405 nm)) vy
competidor en varias concentraciones, ahadiéndose posteriormente a pocillos de microtitulacion
preincubados con LMN. Como se¢ muestra en la Fig. 17, sélo la LMN inhibio la union de estos
anticuerpos. La concentracion de LMN requerida para obtener ¢l 50% de inhibicion fue en ambos
casos similar (8 pg/ml en LES y 10 pg/ml en pacientes con {ilariasis) apoyando una afinidad similar

en ambos grupos de anticuerpos anti-LMN, Esta actividad no se inhibi6 con FN (Fig. 17).
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El andlisis de la reactividad frente a esta glicoprotefna por medio de un ensayo de "Western blot”
permitié demostrar la presencia de estos anticuerpos en el suero de pacientes parasitados y en los
controles normales positivos en ELISA, pero no en pacientes con LES (Fig. 18). En este experimento
se detlectaron algunas bandas que no correspondieron a cadenas pesada o ligeras de la LMN,
pudiendo demostrarse por tincién por Coomassic que estos polipéptidos aparecen como consecuencia

del calentamiento de la preparacién de LMN (dato no mostrado).

FIGURA 18, Andlisis de la presencia de anticuerpos anti-LMN por “Western Blot” Algunos sueros reconocen las
lipicas bandas obtenidas con LMN EHS bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras, incluyvendo la cadena pesada A
(400 Kd) y ligeras Bl y B2 (230 y 220 Kd) (Sabbaga et al., 1989). La banda de alto peso molecular probablemente
corresponde a LMN no reducida detectada como consecuencia de tratamiento reductor (5 minutos a 37° C) que origine una
reduccion incompleta de la molécula. Panel A: pacientes parasitados (calles 1-5) v sueros normales positivos en
ELISA (calles 6, 7). Panel B: algunos sueros de pacientes con LES positivos en ELISA, no reconocen cadena pesadu o

ligeras.
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Con ¢l tin de analizar si una respuesta anti-polisacarido podria explicar las diferencias en reactividad
observadas por “Western blot”, se tratd la LMN con periodato sddico a distintas concentractones y en
oscuridad, analizdndose la reactividad en 1gG purificada de Ja mezcla de sueros de pacientes con LES
o pacientes parasitados. Como se muestra en la Fig. 19, el tratamicnto de LMN con periodato resultd
en una disminucidén del reconocimiento similar cn ambos grupos. El tratamiento con 5 mM casi ne
alecto al reconocimiento del antigeno, mientras que 10 mM y 15 mM proporcionaron una disminucion
de reactividad similar. Sin embargo, esta disminucién no fue en ningun caso completa, sugiriendo cl

reconocimiento de epitopos polipeptidicos.

1 {H) =

Inhibicién (%) LES

50— L
Filariasis

-20 -

5 10 15

Periodato sédico (mM)

FIGURA 19, Modificacion de carbohidrares de LMN. Fracciones de IeG purificadas a partir de una mezcla de sueros de
pactentes con LES o filariasis y ajustadas a o misma actividad anti-LMN (DO 405 nm: 0,225 mg/ml en LES v 0.1
mg/ml en filariasis), se hicieron reaccionar con LMN tratadu con diferentes concentraciones de periodato sodico (5, 10 v

15 mMj. Loy resultados se expresan como porcentaje de disminucion de DO a 405 nm: (1- (DO LMN tratada/H O LMN

Ao tratada) )x 1O,
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4-. Capacidad de los anticuerpos anti-LMN de reconocer LMN sometida a
diferentes tratamientos desnaturalizantes y renaturalizantes.

Con cl fin de determinar si las diferencias encontradas en "Western blot” eran debidas a la cxistencia
dc requerimientos estructurales cn la LMN para su rcconocimicnto por los sueros, sc evalud la
reactividad con LMN nativa y desnaturalizada.

La capacidad de estos anticuerpos de reconocer LMN desnaturalizada se analizé en primer lugar por
un ensayo de ELISA compelitivo. Como se muestra en la Fig. 20, la concentracién de LMN nativa o
desnaturalizada por calor (100° C durante 4 minutos) requerida para obtener el 50% de inhibicion con
la raccion 1gG de pacientes con filariasis fuc semcjanie (10 y 15 pg/ml respectivamente). Aungue cn
cl grupo de pacientes con LES las dos curvas de unién fucron similarcs (p=1. p<0,05), la
concentracion de LMN desnaturalizada requerida para obtener el 50% de inhibicién fue cuatro veces

menor gue para LMN nativa (2 y 8 pg/ml respectivamente).

Filariasis

[ 0} =

Inhibicion (%)

80

61— ..
— —®— — Laminina tratada con calor
—o—— Laminina nativa
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20

()-_r."ﬁ"l T II'IIIII T LA LA | T Ty

0.001 .01 0.1 1

Laminina (mg/ml)



Resultados 63

LES

HHO
_‘

[nhibicidn (%)

75 -

50 — - —® —— Lamihina tratada con calor

——0——  Laminina nativa

0) =t~ — T — T

0.001 0,01 0.1 1

Lamininga (mg/ml)

FIGURA 20. ELISA competitivo con LMN nativa y desnaturalizada con calor (100° C durante 4 minutos).
Fracciones de [eG purificadas a partir de ung mezcla de sueros de pacientes con filuriasis o con LES. v ajustadas a la
misui actividad anti-LMN como en la Fig. 17, se preincubaron con concentraciones variables de LMN nativa (lined
continua) o tratada con calor (iinea discontinua). La mezeld se hizo reaccionar con LMN por ELISA, expresdndose los

resultados como porcentaje de inhibicicn.,

La reactividad con LMN sometida a diferentes tratamientos (nativa, desnaturalizada por calor,
despaturalizada con SDS/B-mercaptoetanol, o SDS sélo) fue analizada por "Dot blot". Como se
observa en la Fig. 21, una mezcla de sucros de pacientes con filariasis reconocieron LMN sometida a
todos los tratamicntos (pancl A, nitese quc las aplicaciones en Jas calles 3 y 5 son mds anchas
probablemente debido al electo del SDS). Por ¢l contrario, una mezcla de sueros de pacientes con

LES, sélo reconocieron LMN nativa y tratada con calor (panel B, calles | y 2). Los anticuerpos anti-
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LMN detectados por ELISA en los controles normales, reaccionaron con LMN nativa y débilmente
con la forma desnaturalizada por SDS/B-mercaptoetanol (panel C, calles 1 y 3). Una mezcla de sueros

negativos por ELISA no reconocen LMN en ningin caso (panel D).

FIGURA 21, Ensayo de “Dot blot” con 4 ul de LMN a diferentes concentraciones (200, 100, 50 y 25 ug/ml) y
sometida a varios tratamientos. Calle 1 sin tratar (nativa), calle 2: tratada con calor (100° C durante 4 minutos), calle 3:
desnaturalizada con 1%SDS/10%8-mercaptoetanol, calle 4: BSA, calle 5: desnaturalizada con 19%S8DS.

Panel A: mezcla de sueros de pacientes parasitados; panel B : mezcla de suercs de pacientes con LES; panel C:

mezcla de sueros normales positivos en ELISA; panel D; mezcla de sueros normales negativos.

Estas diferencias de reactividad fueron también encontradas por "Western blot" con LMN
desnaturalizada y renaturalizada. Como se muestra en la Fig. 22, una mezcla de sueros de pacientes
con filariasis reconocieron tanto las formas desnaturalizadas como las renaturalizadas con 3% NP-40
0 Tns-20% glicerol (Paneles A, B y C, segunda calle en cada panel), mientras que una mezcla de

sueros de pacientes con LES reconocieron exclusivamente las formas renaturalizadas (paneles B y C,
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tercera calle de cada panel). Por otra parte, los anticuerpos anti-LMN detectados en los sueros
normales sélo pudieron ser demostrados cuando la renaturalizacion se llevo a cabo con 3% NP-40
(panel B, cuarta calle). En este experimento, la cadena ligera de LMN no fue detectada por ningun
suero pudiendo ser debido al tratamiento reductor de LMN anterior a su aplicacién en el gel de

poliacrilamida (5 min. a 37° C).

23 405 I 2 3 45 P23 4 %

FIGURA 22 Andlisis de la reactividad con LMN desnaturalizadu y renaturalizada, Panel A LMN desnaturalizada,
Panel B: LMN renaturalizada con 3% NP-40, Panel C: LMN renaturalizada con Tris-20% glicerol.

Calle 1 anticuerpo policlonal anti-LMN, calie 2 mezcla de sueros de pacientes con filariasis, calle 3: mezcla de
sueros de pacientes con LES, calle 4 suerc control positivo en ELISA, calle 5: mezcla de sueros normales negativos en

ELISA.

5-. Reactividad frente a componentes de matriz extracelular por Inmunofluores-
cencia Indirecta.
Con el fin de analizar la reactividad frente a componentes de MEC, se estudiaron todos los sueros
o

que dieron positivos en ELISA. El patrén de fluorescencia identificado con el suero de pacientes con
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filariasis fue muy similar al obtenido con el antisuero policlonal anti-LMN. Estos patrones s6lo se
identificaron en aquellos sueros que presentaron mayores tftulos en ELISA. En la Fig. 23 se observa
el patr6n obtenido con IgG purificada de uno de estos sueros (P10), comprobdndose una reactividad
similar a la obtenida con el policlonal anti-LMN en musculatura lisa de estémago y membrana basal de
tibulos renales (Paneles A y B). Este patron fue identificado también aunque con menor intensidad
con IgG purificada (80 pg) de un suero normal positivo en ELISA (Panel D), pero no de una mezcla
de sueros negativos (Panel E).

Por otro lado, en pacientes con LES no se pudo identificar el mismo patrén alrededor de las células
de musculatura lisa del estémago, aunque algunos de estos sueros posefan tftulos semejantes a
pacientes con filariasis que sf eran positivos en IFL. S{ se pudo detectar aunque débilmente, patrén de
fluorescencia alrededor de los tiibulos renales. En la Fig. 23 (Panel C) se observa el patrén obtenido

con IgG purificada de suero de un paciente con LES que presento tftulos altos de anticuerpos anti-

LMN en ELISA (1/400).

3






Resultados 68

FIGURA 23. Patrones de fluorescencia obtenidos en criocortes de estémago (izquierda) y rifidn (derecha) con un

antisuero policlonal anti-LMN (1/50, panel A), e IgG purificada de un paciente con filariasis (40 ug, panel B), de un
paciente con LES (40 ug, panel C), un suero normal positivo en ELISA (80 ug, panel D) o una mezcla de sueros

normales negativos (80 ug, panel E).

6-. Anilisis de la correlacién entre los niveles de anticuerpos anti-LMN y
autoanticuerpos anti-ADN de hélice sencilla.

Debido a que en estudios previos se ha demostrado que anticuerpos monoclonales anti-ADN
derivados de modelos de lupus murinos son capaces de reconocer LMN (Sabbage et al., 1989), se
evalud la presencia de estos autoanticuerpos asf como la correlaci6n entre sus niveles y la actividad
anti-LMN. La preparacién de ADN de timo de ternera se someti6 a un proceso de repurificacién para
disminuir la contaminacién por protefnas. Asf, el cociente de DO 260/280 que antes de la
repurificacion era de 1,23, después fue de 1,73.

Se analiz6 la presencia de estos autoanticuerpos en la mayorfa de los sueros que presentaron

anticuerpos anti-LMN por ELISA. La correlacién entre los resultados de ambos ensayos se muestra

A
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cn la Fig. 24. En LES, la prescncia de anticuerpos anti-LMN correlacion signilicativamente con la
capacidad de reconocer ADN de hélice sencilla (r=0.801, p<0,025), mientras quc en filartasis no s
encontrd correlacion significativa entre ambas actividades (r=0,273, p>0.1, n.s.).

50 4 .
150 - LES Vilariasis

40

y o= Ldhdx - 15354 y =0,127x + 1 995
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FIGURA 24. Correlucion entre los niveles de anticuerpos anti-LMN y anticuerpos anti-ADN de hélice sencilla en
Silariasis (r=12) v en LES (n=8) a ln dilucidn 1/50. Los resultadns se expresan como porceniuje de un suero control

positive incluido en cada placa de microlitulacion.

7-. Capacidad de los anticuerpos anti-LMN de inhibir la adhesion de celulas U937
a pocillos preincubados con LMN.

La LMN interacciona con multitud de tipos celulares a través de una gran variedad de receptores
(Mecham, 1991). Con ¢l fin de analizar una posible implicacion fisioldgica de estos anticuerpos, se
determind la capacidad de inhibicion de la adhesion de células U937. Eslas células cxpresan cadenas
Bl y a6 (VLA-6) pero no al {VLA-1) 6 02 (VLA-2). La unién a LMN no pudo ser inhibida con el
anticuerpo monocional GoH3 (anti-a6) como ha sido previamente descrito (Kovach et al., 1992),

sugiriendo la implicacion de otros receptores de LMN en esta interaccion (datos no mostrados).
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Como se muestra en la Fig. 25a, algunos sueros de pacientes con filariasis fueron capaces de
inhibir 1a adhesidén a pocillos de microtitulacidn. La capacidad de inhibicidn se asocid significativa-
mente a la presencia de actividad anti-LMN cuando el ensayo se realizé con 100 pl de suero

(p<0,0025, Fig. 25b). No se encontrd correlacion entre niveles de [gG y porcentaje de inhibicién

(r=0,14).

PANEL A

i

-t
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PANEL B
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FIGURA 25. Andlisis de la capuctdad de inhibicidn de lo adhesion de células UY37 a LMN.

Panel A: Foro 1: adhesion en ausencia de anticuerpos anti-LMN (PBS-1%BSA). Foto 2: adhesion con 100 il de
un suero negaiivo. Foto 3: adhesion en presencia de un policlonal anti-LMN (1/100}, Fotos 4, 5, y 6 algunos sueros de
pacientes con filariasiy positivos en ELISA (100 ) son capaces de inhibir esta adhesion.

Panel B: Porcentaje de inhibicidn de la adhesion de células U937 con un antisuero policlonal anti-LMN (17100 y
1720.000), 100 0 50 pl de suero de pactentes con filariusis positivos en ELISA (n=12}, v 100 0 50 ul de sueros

controles normales negativos (n=9), *p<0,0025 vs sueros negativos (100 ul). Los dutos se expresan como media + error

estdndar de la medid.
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El sucro de pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES) se caracteriza por la presencia de
autoanticuerpos dirigidos a particulas ribonucleoprotéicas (RNP) muy conservadas como Ro/SSA,
La/SSB, Sm, U1 RNP vy ribosomas (Clark et al., 1969; Mattioli & Reichlin, 1974; Tan & Kunkel,
1966; Elkon et al., 1985). La caracterizacion serologica de esta respuesta es de gran importancia cn cl
diagndstico. Asi, la presencia de autoanticuerpos anti-Sm es especifica del LES, y constituye uno de
los 11 criterios aceplados para cl diagndstico de esla enfermedad (Tan eral., 1982). La evidencia de
que cstas partfculas RNP participan aclivamente en procesos de transcripcion y sintesis de proteinas
hace posible Ja existencia de proteinas homologas en olros organismos como protozoos o helmintos
(Francocur ¢t al., 1985b: Mesri et al., 1990, McCaulitie et al., 1990b). Dc csta manera, un sujelo que
sufre una parasitosis podria desarrollar una respucsta inmune dirigida a antigenos del paridsito que,
por [endmenos de mimetismo molecular, podria implicar el reconocimiento de autoantigenos del
hospedador (Levin, 1991: Lux et al., 1992). La identificacion de protefnas de protozoos y helmintos
con un clevado grado de homologia con autoantigenos humanos, cs un indicador tanto de un posible
origen infeccioso como responsable de la aparicion de autoanticuerpos en enfermcedades
auloinmunes, como de un posible papel patogénico de los autoanticucrpos en las manifestaciones
clinicas asociadas a infestaciones por pardsitos (Levin, 1991; Meilof er al., 1993).

Ademads de la presencia de autoanticuerpos anti-RNP, el suero de pacientes con LES contiene
anticuerpos dirigidos a antigenos de MEC como coldgenos, libronectina o glucosaminglucanos
(Moreland et al., 1991 Atta et al., 1994a; Faaber er al., 1984). La identificacion de proteinas
semejantes a estos componentes de MEC en la superficic de pardsitos (Sclkirk er al., 1989; Bretana et
al., 1986), hace posible que en estos pacientes se desarrolle también una respuesta de anticuerpos
anti-MEC semejantc a la descrita en LES.

En csta Tesis Doctoral se han comparado la respuesta humoral a autoantigenos nucleares v
citoplasmicos de naturaleza ribonucleoprotéica (Ro/SSA, La/SSB, Sm, Ul RNP y fosloproteinas
ribosomales) asi como de localizacién extracelular (laminina) cn pacientes con LES y pacientes

parasitados por protozoos y/o helmintos (Tablas V y VI), con el fin de analizar si la presencia de
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pardsitos podria inducir una respuesta de autoanticuerpos semejantc 4 la originada en LES. Los
pardsitos inctuidos en el estudio son de localizaciones muy variadas, cncontrdndose protozoos
intestinales ( E. histolytica, B. hominis, G. lamblia) y de sangre (P. falciparum}, nematodos
intestinales (T, trichiura, A. lumbricoides) y de sangre o tejidos (M. perstans, M. streptocerca, O.
volvilus y L. loa) y tremdtodos extraintestinales (5. mansont).

Ll andlisis de los sueros de una poblacién heterogénea de pacicnies parasitados por IF1 sobre
¢élulas Hep-2 (Tabla V), indicd que un gran ndmero de estos reconocfan autoantigenos nuclearcs y
citoplasmicos (Fig. 1, pancles G-N). Algunos de los patrones identificados fueron semejantes a kos
encontrados con controles de autoanticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm, UIRNP o ribosomales
(Fig. 1; véansc comparativamente 1os patrones nucleares y/o citopldsmicos de los paneles F-H, B-N,
C-L o D-G) y, aunque en la mayoria de los sucros no se pudo relacionar cl patron de IF] con el
reconocimiento de éstos, se evalud la presencia de dichos autoanticuerpos por la posibilidad de gue la
respuesta policlonal desarrollada en esta poblacion pudiera enmascarar su posible reconocimicnto. En
cste senudo, el estudio comparativo de los patrones de IFI obtenidos con un grupoe de sucros
controles permitié comprobar que, aunque muchos de cllos posefan especificidades de
autoanticuerpos comunes, la existencia de varias de estas cspecificidades en un mismo suero (rafa
consigo la superposicion de patrones haciendo dificil la identificacion de los autoantigenos
reconocidos (Fig. 1, pancles A-F).

Por tanto, s¢ analizo la presencia de anticuerpos anti-RNP en 30 sueros de la poblacion heterogéneca
dc pacientes parasitados por medio de un ensayo de ELISA con Ro/SSA, La/SSB, Sm y Ul RNP
recombinantes, encontrdndose gue un elevado porcentaje poscia cstos autoanticuerpos (Fig. 3), y
sugiricndo gue la positividad encontrada por [FI podria estar relacionada con su reconocimiento.

Con el fin de evaluar mas precisamente estos resultados, se puso a punto una téenica de "Western
blot" con extractos de timo de conejo, bazo humano y ribosomas purificados de rata, empleando para
ello una poblacion de pacientes con LES que permitiera validar el ensayo. Asi, el preparado de timo

de concjo permitit analizar la presencia de autoanticucrpos dirigidos a la fostoproteina La/SSB, los
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polipéptidos B/B y D de Sm, y los polipéptidos C y de 70 Kd asociado a la particula Ul RNP (Fig.
6), ¢l extracto de bazo humano permitid detectar autoanticuerpos frente a los polipéptidos de 60 y
52/54 Kd de Ro/SSA (Fig. 8), y el extracto de ribosomas purificados la presencia de autoanticuerpos
anti-PO, P1 y P2 (Fig. 4). En estc Gltimo caso, aunque el polipéptido P2 sélo se detectd débilmente
por los sueros de pacientes con LES, se pudo comprobar que dicho reconocimiento aumentaba
cuando las fosfoproteinas se sometian a un (tratamiento renaturalizante, lo que indico ademds la
existencia de epitopos conformacionales en éste polipépiido (Fig. 5). Las frecuencias de
autoanticuerpos encontradas por este ensayo correlacionaron con las descritas en la literatura (Tan,
1989) exceplo para 1os autoanticuerpos anti-Ul RNP, 1o que permiti¢ ademads definir un ensayo
sensible y hable,

Los sucros de pacientes con LES estudiados por “Western blot” se analizaron lambién por la
téenica de ELISA empleada para el andlisis de esta respuesta cn la poblacion de pacientes parasitados,
con ¢l [in de comprobar ¢l grado de correlacidn entre ambos ensayos. La concordancia encontrada en
la deteccion de autoanticuerpos anti-La/SSB fue casi perfecta (k=0,871, p<0,001; Tabla VII). Sélo se
cneontro el suero de un paciente con LES positivo en ELISA y negativo en “Western blol”. La
descripeidn de determinantes antigénicos conlormacionales en La/SSB podria explicar que el suero ¢n
cuesiion no reconociera este autoantigeno en una €enica muy desnaturalizante como ¢l "Western blot”
{McNeilage et al. 1992). No obstante, ¢l valor de DO obtenido por ELISA en este suero no fuc muy
clevado (dato no mosttado), pudicndo deberse esta diferencia a una mayor sensibilidad de cste dltimo
chsayo en la deteccion de eslos autoanticuerpos.

La concordancia encontrada en la deteccion de autoanticucrpos anti-Sm fue de nuevo casi perfecta
(k=0,833. p<0,001: Tabla VII}. En este caso. los resullados discordantes correspondieron
principalmente a sueros positivos por “Western blot” y negativos en ELISA (n=3). Esla discrepancia
podria deberse a una mayor sensibilidad del “Western blot” basdndose en que por este ensayo si s¢
detectaron ¢stos autoanticuerpos. La existencia de un suero positivo en ELISA y negativo en

“Western blot”, pudo deberse a que éste suero reconociese monoespeciticamente los polipéptidos E.,
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F 0 G de bajo peso molecular que no se detectaron en el preparado de timo de conejo.

Los resultados obtenidos en la deteccién de autoanticuerpos anti-Ro/SSA y U1 RNP fueron menos
homogéncos que en La/SSB y Sm. encontrdndose concordancias dentro del rango moderado
(k=0.,474 para ROo/SSA (p<0,001), y k=0,566 para UIRNP (p<0,001); Tabla VID. En ambos casos,
la ausencia de correlacion se debid a la existencia de sueros positivos por ELISA pero negativos cn ¢l
"Western blot”. El andlisis de esta falta de correlacion catre ambas écnicas indico un sesgo
(estadistico de McNemar: 13 y 11, respectivamente)} cuyo significado, aunque diticil de definir cn
ausencia de un “patrén oro”, parece deberse a una mayor tendencia del ELISA a proporcionar
resultados positivos (Tabla VII).

No obstante, esta ausencia de concordancia pudoe ser debida a otras causas que en el caso de
Ro/SSA podria scr hubicra sueros que reconociesen prefereniemente cpitopos conformacionales en
esle autoantigeno no detectables por “Weslern blot” (Boire er al., 1991). En UIRNP, la no deteccion
del polipépudo A en el preparado de timo de conejo no parece ser la causante de la aparicion de
sucros negativos en “Western blot” y positivos en ELISA, ya que en series largas de pacientes con
LES no se han identificado sucros que reconozean monoespeciticamente este polipéptido (Habets ef
al. 1985). Es més probable que en este dltimo caso el problema radique en la téenica de “Western
blot”, donde la frecuencia de sueros de pacientes con LES con auloanticucrpos [rente a cste
autoantigeno fue menor que la descrita previamente cn la literatura (Tan, 1989). Aunque no se pudo
descartar que la preparacion de autoantigenos Ro/SSA y Ul RNP empleada en la técnica de ELISA
no fuera lo suficientemente pura, ia discordancia de resultados podria ser una consecuencia de la
policlonalidad de la respucsta anti-RNP en LES, que puede originar el reconocimiento de dilerentes
determinantes antigénicos en un mismo autoantigeno. Esto puede hacer que diferentes
inmunocnsayoes detecten subpoblaciones de la respuesta total de autoanticuerpos a un mismo
dutoantigeno, cuya reactividad puede diferir tanto cualitativa como cuantitativamente (Saitta & Keene,
1992), fendmeno similar al observado en la respuesta anti-P con ribosomas desnaturalizados o

renaturalizados (Fig. 5). En este sentido, los resultados obienidos en poblacién normal fucron
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aceptables, indicando que los problemas estdn restringidos a algunos pacientes con LES.

