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1 . - I N T R O D U C C I O N



1 . 1 . -  ESTRUCTURA DE LAS INM UNO GLOBULINAS. -

Las inm unog lobu linas  c o n s titu y e n  una gran fa m i-

lia  de p ro te ina  s re lac ionad as  filo g e n é tica m e n te . D entro  de

esta fa m ilia  estan los a n ticu e rp o s . Las inm unog lobu linas  estan

*
présentes en e l suero y o tros liq u id e s  o rgan icos de todos los 

ve rteb rados , pero ha s ta ahora no esta su fic ie n te m e n te  a c la -  

rada su p resencia  en los in ve rte b ra d o s .

B io ldg icam en te , las inm unog lobu linas  se c a ra c te - 

r iz a n  por su capac idad  de u n irse  e sp ec ificam en te  a an tigenos 

dando luga r a una respuesta  inm uno ldg ica  que co n trib u ye  a 

la  su p e rv ive n c ia  d e l o rgan ism e. Ya que cada m o lecu la  de a n - 

tic u e rp o  posee una e s p e c ific id a d  d ir ig id a  con tra  un re s tr in g i-  

do numéro de a n tige n o s , se e xp lica  la trem enda heterogene idad 

que tie n e  que e x is t ir  dentro  de estas pro te ina  s , a f in  de que 

e l m ecanism o de defensa d e l organism e sea com p le te .

Esta d ive rs  idad ha lle va d o  a e s ta b le ce r una c la -  

s if ic a c id n  en un pequeno numéro de d ife re n te s  c la se s  y su b -



c lase s  de inm u n o g lo b u lin as , sobre la base de d ife re n c ia s  es ­

truc tu ra  les o a n tig e n ic a s . El numéro de c la se s  y subc lases 

va ria  de una s especies a o tra s .

1 . 1 . 1 . -  C lases  y subc lases  de in m u n o g lo b u lin a s . -

En genera l todas las  inm unog lobu linas  estan forma- 

das por cua tro  cadenas p o lip e p tid ic a s  igua les  dos a dos , que 

se m antienen un idas por puentes d is u lfu ro  e in te ra cc io n es  no 

co va le n te s . La cadena mas larga se conoce como cadena pe­

sada H y  t ie n e  un peso m o lecu la r que va ria  desde 50.000 a 

70.000 d a lto n s . La ca.dena co rta  o cadena lig e ra  L, tie n e  un 

peso m o lecu la r de 2 3. 000 d a lto n s .

En e l hombre e x is t en c in c o  c la se s  d ife ren te s  de 

m o lecu las de inm unog lobu lina  que se denom inan IgG , IgA, 

Ig M , IgD e IgE y  se d ife re n c ia n  entre s i en la es truc tu ra  q u i­

m ica de la cadena pesada. La ta b la  I m uestra un resumen de 

las  p r in c ip a le s  propiedades de las  d ife re n te s  c lase s  de inm u­

n o g lob u linas  .
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Para d es ign a r las  d ife re n te s  c la se s  de cadena pe­

sada, se u t i l iz a  la le tra  griega co rrespon d ien te , es d e c ir , c a ­

dena gamma ( y ) ,  mu ( f i ) ,  alpha ( a ) ,  d e lta  (é ) y  e p s ilo n  ( E )  para 

las  re sp e c tiva s  m o le cu las .

A sim ism o e x is te n  dos tip o s  d ife ren te s  de cadena l i ­

gera, que se conocen como lambda ( x )  y kappa ( k ) .  Cada c a ­

dena pesada se puede com binar con cu a lqu ie ra  de las dos c a ­

denas lig e ra  s; habra por ta n to  m o lecu las Y 72^2*

La c l a s e  prédom inante en e l hombre es la IgG , que 

co n s titu é e  aproxim adam ente e l 80% de las  Igs to ta le s  de l suero. 

La IgA es la inm unog lobu lina  que prédom ina en las  secrecc iones 

y puede es ta r présente  en e l suero como monomero o como p o l i -  

mero. En las se c re cc io n e s , la  m o lecu la  de IgA ( IgA se c re to r ia ), 

con tiene  una pro te ina  a d ic io n a l conoc ida  como Comp on ente o 

P ieza S ecre toria  (1).

La IgM  se présenta g en era Im ente en e l suero en fo r ­

ma de pentam eros, de un peso m o lecu la r de 900. 000 d a lto n s , 

aunque se han observado tam b ien  los  monomeros 7S (2). Tanto 

los  po lim eros de IgA como lo s  de Ig M , con tien en  una cadena



extra llam ada cadena T ( jo in in g ) (3), cuyo  peso m o lecu la r es 

15. 000 d a ltons  y  que se encuentra un ida  a las  cadenas pesa­

da s a o jjL a trave s  dé en laces d is u lfu ro  (4).

Las c la se s  IgD  e IgE se presentan en e l suero co ­

mo monomeros (5).

Cada cla.se de Inm unog lobu lina  a su vez ,  se puede 

s u b d iv id ir  en su b c la se s . Las d ife re n c ia s  entre una su bc lase  y 

o tra , co n s is te n  en determ inadas c a ra c te r is t ic a s  a n tig e n ica s  

de la  reg ion  cons tan te  de la cadena pesada. Las subc lases se 

des ignan  con numéros a co n tin u a c io n  de la le tra  que désigna 

la c la s e . Se conocen ha s ta ahora cua tro  subc lases para la IgG , 

denom inadas y l ,  y 2 , y 3 y  y4 ; dos subc lases  para la IgA, a l  y 

œ2 y dos para la  Ig M , |j l 1 y jj.2.