Una vez cstablecida 1a utilidad de ambas técnicas en la deteccion de autoanticucrpos anti-Ro/SSA,
La/SSB, Sm y Ul RNP, se analiz6 por “Western blot” 1a poblacion de pacicnies parasitados en los
que previamente sc habia detectado cn ELISA un elevado porcentaje de sueros con autoanticucrpos.
Como se muestra en las Figs. 10 y 11, ningdn suero reconoci¢ estos autoantigenos aunque la
mayorfa de ellos presentaron anticuerpos {rente a otros polipéptidos en los preparados de timo de
conejo y bazo humano. Aunque la movilidad relativa de algunos de los polipéptidos reconocidos fuc
semejante a la de La/SSB, PO o B7/B, el posterior estudio por inmunoprecipitacion de ARN de
extractos marcados de células Hela no indicd la presencia de dichos autoanticuerpos (Fig. 13). El
reconocimiento de antigenos citopldsmicos por IF1 en la mayorfa de los sueros de pacientes
parasitados tampoco se pudo relacionar con la presencia de autoanticucrpos dirigidos a las
fustfoproteinas ribosomales PO, Pl y P2 (Fig. 12).

Las explicaciones posibles a estas discrepancias de resultados entre ¢l ELISA y el "Western blot”
en la poblacion de pacientes parasilados son varias. La correlacion entre niveles de IgG y DO en
ELISA fue baja cn los cualro autoantigenos analizados, indicando que éstos niveles no son los
principales responsables de la mayor o menor positividad en ELISA. Por otro lado, la posibilidad de
que cstos autoanticuerpos se detecten cxclusivamente cn ensayos en los que la desnaturalizacion de
los antigenos sca minima, fendmeno observado en algunos pacientes con LES (Boire er al. 1991,
McNeilage ¢ al. 1992), no parece ser la causa de cstas discordancias, ya que estas particulas RNP no
s¢ reconocieron por inmunoprecipitacion de ARN, (Eenica en la que su conformacién no sc ve
alterada. Parcce mas probable que otros antigenos semejantes o iguales a los que fueron reconocidos
por los sueros en “Western blot”, pudieran contaminar las preparaciones cmpleadas cn el ELISA.

Por tanto. los resultados parecen indicar que estos sucros no reconocen las particulas RNP
reconocidas especilicamente por pacientes con enfermedades autoinmunes como el LES, aunque si
reaccionan con otras proteinas propias. Aungue no s pudo comprobar la existencia de proteinas

semejantes a Ro/SSA. La/SSB, Sm, U1 RNP o tosfoproteinas PO, P1 y P2 en cstos pardsitos debido
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a la imposibilidad de obtenerlos en cultivo, los estudios previos han permitido atribuirles funciones
cclulares vitales que hacen posible la presencia de polipéptidos similares en mulutud de pardsitos
(Sharp. 1987; Lemer ef al.. 1982; Deutscher ef al., 1988; Boire & Cratt 1990; Keene, 1989; Uchiumi
et al., 1990). Asi, péptidos homélogos que son reconocidos por el suero de pacientes con
enfcrmedades autoinmunes, s¢ han identificado en protozoos y nemdiodos (Francoeur et al., 1985b;
Mesri et al., 1990; McCauliffe et al., 1990b). Aunque en cxperimentos de inmunizacion con
particulas RNP propias realizados en ratoncs no sc ha conseguido desarrollar 1a respuesta de
autoanticuerpos caracteristica de LES (Hines ef al., 1991; Fatenejad et af., 1993), ésta si sc ha
conscguido al inmunizar con proteinas extranas homdlogas (Fatenejad er al., 1993; Reuler &
Luhrmann, 1986: Hines et /., 1991). No obstante, en algunos casos la especificidad en cl
reconocimiento del autoantigeno relevante dificre de la encontrada en la entermedad espontdnea
(Hincs er al., 19911,

Una de las caracteristicas que relacionan el LES y las enfermedades parasitarias, €S la activacion
policlonal con la consiguientc hipergammaglobulinemia asociada al reconocimicnto de antigenos
propios. Sin embargo, en LES éstos son muy concrelos, aparecen agrupados (particulas de Ia scrie Y
(RO/SSA y La/SSB) 0 U (Sm y Ul RNP)), y cn algunos casos son muy especilicos de esta
enfermedad (anti-Sm), indicandoe que esta activacion policlonal no ¢s al azar y que s61o unos cuantos
clones se esumulan (Gharavi er al., 1988). El inmundgeno responsable de esta activacion se
desconoce en a actualidad, aunque s¢ ha postulado que particulas RNP intactas extrafias, o particulas
RNP propias junto a polipéptidos cxtrafios pucdan actuar como tal (Hines er al.. 1991, Fatenejad et
al., 1993; Fatenejad ef al.. 1994).

Por ¢l contrario, los resultados indican gue la activacion policlonal B que ocurre en pacientes
parasitados origina ¢l reconocimiento de una gran variedad de antigenos propios, aunque entre éstos
no se incluyen las particulas RNP reconocidas especificamente por pacientes con LES u otras
enfermedades autoinmunes relacionadas como el 8§ o EMTC.

Aunque se han descrito respuestas de autoanticuerpos anti-RNP en infestaciones por pardsitos, hay
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cvidencias que indican difcrencias entre ésta y la desarrollada por pacientes con LES. Asi, la
aparicion de auloanticuerpos anti-ribosomales en ¢l suero de pacientes con enfermedad de Chagas, se
ha relacionado con cardiomiopatia y concrelamente con miocarditis activa (Mesri et al., 1990); Levin,
1991). Sin embargo, en pacientes con LES ¢s1os mismos autoanticucrpos s¢ asocian con psicosis
Iipica (Bonfa ef al., 1987). Algo parccido ocurre con los autoanticuerpos anti-Ro/SSA (calreticulina)
detectados cn el sucro de pacientes parasitados por O. volvulus. Aunque en cste caso Su presencia
tampoco se ha correlacionado con la clinica asociada al SS ¢ al lupus cutdneo subagudo (Lux et al. .
1992}, se han descrito complicaciones reumatolégicas cn la oncocercosis habiéndose incluso hablado
de esta infestacién como de un “reumatismo tropical” (Pearson, 1988). No obstante, la relacion entrc
cl sistema Ro/SSA-anti-Ro/SSA vy la calreticulina cstd actualmente sujeta a controversia (Rokeach et
al., 1991), 1o que podria explicar la falta de autoanticuerpos anti-Ro/SSA por “Western blot” ¢
inmunoprecipitacion de ARN cn los pacicntes parasitados por Q. volvulus incluidos en la poblacion
estudiada.

Ademds del reconocimiento de antigenos nucleares y citoplasmicos por IFI sobre células Hep-2, ¢l
estudio de los sueros de pacientes parasitados sobre criocories de tejido de rata indico cl
reconocimicnto de estructuras de MEC. Uno de los patrones identificados en un mayor nimero de
sucros fue semejante al reconocimiento de laminina (Foster et af, 1993; Abrahamson ef af, 1989),
obteniéndose ademds idéntico patrén con un antisuero policional anti-LMN (Fig. 2). De los ocho
sueros que presentaron este patrin, siete correspondieron a pacientes parasitados por nemdtodos de la
Superfamilia Filarioidea por lo gque se analizo la presencia de estos anticuerpos en una poblacion de
pacicntes con lilarasis (Tabla VI). Ademds, se estudié una poblacién de sujetos normales y una
poblacion de pacientes con LES en los que, aunque previamentc noe se han detectado estos
anticuerpos, si se han descrito en modelos murinos de esta enfermedad (Ratkay e al., 1991: Florquin
etal., 19917,

El cstudio de esta respuesta por ELISA indicé que los anticuerpos anti-LMN de clase 1gG se

encontraban clevados en pacientes con filariasis y pacientes con LES frente a poblacidn normal
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(p<0,0001 y p<0,01 respectivamente). Utilizando dos desviaciones estdndar sobre la media de los
valores de DO obtenidos en 30 sucros de poblacién normal como corte para establecer niveles
clevados de anticuerpos anti-LMN, 20/30 pacientes con filariasis, 12/87 pacicentes con LES, y dos
sueros de poblacidn normal presentaron estos anticuerpos.

La distribucion de subclases de IgG anti-LMN fue diferente (Tabla VIII). Mientras que [gG1 se
encontré elevada en todos los grupos, 1a respuesta 1gG2 ¢ [gG3 aparecid exclusivamente en pacicntes
con filanasis. Estas diferencias en el perfil de isotipos de autoanticuerpos dirigidos a un mismo
autoantigeno en enfermedades autoinmunes ¢ infecciosas han sido también descritas en la respuesta a
protefnas P ribosomales encontrada tanto en pacientes con LES como en la entermedad de Chagas
(Levin, 1991),

El analisis de la capacidad de unidn con IgG purificada de una mezcla de sueros de pacientes con
LES o filariasis permitié comprobar que ambas curvas de union eran semejantes (p<0,001, Fig. 16),
requiriéndose la misma concentracion de LMN para obtener el 50%: de inhibicidn, y sugiriendo que la
afinidad media de estos anticuerpos era parecida (Devey e al., 1988). Sin embargo, 10s sucros de
pacicntes con LES no reconocieron este antigeno en una téenica desnaturalizante como el “Western
blot”, mientras gque los pacientes con filariasis reconocieron tanto la cadena pesada como la ligera
(Fig. 18).

Sc evalud por oxidacion de LMN con periodato sédico si una posible respuesta dirigida a
polisacdridos de LMN pudiera ser la responsable de las diterencias de reactividad por "Western blot",
encontrdndose que el reconocimiento de la LMN tratada con periodalo era semcjante cn ambos grupos
de pacientes (Fig. 19). Aunque no se pudo concluir exactamente la importancia de la respuesta anti-
polisacdrido debido a la posible modificacion de aminodcidos como consecuencia de este tralamiento
(Feizi & Childs, 1987), los resultados sugirieron que la respuesta frente a esta glicoproteina no era
exclusivamente una respucsta anti-polisacirido y no cxplicaron las diferencias observadas por
“Western blot”. Ademds, esta respuesta anti-LMN no s¢ pudo inhibir con otra molécula altamente

glicostlada como fa FN (Fig. 17).
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Sc analizé por tanto la capacidad de estos anticuerpos de reconocer formas desnaturalizadas de
LMN. Por medio de un cnsayo de ELISA competitivo, ia conceniracion de LMN nativa o
desnaturalizada necesaria para obtener el 50% de inhibicion en pacientes con filariasis fue semejante
(10 y 15 pg/ml respectivamente, Fig. 20). Sin embargo, en pacientes con LES la LMN wratada con
calor pareci¢ ser mejor inhibidor que la LMN nativa, y aparcntemente estos resultados parecian estar
en contradiceion con el “Western blot”. No se pudo explicar esta discrepancia que probablemente esté
relacionada bien con los distintos tratamicntos desnaturalizantes empleados (hervido o
desnawralizado con SDS/g-mercaptoetanol), o con las diferencias entre un cnsayo de “Western blot”
y un cnsayo de inhibicion en fase liquida, pero estos resullados sugirieron unoes requerimientos
cstructurales distintos en ambos grupos de pacientes para cl reconocimiento de LMN. Este punto se
conlirma por ensayos de “Western blot” y “Dot-blot”. Por medio de un “Dot-blot”, el reconoctmicnto
de LMN por pacientes con LES pudo ser suprimido con el tratamiento de ésta con SDS y B-
mercaptoetanol pero no después de desnaturalizarla por calor (Fig. 21, panel B), mientras quc en
pacientes con filariasis sc reconocio tanto LMN nativa como desnaturalizada (Fig. 21, panel A).
Ademds, una miczcla de sueros de pacicntes parasitados reconocieron por “Western blot” tanta LMN
despaturalizada como renaturalizada (Fig. 22, segunda calle de cada panel), mientras que los
pacicntes con LES sélo 1o hicieron después del tratamiento renaturalizante con 3% NP-40 6 Tris-20%
glicerol (Fig. 22, ereera calle de cada panel).

L.os resultados sugieren gue el reconocimiento de LMN cn pacientes con LES depende de la
conformacion de ésta, lo que podria estar relacionado con la falta de reactividad de estos sueros en
“Western blot” con LMN desnaturalizada. Observaciones previas han demostrado que la unidn a
LMN de un anticucrpo monoclonal anti-ADN (H241) con actividad ani-LMN derivado de un modelo
murino de lupus, pucde ser suprimida con la desnaturalizacion de LMN con SDS, mientras que un
antisucro policlonal anti-LMN reconoce también la moléeula en la forma desnaturalizada (Sabbage et
al., 1989). En esie sentido, la reactividad observada por “Weslern blot” en pacientes parasitados con

LMN desnaturalizada o renaturalizada, es similar a la encontrada con el policlonal anti-LMN (Fig. 22,
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primera y scgunda calle de cada panel).

En los dos sucros normales positivos en ELISA, la reactividad fue demostrada exclusivamente por
ésta metodologia y débilmente por “Westlern blot” y “Dot-blot” (Figs. 18 y 21} Aunque los titulos en
ELISA fucron similares a los encontrados en pacientes con LES (Fig. 15), la reactividad de los
sueros normales con LMN fue distinta. En “"Western blot” con LMN desnaturalizada cstos
anticucrpos s¢ demostraron cn los dos sueros normales, si bien uno reconocié cadena pesada y otro
ligera (Fig. 18). En la Fig. 22 uno de éslos sueros normales no reconocid LMN desnaturalizada, y
esta falta de correlacion con los resultados obtenidos en la Fig. 18 podria estar relacionada con el
tratamicnio reductor de LMN anterior a su aplicacion en el gel de poliacrilamida (5 min. a 37° C), que
ne permitid ¢l reconocimiento de cadenas ligeras de LMN en ésie ensayo concreto. En cste sentido,
una mevcla de sueros de pacientes con filariasis tampoco reconocié cadenas ligeras, detectdndose solo
débilmente con el policlonal anti-LMN (Fig 22, primera calle de cada panel). Las difercncias de
reactividad de estos anticuerpos en poblacion normal y LES se pusieron de manifiesto al analizar ¢l
reconocimiento de formas desnaturalizadas y renaturalizadas. Mientras que cn ¢l primer caso solo se
reconocid LMN renaturalizada con 3% NP-40, una mezcla de suereos de LES reconocieron LMN
renaturalizada con Tris-20% glicerol 6 3% NP-40 (Fig. 22, tercera y cuarta calle de cada pancl). En
“Dot-blot” la reactividad de una mezcla de sueros normales positivos dilirié también de la encontrada
cn una mezela de sueros de pacientes con LES (Fig. 21, paneles B y C).

Asi, los anticuerpos anti-LMN deiectados en poblacién normal parccen distintos a los encontrados
en LES o filariasis. Estudios previos han demostrado la presencia de anticuerpos naturales en
poblacidn normal dirigidos contra el epitopo Gal al-3 Gal presente en LMN EHS (Towbin et al.,
1987). Ademads, se ha descrito la existencia de anticuerpos naturales anti-LMN en suero humano
normal (Berneman A. et o/, 1993), relaciondndose estos anticuerpos con cepas bacterianas de la flora
intestinal como Escherichia coli y Klebsiella pnewnoniae que cxpresan dichos epftopos Gal «1-3 Gal
(Galili er al., 1984,

El cstudio de 1a actividad anti-LLMN de pacientes con filariasis por IFI permiti$ identificar un patrén
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de Muorescencia rodeando células de 1a musculatura lisa de estomago asi como tibulos renales similar
al obtenido con el antisuero policlonal anti-LMN (Fig. 23, paneles A y B). Este patrdn sdlo fue
identificado en los sueros con mayores titulos en ELISA. lo que probablemente fue debido a las
diferencias de sensibilidad entre ambos ensayos. La reactividad anti-LMN fue también detectada
débilmente con 1gG purificada de un suero normal positivo en ELISA, pero no de una mezcla de
sueros normales negativos (Fig. 23, paneles D y E). Aunque en pacientes con LES se pudo detectar
débilmente cste patrén en la membrana basal de los tibulos renales, no sc¢ pudo identificar una
rcactividad similar sobre musculatura lisa de estomago, a pesar de quc algunos de cstos sueros
presentaron ttulos en ELISA similarcs a pacientes con filariasis que si reconocicron LMN en este
substrato (Fig. 23, panel C). Una posible explicacion a esta discrepancia podria ser que cn los
pacicntes con LES, los anticuerpos anti-LMN estuviesen rcaccionando cruzadamente con otros
autoantigenos presentes en las secciones.

Estudios previos han demostrado que 108 autoanticuerpos anti-ADN, los principales marcadores
seroldgicos en pacientes con LES, reaccionan cruzadamente con componentes de MEC (Faaber et al.,
1984). Algunos anlicuerpos anti-ADN son capaces dc formar depdsitos inmugnes por unién a
cstructuras distintas de ADN presentes en localizaciones extracelulares dentro del glomérulo (Madaio
et al, 1987). En cste sentido, se ha demostrado que un anticuerpo monoclonal anti-ADN derivado de
un modelo murino de LES, es capaz de reaccionar cruzadamente con LMN (Sabbage er al., 1989).
En la enfermedad cronica injerto frente a hospedador (GVHD), un modelo empleado para el estudio
de [a respuesta autoinmune que caracteriza el LES humano (Gelpi et af., 1986), la presencia de
autoanticucrpos anti-LMN de subclase 1gGl sc piensa que juega un papcl importante cn la
immunepatologia renal, habiéndose incluso detectado estos anticuerpos cn eluidos del glomérulo
(Florquin er al., 1991}). Como se observa en la Fig. 24, los niveles de anticuerpos anti-LMN en LES
correlacionan significativamente con los niveles de anticuerpos anti-ADN de hélice sencilla (r=0,801;
p<,025). Es de destacar que la frecuencia de aparicion de anticuerpos anti-ADN de hélice sencilla cn

LES ¢s mds elevada que la frecuencia de anticuerpos anti-LMN descrita aqui, lo que parcce indicar
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que s6lo una subpoblacién de pacicntes con LES y anticucrpos anti-ADN serfan capaces de
reaccionar cruzadamenie con LMN. En este sentido, se ha sugerido que los autoanticuerpos anti-
ADN que se unen al rifdn en pacientes con lupus, podrfan constituir una subpoblacion de
autoanticuerpos anti-ADN de baja afinidad caracterizada por la capacidad de reconocer ciertos
constiluyentes del glomérulo como glucosaminglucanos (Isenberg & Shoenfeld, 1987: Naparsick &
Plotz. 1993). La correlacion encontrada entre los niveles de ambos anticuerpos. sugiere que esta
glicoproteina puede estar también implicada en la unién de anticuerpos anti-ADN al glomérulo. No
obstante, si fos anticuerpos anti-LLMN detectados cn pacientes con LES reaccionan cruzadamente con
ADN de doble hélice y/o estdn implicados en el dafio glomerular se desconoce en la actualidad.

Por ¢l contrario, los niveles de anticuerpos anti-ADN detectados en pacientes con filariasis fueron
muy bajos (Fig. 24), no encontrdndose correlacidn significativa entre &stos y 1os anticuerpos anti-
LMN (r=0.273; p>0.1, n.s.). Aunque s¢ ha descrito la existencia de anticuerpos anti-ADN en el
sucro de pacientes parasitados por filarias (Thomas ef al., 1989), su presencia no se ha asociado con
cl idiotipo 16/6, up idiotipo pablico relacionado estrechamente con 10§ autoanticuerpos anti-ADN de
doble hélice en LES, y que aparece también en infestaciones crdnicas por helmintos (Thomas ef al.
1989).

En algunas enfermedades parasitarias como la Leishmaniasis cutdnea americana o la entermedad de
Chagas, la presencia de anticuerpos anti-LMN en suero se ha explicado por la existencia de moléculas
semejantes a ésta en la superficie de los pardsilos (Bretana et al., 1986). Sin embargo, estudios
recicnles sugicren que estas moléculas no existen en la superficie de filarias, postulandose gue el
mimetsmo molecular no sea ¢l causante de la aparicion de estos anticucrpos (Petralanda & Piessens,
1994}, Aungue en estos trabajos no se pudo excluir con certeza la presencia de dichas moléculas
semejantes a LMN, se sugirid que protecasas derivadas del pardsito pudieran degradar la LMN
permitiendo asi la exposicion de epitopos nuevos susceptibles de ser reconocidos por el sucro,
implicando ademds directamente a cste mecanismo en la dermatitis producida por O. volvulus

{Petralanda & Piessens, 1994).
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Las funciones atribuidas a la LMN son miltiples e incluyen adhesion, migracion., crecimiento y
dilerenciacion de varios tipos celulares (Sasaki et af., 1988; Aumailley er al., 1987; Gratt ez al., 1987,
Kuboata et al., 1992). Ademds, la molécula completa o fragmentos de ésta, puede actuar como factor
gquimiotdctico de mastocitos, proporcionando un mecanismo por el cual éstas células pueden ser
atrafdas a sitios de dafio tisular (Thompson er «f., 1989). Esta actividad podria ser especialmente
relevante en las respucstas de los tejidos del hospedador a la inflamacion que acompafia infestaciones
por pardsitos, enconirdndose ademds que un anticuerpo policlonal anti-LMN es capaz de inhibir esta
quimiotaxis (Thompson ¢f af., 1989). Por otra parle, cstudios previos han demostrado que los
anticuerpos anti-LMN pueden regular el rdfico de linfocitos (Weglinsky-Kupiec & De Sousa, 1991).
La demostracion de que la LMN no estd confinada exclusivamente a las membranas basales, sino que
ademds forma parte de la matriz del cstroma, apoya la posibilidad de que componentes de la MEC
pucdan regular ¢l trdafico de linfocitos a través del endotelio asi como dentro de distintos
microentornos dentro del tejido linfoide (De Sousa et al., 1991). Estos mecanismos indicarfan una
participacion activa de la LMN en la regulacion de la respuesta inmune en multitud de situaciones.

Con ¢l fin de analizar una posible implicacion {isioldgica de esta actividad anti-LMN, se determind
la capacidad de inhibir la adhesion de la linea celular U937 a pocillos de microtitulacion preincubados
con LMN. Como se muestra en la Fig 25, la presencia de estos anticucrpos cn suero correlaciona
significativamente con la capacidad de inhibir la adhesion de esta linea celular (p<0,0025), 1o que
podria eslar directamente relacionado con un posible papel fisioldgico de estos anticuerpos. Ast, se
podria especular que la aparicion de estos anticuerpos en sucro podria ser un mecanismo regulador
desarrollado por pardsitos con ¢l {in de evitar la respuesta inmunc del hospedador. Sin embargo, solo
con grandes volimenes de suero se pudo inhibir esta adhesién por lo que no se puede ascgurar la
importancia tuncional 7 vivo. En este sentido, se requieren estudios mds prolundos con anticucrpos
anti-LMN purificados de suero, as{ como con lincas celulares que expresen un inico receplor con el
lin de evaluar mds precisamenic estos resultados, asi como de determinar los receptores implicados

en esta mhibicion. Desafortunadamente, no se pudo estudiar esta capacidad de inhibicién en sueros
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de pacientes con LES debido al alto volumen de suero requerido para el ensayo.

Cualquiera que sea el significado de estos anticuerpos, los resultados indican que el reconocimicnto
de LMN cs diferente en LES y filariasis, y apoyan cl concepto de que los anticucrpos producidos por
inmunizacion con moléculas similares presentes en pardsitos, poseen especilicidades distintas dc los
producidos cspontdncamente en enfermedades autoinmunes como el LES. Estas diferencias de
reactividad frente a LMN podrian estar relacionadas con un posible papel patogénico ((LES?) o
protecior/regulador (¢ filariasis?) de anticuerpos dirigidos {rente a un mismo antigeno en dos grupos
de pacientes.

Hay descripciones en la literatura en las que sc retlejan fendmenos similares a éste. Asi, los
autvanticuerpos anti-M2 encontrados {recuentemente en el suero de pacicntes con cirrosis biliar
primaria y que reconocen mitocondrias tanto de mamiteros como de bactenas (Stemerowicz ef al.,
1988), son capaces de inhibir ¢l complejo piruvato deshidrogenasa de mamifero, inhiben
moderadamente cl de levadura, pero sélo débilmente el de E. coli (Teoh et al., 1994). Sin embargo.
los anticuerpos anti-M2 detectados en el suero de pacientes con Mycobacterium tuberculosis, no son
capaces de inhibir la actividad piruvato deshidrogenasa de ninguna (uente y reconocen mejor por
“Weslern blot” el autoantigeno de bacterias que el de levadura o humano (Klein er al., 1993). Esto
indica que una infeccion crénica con un microorganismo que contenga el autoantigeno relevante,
pucde originar una respuesta al autoantigeno del microorganismo pero no al del hospedador.

Los anticuerpos anti-ribosomales rclacionados con psicosis ldpica en LES humano, se han
cncontrado en el suero de pacientes parasitados por 7. ¢ruzi, aungue cn este caso se han asociado a
cardiomiopatia y concretamente a miocarditis activa (Mesri et af., 1990; Levin, 1991). La persistencia
de cstos autoanticuerpos en la entfermedad de Chagas se ha explicado por la existencia de un alto
grado de homologia con autoantigenos del hospedador, basdndose en la capacidad de reaccionar
cruzadamente con fosfoprotefnas P humanas y en la expresion de éstas en la superficie celular (Koren
et al., 1992). Esta reactividad cruzada también se ha descrito en los autoanticuerpos detectados en

pacicntes con LES (Skeiky et al., 1993). Sin embargo, la distribucion de subclases de 1gG en la
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respuesta anti-P cn LES y enfermedad de Chagas dificre, siendo en el primer caso [gG1 y [gG2Z,
mientras que cn infestaciones por 7. cruzi es exclusivamente 1gG1 (Levin, 1991). En este sentido, sc
ha demostrado que los anticuerpos anti-P inducidos por inmunizacion de ratoncs con ribosomas
extranos, poscen especiticidades distintas que los producidos espontdneamente (Hines ef al., 1991).
En ambos casos, al igual gue en los anticuerpos anti-LMN descritos anteriormente, el
reconocimiento de una misma molécula difiere entre pacientes con enfermedades autoinmunes ¢
infecciosas. Esto indicarfa que aungue cn una infeccién se pueda originar una respuesta dirigida a
autoantigenos reconocidos por ¢l suero de pacientes con enfermedades autoinmunes, s¢ requiere algo
mds que reactividades cruzadas para el desencadenamiento de una respuesta autoinmune, y por

consiguiente, de la clinica asociada a ésta.
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[-. El suero de una poblacidn heterogénea de pacicntes parasitados {protozoos y/o helmintos),
posce anticucrpos que reconocen antigenos de localizacién nuclear y citopldsmica por inmuno-
tuorescencia indirecta. Aunque por ELISA un alto porcentajc posee autoanticuerpos anti-RNP, estos
resultados son falsamente positivos basidndose en que estos sueros no reconocen Ro/SSA, La/SSB,
Sm, Ul RNP o losloproteinas ribosomales por “Western blol” ¢ inmunoprecipitacion de ARN. Estos
resultados apoyan ¢l conceptlo de especificidad entre la presencia de autoanticuerpos anti-RNP y
enlermedades autoinmunes, indicando que una activacion policlonal indiscriminada no origina
autoanticuerpos dirigidos a estos autoantigenos cuyo reconocimiento es caracleristico de pacientcs

con enfermedades auloinmunes como ¢l lupus eritematoso sistémico (LES).

2-. La técnica de “Western blot” con extractos de timo de conejo, bazo humano y ribosomas
purificados, permite valorar la respuesta de auteanticuerpos anti-Ro/SSA, La/SSB, Sm y
fosfoproteinas ribosomales PO, P1 y P2 en pacicntes con LES, definiéndose un ensayo sensible y
especitico que permile detectar porcentajes de positividad conformes a los descritos en la literatura.
La corrclacion de resultados entre este ensayo y una téenica de ELISA con autoantigenos
recombinantes cs casi perfecta para La/SSB (k=0,871, p<0,001) y Sm (k=0,833, p<0,001), ¥
moderada para Ro/SSA (£=0,474, p<(),001) y Ul RNP (k=0,566, p<0,001). El andlisis dc la
ausencia de correlacion cn la deleccion de anticuerpos anti-Ro/SSA y anti-Ul RNP indico una
predisposicion en las medidas (McNemar=13 y 11 respectivamente) cuyo significado, aungue dificil
de determinar en ausencia de un “patrén oro”, parece deberse a una mayor tendencia del ELISA a

proporcionar resullados positivos.

3-. Sc ha demostrado por primera vez la existencia de anticuerpos anti-laminina (matriz
cxtracelular) en pacicentes con lilariasis (66,7%) y en LES (13,8%), delectindose también ésta

actividad ¢n un bajo porcentaje de sueros de poblacién normal (6,6%).
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4-. El estudio comparativo de la actividad anti-LMN detectada en filariasis, LES y poblacidn

normal permite coneluir que:

4.1-. En LES y poblacién normal la respuesta de TgG anti-LMN estd restringida a la subclase
[gGl, mientras que en filarjasis también es [gG2 e 1gG3.

4.2-. Los anticuerpos anli-LMN dc pacientes con filariasis reconocen cn “Western blot” esta
glicoprotefna tanto en forma nativa como desnaturalizada, mientras que los pacientes con LES solo
reconocen LMN después de somelterla a tratamicntos renaturalizantes.

4.3-. Los anticuerpos anti-LMN detectados en LES y en poblacién normal dificren en la capacidad
de reconocer LMN sometida a distintos tratamientos renaturalizantes o desnaturalizantes.

4.4-. La actividad anti-LMN de pacientes con LES correlaciona significativamente con la actividad
anti-ADN de hélice sencilla (r=0.801, p<(,025).

4.5-. La actividad anti-LLMN deicctada en filariasis sc correlaciona con la capacidad de inhibicién de
la adhesion de células U937 a pocillos de microtitulacién preincubados con ¢sta glicoproteina

(p<0.0025).

5-. Las diterencias en ¢l reconocimiento de ésta glicoproteina observadas en pacientes con LES o
Ilariasis apoyan la hipdtesis de que los autoanticoerpos producidos por inmunizacién con
autoantigenos o moléculas similares presentes en pardsitos poscen especificidades distintas a los

producidos espontdncamente en individuos con enfermedades autoinmunes como ¢l LES.
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El suerc de pacientes con enfermeda-
des autoinmunes se caracteriza por la
presencia de autoanticuerpos dirigidos
frente a una gran variedad de antigenos
propios, La naturaleza v localizacion de
ést0s es muy variada; pueden ser desde
receptores celulares, hormonas, plague-
tas, inmunoglobulinas v proteinas del
plasma, hasta componentes de la matriz
extracelular, citoplasma y nucleo.

[Entre la gran variedad de autoanti-
cuerpos descritos se encuentran los que
reconocen particulas ribonucleoprotel-
cas altamente conservadas como S5A/
Ro, S5B/La v snRNP.

Estos anticuerpos han permitido la
wentificacion de homologias estructura-
les v de secuencia con proteinas no rela-
cionadas, asi como la localizacion de se-
cuencias RNP consenso, motivos heltx-
turn-helix (HTH), zinc-binding finger
v leucine zipper que se han relacionado
con la propiedad gue poseen estos au-
toanrigenos de unir ARN. Debido a que
estos motves se epcuentran altamente
conservados, se ha postulado que el sis-
tema inmune pueda responder a antige-
nos similares presentes en un amplio
nimero de organismos. de manera que
reactividades cruzadas puedan ser res-
ponsables del desencadenamiento de los
fendmenes autoinmunes, Aungue se ha
encontrardo poca reactividad de autoan-
ticuerpos frente a estos motivos, se su-
giere que puedan servir como epitopos
para las células T. La obtencion de es-
tos autoantigenos por tecnologia de
ADN recombinante ha permitido ade-
mas ei montaje de técnicas de diagndsti-
co aplicado a estas enfermedades. Debi-
do a que normalmente estos autgantige-
nos se encuentran representados en
bajas cantidades y sus procesos de puri-
ficacion sonr costosos vy laboriosos, la
posibilidad de obtenerlos con la mdxima
pureza y en cantidades suficientes supo-
ne un gran paso en el desarrollo de
técnicas de deteccidn. Con la aplicacion
de tecnologias basadas en el clonaje, se
huscan procesos en los que éstos dejen
de ser una limitacidn. Para el desarrollo
de estos procedimientos de diagndastico,
ha sido necesario previamente un anali-
sis profundo de los epitopos diana iden-
tificdindose determinantes antigénicos
tanto lineales como conformacionales.

Palabras clave: Autogniigene SSA/
Ro, S5B/La y snRNP. Clonaje. Auto-
anticuerpos.

Molecular characteristics of
autoantigens SSA/Ro, SSBfLa
and snRNP (Sm and Ul RNP)

Sera from patients with autoimmune
diseases are characterized by the pre-

sence of autoantibodies directed against
a wide variety of self-antigens. The na-
ture and location of these autoantigens
is extremely varied as they can be celiu-
lar receptors, platelets, hormones. im-
munogiobuling, plasma proteins as well
as extracellular matrix, eytoplasmic and
nuclear compounds,

The presence of autoantibodies di-
rected against highly conserved ribonu-
cleoprotein particles such as 55A/Ro.
S5B/La and snRNP has lead to the
study of their molecular characteristics,
which has enabled the identification of
structural and sequential homologies
with nonrelated proteins together with
helix-tyrn-helix, zinc-binding finger and
leucine zipper motifs related to te RNA-
binding capacity of these autoantigens.
Since these motifs are highly conser-
ved, it is possible that the mmune
system could respond to similar ant-
gens from a wide variety of organisms.
Although there appears to he little au-
toantibody reactivity to the mouf strue-
tures themselves, it has been suggested
that they serve as T-cell epitopes. Be-
cause of these autoantigens are usually
represented in human tissues in low
concentrations and the purificarion pro-
cesses are very complex, its important
the developmert of techniques that
allow us 10 obtain them in large quanti-
ties and suitable for the production of
serological tests. Bacrerially produced
recombinant human autoantigens have
facilitated the development of sensitive
ELISA suitable for the routine scree-
ning of large series of sera. For the
development of diagnostic procedures
with recombinant autoantigens, it has
been necessary to study the epitopes
recognized. This has allowed the identi-
fication of linear and conformational
epitopes in some of them.

Key words: 5SSA/Roe, SSB/La and
SnRNP autoantigens. Cloning. Auto-
anttbodies.

INTRODUCCION

El suero de pacientes con enfer-
medades autoinmunes se caracteri-
za por la presencia de autoanticuer-
pos dirigidos frente a una gran
variedad de antigenos propios®. La
naturaleza y localizacion de éstos es
muy variada; pueden ser desde re-
ceptores celulares, hormonas, pla-
quetas, inmunoglobulinas y proter-
nas del plasma, hasta componentes
de la matriz extracelular, citopias-
ma y nucleo?”,

Excepto en casos muy concretos,
se sabe poco acerca del papel que

85



Inmunologia

VOLUMEN 13 NUMERO 3, JULIO-SEPTIEMBRE 1994

desempenan los autoanticuerpos en
los procesos clinicos de estas situa-
ciones patoldgicas, por lo que mu-
chos autores tienden a considerar-
los como un epifendmeno. Sin em-
hargo, hay aseciaciones claras entre
clertas especificidades de autoanti-
cuerpos y situaciones autocinmunes
concretas®, Asi, la presencia de an-
ticuerpos dirigidos frente al antige-
no Sm de Smith es uno de los crite-
rios aceptados por el American Co-
llege of Rheumatology para el diag-
néstico del lupus eritematoso siste-
mico (LES), mientras que los diri-
gidos hacia otro antigeno nuclear, la
particula U1l RNP, aunque no espe-
cificamente, aparecen con elevada
frecuencia en el suero de pacientes
con enfermedad mixta del tepdo
conjuntivo (EMTO), un cuadro ca-
racterizado por la combinacién de
sindromes clinicos presentes en va-
rias enfermedades autoinmunes-’,

Entre la gran variedad de autoan-
ticuerpos se encuentran los que re-
conocen particulas ribonucleopro-
teicas altamente conservadas como
S5A/Ro, 55B/La ¥ snRNP. Su es-
trecha asociacion con situaciones
autoinmunes concretas ha llevado al
estudio profundo de su naturaleza
molecular y a la caracterizacién en
cuanto a secuencia.

Esto ha permitido la identifica-
cion de homologias estructurales y
de secuencia con proteinas no rela-
cionadas, asi como la localizacion de
secuencias RNP consenso, motivos
helix-turn-helix (HTH), zinc-bin-
ding fingery leuctne zipper, que se
han relacionado con la propiedad
gque poseen estos autoantigenos de
unir ARN".

Debido a gque estos motivos se
encuentran altamente conservados,
se ha postulado que el sistema in-
mune pueda responder a antigenos
similares presc..ces en un amplio
nimero de organismoes, de manera
que reactividades cruzadas puedan
ser responsables del desencadena-
miento de los fendmenos autoinmu-
nes. Aunque se ha encontrado poca
reactividad de autoanticuerpos fren-
te a estos motivos, se sugiere que
puedan servir como epitopos para
las células T,

La obtencién de estos autoantige-
nos por tecnologia de ADN recom-
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binante ha permitido ademas ei
montaje de técnicas de diagndstico
apiicado a estas enfermedades''.
Debido a que normalmente estos
autoantigenocs se encuentran repre-
sentados en bajas cantidades y sus
procesos de purificacion son costo-
sos ¥ laboriosos, la posibilidad de
obtenerlos con la maxima pureza y
en cantidades suficientes supone un
gran pasc en el desarrollo de téeni-
cas de deteccidn. Con la aplicacion
de tecnologias hasadas en el clona-
je, se buscan procesos en ios que
éstos dejen de ser una limitacion.
Para el desarrollo de estos procedi-
mientos de diagnéstico, ha sido ne-

. cesario previamente un analisis pro-

fundo de los epitopos diana identifi-
cindose determinantes antigénicos
tanto lineales como conformaciona-
les .

ANTICUERPOS ANTI-SSA/Ro

En el ano 1969, Clark et al'* des-
cribieron por vez primera el antige-
no Ro. Utilizando una técnica de
contrainmunoelectroforesis  (CIE),
encontraron gue el suero de un pa-
ciente con LES y factor antinuclear
negativo contenia anticuerpos reac-
tivos con un extracto citopldsmico
de células de bazo humang obtenido
de autopsia.

En un principio se penso que este
antigeno, identificado en higado, r1-
1én, bazo, pulmén y tejdo linfdtico,
era un componente soluble del cito-
piasma, esperandose por tanto que
por inmunofluorescencia indirecta
(IFD) se localizase en esta fraccion,
Sin embargo, estos estudios no
aportaron fluorescencia citopldsmi-
ca, por lo que llegd a ta conclusion
de que sus resuitados eran debidos
a problemas de inaccesibilidad del
antigeno, a sus bajas concentracio-
nes y a su alta solubilidad que pro-
vocaria su pérdida durante los lava-
dos't,

Estudios independientes en los
que se emplearon sueros de pacien-
tes con sindrome de Sjogren (S5)
mostraron fa existencia de anticuer-
pos que precipitaban tres antigenos
diferentes de un extracto de cultivo
de linfocitos humanos, L.os anticuer-
pos fueron designados como preci-
pitinas A. B, ¥y C con el prefijo 55

indicando sindrome de Sjogren. Asi,
se observo que pacientes con SS
primario contenian precipitinas S5A
y S5B, mientras que los que pade-
cian artritis reumatoide v SS conte-
nian S5C", Usando una técnica de
inmunodifusién doble, Alspaugh v
Maddison demostraron que Ro y
SSA eran el mismo antigeno ",

Laos anticuerpos dirigides frente a
SSA/Ro se han encontrado en el
0,44% de controles de mujeres sa-
nas, 30-40% de pacientes con LES
v 70-80% de pacientes con SSHH,
Su presencia también se ha asocia-
do a varios sindromes clinices como
el lupus-factor antinuclear negativoe,
lupus cutaneo schagudo v lupus
neonatal*™!¥,

Estos autoanticuerpos reconncen
particulas rnibonuclegproteicas pe-
quenas poco abundantes (aproxima-
damente 150.000 copiasfcélula)’™, y
cuyo componente proteico ha sido
descrito como polipéptido con un
peso molecular que varia entre 50 y
150 kD. Aungue algunos autores
han recogido mas del 90% de estas
particulas en la fraccion citoplasmi-
ca de células HelLa®’, ]a localizacidn
celular de este autoantigeno aun
estd sujeta a controversia (tabla I).

Estudios realizados por diversos
grupos han llevado a la conclus:ion
de que el principal componente dej
sistema Ro-anti-Ro es un polipépti-
do dcido de 60 kD que se-asccla a
pequenios ARN de 83-112 nuclesti-
dos®!, Ademds de esta proteina de
60 kD comun en muchos tipos celu-
lares, el analisis de lisados crudos
de linfocitos y eritrocitos ha permi-
tido identificar una proteina adicio-
nal de 52 kD (linfocites) y otra de
54 kI {eritrocitos) (tabla ). Aun-
que en ambos tipos celulares se en-
cuentra el polipéptido Ro de 60 kD,
parece ser que son dos formas anti-
génicamente distintas, enconiran-
dose sueros que son capaces de re-
conocer una v no la otra®?,

Ben-Chetrit et al*® analizaron la
respuesta anti-Ro en dos series am-
plias de pacientes con 55 y LES,
encontrando que un 47% de !ns sue-
ros de ambas enfermedade- reac-
cionaban frente a los dos posnépti-
dos simultaneamente, mientras que
la reactividad exclusiva hacia ¢l po-
lipéptido de 52 k1 se limnitaba a los

12
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TARLA 1. Localizacion, caracteristicas moleculares v funcion biologica de los autoantigenos

AaY aRNE sSmoy 0D END

o

SS8A/Ro, SS§B/La, Sm v Ul RNP

Funciin Meiosica

AioinbiIeno I Lowsnlizacion Caractensnors molecabires
S54/Ro o oplasma? Particulas ribonucleoproteicas compuestas Metaholisme de ARN de forma
’ por polipéptidos de 60, 52 infocitos) ¥ transcripeional?
54 kD {eritrucitos) asocados a hYL, Control de Ia distribucion de
h¥3, hYd v hY5 RNA ARNm hacia formas
Calreticulina (60 kDY trastacionalmente activas o
nactivas?

=5BLa Nuclear Polipéptido de 48 kD asociado a Factor de transcripcion de la RNA
transcritos recién sintetizados por la pal. 1 Actda a nivel de
ARN polimerasa 1[1 (EBER 1 v 2, 55 terminacion v liberacion de
ARN. Y3 ARN, 4.55 ARN) transcntos

el Nuclear Polipéptidos 13" (29}, B (28), D (18), I Procesamiento de transcricos
(123, F (113 vy G (9 kD) aseciados a recien sintetizados de RNA,
ARN de la sene U (aito contemdo en Eliminacion de intrones vy
uracilo? religamiente de exones

171 RNP Nuclear Polipeptidos A (33), C (22) v de 70 kD Procesamiento de transcniios

asociados a UT ARN

recien sintetizados de RNA,
Elinunacion de intrones v
religantiento de exones |

pacientes con 35 v la dirigida solo a
in forma de 60 kD se daba en pa-
cientes con LES. Esta disoclacion
de la respuesta inmune hacia distin-
tas proteinas de SSA/Ro sugiere
que puede haber diferencias en los
vrocesos autoinmunes de estas dos
sitlaciones patologicas™'=* La apa-
ricign de sueros con actividad anti-
39A/Ro que reconocen el antigeno
de 60 kI} en contrainmunoelectro-
foresis (CIE) pero no en Western
immunoblot (WB), ha definido otra
subpoblacion de sueros que recono-
ce epitopos altamente conformacio-
nales®. De los tres sujetos con es-
tas caracteristicas, en dos se com-
probo gue habian desarrollade hipus
cutdneo subagude seguido de LES.

El nimero de ARN asociados a
estas proteinas difiere entre celulas
de mamifern. Mientras que en hu-
nanos hay cuatro ARN denomina-
dos hY1, hY3, hY4 v hY5 (A corres-
ponde a humanos; hY2 es una {forma
ligeramente degradada de hY1) (ta-
bla I), en raton estas proteinas solo
se asoctan 2 mY1 y mY2 {m corres-
ponde a murino}. Wolin et al'™ han
descrito una homelogia de secuen-
cia signiftcativa de mY1 y mYZ2 con
hY1l y hY3 de células Hela pero
nmguna con hY5, ast como que la
union del polipéptido Ro de 60 ki) a
estos ARN ocurre en los aparea-
mientos que se dan en los extremos

3w 3. Al ser estos ARN producros

de la ARN polimerasa 1l se han
encontrado, al menos transitoria-
mente, dsoclados al  pelipeptido
SS5B/La (fig. 1).

Boire et al caracterizaron en ce-
lulas Hela tres subpoblaciones de
particulas ribonucleoproteicas in-
tactas con propiedades fisicoquimi-
cas distintas™®, Una de ellas conte-
mia hY5 RNA (particula Ko hY3),
otra hY4 (Ro hY4) y una tercera
hY1l, hY2 v hY4 (Ro hY1-Y4). En la
purificacion de estas tres particulas
se encontro que la presencia simul-
tanea de la proteina Ro de 60 kD ¥
de la fostoproteina SSB/La se daba
exclusivamente en Ro hY5. Es de
destacar que autoanticuerpos dirigi-
dos frente a SSA/Ro v S5B/La a
menudo se dan simultineamente.
La estrecha proximidad, asi como la
asociacion estable de estos polipép-
tidos en las particulas Ro hY5, pro-
porcionan una macromolécula diana
que apoya la hipdtesis de que los
autoantigenos dirigen la respuesta
de las enfermedades autoinmunes.

La descripcién en el suero de
2 pacientes de anticuerpos que re-
conocen un epitopo restringido a las
particulas Ro intactas que contie-
nen el polipéptido de 60 kD unido a
hY5 RNA (Ro hY?5) indicd una espe-
cificidad  estructural, sugiriendo
ademas que ribonucleoproteinas na-
tivas podrian servir como inmuno-
geno ademads del polipeptido Ro ais-

lade'. Ademads, se encontro que
anticuerpos especiticos de Ko nY5
no inmunoprecipitaban mnguna par-
ticula Ro de lineas celulares no hu-
manas sugiriéndose que, en <oi-
traste con otros autoanticuerpos
encontrados en LES v otras enter-
medades relacionadas, los anticuer-
pos antl-Ro hY5 reconocen epitopos
no conservados en autoantigenus
qua st lo estarn.

Se sabe muy poco acerca de las
funciones de S5A/Ro en la celula
(tabla D). Deutscher et al*”, al anali-
zar la secuencia de aminodcidos de-
ducida a partir de un clon de ADNc
que codificaba para la proteina de
60 kD, demostraron la existencia
de un motivo zinc-binding finger
formado por la secuencia C-X3-C-
X10-H-X2-H en Ias posiciones 205
a 323, y que es caractertstico de
proteinas que unen ADN, aunqgue
también se ha descrito en proteinas
que unen ARN. Este motivo protel-
co se piensa que interviene positi-
vamente en la unicn de protefnas a
acidos nucleicos, encontrandose una
correlacién directa entre la union
de los factores de transcripcion
TFIHA de Xenopus Laevt y SP1 a
ADN, v Ia presencia de cinc’-".

Otra caracteristica encontrada al
analizar la secuencia fue la existen-
cia del octdimero RNP consenso ca-
racteristico de proteinas gue unen
ARN como los polipéptidos de 70
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Motive zine-binding finger

Secuencia RNP consenso

h¥Y5 ARN

cCcooocCco0m>
CcCOrCchOHOrdOccc

CUU L OH 3"

Fosfoproteina
SSB/La 47,5kD

Fig. 1. Modelo de participacion de SSA/Ro v SSB/La en las particulas ribonu-
cleoprotercas. El polipeptide SSA/Re de 60 kD interaccionaria con ef ARN a
través de la secuencia RNF consenso, y con SSA/Roe-52 kD por ¢l motive
zinc-binding finger™”. A su vez, SSA/Ro-52 kD lo haria con el polipeptido de 60 kD
a través del motivo ieucine zipper™, SSB/La inleracciona con ol extremo 3' OH

de hY5 ARN'.

kD y A asociados a Ul RNP, y Ia
fosfoproteina SSB/La*®.

Se ha sugerido que el motivo
zinc-binding finger y la secuencia
RNP consense pueden cooperar en
el reconocimiento de ARN, Muchas
de las proteinas que poseen el pri-
mero desempefian un papel impor-
tante en la transcripcion, mientras
que aquellas que poseen la secuen-
cia RNP consenso estdn implicadas
en el procesamiento de ARN. La
proteina S5A/Ro posee ambas ca-
racteristicas.

Otros auteres han postulade que
los motivos zinc-binding finger
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pteden estar mds implicados en la
interaccién proteina-proteina que
en la interaccién proteina-acido nu-
cleico. Segiin esta interpretacion, la
proteina Ro de 60 kD puede unir hY
ARN a partir de su secuencia RNP
consenso, y puede interaccionar con
otras proteinas como la proteina Ro
de 52 kD a través del motivo zinc-
binding finger (fig. 1)*,

Esto, junto a la evidencia de que la
proteina SSB/La puede estar en la
misma particula ribonucieoproteica,
parecen indicar que las funciones de
S5A/Ro en el metabolismo del ARN
se dan de forma transcripcional™-+7.

Otros autores postulan que SSA/
Ro puede tener un papel importante
en el control de la distribucién de
ARNm hacia formas traslacional-
mente activas o inactivas. Bach-
mann et al identifican SSA/Ko vy
SSBfLa como  componentes  del
complejo ribonucleoproteico endo-
rribonucieasa VI

Analisis molecular de la
ribonucleoproteina SSA/Ro

Los primeros datos sobre la es-
tructura primaria de la protemna
SSA/Ro humana fueron aportados
per el grupo de Lieu et al cuando se
secuencld la region aminoterminal
del polipéptido de 60 kD> humano™,
La obtencion de un péptido que
comprendia los residuos 6 a 19 vy
que fue inmunorreactivo con sueros
con actividad anti-SSA/Ro, indico la
existencia de un ¢pitopo en la re-
gion aminotermunal de la molécula,

En 1988, Deutscher et al* aisla-
ron por vez primera un clon de ADNc
de la protemna SSA/Ro de 60 kD
analizando su secuencia completa.

Este clon se vio que codificaba
para un polipéptido de 538 amino-
dcidos con una movilidad relativa
aparente de 60.649 kD. La secuen-
cia de aminoacidos predicha mostro
la existencia de una gran regidn de
alfa-hélice situada en la mitad cen-
tral de la molécula, estructura simi-
lar a la descrita en el antigeno S5B/
La cuya especificidad a menudo se
asocia con la aparicion de anticuer-
pos anti-Ro en sueros autoinmu-
nes'?. Sin embargo, no se observo
niguna homologia de secuencia sig-
nificativa entre ambas proteinas,

Otras caracteristicas encontradas
fueron la identificacion de un moti-
vo zine binding finger en posicio-
nes 305 a 323, asi como el octime-
ro RNP consenso formado por los
amunoacidos  Lys/Arg-Gly-Phe-Gly/
Ala-Phe-Val-X-Phe/Tyr v que ya
habia sido previamente identificado
en A y la proteina de 70 kI) asocia-
da a Ul RNP (tabia H)*8.

Casi simultdneamente a estos
trabajos, Ben-Chetrit et al caracte-
rizaron otro clon de ADNc de la
proteina SSA/Ro humana que codi-
ficaba para un polipéptido de 57.5
kD™, Lla secuencia aportada por
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este grupo fue muy semejante a la
descrita por Deutscher et al®,

En ninguna de las secuencias pu-
blicadas por estos 2 grupos se iden-
tifico el péptido de 16 amincdcidos
sintetizado por Lieu et al¥ v descri-
to come muy nmunorreactive, por
lo que s¢ postuid que esie grupo
aislé un componente adicional al sis-
tema nibonucieoproteico.

En 1990, el grupo de McCauliffe
et al™ describlo una secuencia del
antigeno Ro humano de 60 kD (cal-
reticulina) que no mostraba ninguna
hamologia con las descritas previa-
mente’” % El hallazgs de que an-
ticuerpos especificos frente a la se-
cuencia codificada por su ADNe -
reaccionaran tanto con ef Ro de 52
come con ¢l de 60 kD Hlevd a este
STUDG A Pensar en la existencla de
un epitopo compartido entre ambas
moléculas, Lstudios de localizacion
cromosormica siuaron al gen de
esta proteina en el brazo corto del
cromosoma 19, region donde tam-
bién reside la proteina de 70 kD
asoctada a U1 RNP. La relacion en-
tre este antigeno v el sistema Ro-
ant1-Ro no esta clara.

En la secuencia no se identifico el
octamerc RNP consensy caracteris-
tico de proteinas que unen ARN,
encontrandose  sin embargo una
configuracion helix-furn-helix entre
los residuos 207 a 255 que se pos-
tula puede ser un sitio de union a
ARN (tabla 1}).

Al comparar su secuencia con la
de otras proteinas se observa una
homologia del 63% con un antigeno
del nematodo Onchocerca volvulus
(tabla lID), sugiriéndose la posili-
dad de que una proteina extrana
homdloga a una propia puede ser
responsable del desencadenamiento
de una respuesta autoinimune ™. Lux
et al** han demostrado la existencia
de anticuérpos que reaccionan con
[a calreticulina e¢n sujetos parasita-
dos por este nematode v que, sin
embargo, no manifiestan clinica au-
toinmurne, apoyando la idea de que
se requiere algo mds que una reac-
tividad cruzada para el desencade-
namiento de un fendmeno autoin-
mune,

La descripcion previa de una pro-
teina de 52 ki) que formaba parte
de la particula ribonuclenproteica
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TAEBLA Il. Motivos proteicos identificados en los autoantigenos

S5A/Ro, 35B/La, Sm v U1 RNP

; Autoantigeno

“ S8A/Ro 60 kD

| Calreticuiina
i ((SSARD?)
" SSA/Ro 52 kD

P S8SR/La

i Polipéptides A y de 70 kD de U1 RNP.
B de U2 RNP

" Polipéptidas B, B'. A y C de snRNP

—.

Modivas protecos

Octamerc RNP consenso,
motive zike binding finger ‘
Mouvo helix-turn-heiix i

Motivo zinc-binding finger,
motivo leucine zipper
Octamern RNP consensn
Octamero RNP consenso

Motivo PP/aPGMR/PP i

TABLA IIf. Autoantigenos y homologias encontradas con otras proteinas

: |
Autoantigens Homuoiogias |

- Calreticulina (;85A/Ro?)  Antigeno del nemdtodo Onchocerca 32,33 !

‘ volvulus (6304) .

Proteina rfp humana (50%)

Homiologia estructural con ia
proteina de union a ADN de
adenovirus, polipepudo gag de
retrovirus feino

Region conservada de las
protanmas, antigeno nuclear de
Epstemn-Barr EBNA-1

Protema ribosomal varl de levadura

S5A/Re 52 kD
5 58183/La

: Polipéptido D de snRNP

- Polipeptido E de snRNP

SSA/Ro™*, y que reaccionaba es-
pecificamente con un grupe de pa-
cientes con S8, ne haciéndolo con
sueros de LES*, levaron al grupo
de Chan et al a analizar las caracte-
risticas moleculares de este anti-
geno®®.

A partir de una biblioteca de
ADNc de células Malt-4, identifica-
ron un clon que codificaba para el
polipéptido de 52 kD completo. En-
tre las caracterfsticas estructurales
encontradas al analizar 1a secuencia,
se ghservd un motivo lexcine zip-
per (residuos 211 a 232), un domi-
nio en la mutad carboxiloterminal
con elevada homologia con fa pro-
teina humana #fp (tabla III) vy, al
1gual que en {a proteina SSA/Ro de
60 kD, una secuencia zinc binding
Finger {tabla 1),

[nicialmente, tos motivos leucine
2ipper fueron descritos en proteinas
que unen ADN (DBP). Actualmen-
te, se sabe que estos motivos parti-
cipan en la interaccion proteia-
protemna importante para la union a
ADN". La existencia de este moti-
vo nroteico se ha postudade que

Referenc:
habliogr s

25
39, 56

74

puede ser importante para la inte-
raccion de SSA/Ro con otras pro-
teinass’,

Aunque se comprobé la existen-
cia de un alto grado de homologia
de Ro-52 kD con la proteina /fp
humana {mayor del 50%), no se en-
contr reactividad cruzada de au-
toanticuerpos anti-SSA/Ro cen ella,
apoyando la idea de que los autoan-
ticuerpos humanos son altamente
especificos con sus dianas anfigeni-
cas, v que la posihbilidad de aparicién
de fendmencs autoinmunes por
reactividades cruzadas es muy limi-
tada,

Al compararse la secuencia publi-
cada por este grupo con las descri-
tas anteriormente para el antigeno
Ro de 60 kD* %% no se ohservd
ningtn grado de homologia,

Utilizacion de antigeno
S5A/Ro recombinante
en el diagnostico

Debido a las dificultades encon-
tradas en la purificacion de este an-
tigeno de fuentes naturales donde
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ademds se encuentra en bajas cantl-
dades, la posibilidad de obtencidn
de proteina SSA/Ro recombinante
es una herramienta util para la de-
teccién de estos autoanticuerpos.

En todos los experimentos de clo-
naje de este autoantigeno, se des-
cribe el empleo de controles consis-
tentes en sueros de individuos sa-
nos v sueros de pacientes que pre-
sentan esta v otras especificidades
autoinmunes, En los estudios de
Deutscher et al*?, tanto sueros con
actividad anti-Ro procedentes de
los CDC (Center for Diseases Con-
trol, Atlanta) como controles co-
merclales, reaccionan con la protei-
na 55A/Ro recombinante. mientras
que individuos sanos v sueros con
otras especiiicidades autoinmunes
como SSB/La, Ul RNP v Smno lo
hacen. Estos resultados pueden ge-
reralizarse a todos les grupos que
han obtemdo esta proteina de forma
recombinante~ .

James et al*" realizaron un anali-
sis comparativo por WB sobre la
antigenicidad del polipéptido SSAf
Ro de 60 kD obtenido como proter-
na de fusién a betagalactosidasa, v
el purificado de fuentes naturales.
Para ello, estudiaron la reactividad
frente a ambas en 5 sujetos sanos, y
en 27 pacientes que padecian enfer-
medades reumadticas en los que se
habia confirmado previamente la
existencia de anticuerpos anti-Ro
por inmunodifusion doble (ID).

Los resultados obtenidos por WB
fueron que de los 27 sueros con
actividad anti-Ro vista por 1D, 20
reaccionaban con ambas proteinas,
tres no reaccionaban con ninguna,
dos lo hacfan con la recombinante
pero no con la humana, y otros dos
lo hacian con la humana pero no cen
la recombinante. Los controles ne-
gativos no lo hicieron con ninguna,

Aunque la correlacion observada
en el reconocimiento de ambos sis-
ternas antigénicos no fue mala, la
falta de concordancia obtenida con
algunos sueros se explicd por: a
una ausencia de reactividad hacia la
proteina recombinante originada
por la desaparicidn de epltopos de-
pendientes de las modificaciones
postraduccionales caracteristicas de
células eucariotas; &) el reconoci-
miento  de  epitopos adicionales

=ty g
sy
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creados por la fusion a betagalacto-
sidasa. v ¢) la destruccion de epito-
pos aitamente conformacionales de-
hido al tratamiento desnaturalizante
llevado a cabo en el WB.

ANTICUGERPOS ANTI-SSB/La

A comienzos de la década de los
afios setenta Mattiol: v Reichlin™
prepararon a partir de timo de ter-
nera un extracto nuclear v otro ci-
toplismico, detectando en este ulti-
mo la presencia de un antigeno
sensible al calentamiente moderado
v gque, debido a su sensibilidad a
ARNsa v tripsina, lo definiercn
como constituido por ARN v protei-
na. A este antigeno gue precipitaba
con el suero de un paciente que
padecta LES o denominaron La, ini-
ciales del primer apeliido del citado
paciente.

En un principio, v debido a que
estudios con  inmunoflucrescencia
indirecta {IFI} sobre cortes de higa-
do de raton proporcionaban una li-
gera fluorescencia nuclear, mien-
tras que sobre timocitos de ternera
era muy intensa y locaiizada en el
citoplasma, se pensd gue este anti-
geno se localizaba en el citoplasma.

Poco despues, se encontrd que el
suero de pacientes con S5 contenia
anticuerpos gue reaccionaban con
extractos solubles de una linea celu-
lar linfocitica designande el antige-
no como SSB. Este antigeno tenia
prigen nuclear. por lo que se penso
que era distinto del La descrito con
anterioridad. Sin embargo, poste-
riormente se comprobo que S5B y
La eran el mismo antigeno, y que
las observaciones que localizaban el
La en el citoplasma eran debidas a
sy aita solubilidad en salino fisiold-
gico, de forma que durante los pro-
cesns de fraccicnamiento subcelular
podia ser ficilmente extiraible del
nicleo apareciendo por tanto en la
fraccion cit~pldsmica™.

Los anticuerpos anti-S5B/La se
detectan cast exclusivamente en pa-
cientes con SS y LES. La frecuencia
de aparicion varia segun los autores

. técnicas, oscilando entre un 40 y
un 70% en S8 primario v entre un
10 v un 15% en LES'. El origen y
papel patogénico de este autoanti-
cuerpo se desconoce.

Este antigeno es una fosioproter-
na altamente conservada con ai me-
nos 8 isoespecies cuyo punto isoe-
léctrico varia entre 6 ¥ 7 v que se
han relacionado con el grado de fos-
forilacion*”. Se estima que hav apro-
ximadamente 10® copias por célula
de mamifero™.

Hay distintos polipéptidos descri-
tos como SSB/La v que probabie-
mente reflejan distintos productos
de degradacion de la protemna nati-
va. Por WB, v en ausencia de pro-
teasas anadidas exodgenamente, el
polipétido de 46-48 kD es e] predo-
minante, observindose la presencia
de polipétidos menores cuvo nd-
mero v tamano varia segun ia es-
pecie de origen. El peso meiecular
de la roteina sin degradar oscila
entre 45 ¥ 50 kD dependienda de
su origen’’

Esta {osfoprotema estd constitui-
da por dos domimios resistentes a la
digestién con diferentes proteasas.
Chan et al* sometieron a la protet-
na aislada de distntas fuentes a di-
gestiones proteoliticas controladas,
encontrando un dominio XX de
28729 kD resistente a la accion de
tripsina, quimotripsina, elastasa,
proteinasa K v proteasa V& de S
aureus, y un dominio Y/Y’ de 23/24
kD detectado después de la diges-
ti6n parcial con tripsina y proteasa
Va3 (fig. 2).

A partir de estudios en los que se
utilizaron células Hela cultivadas
en presencia de *FP y %S pudo com-
probarse una asimetria en la distni-
bucién de aminedcidos en amhos do-
minios, definiendo a X/X' como un
dominio rico en metionina v no fos-
forilado, v a Y/Y’ fosforiiado ¥ con
pocas metioninas (fig. 2), La fosfor:-
lacion se da principalmente en seri-
na y alguna treonina, no observin-
dose en residuos de tirosina®. Tres
de las 7 Ser localizadas en la se-
cuencia de ADNc obtenida por
Rauh et al*’, concretamente las si-
tuadas en las posiciones 339, 375 y
762, se situaron en regiones alta-
mente acidas con residuos de Glu y
Asp adyacentes, por lo que se ha
sugerido que caseincinasas tipo [l
puedan ser responsables de la fosto-
rilacién de SSB/La in vivo,

Al estudiar e} patron concreto de
reactividad de sueros con actividad

15

T




PUOEARUTY DRRATA BT UL CARAL TERISTICAS MOLECULARES DL LS SUTOANT

Cun 20 Moedelo estructurai del autoantigene 5SB/ La. Ribonucleoproterna consty-
turda por dos domonios: un dominio X7 X de Z8/29 BD que interacciona con i
extremo J'OH del ARN v que posee casi todos fos residuos de metioning, y un
dominio Y'Y de 253'24 kD que contiene los residuos fosrorifades. Las Hlechas
indican los sitios de rotura proteoittica. ‘Adaptada de Chan y ef ai*,

anti-SSB/La se ha encontrado una
heterageneidad de respuesta, ob-
servindose que el 69% reacciona
con ambos polipeptidos, mientras
que el 19 v el 13% lo hacen silo con
X/IX' o Y/Y', respectivamente’’.
Otros autores™ han encontrado que
el 95% de sueros reaccionan con
XX, 82% con Y/Y' v soloun 1% lo
hace exclusivamente con Y/Y'. En
ninguno de estos cstudios se aportd
una correlacion con la clinica de los
pacientes.

El hallazgo de que la proteina
SS5B/La formaba particulas ribonu-
cleoproteicas (RNP) con transcritos
recién formados de la ARN polime-
rasa IIl, condujo a pensar que po-
dria tener un papel impoertante en la
transcripcion v actuar como cofac-
tor de esta enzima®. Gottlieh v
Steiz demostraron que  efectiva-
menie esta protema era un factor
de transcripeion de la ARN peliune-
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rasa Il v que actuaba en la termna-
cion v liberacion de transcritos®. Se
ha comprebado que la transcripcion
mediada por esta enzima se inhibe
fuertemente cuando se depleciona
SSB/La con anticuerpos anti-La pu-
diendo revertirse ésta al adadir otra
vez la proteina*’, Se sabe que la
as0C1acion a estos transcritos recien
sintetizados ocurre en el donunio
X/X' (fig. 2}, ¥ que para esta uridn
se requieren® 4+ tres o mds resi-
duos de U seguidos de un grupo OH
en el exiremo 3',

Los ARN a los que se asocia SSBY/
La incluyen entre otros pre-ARNt,
precursores de 55 ARN, Ul ARN
{transcrito por la ARN polimerasa
1D, 4.58 ARN, 78 ARN (en células
Raji), 7.25 ARN (células Hel.a), Y5
RNA y algunos RNA codificados
por virus como VAL v VAII de ade-
novirus v EBER 1 v 2 de Epstein-
Barr (EBY) entre otros?"- (tabla ).

| 1nmunoiogia_
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Mcneilage et al® encontraron
aue 34 de 34 sueros con actividad
anti-55hH/La inmunoprecipitaban
EBER 1 v 2 en lineas celulares
trausformadas por este virus. La
asoclacion de estos pequenos KNA
codificaans por EBY con la proteina
SsBiLa. junto at hecho de que
EBER 1 v 2 :on franseriios por la
ARN polimerasa [l suglere que
EBV nuede estar involucrado e ini-
Clar g respuesta auloinmune hacia
esle antigena en una persona pre-
dispuesta genéncamente a padecer
55 ' Babooman et al”’ propusieron
Ll poslble mecanismo de autoinmu-
nmizacion ab demostrar que la infec-
cion de glandulas salivales con ade-
novirus 2 conduce tanto a un au-
mento en [ concentracion del anti-
gENO COMmoO g sU expresion en la
superhcie celular, 10 que provocaria
una respuesta celuiar y humoral di-
rigida no =olo a antigenos virales,
30 a4 4 pronm molecula expresada
en membrana, originandose la infla-
macion caracteristica del 55,

En 1485, Chambers et al- aisla-
ron por primers vez clones de ADN
genomico v ADNc de la proteina
S5B{La humana. l.a naturaleza de ia
proteina obtenida se encontro que
era hidrefilica con un 40% de resi-
duos cargados, corroborando los es-
tudios previos sobre su naturaleza
soluble".

En la nutad de la molécula se
observo una larpa zona de alrededor
de 130 aminoacidos con estructura
en alfa-hélice que poseia un epitopo
fuertermente imunorreactivo v que
contenia la secuencia RNP consen-
so caracteristica de proteinas que
unen ARN (zabla II. Esta region
estd incluwida en la mayoria de las
proteimas eucariotas que unen aci-
dos nucleicos’ 47,

Se ha encontrado una gran seme-
janza entre SSB/La y la DNA-
binding protein (DBP) de 72 kD
presente en adenovirus (tabla [J1).
Las dos son fosfoproteinas con muil-
tiples puntos isocléctricos que se
han relacionado con el grado de fos-
forilacion, v en ambas esta fosforila-
cién ocurre en residuos de serina v
trennina ™. Ademas, 1a DBP de ade-
novirus contlene también dos domi-
nios de 44 v 26 kD resistentes a
proteasas, de los cuales el de mayor
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tamasic y rico en metionina, une
ADN, participa en la replicacién de
ADN viral, especialmente e los pa-
sos de iniciacion y elongacién de la
cadena, y se ha visto que estd muy
conservado entre distintos subgru-
pos de adenovirus. En el caso de
SSB/La, el sitio de union a ARN se
encuentra también en el dominio
mayor X/X’, aunque no se ha estu-
diado*!** si esta regién estdi mds
conservada que el dominio Y/{Y".

Caracterizacion molecular
y mapeo de autoepitopos
en SSB/La

La posibilidad de obtener grandes
cantidades de este antigeno para su
estudio y aplicacién al diagnéstico
de las enfermedades autoinmunes
se ha visto dificultada por el bajo
rendimiento obtenido, menos del
7% en los procesos de purificacion
convencionales®,

El emplec de tecnologia basada
en ADN recombinante ha posibilita-
do tanto la obtencién de cantidades
suficientes de este antigeno para el
morntaje de técnicas de uso diagnds-
tico, como la caracterizacion de los
autoepitopos reconocidos.

En 1985, Chambers et al*® aisla-
ron por primera vez clones de
ADNc de la proteina de higado hu-
mano a partir de bibliotecas gend-
micas construidas en Agtll. Los
clones de ADNc obtenidos se ex-
presaron en E. coli como proteinas
de fusion comprobandose la exis-
tencia de un inserto de 390 pares
de bases que producia una proteina
de fusién de 129 kD), alrededor de
13 kD mayor que la betagalactosi-
dasa, v que se encontrd reactiva
con anticuerpos anti-SSB/La, De
este inserto de 390 pares de bases,
se vio que 360 codificaban para 122
aminoacidos de la region carboxilo-
terminal de la proteina. En otro in-
serto de ADNc, se encontrd que la
* secuencia codificante incluia sélo
los 55 aminoacidos carboxilotermi-
nales. Debido a que este segundo
clon también reaccioné con anti-
cuerpos anti-55B/La, se concluyé
que al menos un sitio antigénico re-
sidia en esta region de la molécula
que constituye el 12% de la protei-
na humana.
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Al secuenciar esta region, se ob-
servo un alto contenido en amino-
dcidos hidrofébicos. Por andlisis de
hidrofilicidad, se identificé un deca-
peptido situado entre los aminocaci-
dos 40 v 49 con una alta probabili-
dad de ser expuesto en la superficie
¥, por tanto, de ser un determinan-
te antigénico.

Posteriormente Sturgess et al™
aislaron clones de ADNc humano de
esta molécula a partir de bibliotecas
construidas en Agtl0.

La sonda utilizada para la detec-
cion de este ADNc se obtuvo a par-
tir de la secuencia publicada ante-
riormente por el grupo de Cham-

. bers. El ADNc de la proteina fue

subclonado y expresado en E. colt
como proteina de fusién, detectan-
do al analizar los lisados de cultivos
un polipéptido de aproximadamente
40 kD que reacciono con todos los
sueros con actividad anti-La no ha-
ciéndolo con los que carecian de
esta actividad.

Al comparar esta secuencia con
la publicada previamente, se obser-
v( que ambos clones poseian una
secuencia idéntica de 132 bases
hasta que se alteraba una citosina.
Esto provoco que en el clon descri-
to por Chambers et al® se alterara
el marco de lectura credndose un
codon de terminacion en posicion
165, mientras que €ste continuaba
926 bases.

Para el mapeo de autoepitopos
generaron fragmentos no solapan-
tes del ADNc de 55B/La por medio
de una combinacion de digestiones
enzimdticas, ligindose en vectores
de expresion de la serie plUR. El
subclén La I (bases 1 a 251) no se
mostré inmunorreactivo con sueros
antt-5SB/La. El subclén La Il (bases
252 a 755) no produjo proteina de
fusion estable. El subclon La II
(756 a 3') produjo una proteina muy
inmunorreactiva, lo que demostrd
la existencia de al menos un epitopo
en los 103 aminodcidos de la region
carboxiloterminal. No obstante, no
se pudo excluir la presencia de otro
autoepitopo en el subcicn La II de-
bido a que se produjo proteina de
fusion estable. Del misme modo, se
postuld que la propia fragmentacion
podria haber destruido algun otro
epitopo adicional.

Simultdneamente a los trahajos del
grupo de Sturgess, Rauh et al*? situa-
ron al menos 3 epitopos en la mitad
carboxiloterminal de la molécula.

A partir de una biblioteca de
ADNc de la proteina de higado hu-
mano construida en Agtll, aislaron
un clon que reaccionaba con una
mezcla de suero de pacientes con
LES y SS.

Al secuenciarlo obtuvieron una
secuencia nucleotidica que codifica-
da para un polipéptido de 296 ami-
nodacidos, cuyo tamario era aproxi-
madamente de 33 kD, v que daba
cuenta del 70% de la proteina com-
pleta. La identificacién tanto del si-
tio como de la senial de poliadenila-
cion indicé que se trataba de la
region carboxiloterminal. Se obser-
varon 2 metioninas en la region
aminoterminal, asi como 7 serinas
en la porcion carboxiloterminal, co-
rroborando los estudios previos de
Chan et al*.

Para definir los autoepitopos en
esta molécula, se expresaron frag-
mentos solapantes del inserto en E.
coli y se analizaron las proteinas
recombinantes con antisuero anti-
SSB/La. Los resultados mostraron
la existencia de tres regiones anti-
génicas en la mitad terminal de la
molécula denomindndolas La A (re-
siduos 112-180), La B (residuos
181-233) v La C (234-268). Anti-
cuerpos eluidos de la interaccion
con cualguiera de estas proteinas
no mostraron reactividad cruzada
con las otras, indicando que estos
epitopos no estan relacionados in-
munoldgicamente.

La localizacion de estos ires epi-
topos en la molécula no pudo ex-
cluir la existencia de otros, va que,
aparte de que el clon aisiade por
Chambers et al'’ no se incluia en
esta secuencia, pueden existr otros
determinantes antigénicos que sdlo
se reconozcan en la conformacidn
nativa de la proteina®™,

El grupo de St. Clair et al® aislo
clones de ADNc correspondientes a
la proteina humana completa. A
partir de aqui, v utilizando el vector
de expresion Agtll expresado en £.
colt Y1089, obtuvieron tres frag-
mentos representativos de ia totak-
dad de la molécula como protemas
de fusion a betagalactosidasa.



Al analizar la reactividad por me-
dio de un ensayo en fase sélida®,
encontraren que los anticuerpos an-
ti-La reconocian los tres, aunque en
distinta medida. En la mayoria de
los sueras, el fragmento correspon-
diente a la regién media de la molé-
cula (La C) se motra como el mas
inmunorreactivo, produciendo nive-
les de unién comparables con los
obtenidos frente al fragmento que
definia {as fres cuartas partes de la
region carboxiloterminal de la se-
cuencia {La B). La reactividad fren-
te a la region aminoterminal (La A)
se mostrd intermedia, mientra que
la encontrada frente a La D {regién
carboxiloterminal) fue la mas debl.

En los trabajos de Chambers et
al™, se obtuvo una secuencia parcial
de 55 amnodcidos carboxilotermi-
nales de la proteina SSBflLa. Sin
embargo, el error de omision de
una citosina aiteraba el marco de
lectura de manera que aparecia un
codon de terminacion prematuro.
Con el aislamiento y expresion de
clones ADNc adicionales, se com-
probo que esta secuencia realmente
residia en la region aminoterminal
(definida aqui como La A}.

J.os resuitados obtenidos por St.
Clair et al concidieron parcialmen-
te con los publicados por el grupo
de Sturgess™ en los que también se
encontro que la region carboxiloter-
minal de SSBfLa contenia un epito-
po inmunorreactivo. Sin embargo,
€n sus experimentos no consiguie-
ron una protena de fusion estable
que expresara la region media. Por
otra parte, este mismo grupo no
observé ningin epitopo situado en
la porcign aminoterminal, debiéndo-
se esta falta de reactividad a que su
secuencia carecia de 52 ammoaci-
dos aminoterminales presentes en
La A, e incluia 37 residuos que en
esta regién no se encuentran.

McNeijlage et al*® han descrito la
existencia de un epitopo discontinuo
" en 55B/La. Para ello obtuvieron por
PCR seis fragmentos solapantes de
la regién de ADN correspondiente a
107 aminodcidos del extremo amnu-
noterminai. Después de subclonar-
los en pGEX-2 y expresarlos como
proteina de fusion a glutation S
transferasa, analizaron la reactivi-
dad de los péptidos obtenidos, en-
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contrando que los sueros con activi-
dad anti-S5B/La sélo reaccionaban
con La Al (residuos 12-107) v La
A4 (residuos 1-99) no haciéndolo
con ninguno de los fragmentos res-
tantes. Esto, junto al hecho de que
las regiones 12-28 v 82-99 solo es-
taban presentes en estos dos frag-
mentos, permiti¢ a este grupo defi-
nir un epitopo discontinuo o confor-
macional,

La obtencidn de clones de ADNc
que expresan fragmentos de SSB/
La ha permitido localizar los frag-
mentos imunorreactivos de esta
motécula, indicando que multiples
epitopos son reconocidos por sue-

. ros autoinmunes. Esto apovaria la

idea de que las reactividades cruza-
das no son la dnica causa de que un
antigeno propio se reconozca como
extrafol®,

No obstante, el andlisis de auto-
epitopos por técnicas basadas en
ADN recombinante se enfrenta a
una serie de inconvenientes como
son el hecho de que Ja utilizacion de
fragmentos de aproximadamente
100 residuos, puede traer consigo
el enmascaramiento de algun epito-
po preferencial dentro de la res-
puesta policlonal del suero, Del mis-
mo modo, la propia fragmentacion
puede originar la desaparicién de
algiin determinante antigénico pre-
sente en esta secuencia. Igualmen-
te, hay que valorar las posibles mo-
dificaciones estructurales que pue-
da sufrir la proteina debidas tanto a
su fusion a betagalactosidasa como
a su obtencion de fuentes procario-
tas. Es posible que los fragmentos
obtenidos a partir de la molécula
completa no guarden la misma es-
tructura tridimensional que en la
proteina nativa, existiendo ademds
la posibili¢:d de que no todos pre-
senten sus epitopos con igual efica-
cia. Para ser capaces de valorar
este hecho, se requeririan estudios
de estructura tridimensional que en
el caso de esta molécula no se han
realizado.

Sin embargo, estudios de inhibi-
cién realizados entre la proteina re-
combinante y la obtenida de fuentes
tisulares muestran que, en general,
hay una sim:' ridad entre los deter-
minantes an . ,;énicos expresados en
los fragmentos recombinantes y

aquellos presentes en proteinas de
mamifero?,

Aplicaciones del antigeno
SSB/La obtenide de forma
recombinante

Los estudios llevados a cabo con
este antigeno obtenido de forma re-
combinante se han encaminadc a
definir la especificidad de epitopas
reconocidos por sueros autoinmu-
nes y a buscar correlaciones con
manifestaciones clinicas particu-
lares.

St. Clair et al®" desarrollaron un
ensavo de ELISA con antigeno re-
combinante humano representativo
de la proteina compileta, asi como
de las regiones amino (La A), media
(La C) y carboxiloterminal (La D).

Con este ensayo se buscéd definir
la especificidad de respuesta en 41
pacientes con S5 primario de los
cuales 21 presentaban manifesta-
ciones extraglandulares, y en diez
con 55 asociado a otras enfermeda-
des del tejido conjuntivo.

En 31 de 51 pacientes se observé
reactividad con la molécula compie-
ta; del total de pacientes, 25 de 41
padecian SS primario y 6 de 10 S5
asociado a otras manifestaciones.
En este grupo de 31 suercs con
actividad anti-La, 26 reaccionaban
conla A, 18 conLaCysdlo 13 lo
hacia con La D, indicando-un patrén
preferencial de reactividad hacia La
AyLaC.

Aun cuando se observoque Ay C
eran los mds inmunorreactives, la
union absoluta v relativa por ELI-
SA, se encontrd que diferia entre
los sueros. Los resultados indicaron
que estos pacientes producian anti-
cuerpos frente a, como minimo, 3
epitopos distintos en el antigeno
SSB/La.

Otro dato importante es que no
se observaron diferencias en la
unién a los tres fragmentos entre
los pacientes con SS primario y 85
asociado. Lo que si se demostro fue
una mayor prevalencia de reactivi-
dad en los individuos con manifesta-
ciones extraglanduiares (15 de 21)
que sin ella (10 de 20).

Al analizar si existia correlacicn
entre una manifestaciéon extraglan-
dular concreta y una especificicad
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de epitopo dada no se encontrd, su-
giriendo gue la expresién clinica de
enfermedad extraglandular en SS
ne depende estrictamente de una
respuesta de autoanticuerpos fren-
te a un determinante antigénico
particular.

Gordon et al®® desarrollaron otro
ensayo de ELISA para analizar si
hay correlacién entre la cantidad de
anticuerpo anti-5SB/La y la hiper-
gammaglobulinemia vista en pacilen-
tes con 5S primario, encontrando
que la cantidad de anticuerpo espe-
cifico medida en 84 sueros variaba
entre 0,02 v 11 mg/ml, con un 61%
de los sueros con concentraciones
superiores a 1 mgiml, contribuyen-
do notablemente, por tanto, a la hi-
pergammaglobulinemia. También se
observé una variacion considera-
ble entre las tres proteinas de fu-
sion (La A: 0,7, La C: 0,3, La D:
0,034 mg/ml).

Sin embargo, en algunos pacien-
tes con hipergammaglobulinemia y
bajas cantidades de anticuerpos an-
ti-La, no se observo correlacion en-
tre los niveles de esta actividad y Ia
1gG total. Las causas de esta falta
de correlacion no estdn claras,
como tampoco o estd la relacién
entre la respuesta a esta proteina y
los niveles elevados de 1gG con la
patogenia de SS.

No obstanteslo que si parece in-
dicar, apoyandose en estudios en
los que fluctuaciones en las concen-
traciones de este autcanticuerpo no
estan unidas a cambios en los nive-
les de IgG, es que la regulacion de
autoanticuerpos frente a esta pro-
teina es independiente de otras in-
munoglobulinas, apoyando la idea
de que estos autoanticuerpos son
generados por autoinmunizacién
mds que por activacion policlonal B
indiscriminada.

ANTICUERPOS ANTI-Sm
Y U1 RNP

En el arno 1959, Holman et al®
describen por primera vez la pre-
sencia en el suero de pacientes con
LES, de anticuerpos reactivos con
un antigeno nuclear distinto de
ADN y nucleoproteina. Poco des-
pués, Tan y Kunkel™ demuestran
que una proporcion significativa de
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sueros de estos pacientes presentan
una banda de precipitacidn en gel
cuando se enfrentan a extractos ti-
sulares solubles. Uno de estos sue-
ros pertenecia a un paciente cuyas
iniciales del primer apellido eran
Sm, por lo que se adopto este nom-
bre para el antigeno.

Pocos anos después de que Tany
Kunkel describieran el sistema Sm
anti-Sm, Mattioli y Reichlin encon-
traron la presencia en el suerg de
un pactente con LES de anticuerpos
frente a un antigeno muy lbil®.
Debido a que los tratamientos del
extracto antigénico con tripsina ¥
ARNasa hacian que éste perdiera la
capacidad de reaccionar con los
sueros, lo defimeron como ribonu-
cleoproteina. Siguiendo la nomen-
clatura empleada por Tan v Kunkel,
llamaron a este antigeno Mo, no-
menclatura que posteriormente se-
ria sustituida por Ul RNP.

Los anticuerpos anti-Sm y anti-
U1l RNP reconocen pequenas parti-
culas ribonucieoproteicas (RNP)
presentes en el nicleo de todas las
células eucariotas {tabla 1)’*% La
primera evidencia de que existen
dos formas moleculares reconocidas
por ambos tipos de sueros, la obtu-
vieron Mattioli v Reichlin analizan-
do sueros con actividad anti-Sm v
anti-RNP por técnicas de inmunedi-
fusion en gel. La identificacién de
bandas de identidad parcial entre
ambos tipos de sueros, les lleva a
pensar que ambos comparten un de-
terminante antigénico, o gue algu-
nas moléculas de Sm y RNP estdn
fisicamente asociadas®.

La evidencia definitiva de la exis-
tencia de dos formas moleculares,
una que contiene determinantes an-
tigénicos exclusivos de Sm, y otra
que contiene determinantes de Sm
y RNP, la aportaron Lerner et al al
analizar la naturaleza de las particu-
las reconocidas par ambos tipos de
sueros®™. Utilizando técnicas de in-
muncprecipitacién, describieron los
componentes de ARN y proteina de
estas particulas, encontrando que
antisberos  anti-Sm  precipitan
5 ARN pequerios de la serte U (defi-
nidos asi por su alto contenido en
uracilo) denominados U1, U2, U4,
Us y U6, mientras que los anti-
RNP silo precipitan el ARN Ul

Esto les llevo a postular que si las
particulas ribonucleoproteicas son
consideradas una familia, los sueros
con actividad anti-Sm precipitan to-
dos los miembros de ésta, mientras
que los anti-RNP sdlo o hacen con
uno, Estos resultados volvieron a
sugerir que los determinantes anti-
génicos reconocidos por ambos ti-
pos de sueros eran distintos, dato
que se comprobo al encontrar que
sueros que contienen exclusivamen-
te anticuerpos anti-RNP, no son ca-
paces de inhibir la unién de un anti-
cuerpo monoclonal anti-Sm de raton
MRL a antigeno de timo de co-
nejo™,

El componente ARN de estas
particulas se agrupa dentro de la
misma familia debido a que todos,
con la excepcion de U6, poseen una
estructura trimetit cap en el extre-
mo 5 terminal, asi como una
secuencia  interna  del tipo
AUUUULG referida comunmente
como sitio de unién Sm a traves dej
cual interaccionan estos ARN con
las proteinas®* =, En mamiferos se
han descrito al menos 13 ARN de la
serie U, la mavoria de las cuales se
ha demosrado que existen formando
complejos con proteinas en forma
de pequelias particulas ribonucleo-
proteicas (snRNP). Las sukRNP mds
abundantes son U1, U2, U5 v U4/
U6, estimdndose que existen alre-
dedor de 2x1(F copias de U5 y U4/
U6, y 10% copias de Ul y U2 por
célula de mamifero®, Todas estas
snRNP se localizan dentro del nu-
cleoplasma v son precipitadas por
anticuerpos anti-Sm (tabla IV),

Debido a que el componente pro-
teico de estas particulas es requeri-
do para su antigenicidad®’, la aplica-
cion de técnicas de WB ha permiti-
do analizar tanto los polipéptidos
presentes, como los patrones de
reactividad de sueros autoinmu-
nes® 86 Actualmente se acepta la
existencia de una serie de polipepti-
dos comunes conocidos como pro-
teinas del core, vy que en humanos
se denominan B, B, D, E, F vy G con
pesos moleculares de 29, 28, 16,
12, 11 y 9 ki), respectivamente.
Ademds de estas proteinas comu-
nes, algunas particulas nbonucieo-
proteicas contienen polipéptidos ex-
clusivos que las caracterizan. Asi,
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TABLA IV. Composicion y reactividad de autoanticuerpos
de las particulas ribonucleoproteicas de la serie U

Parteula Polipepudos ARN 1 w:f‘xf]'(_"&:;:fm
Ul RNP 70 kD, A (33), C (22), U1 Anti-Sm, anti-Ul RNP
‘ B'/B (29/28). D (16),
. EQ2y, FQAQl) vy G
. U2 RNP AT (31, B” {26.5), Uz Anti-Sm, anti-U2 RNP
BB DLEFvG
U5 RNP 8 proteinas®, B'/B, D, Us Anti-Sm, anti-U> RNP
E, FyG :
U4/Us RNP 150 kD, B/B. D, E, !
Fvi U4/U6  Ant-Sm, anu-U4/U6 RNP

Entre parentess se express of peso molecular de cada polpeptido,
*La partwula U5 contiene ovho pulipeptidos v dos anticuerpos anti-U'3 KNP se unen al menos cuatro de

elios.

U1l RNP incluve los polipéptidos A
(33 kI € 22 kD) v 70 kD, v U2
RNP las protemas A" (31 kD) v B”
(26,5 kD) (tabla IV).

Mientras que los anticuerpos an-
ti-Sm reconocen las proteinas B', B,
D, E, F v GG comunes a todas estas
particulas, los polipéptidos exclusi-
vos de un tipo de particula RNP
también son reconocidos por sueros
automnmunes. Asi, los anticuerpos
anti-U1 RNP reconocen las protei-
nas A, C y 70 kD exclusivas de U1,
mientras que anticuerpos anti-UZ2
RNP reaccionan con tos polipépti-
dos A’ y B” de U2 RNP (tabla IV).

Habets et al®® analizaron por WB
la reactividad de sueros anti-Sm y
anti-Ul RNP con los polipéptidos
de estas particulas, encogtrando
que la mayoria de los gque poseen
actividad anti-Sm reconocen el do-
blete B'/B junto con el polipéptido
D, mientras que los sueros anti-Ul
RNP, aunque reconocen B’/B débil-
mente, reaccionan con preferencia
con las proteinas de 70 kDD, Ay C
especificas de Ul.

Las primeras aproximaci:es al
estudio de la funcidn de estas
snRNP vinieron de los trabajos lle-
vados a cabo por Lernet et ai*® quie-
nes comprobaron la existencia de
una secuencia en el extremo 5’ de
U1l ARN exactamente complemen-
taria a una secuencia comun a todos
los precursores de ARN mensajero.
Esto les llevod a postular una partici-
pacién activa de Ul RNP en el pro-
cesamiento de ARN, dato que fue
comprobade al demostrarse Ia inhi-
bicion de este mecanisme por me-
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dio de sueros con actividades anti-
Sm v anti-U1 RNP.

Actualmente hay ewvidencias de
que estas particulas snRNP desem-
penan un papet activo en el procesa-
miento de transcritos recien sinteti-
zados de ARN o pre-ARNm, partici-
pando en la eliminacion de regiones
no codificadoras o intrones y en el
posierior religamientc de secuen-
cias codificadoras adyacentes o exo-
nes {tabla I)* Las particulas
snRNP se organizan en un complejo
macromolecular llamado cuerpo de
procesamiento o esplicecsoma ori-
ginado inicialmente por el aparea-
miento enire el extremo 5’ de Ul
ARN vy el sitio 5” de procesamiento
y para el que se requiere la presen-
cia de las proteinas de Ul RNP*.
En la rotura del sitio de procesa-
miento ', un residuo de guanina 5’
terminal del intron forma un enlace
fosfodiéster con un residuo de ade-
nina localizado en una secuencia
conservada conocida como el sitio
de ramificacién situado de 20 a 50
nucledtidos upstream del sitio 3° de
procesamiento. Este paso requiere
la union de U2 RNP, asi como de
proteinas auxiliares. Posteriormen-
te, €l corte se da en el sitio 3’ de
procesamiento participande activa-
mente U5 RNP. La particula U4/
U6 sirve como catalizador de esta
reaccion que origina la liberacion
del mtron y la posterior unicn de
exones advacentes®”,

Como cabria esperar por su papel
activo en el procesamiento de pre-
ARNm, tanto el componente protei-
co como los U ARN se encuentran

O GARUIA LEEMA ET AL CARAUTERISTICAS MOLECULARES DE LOS ALTOANTIGENGS §5A4/R:, S5BLa Y wnRNP i3m ¥ 173 RNPY

altamente conservados en la evolu-
cion»* Y [ erner et al® analizaron
el grado de conservacion de estos
autoantigenos empleandn para ello
anticuerpos anti-Sm y anti U1-RNP
en estudios de inmunoprecipitacion
de material marcado con **P proce-
dente de células de varias especies,
encontrando que estos sueros pre-
cipitaban saRNP tanto de humano,
raton ¢ pollo como de insectos.

Los anticuerpos anti-Sm se dan
aproximadamente en el 25% de los
pacientes con LES, mientras que
los anti-Ul RNP aparecen con una
frecuencia que oscila entre un 25 y
un 30% de mndividuos con LES, nor-
maimente asociados a la aparicion
stimultanea de anticuerpos anti-sm.
Cuando los anti-U1 RNP se dan so-
los v en titule alto, se considera
marcador de la EMTC, entidad en
la que aparecen con una incidencia
del 85%He ™,

Clonaje y caracterizacion
molecular de los polipéptidos
snRNP

Proletnas del core

Polipeptido/s B’B. Dentro del
grupo de polipéptidos comunes a to-
das las particuias ribonucleoprotei-
cas, las proteinas B'/B son, junto al
polipéptido D, las mds antigénicas.
Mientras que algunos autores pos-
tulan, basandose en un patron de
protedlisis semejante, que B'/B son
los productos traslacionales de un
mismo ARNm vy que una modifica-
cion covalente ¢ una rotura proteo-
litica origina una especie a partir de
la otra’™, otros hablan de la existen-
cia de dos especies de ARNm sepa-
radas-. Ambos polipéptidos estan
presentes en todos los tejdos hu-
manos excepto B’ que no aparece
en células neuronales. Estas dltimas
contienen fa preteina N que, asnque
también pertenece al grupo de pro-
teinas del core v posee un pese mo-
lecular parecido al de B', es el pro-
ducto de un gen separado®.

Ohosone et al’’ aislaron en 1989
clones de ADNc¢ de la proteina B.
Utilizando un primer clon que po-
sefa una secuencia de 780 bases
codificante para un segmento del
polipéptido B reconocido exclusiva-
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mente por sueros con actividad an-
ti-Sm y anti-Ul RNP, aislaron clo-
nes que contenian un inserto ma-
yor, ¥ que codificaban para el poli-
péptido B completo con 285 ami-
nodcidos y un peso molecular esti-
mado de 29,6 kD.

Al analizar la secuencia se encon-
tré un alto porcentaje de prolinas
(20%), una estrecha homologia con
la proteina N de Sm, asi como
la existencia de un motive PP/
aPGMR/iPP que se postula que
puede intervenir en la interaccion
proteina-proteina de las particulas
RNP (tabla II).

En este mismo ano, Rokeach et
al™ describieron el aislamiento de
clones de ADNc que codifican para
ambos polipéptidos. Para ello cons-
truyeron a partir de céiulas Raji una
biblioteca de ADNc en Agt10, Para
Ia locatizacion de los clones sinteti-
zaron una sonda basdndose en la
identidad de la secuencia aminoter-
minal de B’ v B.

En la estructura secundaria se
localizaron una serie de regiones hi-
drofilicas e hidrofdbicas alternantes
a lo largo de la molécula, asi como
una marcada predisposicién a for-
mar giros beta que podrian ser sus-
ceptibles de constituir un determn-
nante antigémco. Igualmente, se
identifico el motivo PP/faPGMR/iPP
encontrado en B (tabia II).

Simultéaneamente a este trabajo,
Sharpe et al™ utilizaron un anti-
cuerpo monoclonal anti-Sm  para
analizar una biblioteca de ADNc de
células HeLa en Agtll. La identifi-
cacién de un clon con un inserto de
700 pares de bases y la posterior
expresién como proteina de fusidn a
betagalactosidasa, les permitié
comprobar la reactividad con sue-
ros con actividad anti-Sm. La se-
cuencia descrita fue semejante a la
obtenida por Rokeach et al™.

El clonaje y la obtencion de la
secuencia de estos polipéptidos ha
permutido discutir sobre la naturale-
za de las proteinas B’ y B reconoci-
das por los sueros anti-Sm. Aunque
los grupos de Rokeach y Sharpe™™
describen el ADNc obtenido como
responsable de la sintesis de los po-
lipéptidos B’ y B, el anilisis compa-
rativo de su secuencia con la descri-
ta por Qhosone et al”' para el
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polipéptido B, sugiere que el ADNc
clonado por los primeros codifica
exclusivamente para el polipéptido
B’ de Sm. La comparacién de las
secuencias obtenidas por estos gru-
pos no arroja diferencias significati-
vas salvo en ciertas posiciones de
divergencia entre B, B' v N. El poli-
péptido B’ carece de 50 aminodci-
dos de ia region carboxiloterminal
que si estdn presentes en B, apo-
yando la idea de mecanisinos de
procesamiento  alternativos para
cada uno de ellos a partir de un
unico transito de ARN, El reconoci-
miento simuitaneo de B’ v B por los
sueros autoinmunes sugiere la pre-
sencia de al menos un epitopo en las
regiones conservadas de estos poli-
péptidos y por extension de N.

En ambas proteinas se ha encon-
trado un alto porcentaje de prolinas
(aproximadamente ¢l 20%), carac-
teristica encontrada en otras pro-
teinas que unen dcidos nucleicos.
Sin embargo, no se ha identificado
la regién RNP consenso relacionada
con esta propiedad, lo que sugiere
que estos polipéptidos no interac-
cionan directamente con los ARN
de la serie U™

Polipéptide D. Dentro también
de los polipéptidos comunes a todas
las particulas ribonucleoproteicas,
el D de 16 kD es otro de los que
mayor antigenicidad posee. Aunque
normalmente su reconocimiento se
asocia al de las proteinas B'/B, se ha
descrito la existencia de sueros de
pacientes con LES y de anticuerpos
monoclonales anti-Sm que recono-
cen exclusivamente esta proteina,
postuldndose 1a existencia tanto de
epitopos compartidos con BB
como de epitopos unicos® .

En 1988, Rokeach et al™ aislaron
un clon de ADNc codificante para
este polipéptido. Para ello analiza-
ron una hiblioteca de ADNc de lin-
focitos B humanos construida en
Agtl0 con una sonda radiomarcada
obtenida a partir de la secuencia de
la region aminoterminal del polipép-
tido D aisiado de células HeLa.

En la estructura secundaria se
predijo la existencia de dos regiones
de cardcter altamente hidrofilico en
la mitad carboxiloterminal de la mo-
lécula; una localizada entre los resi-

duos 86 y 92 v con elevado conteni-
do en iisina, v otra formada por
repeticiones de la secuencia gly-
arg, sugiriéndose que estos dos do-
nminios permanecen expuestos en la
superficie de la mwolécula pudiende
constituir determinantes antigéni-
cos que son susceptibles de ser re-
conocidos.

A}l comparar la secuencia de este
polipéptido con la de otras proteinas
se encontrd, como cabria esperar
de una proteina con alto contendo
en lisina y arginina, una gran homo-
logia con una region conservada de
las protaminas, as1 como con el anti-
geno nuclear de Epstein-Barr EB-
NA-1 (tabla III). Sin embargo, tam-
poco pudo identificarse la secuencia
RNP consenso encontrada en pro-
teinas que unen ARN y ADN. Aun-
que el reconocimiento del polipepti-
do I} se suele asociar al de B'/B, no
se encontrd ninpguna homologla de
secuencia entre ambos, pudiendo
explicarse esta reactividad cruzada
por la existencia de epitopos aita-
mente conformacionales reconaci-
dos simultdneamente en ambas pro-
teinas.

Polipéptido E. Este polipéptido
de 12 kD perteneciente también al
grupo de proteinas del core, rara-
mente se reconoce por los sueros
anti-Sm. Debido a esto, el clonaje y
secuenclacion de esta proteina se
ha dirigido mas al andlisis de su
papel en las particulas ribonuclen-
proteicas.

En 1988, Stanford et al** aislaron
un clon de ADNc de la proteina E.
Utilizando un clon de ADNc parcial
obtenido anteriermente’™, analiza-
ron una biblioteca de ADNc de céiu-
las de teratoma humano, aislando
un clon cuyoe producto primario de
traslacion codificaba para un poli-
péptido de 10,8 kD reactive con
anticuerpos anti-Sm.

Al comparar la secuencia con
otras publicadas previamente, no
encontraron homolegias con protei-
nas que unen acidos nucleicos. La
secuencia RNP consenso tampoco
aparecié en este polipéptido, por io
que se sugirly que esta proteina
tampoco es responsable de la inte-
raccion con el sitio de unidn Sm de
los ARN de la serie U%56
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No obstante, se encontro que €l
polipéptido E presentaba homologia
de secuencia con ia pruteina riboso-
mal de levadura war! (abla {II)
identificandose 31  sustituciones
conservadas v 17 posiciones de
identidad entre ambas, apoyando
los comentarios de algunos autores
que hablan de una similaridad entre
el cuerpo de procesamiento o espli-
ceosoma en el que estas proteinas
participan activamente, v el riboso-
ma. La aparicion de anticuerpos an-
tirribosomales en el suero de pa-
cientes con LES se suele asociar
con la aparicién simultdnea de ani-
cuerpos anti-Sm".

Polipeépiidos exclusivos de Ul RNP

La demostracion™ de la existen-
cla de autoanticuerpos que precipi-
tan exclusivamente la particula U2
ha permitido definir seroldgicamen-
te un sindrome caractenzado por
una combinacion de caracteristicas
del LES, esclerosis sistemica y poli-
miositis. Este sindrome conocido
camo EMTC se caracteriza por la
elevada frecuencia de zparicion de
autoanticuerpo anti-U1 RNP a titu-
los altos®™,

El hallazgo de que tres proteinas
de la particula ribenucleoproteica
U1, conocidas comoe A (33 kD), C
(22 kD) vy el polipéptido de 70 kD
son reconocidas por los anticuerpos
anti-Ul RNP, ha dirigido los estu-
dios a determinar la identidad y es-
pecificidad de reconccimiento de
estos autoantigenos®. Habes et al®’
encuientran que €l 87% de los sue-
ros con actividad antj-Ul RNP re-
conocen la proteina de 70 kD, el
67%, la proteina A, y el 60%, el
polipéptido C,

Polipeptido C de Ul RNP. Yama-
mots et al”’ obtuvieron en el afio
1988 el polipéptido C de Ul RNP
como proteina de fusion. Utilizando
- el suero de un paciente con altos
titulos de anticuerpos anti-Ul RNP,
identificaron un clon de ADNc obte-
nido a partir de una biblioteca de
fibroblastos humanos construida en
Agt1l. Al analizar la secuencia de
esta protema no se encontré homo-
[ogia significativa con ninguna de
las proteimas clonadas hasta el mo-
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mento’. Si se identificd en cambio
el motive PP/aPGMR/iPP descrito
en las proteinas B'/B y que se pos-
tula puede intervenir en la interac-
cion proteina-proteina de las parti-
cula RNP {tabla II).

Polipéptido A de UL RNP. Sille-
kens et al™, utilizando el suero de
un paciente con EMTC, analizaron
una biblioteca de ADNc preparada a
partir de células de teratocarcino-
ma humano, identificando un clon
gue posela la secuencia completa
del polipeptido A de 32 kD.

En la secuencia de amincdcidos
deducida se identificaron dos regio-
nes sittadas en las mitades carboxi-
le v aminoterminal con una elevada
homologia con ta proteina B” de ia
particula U2 RNP, apovando los
trabajos previos de Reuter et al™ en
los que demuestran utilizande un
anticuerpo monoclonal, que ei poli-
péptide B asociade a U2 RNP
comparte un epitopo con esta pro-
teina. Ademads, en una de estas re-
giones de homologia con B, con-
cretamente enire los amimodcidos
52 y 59, se wdentifico el octamero
RNP consenso descrito en otros au-
toantigenos como SSA/Ro, SSB/La
y la proteina de 70 ki) asociada a
Ul RNP#-252%  Apdlogamente a
las proteinas B, B’ v C, se localizé
un segmento con un elevado conte-
nido en prolina (tabia II).

Polipéptido de 70 kD asoctado a
U1 RNP. Theissen et al®, utilizan-
do antisueros poli y monoclonales
especificos de este polipéptido, ais-
laron un clon de ADNce que codifi-
caba para esta molécula.

Al secuenciar el inserto de 2,7 kb
que poseia este clon, encontrarcn
que cerca det 209% de los aminodci-
dos eran argininas. El perfil de hi-
frofobicidad reveld pacas regiones
hidrofébicas, encontrando que la
mayor parte de la proteina presen-
taba una elevada hidrofilicidad, en
especial [a region carboxiloterminal
en la que se localizé una zona de
aproximadamente 40 aminodcidos
con un elevado contenido en argini-
nas (50%?). De forma semelante a lo
observado en las protaninas, la ma-
yoria de [as argininas se situaban en
grupos de tres o cuatro separadas

por serinas o aminocdcidos dcidos.
Esta region rica en argininas, se
postila que puede participar activa-
mente en la unién de esta proteina
con el RNA U1 al identificarse una
secuencia RNP  consenso  (ta-
bia H)*.

Utilizacion de polipéptidos
RNP recombinantes en el
diagnostico clinico

Habets et al* desarrollaron en
1989 un ensavo de ELISA con los
polipéptidos B”, A y 70 kD obteni-
dos come proteinas de fusidn a be-
tagalactosidasa. v compararon los
resultados obtenidos en una pobla-
cion de 337 muesiras de pacientes
con enfermedades autoinmunes y
66 individuos sanocs, con los aporta-
dos por WB de extracto nuclear de
células HeLa. En el caso del poli-
péptido de 70 kD encontraron 35
sueros de sujetos con EMTC que
reaccionaban con esta proteina por
ambas técnicas ¥ 13 sueros postti-
vos en ELISA v negativos en WB.
Los resultados discordantes se jus-
tificaron por una mayor sensibilidad
de ELISA debido a que ningun sue-
ro normal dio positivo por esta téc-
nica. Aun asi, tampoco pudo descar-
tarse que en ELISA se mantengan
epitopos altamente conformaciona-
les que en e} WB desaparecen.

En el caso de los polipéptidos A v
B los resuitados, por lo general,
también correlacionaron. La apari-
cion de sueros positivos en WB vy
negativos por ELISA les hizo pen-
sar, basdndose en que estos sueres
presentaron anticuerpos antibeta-
galactosidasa, en una proximidad
entre los sitios de umon de ambas
poblaciones de anticuerpos. No obs-
tante, esta diferencia también pue-
de deberse a procesos de modifica-
cier sufridos por la obtencidén de
estas protefnas de fuentes proca-
riotas.

Seelig et al* desarrollaron en
1991 otro ensayo de ELISA para la
proteina de 70 kD obtenida de for-
ma recombininte. Para evitar los
problemas de inespecificidad provo-
cados por la fusion a betagalactosi-
dasa™, obtuviervn este polipéptido
como proteina de fusion a la polime-
rasa MS-2 del virus de ia hepatitis
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B frente a la que no se han detecta-
do anticuerpos naturales,

Con la proteina asi obtenida, de-
sarroflaron un ensayo de ELISA y
un WB con los que analizaron la
reactividad de sueros anti-U1l RNP.
De 793 sueros positivos por ELISA,
el 79% podian ser confirmados tam-
bién por WB. Esta diferencia se
postuld que podria deberse hien a
una mavor sensibilidad de la técnica
de ELISA, o a la existencia de un
subgrupo de sueros que reconocen
epitopos altamente conformaciona-
les en esta proteina.

A MODO DE CONCLUSION

Las asociaciones entre enferme-
dades autoinmunes como el LES o
el 5SS v la existencia de anticuerpos
dirigidos frente a particulas ribonu-
cleoproteicas como S538A/Ro, SSBY
La, Sm y U1 RNP, han conducido a
un estudio profundo sobre la natu-
raleza molecular de estos marcado-
res diagngsticos,

La aplicacion de técnicas de ADN
recombinante al estudio de estos
autcantigenos ha permitido la iden-
tificacién de caracteristicas estruc-
turales o motivos proteicos comu-
nes en muchos de eilos (tabla 1) ¥
que sugieren una estrecha relacion
en su reconocimiento. Debido a que
se trata de motivos proteicos alta-
mente conservados, se ha sugerido
que el sistema inmune puede res-
ponder a antigenos similares pre-
sentes en of{ros Organismos Cormo
protozoos o helmintos. Aunque se
ha encontrado poca reactividad de
anticuerpos frente a estos motivos,
se ha sugerido que pueden consti-
tuir epitopos reconocidos por la cé-
lula T7.

En las particulas ribonucleopro-
teicas pequenas de la serie U, la
identificacion del motive RNP con-
senso en los polipéptidos A y 70 kD
sugiere que ambos interaccionan di-
rectamente con el ARN U. La se-
cuencia PP/aPGMR/IPP identifica-
da en B'/B, C v A se ha implicado
mds en la interaccién proteina-
proteina en estas particulas™.

El andlisis de la secuencia de es-
tos autoantigenos ha permitido ade-
mas la identificacién de homologias
con proteinas no relacionadas (tabla
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D). Eo la calreticulina (SSA/Ro) se
ha encontrado una homologia del
63% con un antigeno del nemdtodo
Onchocerca volvulus™ ¥, Aunque
se han descrito anticuerpos que re-
conocen la calreticulina en ef suero
de sujetos parasitados por esta fila-
ria éstos no mantiestan clinica au-
toinmune, indicando que se necesi-
taria algo mds que una reactividad
cruzada para el desencadenamiento
de una enfermedad autoinmune®.
No obstante, la asociacion entre an-
ticuerpos anti-SSA/Ro v anticalreti-
culina no esta clara. Otra homologia
identificada es entre el polipéptido
S5A/Ro de 52 kD v 1a proteina #fp

‘humana. Sin embargo, anticuerpos

anti-Ro no reconocen esta protema,
apoyando el concepte de especifici-
dad antigenica de estos autoanti-
cuerpos™. En 55B/La se ha encon-
trado una homologia significativa
entre la region amingterminal de Ja
molécula y el polipéptido gag de
retrovirus felino, aunque esta re-
gion de homologia es solo una parte
de un epitopo conformacional de
SSB/La™". Ademas se ha iwdentifica-
do una homelogia estructural entre
S5B v ia proteina de 72 ki) de ade-
novirus®. En el polipéptide D de las
particulas ribonuclecproteicas de la
serie U, se ha encontrado una gran
homologia con una region conserva-
da de las protaminas, asi como con
el antigeno nuclear de Epstein-Barr
EBNA-1%

En el antigeno SSB/La, la obten-
cion de fragmentos parciales de la
molécula como proteinas de fusion
ha permitido identificar determi-
nantes antigénicos tanto lineales
como conformacionales'. Los estu-
dios realizados con el objetive de
encontrar correlaciones entre el re-
conocimiento de determinadas re-
giones en SSBflLa y una serie de
manifestaciones clinicas particufa-
res ne han dado ningun resultado
concluyente”.

La obtencidn de estos antigenos
coro proteinas de fusion ha permi-
tido el desarrcllo de procedimientos
de diagnostico aplicado a estas en-
fermedades. En algunos de ellos
se ha encontrado una buena co-
rrelacion entre la forma recom-
binante vy la obtenida de fuentes na-
turales® -~
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Evaluation of Recombinant Ro/SSA, La/SSB, Sm, and U1 RNP
Autoantigens in Clinical Diagnosis
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This study comprises an analysis of the
diagnostic usefulness of Ro/SSA, La/SSB,
Sm and U1 RNP autoantigens obtained by
DNA recombinant technolegy. We studied
the presence of these autoantibodies in 33
patients with systemic fupus erythematosus
(SL.E)and 30 normal individuals by enzyme-
linked iImmunoesorbent assay (ELISA) using
recombinant autoantigens and by Western
immunoblot with these same antigens ob-
tained from natura! sources (rabbit thymus
and human spleen). The strength of agree-
ment between results found with these two
techniques was moderate in the case of anti-
Ro/SSA (k= 0474, P < 0.001) and anti-Ut
RNP (k = 0.566. F < (.001) antibodies and
almost perfect in the case of anti-La/SSB
{(w=0871 P<0.001) and anti-Sm (x = 0.833,
P < 0.001). Furthermare, analysis of the dis-

agreement between the two techniques evi-
denced a measurement bias for anti-Ro/S5A
and antt-L1 BNP antibodies (Mc NEMAR'S
statistic 13 and 11, respectively) whose
direction, though difficuit to define in the ab-
sence of a gold standard for such determi-
nations, could be accounted for by the ELISA
technique’s greater fendency to preduce
positive results. Qur conclusion is that the
diagnostic usefulness of recombinant La/
SSB and Sm autoantigens has been salis-
factorily proven, whereas the case of the Ro/
SSA and U1 ANP systems shoutd be sub-
ject to further in-depth study of the auto-
epitopes recognised and the possible
modifications which the (atter might undergo
as a result of their obtension from proczriotic
SOUrces. @ 1995 Wiley-Liss, Inc

Key words: recombinant auteantigens, systemic lupus erythematosus

INTRODUCTION

Serum from patients with systenue lupus erythematosus
(SLE) frequently contains antibodies directed against a wide
range of self-antigens (1), including inghly conserved ribo-
nucieoprotein particles such as Ro/SSA (52-, 54-, and 60-kd
polypeptides), La/SSB (48-kd phosphoprotein) and snRNP
recognised by anti-Sm antibodies {B/B, D, E. F and G
polypeptides) and anti-U1 RNP (A-, C-, and 70-kd polypep-
tide associated 1o this particle) (21, Analysis of this antibody
response is of great value in reaching a firm diagnosis of SLE
and it 15 even widely accepted that the presence of certain
autoantibodies provides markers for a given autoimmune pa-
thology and/or is of prognostic interest (1,3), hence the inclu-
sion of the presence of anti-Sm antibodies among the criteria
published by the American College of Rheumatology for the
diagnosis of this disease {4), and the recognition that patients
with high titers of anti-DNA antibodies are at increased risk
of suffering lupic glomerulonephritis (5). All these factors
point to the need for laboratory techmiques which permit the
detection of these autoantibodies with the maximum reliabil-
ity. A wide variety of techniques are now 1n use, giving rise

© 1995 Wiley-Liss, Inc.

to a situation where different laboratories using different
methods all 10 often obtain differing results for the same
patient (6).

One of the major problems in developing an autoantibody
detection technique 15 the difficulty of obtaining pure anti-
gens in sufficient quantity to be detectable by sera. As such
antigens are normally present in human and animal tissue at
low concentrations (7-9), requiring a costly and laborious
purification process. the existence of a source from which
they can be extracted in sufficient quantity with ihe maxi-
mum degree of purity would represent an important step for-
ward in the devcelopment of detection techniques (10).
Researchers are currently seeking a way round this Limitation
through the application of amtoantigen-cloning rechnologics.

Modern biotechnology has permitted the cloning of the
main autoantigen genes and their obtention as fusion proteins
with the aim of developing ELISA technigues for autoanti-
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body detection (10}. Although this process is not exempt from
problems, arising mainly from the conformational changes
to which autoantigens are exposed when they stick to the
bottom of the wells (1), it allows the simultaneous analysis
of a large number of samples with only a smali quantity of
antigen, providing substantial cost and time savings, together
with enhanced delection sensitivity.

The development of these diagnostic techniques required
a prior in-depth analysis of the autoantigens with regard
to sequence and structural characteristics (12-17). These
efforts led to the identification of linear and conformational
antigenic determinants (18,19); i some cases, it has been
possible to draw up complete maps of the epitopes recog-
nised (20}

In this study, we analyze the diagnosis reliability of an
ELISA technigue employing recombinant Ro/SSA, La/SSB,
Sm, and U1 RNP autoantigens in order to determine whether
this technology can provide a better definition of the speci-
ficities recopnized by antoimmune sera.

MATERIALS AND METHODS
Patients and Controls

Patients with SLE (n=33} were drawn from the Rheuma-
tology Service of Hospital Ramén v Cajal (Madrid, Spain)
and met at least tour of the revised critena of the American
College of Rheumatology for the classification of SLE (4),
Sera were selected on the basis of the presence or otherwise
of recagnition patterns in Western immunoblot and, as such,
did not constitute a randomized sample.

Serum samples with anti-Ro/SSA. La/SSB, Sm, and Ul
RNP antibodies contirmed by Counterimmunoelectrophoresis
and Western immunoblot were obtained from Hospital Ramon
y Cajal. Normal control sera (n=30) were obtained from
healthy young adults.

Antigenic Extracts

Rabbit thymus extract (Pel-Freez, Arkansas)

This extract was prepared essentially as described by Kurata
and Tan (21). Briefly, 2 g of rabbit thymus powder was mixed
overnight with 20 ml of PBS, 1 mM PMSF at 4°C. The mix-
ture was centrifuged for 40 min at 1,800g and the supernatant
was aliquoted and frozen at -20°C.

Human spleen

Partially purified Ro/SSA antigen from human spleen was
prepared according to the method of Clark et al. (22} with
some modifications. Briefly, the trimmed spleen was homog-
enized in two volumes of PBS, 0.1 mM PMSF, After cen-
trifugation at 33,000g for 30 min, the supernatant was kept at
4°C ovemight and later centrifuged again at 15,000g for 10
min. This supernatant was applied to a Macro-Prep 50 Q an-
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ionic exchange column (Bio-Rad, Richmond, CA). For the
elution of Ro/SSA antigen, (. | phosphate buffer. 0.5 M NaCl
was added and the subsequent fraction was dialyzed over-
night against PBS,

Detection of Autocantibody Specificities by
Western Blotting

Rabbit thymus extract (0.4 mg) or 0.25 mg of partially
purified Ro/SSA was applied across the full width of a 12%
(w/v) polyacrylamide—sodium dodecyl sulfate (SDS) gel and
electrophoresis was performed according to Laemmli (23}.
Blotting to nitrocellulose sheets was carried out for 1 hr at
5.5 mAjem’ in carbonate buffer as reported (24), but 20%
ethano! was added instead of methanol (25). Nonspecific sites
were blocked for | hr with 0.1 M Tris pil 7.2, 0.9% Na(l,
3% bovine serum albumin (BSA), 0.1% Tween-20 (TBS-
BSA-T). and the strips were incubated overnight with either
normal control (1:50) or SLE serum samples (1:100) dituted
in the same solution. The blots were rinsed three times with
TBS-BSA-T and incubated for 1 hr with an alkaline phos-
phatase monoclonal antihuman lgG (Fe) (Clone MK1TAG,
The Binding Site, Birmingham, UK), diluted 1:8 (00 in TBS-
BSA-T. After three washes with TBS-BSA-T and one with
distilled water, antigen bound antibody specificities were
visualized with nitroblue tetrazolium (NBT} and 5-bromo-
4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP) (Bio-Rad. Richmend,
CA).

ELISA

Detection of antibodies to Ro/SSA. La/SSB, Sm. and Ul
RNP followed the recommended procedures set out by the
manufacturer (RheumbBZLISA Systemn, Boehringer Ingelheim,
Walkersville, MD). In all assays, positive controls exceeded
the minimum requirements for validation {(RNP > 1.5: Sm >
1.4: Ro/SSA > 1.1; La/SSB > 1.2) while ncgative controls at
no time exceeded (0.2 units of Optical Density (OD). The
ELISA reader (SL.T [nstruments) used a program thai deter-
mines the positivity or negativity of sera by the negative con-
trol value and positivity cut-off recommended by the
manufacturer.

Statistical Analysis

The results of both techniques were analyzed by the cal-
culation of x statistics, which determine strength of agree-
ment between different measurements. K values were then
interpreted in line with the recommendations of Landis
and Koch {26): x = 0-0.20, shight concordance; 0.21-0.40,
fair; 0.41-0.60, moderate; 0.61--0.80, substantial; and
0.81-1.00, almost perfect. Mc NEMAR’S statistic was
used to determine the presence or otherwise of result bias,
with values over 3.8 taken as unacceptable bias in bio-
logical determinations.
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RESULTS

Results Obtained by ELISA With Recombinant
Autoantigens

In the serum population corresponding to SLE patients, 6174
showed posttive for Ro/SSA, 27% for La/SSB. 453% for Sm.
and 64%: [or UT RNP The high percentage of pasitive results is
accounted for by the nonrundomized nature of SLE sera selec-
tior. On the other hand, in the normat sera population 7% showed
positrve Tor Ro/SSA, 3% for La/S8B, und 3% for Ul RNP,

Results Obtained by Western Blotting

erate (K= (474, 7 < 0.001 and ¥ = 0.560, P < 0.001. respec-
tively, Table 11 Result disagreement corresponded to sera
showing positive in the ELISA assay and negative by W
(fable 7).

Forthe La/S5B antigen, the strength of agreement was al-
moest perfect (v = 0871, # < 1001, Table 1}, with only one
SLE serans and one normad serum showing positive by BLISA
and negative by W (Tabie 2).

In the case of the S antigen, the strength of agreement is
agamn almeost perfect (v = 0833 P < 0.001, Table 1), with
result disagreement corresponding 1o 4 SLE seraz three nega-
five hy ELISA and positive by WB and one positive by ELISA
and nepative by WB (Table 2.

Known specificity controls on the pabbsr thyanus exiract
revealed the presence of La/SSB antigens. BB and D Sm
polypeptides, 70-kd and C polypeptides reactive with anti-
UT RNP sera, and PO, PL, and P2 ribosomal phosphopro-
reins (27) which are not included i the present snalysis as
they were not present i the ELISA The 60- and 32-kd pro
teing known as Ro/SSA were detected in the human spleen
extract, The WE results in the serum populition correspond-
ing (o SLE patients are shown in Figuwres tand 20 As ex-
pected, 1y the normad control sera population no reacts ity
was found to any protein o the rabbit thymus extract (171g.
31 hthe humap spleen exiract, three normald sera recognized
some polypeptide other than Ro/SSA (Fig. 4).

Strength of Agreement Between Western Biot and
ELISA Resuits With Recombinant Autoantigens

In the case of Ro/SSA and Ul RNP awtoantigens. the
strength of agreement between the two technigques wis mod

[ 23 456 789

Fig. 1.

pusilive control sera with untibodies dirccted amanst La/SSHEOR /RO D O

DISCUSSION

Analysis of the response dirccted against sell-untigens in
mticnls with awtoimmune manifestations can furmsh useful
mtormation for dingnosis, For tns reason, detection of anti-
nuclear antibodies by indirecer immunofivorescence (1)
or siilar assays s one of the TE eriterla accepted by the
Armerican Rhvumatism Association (ARAY for the diagnosis
of SLE (4.

One charactenstic of dutomumune serathad makes thetr study
nrore ditficalt i~ their polyclonality and the resulting possibility
ol recognizing different annyenic determinanis i a single
sitoantigen, This can give nse to different immunonssays de-
eeting subpopulations of wial antibody response to a given
antigers wiose redetivity may differ both guabitatsvely and guan
ulatively. Thus. cach assay T a set of defming charscteristics
that permin the detection of certain specific subpapubitions and

K - —70Kd
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Fig. 2.
Lane 1, negative controls lanes 3, &, 90 are Ro/SSA-positive control sera
and reveal the presence of 60 and 52-kd RofSSA polypepides: Lanes 2.5,

Seracof SLE patients i Wastern blod with Tuman spleen expract

not others, HE can be used for a prehmisary study of sera but is
incapable of providing essential information regarding the mo-
tecular natare of the autoantigens recopnized. Double immun-
adilfusion and counterimmunociectrophoresis offer good
specificity but with reduced sensitivity. With Western blothing,
the passibility of detining conformational untigenic deterni-
nas is poor. Onthe other hand, tis technique offers repetitiviey
of lincar epitopes, giving enhanced sensiavity, Immunoprecipi-

1 2345 67 89

10 U
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=SSA/Ro 60Kd
=SSA/Ro 52Kd

34567891001 121314151617

control sera with ant-LafSSB lane 2y and anti-La/SSR and anti-Ro/SS5A
Hane 51 aatibodies by countarimpumuoelectizaphoresis, but negatives o
weihly positives by this issa The remaining lanes are seraof S patents

tation is eftective in detecting conformational epitopes, hut ity
contplexity and expense reduce its vaiue in unalyzing the as-
IO resPonse.

In short. determioation of the specificities recagniyed by
autonmmune sera by means of these techmqgues s all too fre-
quently preblematic (6). Obviously, for diagnostic purposes,
1 is 10f possible 1o study the swme seram using different fech-
nigues, due maindy w problems of time and cost.

d
....E'

2 13141516 17 18

Fig. 3. Nomu control sera in Western blon with rabbit ihvios walme extraet. Lanes 1, 9, misiure of positive
coantrol serywith anlibodies diected agadpst La/SSBC B B D0 and 70-Rd and POC P and P2 ribosamal phos
phoproremns. The remaining lanes are normud contol e
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nertal controd sera,

I our study. we anadyzed the dingnostic reliability of an
ELISA technsque cmploying Ro/SSAL La/SSB. Sm.and U1
RNP autoantigens obtained by DNA recembinant eehnol-
ogy. m order to determine whethier this technology can pro-
vide a hetter defminon ot the specificities recognized by
awtoimmune ser Resolts obtained with this technigue were
compared with those atforded by WH using vabbit thymus
and human spleen extructs us antigenic sourees,

Despite dissimifaritios between both echniques, W was
chosen for the tollowing reasons: (1) both assays are highly
sensitive, and ) the application of WB with the above anti-
genic sources does oot require costly and laborious purifica-
tion processes and, as such, offers a prachical alternative for
serological diagnosis.

in the case ofthe Ea/SSH antigen, the results obtained show
aimost perfect agreement between W3 and ELISA wirth re-
combimant antoantigens (v = LR7 1 £ < 0.001, Table 1), Only
the serum of o single patient with SLE showed CLISA-posi.
tive and WB-negative Clible 2), and positivity could stens
from the prefecenual recogmtion of highty conformationad

TABLE 1. Strength of Agreement Between ELISA and
Western Blot Results

Attoantiven [N Strenath of Agreement
S8AMRG" 0T P00t Maoduerute
LITRNT L8667 000y Maderate

Sm OB (7
S50 OXT] (P00

Almost perfect
Almost pertect

BRUTERN PHYRY (O A TN PR

Noraab contral sera ivhuman spreenexiract. e ERoSSA positive contsd The rentaining lanes are

antigenic determinants detected by TLISAL but not by WB
{181 Nevertheless, OD veadings i the ELISA e not very
high (data not shown and, as sach, the positive result e
terred to could be due o greater detection sensitivity, fn the
pormal population, Wl sera except one showed negative in
both assays CTable 20 As 1 the case with SEE seri. positivity
in this heabthy subject was shown only by ELISAL Probably,
ciiher the serun i queston bad fow aatoanibody tires, as
areviously reported i the nonnal popufation (28), or the re-
silt wins i false-positive. However, these data could Tead us
1oy believe that the only diftference between the two technigues
les i the gpreater sensitnony of ELISA with La/SSE obtained
by recombinant leehnolopy,

Results for the Ro/SSA antigen are {ess homogeneous than
those found for Lw/SSE wih strengtl of agreement within
the moderate ranee (v = 04742 <0001, Table T In the
SLE paticnt papulation, result disagreement corresponded in
s entirety to seripositive by ELISA and nesative by WEB
{'Fabie 2). This could be due 1o a series of factors, First, only
60 and 52-kd Ro/SSA proteins appear in WB il the 54-kd
polypeptide is not present: thus, S4-kd-monospectlic proteins
would give negative results with this technigue. Second. ina
similar Sashion,  is feasible that the obtention ol Re/SSA s
A fusion protein moprocarione svstems could lead to the ap-
peatance of highly nonspeciie antigenic determinants for @
sibpapulation of SLE seras Thivd, recently. some sera with
anti-Ro/SSA potivity have heen found which fail 1o recognise
this antigen in dematurahzing techmgues like Wi (1Y), pos-
twlating the existence of o subpopalation of sera with anti-
Ra/SSA activity thas recognize conformationat epitapes. 10is
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TABLE 2. Results Obtained by ELISA With Recombinant Autoantigens and Western Blot in SLE Patients and

Normal Controls

La/SSB Ro/S58A Sm B Ul RNP
H A= - ++ +- Al A +H- A Y £ s el . -/~
SLE 8 ! 0 24 Y il 0 13 i4 1 3 L5 i 10 0 12
Nomal 0 I 0 29 0 2 0 28 0 0 0 30 0 ! 0 29

controls

*ELISA result/Westem blot result

just possible that these conformational determinants are main-
tained in the ELISA| although any such assertion is challenged
by the fact that antigen conformation is also modified 10 this
technology.

Nevertheless, the appearance of two normal sera showing
positive by ELISA and negative by WB leads us to believe
that the main problem arising from the use of Ro/SSA ob-
tained by recombinant technology 1s the lack of specificity in
the detection of these autoantibodies,

For the Sm antigen, the agreement between the two tech-
niques was almost perfect (K = 0.833, P < 0.001, Table 1),
with three sera corresponding to SLE patients showing nega-
tive by ELISA and positive by WB and one other showing
WHB-negative and ELISA-positive (Table 2. In this case, the
result disagreement corresponds mainly 1o ELISA-negative
serit. One possibility is that the obtention of this antigen from
procariotic sources might involve the disappearance of linear
epitopes, given that these sera do recognise Sm in WB. On
the other hand, one serum showed positive by ELISA and
negative by WB. Although reactivity 1o E, F, and G Sm
polypeptides has been reported as occurring in a soyall per-
centage of sera {29), if we assume that the serum in guestion
recagnized one of these monospecitically. its detection would
be beyond the scope of WB, in which these polypeptides are
not represented. In the normal poputation, 1004 of sera were
negative by both technigues, demonstrating spectficity which
would logically be expected in the recognition of an SLE-
specific autoantigen. However, as the presence of anti-Sm
antibodies is a diagnostic criterion for SLE, the existence of
sera showing negative by ELISA and positive by WB shows
that there 1s 4 certain proportion of sera whose pesitivity is
not identified by the use of the Sm recombinant autoantigen.

In the case of the Ul RNP antigen, agreement between
results 1s moderate (K =0.566, P <{0.001, Table 1} All resudt
disagreement corresponded to sera showing positive by ELISA
and negative by WB (Table 2). As far as the SLE sers are
concerned, one possible explanation is the nonrepresentation
of the A polypeptide of the Ul RNP particle and the resulting
failure of WB 1o detect A polypeptide-monospecific sera.
However, in studies carried out in large populations of SLE
patients, no sera of this type have been identified (30).

It seems more logical to attribute this lack of correlation
cither to the appearance of additional antigenic determinants
in the recombinant autoantigen or the fact that the latter was

msuthiciently pure. However, the normat population showed
acceptable results and these problems are apparently restricted
to the SLE sera.

It can therefore be asserted that the diagnostic usefulness
of the La/S8B and Sm systems is satisfactory, while the case
of the Ro/SSA and Ul RNP autoantigens requires more in-
depth study on both the epitopes recognized by sera and the
possible modifications that these might undergo as a result of
their obtention from procariotic sources.
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Comparison of the Anti-Laminin Antibody Response in Patients with
Systemic Lupus Erythematosus (SLE) and Parasitic
Diseases (Filariasis)
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In this study, we analyzed the presence of antibodies
against the basement membrane antigen laminin
(LMN) in patients with systemic lupus erythematosus
(SLE), filariasis, and normasal controls. By ELISA, 18.8%
of SLE (12/87), 68.7% of parasitized patients (20/30),
and two of the normal controls had these antibodies.
IgG1l anti-LMN response was elevated in all groups,
whereas IgG2 and IgG3 were also elevated in parasit-
ized patients. The analysis of the IgG anti-laminin
binding capacity in SLE and parasitized patients
showed similar average antibody affinity. These anti-
bodies did not react with fibronectin by a competition
.ELISA. By Western blot, the anti-laminin antibodies
could be demonstrated in parasitized patient gsera but
not in SLE sera. Moreover, the ability of these antibod-
ies to bind to heat-treated LMN (100°C for 4 min) was
different. The study of the binding capacity with na-
tive or denatured LMN by Western blot and dot-blot
assays showed that the anti-LMN antibodies from par-
asitized patients were able to react with both native
and denatured forms of LMN, whereas in SLE patients
these antibodies were demonstrated only with native
LMN. On the other hand, the reactivity detected in the
normal control sera seems to be different from the
anti-LMN antibodies from SLE and parasitized pa-
tients, and probably reflects the existence of natural
antibodies in these sera. The presence of anti-LMN an-
tibodies correlates significantly with the ability of in-
hibition of UB37 cell adhesion to LMN-coated surfaces
(P < 0.0025). The difference of anti-laminin reactivity
suggests that antibodies produced following immuni-
zation with autoantigens or similar molecules present
in parasites have different specificities from those
spontaneously produced by individuals with autoim-
mune diseases. © 1965 Academic Press, Inc.

! This paper was supperted by the Fondo de Investigaciones San-
itarias FISS 91/0112.

# Abbreviations used: LMN, laminin; SLE, systemic lupus erythe-
matosus; EHS LMN; Engelbreth-Holm-Swarm; ECM, extracellular
matrix.

INTRODUCTION

Laminin (LMN)? is the major glycoprotein in all
basement membranes, the thin extracellular matrices
(ECM) that underlie epithelial cells and endothelial
cells and surround nerve, muscle, and fat cells. LMN
consists of two different B chains (Bl and B2) of about
the same size (230 and 220 kDa} and a larger A chain
(400 kDa), which are assembled into a cross-shaped
structure stabilized by disulfide bonds (1, 2). This gly-
coprotein was first isolated from the Engelbreth—
Holm-Swarm tumor (EHS) because it can be readily
extracted and purified in intact form under nonreduc-
ing and nondenaturing conditions. Isolation of LMN
from normal tissues has been achieved in many cases
only with denaturing and reducing agents and, conse-
quently, most of the biochemical and immunological
work has been performed with EHS LMN. This LMN
exhibits an overall identity of 74% in G2 to G5 regions
with human LMN and 90% in other parts of the mol-
ecule (1).

Numerous studies indicate that LMN has diverse bi-
ological activities which include stimulating adhesion,
migration, growth, and differentiation of varicus cells
(3-6). It binds cells through cell surface receptors (in-
tegrins and nonintegrin proteins) (7-10) and interacts
with other components of basement membranes in-
cluding collagen IV, heparan sulfate proteoglycan, and
nidogen/entactin.

The presence of antibedies directed to ECM compo-
nents (collagens, fibronectin, proteoglycans, and base-
ment membrane components) has been described in
some autoimmune diseases such as rheumatoid arthri-
tis (11). Serum antibodies against EHS LMN have
been detected in patients with progressive systemic
sclerosis, Raynaud’s phenomena, and MRL-{pr-mice, a
strain that develops a spontaneous arthritis displaying
articular and extraarticular features similar to those of
rheumatoid arthritis in humans (11~13). However,
these autoantibodies have not been previously detected
in human systemic lupus erythematosus (SLE) and
vasculitis (14). In addition, antibodies to mouse LMN
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have been detected in patients with American cutane-
ous leishmaniasis and Chagas’ disease (15). Previous
studies have indicated that these antibodies recognize
on the basement membrane antigen a terminal galac-
tosil («1-3)-galactose group (15-17).

In this study we analyzed the immune response di-
rected against this glycoprotein in two different but
related situations: autoimmune diseases (SLE) charac-
terized by the recognition of self-molecules (18) and
parasitic diseases (filariasis) where the possibility of
cross-reactivity with autoantigens is supported by the
presence of molecules similar to self-components (19).

MATERIALS AND METHODS

Patients and Controls

Sera of patients with filariasis (n = 30) were ob-
tained from individuals infected by O. volvulus (n = 6),
M. perstans (n = 15), Loa loa (n = 3), O. volvulus and
M. perstans (n = 4), M. perstans and Loa loa (n = 1)
and O. volvulus, M. perstans and M. streptocerca (n =
1} and were kindly given by Dr. Puente (Servicio de
Enfermedades Infecciosas, Centro Nacional de Inves-
tigatién Clinica, I. Carlos III, Madrid). Sera of patients
with SLE (n = 87) were kindly given by Dr. Zea (Rheu-
matology Service, Hospital Ramén y Cajal, Madrid).
Thirty control serum samples of nermal Spanish pop-
ulation were obtained from healthy volunteers.

ELISA

The purity of EHS mouse garcoma LMN preparation
(Boehringer Mannheim, GmbH, West Germany) was
checked by Coomasie blue staining of a SDS-
polyacrylamide gel (not shown). LMN showed bands
corresponding to published molecular weight (20). For
ELISA assay, LMN (5 pg/mi) was coated for 2 hr at
37°C in 96-well ELISA plates (Polysorp, Nunc). After
washing, the nonsaturated binding sites were blocked
for 1 hr at room temperature with 3% BSA-10 mM
Tris—0.9% NaC(Cl (TB5-3% BSA) followed by sequential
washes. Sera diluted 1/50 in TBS-1% BSA-0.05%
Tween 20 were applied to wells in duplicate and incu-
bated overnight at 4°C. After washing, the plates were
incubated with an alkaline phosphatase goat anti-
human IgG antibody (1/4000, Tagoe Burlingame, CA),
or monoclonal anti-human IgG1 (1/250, clone 8¢/6-39),
IgG2 (1/5600, clone HP6014), IgG3 (1/2000, clone
HP6050), and IgG4 (1/250, clone HP6023) (The Bind-
ing Site, Birmingham, UK) in serum buffer for 1 hr at
37°C. The plates were washed again and developed by
adding p-nitrophenyl phosphate in diethanolamine
buffer (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO).

Quantitative determination of total IgG levels in
anti-LMN positive sera was made by rate nephelome-
try (Beckman Instruments, Galway, Ireland). Levels of
anti-LMN IgG or immunoglobulin subclasses were
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compared using Student’s two-tailed ¢ or Mann-
Withhey v tests. bpearman rank cuireldtion voefficient
was used for comparison between different binding
curves.

Protein G-Sepharose Fractionation

The following IgG fractions were obtained: individ-
ual ELISA-positive sera (SLE, parasitized patient, and
normal control sera}, and pooled sera from anti-LMN-
positive SLE, anti-LMN-positive parasitized patients,
and anti-LMN-negative normal controls. The samples
were diluted in binding buffer and passed through a
column of protein G-Sepharose equilibrated in the
same buffer (Pierce, Rockford, IL). The eluted IgG,
neutralized with 0.15 M phosphate buffer, was de-
salted and buffer exchanged by passing through an ex-
cellulose GF-5 desalting column equilibrated in PBS
(Pierce). The protein concentration of the IgG fraction
was determined by bicinchonic acid (BCA) protein as-
say (Plerce).

Competition Assay

Purified IgG fractions from pooled sera from SLE or
parasitized patients adjusted to the same anti-LMN
activity (0D o5 o) Were preincubated overnight at 4°C
with variable concentrations of native LMN, heat-
treated LMN (100°C for 4 min), and fibronectin (Sigma
Chemical Co.). The mixture was reacted against LMN
on ELISA as described above. The results were given
as percentage of inhibition (11). In competition assay
with fibronectin, the mixture was centrifuged at 5000g
for 10 min and then added to LMN-coated wells.

Immunoblot Analysis

For Western blot asgay, 100 ug of LMN was applied
across the full width of a 6% SDS—polyacrylamide gel
and electrophoresis wag performed according to Laem-
mli (21). Blotting was made to nitrocellulose sheets for
45 min at 5.5 mA/cm? in Towbin buffer (22). Nonspe-
cific sites were blocked for I hr with 0.1 M Tris, 0.9%
NaCl, 3% BSA (TBS-3% BSA), and the strips were
incubated overnight with an affinity-purified rabbit
anti-EHS LMN antibody diluted 1/16,000 (Sigma),
pooled anti-LMN-positive or -negative sera, or serum
samples diluted 1/50 in TBS--1% BSA. The blots were
rinsed three times and incubated for 1 hr with either
an alkaline phosphatase monoclonal anti-human IgG
(Fc) (Clone MK1AG, The Binding Site) diluted 1:8000
or a goat anti-rabbit Ig diluted 1/20,000 (Tago). After
three washes, antigen-bound antibody specificities
were visualized with nitroblue tetrazolium and 5-
bromo-4-chlore-3-indolyl phosphate (Bio-Rad, Rich-
mond, CA).

For the dot-blot assay, 4 ul of LMN at different con-
centrations (200, 100, 50, and 25 png/ml), and under
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FIG. 1. Antibodies against EHS LMN. Data indicate mean of QD) values obtained in parasitized patients (n = 19], SLE (n = 12}, normal
contro]l ELISA-positive sera (n = 2), and normal control ELISA-negative sera {(n = 8).

varying conditions of naturation (native, 100° for 4
min, 1% SDS/10% B-mercaptoethanol or 1% SDS), was
applied to nitrocellulose membranes and allowed to
dry. After blocking with TBS-3% BSA, the protocol
was the same as above.

For the LMN renaturatien the gel was incubated for
1 hr with 50 mM Tris-20% glycerol, pH 7.4, before the
transference to nitrocellulose membrane (23), or the

nitrocellulogse was incubated for 30 min with 3% MNoni-
det P40 in PBS before blocking step (24).

Indirect Immunofluorescence

Cryostat sections of rat liver, kidney, and stomach
were used as substrate (BioSystem, Barcelona, Spain).
Briefly, rabbit anti-LMN antibody (1/50), sera (1/40),
purified IgG from SLE or parasitized patient sera (40

TABLE 1
Subclassea Distribution of IgG Anti-Laminin-Positive Sera
SLE Parasitized Normal Normal
(n = 10} patients (n = 17} controls (n= 2)* controls (n = 28)"
IgG1 0.200 + 0.022 (0.304-0.098)* 0.283 = 0.040 (0.538-0.086)* 0.258 + 0.086 (0.344-0.171)** 0.018 = 0,002 (0.034-0)
IgG2 0.004 = 0.001(0.013-0) 0.205 = 0.070 (0.896-0)*** 0.021 = 0.020 (0.041-0) 0.031 = 0.005 (0.074-0)
IgG3 0.023 = 0.008 (0.08-0} 0.133 = 0.040(0.436-0)*** 0.010 + 0.010 (0.02-0) 0.041 x 0.004 (0.069-0)
IgG4 0.073 = 0.007 (0.108-0.043) 0.090 % 0.020(0.318-0) 0.067 x 0.066 (0.133-0) 0.018 % 0.002 (0.047-0}

Note. Data indicate means + SEM.

? Normal controls IgG anti-laminin positive.

b Normal controls Ig( anti-laminin negative.

* P < 0.001, **P < 0.05, ***P < 0.01 vs 28 normal controls.
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FIG 2. (A)Binding curves of the IgG fraction from pooled sera from SLE (open symbols) and parasitized patients (closed symbols). The
two binding curves are similar (p = 1, P < 0.001). (B) Competition assay with LMN and fibronectin. Purified IgG fractions of pooled sera from
SLE or parasitized patients adjusted to the same anti-LMN activity (OD o5 .. 0.225 and 0.1 mg/ml, respectively) were preincubated with
variable concentrations of LMN {open symbols) or fibronectin {closed symbols). The mixture was reacted against LMN on ELISA as described
under Material and Methods. The results are given as percentage of inhibition ((noninhibited OD - inhibited OD¥noninhibited OD} x 100.

ug), purified IgG from a normal control anti-LMN-
positive sera (80 pg), and purified IgG from pooled
ELISA-negative sera (80 pug) were incubated for 30 min
at room temperature with the sections. Bound antibod-
ies were detected with either fluorescein-conjugated
rabbit anti-human IgG (Dako, Glostrup, Denmark) or
swine anti-rabbit immunoglobulins (Dako). After each
incubation, the slides were washed three times for 5
min with PBS. After the final wash, slides were
mounted with a solution of 70% glycercl in PBS and
read in a Leitz Diaplan fluorescence microscope.

Cell Adhesion Inhibition Assay

1937 myelomonocitic cell line was obtained from
American Type Culture Collection (Rockville, MD} and
grown as described (25). Cells were preincubated for 20
min at 4°C with 50 pg/ml of human +-globulin and for
30 min at 37°C with 50 ng/ml of phorbol myristate ac-
etate (Sigma) before adhesion assay.

The adhesion assay was performed as previously de-
scribed with some modifications (25, 26). Briefly, 96-
well flat-bottomed plates were coated for 2 hr at 37°C
with 50 ul of EHS LMN (10 ug/ml). Thereafter, the
plate was washed and then saturated with PBS-1%
BSA for 1 hr at 37°C. After washing, 100 or 50 ul of
anti-LMN positive or negative sera, rabbit anti-L.MN
antibody or PBS-1% BSA were added and incubated
overnight at 4°C. The plate was washed twice with

RPMI and 10° cells were added in serum-free medium
and incubated for 30 min at 37°C. To quantify cell at-
tachment the plate was washed twice with RPMI, and
cells were fixed with a mixture of acetone:methanol 1:1
and dyed with violet crystal 0.5%. Then, absorbance at
540 nm was measured in an ELISA detector (Pasteur
Laboratories, Paris, France). Basal adherence to BSA
was subtracted from attachment values obtained, and
the final results were expressed as percentage of inhi-
bition: (1 — (attachment with sera or polyclonal anti-
LMN antibody/attachment in anti-LMN-free wells)} x
100. The assays were performed in triplicate.

RESULTS

IgQG anti-LMN Antibodies Response in SLE,
Parasitized Patients, and Normal Control Sera

A total of 87 SLE, 30 normal controls, and 30 para-
sitized patient's samples of serum were analyzed by
ELISA. In each assay, negative and known positive
samples were assayed to serve as conttrols. The interas-
say coefficient of variation for a positive value was 16%.
The mean of OD values were 0.265 * 0.03 in SLE,
0.734 = 0.07 in parasitized patients, and 0.120 + 0.04
in normal control sera. This anti-LMN antibody re-
sponse was elevated in SLE and parasitized patients vs
normal control population (P < 0.01 and P < 0.0001
respectively).
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FIG. 2--Continued

Using two standard deviations above the mean of 30
normal controls as the cutoff for abnormal levels of IgG
anti-LMN antibodies, 13.8% of SLE (12/87), 86.7% of
parasitized patients (20/30), and two of the normal con-
trols had these antibodies. In these assays, the cutoff
was an optical density of 0.539. The titers of these an-
tibodies were highest in patients with filariaais,
whereas in SLE and the two normal control sera were
similar (Fig. 1). The average Ig(G concentration in anti-
LMN-positive sera was 2480 + 898 mg/dl (parasitized
patients), 1400 + 401 mg/dl (SLE), and 948 = 152 mg/
dl (normal control ELISA positive sera). Thus, the IgG
levels in SLE and normal control positive sera did not
differ significantly (P > 0.1, ns).

IgG subclasses distribution of these antibodies
showed that the response was mainly IgG1, although
{gG2 and IgG3 were also elevated in parasitized pa-
tients (Table 1),

Analysis of the IgG Antibody Binding Capacity in
SLE and Parasitized Patients

Chromatography on a protein G-sepharose was used
to separate IgG in pooled sera from SLE or parasitized
patients. Fractions were adjusted to the same protein
concentration and serial dilutions were titrated by
ELISA. As shown in Fig. 2A, the absorbance of the 1gG
fraction from parasitized patients was higher than that
given by SLE patients, The two binding curves were
similar {p = 1, P < 0.001), suggesting that the higher
absorbance observed was due to a higher amount of
IgG anti-LMN antibodies in parasitized patients but
not to a different binding capacity or antibody affinity.

The ability of these antibodies to bind to LMN itself
and fibronectin was then determined by competitive
assays. For this assay, a mixture of purified IgG frac-
tions adjusted to the same anti-LMN activity and com-
petitor in varying concentration was preincubated
overnight at 4°C and then added to LMN-coated wells,
As illustrated in Fig. 2B, only LMN inhibited the bind-
ing of SLE and parasitized patients anti-LMN antibod-
ies. The concentration of LMN required for 50% inhi-
hition was 8 and 10 pg/ml, respectively, supporting
similar average antibedy affinity in voth groups of
anti-LMN antibodies (27). This anti-LMN activity
could not be inhibited with fibronectin (Fig. 2B).

By Western blot assay, the anti-LMN antibodies
could be demonstrated in parasitized patients and
ELISA-positive normal controls, but not in SLE sera
(Fig. 3). In this experiment, some low-molecular-
weight bands which did not correspond to LMN heavy

1234567

1234567
FIG. 3. Western blot with EHS LMN. Some sera vecognize the
typical bands produced by EHS LMN under denaturation and reduc-
tion conditions, including heavy A chain (400 kDa} and light B1 and
B2 chains (230 and 220 kDa) (20). The high-molecular-weight band
are probably nonreduced LMN detected an a consequence of the re-
duction treatment (5 min at 37°C). (A) Parasitized patients {lanes
1-5) and normal cantral ELISA positive gera (lanes 6 and 7). (B}
Some SLE sera positive by ELISA did not recognize LMN heavy or
lirht ehains.
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or light chain were detected, and it could be demon-
strated by Coomassie blue staining of a SDS-
polyacrylamide gel that they appeared after heating
the LMN preparation (not shown).

Ability of Anti-LMN Antibodies to Bind to LMN
under Different Conditions of Naturation

With the aim of analyzing if the differences observed
by Western blot were due to a different ability of the
antibodies to react with natured/denatured LMN, we
evaluated the reactivity with LMN under varying con-
ditions of naturation. The capacity of anti-LMN anti-
bodies to bind to denatured LMN was first determined
by competition assay. As shown in Fig. 4, the concen-
tration of heat-treated LMN (100°C for 4 min) required
for 50% of inhibition in the IgG fraction from parasit-

90,

SLE
804
704
804
®
550.
b O Native laminin
540- @ Heal-treated laminin
304
20
104
Od—rvrrrw v vy ——rrrrry —r—rrrrer
1.0E-3 1.0E-2 B Laninin (mg/ml)

0 rrer v——r—rrrrre vy
1.0E-3 1.0E-2

! Laminin (mg/mf) *

FIG. 4. Competition assay with native or heat-treated LMN
{100°C for 4 min). Purified IgG fractions of pooled sera from SLE or
parasitized patients adjusted to the same anti-LMN activity as in
Fig. 2B were preincubated with varisble concentrations of native
(open symbols) or heat-treated LMN (closed symbols). The mixture
was added to LMN-coated wells, and the results are given as per-
centage of inhibition.

ized patients was similar to that obtained with native
LMN (15 and 10 pg/ml, respectively). Although in SLE
the two binding curves were similar (p = 1, P < 0.05),
the concentration of heat-treated LMN required for
50% inhibition was four times smaller than native
LMN (2 and 8 ug/ml, respectively).

The reactivity with LMN under different conditions
of naturation (native, heat-treated, and denatured
with SDS/B-mercaptoethanol or only with SDS) was
then analyzed by a dot-blot assay. As shown in Fig. 5A,
pooled sera from parasitized patients reacted with
LMN under all conditions (panel A, note that the dots
in lanes 3 and 5 are wider and it is probably due to the
effect of SDS). In the opposite, pooled sera from SLE
patients only reacted with native and heat-treated
LMN (panel B, lanes 1 and 2). The anti-LMN antibod-
ies detected by ELISA in the normal control sera re-
acted with native and weakly with denatured LMN
(panel C, lanes 1 and 3). Pooled sera from anti-LMN-
negative normal controls did not react with native or
denatured LMN (panel D).

These differences of reactivity could also be demon-
strated by Western blot with denatured or renatured
LMN. As shown in Fig. 5B, pooled sera from parasit-
ized patients reacted with both denatured and rena-
tured LMN (panels A, B, and C, lane 2 in each panel),
whereas pooled sera from SLE patients only reacted
when LMN was renatured with either 3% NP-40 or
Tris—20% glycerol (panels B and C, lane 3 in each
panel). On the other hand, the anti-LMN antibodies
detected in & normal control serum were only demon-
strated when the renaturation was carried out with
NP-40 (panel B, lane 4). In this experiment, LMN light
chain was not detected by the sera and it could be re-
lated to the reducing treatment of LMN before it was
applied on the SDS-polyacrylamide gel (5 min at 37°C).

Ability of Anti-LMN Antibodies to Inhibit the Binding
of U937 Cells to LMN

Various types of cells have been shown to interact
with LMN. The receptors for this glycoprotein are mul-
tiple and include at least six different integrins («181,
o2B1, a3B1, abB1, avB3, and «684) and a high-affinity
67-kDa receptor (7, 28, 29). With the aim of analyzing
a possible physiologic implication, the ability of anti-
LMN antibodies to inhibit the binding of U937 cells to
LMN-coated surfaces was determined. These cells ex-
press o681 (VLA-6) integrin but not «181 (VLA-1) or
a2f1 (VLA-2) by flow cytometry analysis (not shown).
The binding was not inhibited by «6 mAb GoH3 as had
been previously described (30), suggesting the pres-
ence of other LMN receptors implicated in this inter-
action (not shown).

As illustrated in Fig. 6A, some parasitized patient
sera were able to inhibit the adhesion of U937 cells to



ANTI-LAMININ ANTIBODIES IN SLE AND FILARIASIS

G

B

1 2 3 45 1

2 3 465 1

23 4 5

FIG. 5. Ability of anti-LMN antibodies to bird to native/denatured LMN. (A} Dot-blot assay with 200, 100, 50, and 25 pg of LMN under
varying conditions of naturation: native (lane 1}, heat-treated {130°C for 4 min, lane 2), denatured with 19:3058/10%g-mercaptoethanol (lane
3), B3A {lane 4), und denatured with 1%8DS (lane b). Panel A, pooled sera from parasitized patients; panel B, pooled sera from SLE patients;
panel C, pooled normal contrel ELISA-pesitive sera; panel D, pooled ELISA-negative sera. (BY Western blot assay with denatured and
renatured LMN, Panel A, denatured LMN, panel B, LMN renaturation with 3% NP-40; panel C, LMN renaturation with Tris-20% glycerol,

y

Lane 1, polycional anti-LMN antibody; lane 2, pooled sera from parasitized patients; lane 3, pooled secw from SLE patients; lane 4, normal

control ELISA-positive sera; lane 5, pooled ELISA-negative sera.

LMN. This inhibition was significantly associated with
the presence of anti-LMN antibodies when the assay
was carried out with 100 pl of sera (F < 0.0025, Fig.
6B). There was no correlation between levels of IgG
and percentage of inhibition (¥ = 0.02),

Reactivity egainst Extracellular Components by
Indirect Immunofluorescence

In order to analyze the reactivity against ECM com-
ponents, all of the ELISA-positive sera a
rified IgG fractions from individual sera were assayed
on cryostat sections of rat liver, kidney, and stomach.
Sera of parasitized patients showed similar reactivity
against stomach smooth muscle compared to the poly-
clonal anti-LMN antibody {Fig. 7). This pattern was
only demonstrated in sera with high titers by ELISA,
and was also weakly detected with purified IgG from
normal control serum positive by ELISA. In contrast,
we could not identify the same pattern in SLE patients,
Purified IgiG from pooled anti-laminin-negative sera
did not show this SCM pattern (Fig. 7).

Y oac mit.
S Well 48 P

DISCUSSION

In this work we have analyzed the presence of anti-
bodies against the multidomain glycoprotein LMN in
two groups of sera. One analysis included patients with
SLE, an auteimmune disease characterized by the
presence of autozantibodies directed toward a wide va-
riety of autvantigens (18), and the other are patients
suffering parasitic diseases {(filariasis) where the pos-
sibility of cross-reactivity with nuclear and ECM au-
toantigens 1s supported by the presence of molecules

similar to self-components (19, 31, 32). The results
showed that lgG anti-LMN antibodies were elevated in
both SLE and parasitized patients (£ < 0.01 and P <
0.0001, respectively). Using a two standard deviations
above the mean of 30 nermal controls as cutoff for ab-
normal levels of anti-LMN response, 13.8% of SLE,
66.7% of the parasitized patients, and two of the nor-
mal control sera had these antibodies.

The analysis of the binding capacity with purified
IgG of pooled sera from SLE or parasitized patients
showed a similar average antibody affinity (P < 0.001)
with the same LMN concentration required for 50%
inhibition (Fig. 2) and suggested that the anti-LMN
antibodies detected in the two groups were similar.
However, SLE sera did not recognize this antigen by
Western blot, whereas parasitized patients recognized
both LMN heavy and lLight chains (Fig. 3). We then
analyzed the ability of these antibodies to bind to de-
natured forms of LMN. By a competitive assay, the
concentration of heat-treated or native LMN required
for 50% inhibition was similar in parasitized patients
{16 and 10 pug/ml, respectively, Fig. 4). However, in
SLE heat-treated LMN appears to be a better inhibitor
than native LMN and this result seems to be in dis-
agreement with the lack of reactivity with denatured
LMN by WB. We were unable to explain this discrep-
ancy which probably is related to either the denatur-
ation treatment of LMN (heat-treated or SDS/8-
mercaptoethanol), or the differences between a West-
ern blot and a hquid-phase inhibition assay, but these
results suggested different structural requirements for
the recognition of LMN. This point was confirmed by
dot-blot and Western blot assays. In dot-blot, the rec-
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senidaon of BMIN in S5LE patients could be abolished
with the treatment of LMN with SDS and 3-mercap-
toethanol but not after mild denaturation (Fig. 5A,
vancl B, whereas parasitized patients recognized
AN under all conditions (IFig. 53A, panel A). Morsover,
pooled sera from parasitized patients recognized both
denatured and renatured LMN by Western blot (Fig.
OB lane 20 cach panel), whereas pooled sera from
SLE patients only recognized LMN after renaturation
with either S0 madl Tris-2000 glycerol or 396 NP-40 (Fig.
HB, Lane 3 oy cach panell.

We suppe=t that the recoygnition of this antigen in
SEE paticnss depends of LMN conformation and 1t
coudd e related to the luck of reactivity observed by

Al et 12: nnd 100 or 50l of aati LMN negative sera i+

Western: blot in this group of sera, This agrees with
previous observations in whieh the binding of H241, a
mAL anti- BNA antibody with anti-LMN activity de-
rived from an MRI-dpr/ipr mice, could be abolished
with the exposure of LMN to sodium dedecyl sulfate,
wherens a polyclonal anti-LMN antibody also reacted
with denatured LMN (203 In this way, the reaclivity
observed in parasitized patients was similar to thoese
observed with a rabbit anti-EHS LMN by Western blot
with denatured/renatured LMN (Fig. 51, lanes 2and 3
i ocach panelt

Other differences are related to the IgG subclasses
distributinn of this anti-LMN response. IgG1 was ele
vaded sl proups whereas 1pG2 and TGS were only
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FIG. 6—Continued

elevated in parasitized patients (Table 1). The different
isotype profile of autoantibodies directed toward the
same autoantigen has been previously described in the
response directed to ribosomal P proteins observed in
patients with SLE and Chagas’ disease (33). We also
evaluated by sodium periodate oxidation if a possible
1gG2-mediated antipolysaccharide response was re-
sponsible for the differences observed by Western blot
(data not shown). The reactivity to periodate-treated
LMN was not completely abolished suggesting that the
anti-LMN activity detected in these sera was not only
an antipolysaccharide response. Moreover, the anti-
LMN activity could not be inhibited by fibronectin
which is another highly glycosylated protein (Fig. 2B).
Although we could not evaluate accurately the impor-
tance of the antipolysaccharide response due to the
possible modification of amino acids on LMN (34), our
results did not explain the differences observed by
Western blot.

The analysis of the reactivity in the two normat con-
trol sera positive for anti-LMN antibodies showed that
the reactivity was demonstrated only by ELISA and
weakly- by Western blot -and-dot-blot-assays-(Figs. 3
and 5). Although the average titers by ELISA were
similar to those obtained with SLE sera (Fig. 1), they
reacted with LMN by dot-blot and Western blot in a
different manner. In Western blot assay with dena-
tured LMN, the anti-LMN antibodies could be demon-
strated in the two normal sera (Fig. 3). In Fig. 5B, one
of these normal control sera did not recognize dena-
tured LMN, and the lack of agreement with the results
obtained in Fig. 3 could be related to the reducing

treatment (5 min at 37°C) before LMN was applied to
the SDS-PAGE, which did not allow the detection of
LMN light chains by the normal sera (Fig. 5B). This
was supported by pooled parasitized patients sera
which were also unable to detect LMN light chains,
and they only reacted with LMN heavy chain (Fig, 5B).
The differences of the anti-LMN antibodies detected in
SLE and normal controls was demonstrated by the fact
that the normal serum only recognized LMN with the
renaturation treatment with 3% NP-40, whereas
pooled SLE sera also reacted with LMN when the rena-
turation was carried out with 50 mM Tris—20% glycerol
(Fig. 5B). In the dot-blot assay, the reactivity of pooled
normal control sera wag only demonstrated with native
LMN and weakly with denatured LMN (Fig. 5A, panel
C). Thus, the reactivity observed in these normal sera
seems to be different than the anti-LMN antibodies
detected in SLE and parasitized patients, Previous
studies have demonstrated that normal subjects pos-
sess low titers of natural antibodies against the Gal
a1-3-Gal epitope presents in EHS LMN (15). Moreover,
the presence of natural autoantibedies to purified EHS
LMN in normal human sera has been described (35).
These antibodies have heen related to bacterial strains
of the intestinal flora expressing these epitopes such-as
Escherichia coli and Klebsiella pneumonice (36).

Indirect immunofluorescence assay with purified
IgG from anti-LMN-positive parasitized patient sera
revealed fluorescent staining surrounding stomach
smooth muscle that resembled those obtained with a
polyclonal anti-LMN antibody (Fig. 7). This pattern of
anti-LMN antibodies was similar to those previously
described (37) and was also detected in tubular base-
ment membrane (not shown). However, we could not
identify it in SLE patients, although some of these sera
had the same titer by ELISA as those from parasitized
patients which were positive by IIF. One possible ex-
planation for this lack of reactivity is that the anti-
LMN antibodies detected in SLE sera were cross-
reacting with other autcantigens in the sections.

In chronic graft versus host disease, a mode] for the
study of the autoimmune responses that characterize
human SLE (38), the presence of IgG1 anti-LMN anti-
bodies has been found to play a critical role in the renal
immunopathology (39). It has been shown that anti-
dsDNA autoantibodies, the major serological markers
in SLE patients; are-ableto cross-react with ECM com-
ponents (40). Moreover, some anti-DNA mAb can form
glomerular immune deposits by binding to non-DNA
antigenic structures that are present in extracellular
locations within glomeruli (41). Sabbaga et al. have
indicated that H241 mAb is able to cross-react with
EHS LMN (20). Almost all the SLE anti-LMN-positive
sera had anti-dsDNA autoantibodies by ELISA (not
shown). However, whether the anti-LMN antibodies
observed in human SLE cross-react with dsDNA and/
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207

FIG. 7. Fluorescent staining on cryostat sectiona of rat stomach smooth muscle with a polyclonal anti-LMN antibedy {A), or 40 pg of
purified IgG from parasitized patient (B), SLE (C), normal control serum positive by ELISA (D), or pooled ELISA-negative sera (E).

or are implicated in glomerular injury remains to be
determined.

The presence of anti-DNA antibodies has also been
described in the sera of patients with filariasis. More-
over, a strong correlation between the presence of
chroni¢ helminthic infeetion and the 16/6 idiotype, a
public idiotype closely associated with the production
of autoantibodies to DNA in SLE, has been demon-
strated. However, in patients with filariasis the 16/6
idiotype occurs on non-DNA-binding antibodies (42).

Some works have suggested important functions for
anti-LMN antibodies. Laminin or LMN fragments
have been shown to be a chemotactic factor for mast
cells, providing a mechanism by which these cells may
be attracted to sites of tissue injury (43). Such activity

may be particularly relevant in the response of host
tissues to inflammation accompanying parasitic infec-
tion, allergic reactions, or wound healing. Moreover, a
polyclonal rabbit anti-LMN antibody was found to in-,
hibit mast cell chemotaxis (43). On the other hand,
previous studies have demonstrated that anti-LMN
antibodies can modulate Iymphocyte traffic (44). The
demonstration that LMN is not confined exclusively to
basement membranes but also is part of the stromal
matrix supports the possibility that ECM components
regulate lymphocyte traffic through the endothelium
and within distinct lymphoid tissue microenviron-
ments (44, 45).

With the aim of analyzing a possible physiclogic im-
plication of this anti-LMN activity, the ability of inhi-
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bition of the binding of U937 cells to LMN-coated sur-
faces was determined. As shown in Fig. 6, the presence
of anti-LMN antibodies in the sera of parasitized pa-
tients correlates significantly with the ability of inhi-
bition of U937 cell adhesion (P < 0.0025), and it could
be related to a possible physiologic role of these anti-
bodies. Thus, we speculate that the appearance of
these antibodies could be a regulatory mechanism de-
veloped in a parasitized patient in order to avoid the
host immune response. However, only with high vol-
ume of sera we were able to inhibit this cell adhesion
and we cannot assess the functional importance in
vivo. In this way, more studies with purified anti-IMN
anabodies trom sera as well as cell lines expressing afv
unique LMN receptor are necesgsary in order to evalu-
ate more accurately these preliminary results. Unfor-
tunately, we could not analyze it in SLE sera due to the
high volume of sera required.

Whatever the significance of these antibodies, our
results suggest that the recognition of LMN is quite
different in SLE and filariasis, Thus, the differences of
anti-LMN reactivity observed suggest that antibodies
produced following deliberate immunization with au-
toantigens or similar molecules present in parasites
are different from those spontaneously produced by in-
dividuals with auteimmune diseases such as SLE. In
this regard, the existence of LMN-like molecules on the
surfaces of parasites has been described {(46), but
whether filarial nematodes possess these molecules is
unknown at present. These differences in the recogni-
tion of a single molecule could be related to a possibly
pathogenic (SLE?) or protective role (parasitized pa-
tients?) of antibodies directed toward the same antigen
in two different groups of patients.
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