1 . 1 . 2 . -  Regiones y fragm entos de las In m u n og lo bu lina s . -

Cada cadena p o lip e p tid ic a  de las  inm unog lobu linas  

c o n s is te  en dos reg iones b ien d e fin id a s  que se conocen como 

Region V a ria b le  (V) y Region C onstan te  ( C ) . La reg ion  cons ta n te  

es la porc ion c a rb o x i- te rm in a l de la cadena y tie n e  la misma 

es truc tu ra  p rim aria  que las  otras cadenas de la misma c la s e .



su bc lase  y t ip o . La rég ion  v a r ia b le , es la  porc Ion a m in o -te rm i-  

na l y comprende una gran he terogene idad de secuencia  s de a m i­

noac id o s , inc  lu  so dentro  de una misma subc lase  o t ip o . Para 

des igna r estas re g io nes , se u t i l iz a n  los  s im bo los: Vk , CX,

V y , C a 2 , e tc .L a  Tabla I I  muestra las d ife re n te s  cadenas po­

lip e p tid ic a s  e x is ta n te s  en las  inm unog lobu linas  y  las reg iones 

co rre sp o n d ie n te s . De los  "A lo tip o s "  hablarem os mas ad e la n te .

En las  cadenas lig e ra s , la  reg ion  cons tan te  es 

de l m ismo tamano que la va r ia b le  V l .  L os  estud ios  de secuen­

c ia  de la  reg ion  co ns tan te  de la  cadena y 1, han dem ostrado 

que c o n s is te  en très  reg iones d e fin id a s  con una gran hom olo - 

g ia entre e lla s , a s i como con la reg ion  cons tan te  de la cadena 

lig e ra  y con reg iones s im ila re s  de cadenas pesadas de otras 

c lase s  y e spec ie s . Estas reg iones de hom olog ia , se des ignan  

por numéros a rab icos contando a p a rtir  de l extrem o a m in o - te r -  

m ina l de la cadena, es d e c ir: C y l , C y 2 , C h 3 . La reg ion  co n s ­

tan te  de la cadena pesada es por ta n to  très  vaces mayor que 

la reg ion  v a r ia b le  V y . En las  cadenas g  y e x is te  una cuarta  

reg ion  de hom ologia que se denomina Cg4 y Cp.4 re sp e c tiva m e n - 

te  (6) (7).
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Cada reg ion  de hom ologia com prende un to ta l de 100- 

115 res idues de am in oac id o . La te o ria  de lo s  dom in ios pro pu es­

ta  por Edelman ( 8), supone que los res idues  de cada reg ion  de 

hom ologia estan co locados en una con fo rm acion  s im ila r , fo r -  

mando un dom in io  g lo b u la r com pacte . Los res idues dentro  de los  

d ife re n te s  dom in ios de una cadena de inm un o g lo b u lin a , no pa - 

recen in te ra c c io n a r entre s i ,  pero pueden y de hecho lo  hacen,

in te ra c c io n a r con dom in ios homologos de otras cadenas de la

/ /
misma m o lecu la . Se ha sugerido  que la com b inac ion  se

llam ara "Subunidad e s tru c tu ra l V "; la  1, "Subunidad es­

tru c tu ra  1 C l " , e tc . (9).

Cada uno de los  dom in ios  esta conectado  con los 

adyacentes por m edio de reg iones no g lobu la res  de la cadena 

p o lip e p tid ic a  y  actuan por ta n to  independ ien tem ente . Se e x p li­

ca a s i la gran e s p e c ia liz a c io n  fu n c io n a l que e x is te  dentro  de las  

m o lecu las de Ig s , en las  que una déterm ina da reg ion  p a rtic ip a  

en una fu nc ion  b io lo g ic a  con  independencia  d e l re s to . A s i, la 

reg ion  va r ia b le  V, es la  im p licada  en la un ion  a l an tigeno ; la 

reg ion  C y2  es probablem ente la  que in te ra cc io n a  con e l s is -  

tema de l com plem ento; la  reg ion  C ^ 3 , parece ser la responsa -



ble de la union de las inmunoglobulinas a las  ce lu la s .

En la cadena pesada e x is te  ademas otra reg ion d e - 

nom inada " h in g e " , s ituada  hacia e l cen tre  de la m o lecu la , que 

no présenta hom ologia con ninguna otra parte  de la cadena 

p o lip e p t id ic a . S irve  de un ion  entre e l C ^ l  y e l C y2  y se c a -

ra c te r iz a  por con tener los  puentes d is u lfu ro  in te rcadena pesa-

/  /

da y por p resenter una conform acion  p a rtic u la r , mue ho mas e x -

tend ida  que e l res to  de la m o lecu la . Esta reg ion  es la respon­

sab le  de la f le x ib il id a d  de la m olecula de an ticue rpo  en su un ion  

a l an tigeno  y de ah i le  v ie n e  su nombre. Se ca ra c te riza  ademas 

por con tener un e levado numéro de res idues de P ro lina , cuya 

fu n c io n  en esta reg ion  de la m o lecu la , no esta su fic ie n te m e n ­

te  ac la rada to d a v ia . O tra c a ra c te r is t ic a  de esta reg ion , es su 

extremada s e n s ib ilid a d  a l ataque por enzima s p ro te o lr t ic o s .

El tra ta m ie n to  de las m olecu las de Inm unog lobu linas 

o de sus fragm entos, con agentes que rompen en laces p e p t i-  

d ic o s , conduce a la  fo rm acion  de Fragmentes m o lecu la res . En 

genera l se u t i l iz a n  enzimas p ro te o lit ic o s  para la ob tenc ion  

de estos fragm en tos , pero en c ie rto s  casos ,  se ha u t il iz a d o  

Bromure de C ianogeno (BrCN) (10) o ac ide  d ilu id o  (11) para la 

ruptura de en laces entre res idues e s p e c ific o s .



Las enzim as que mas se u t i l iz a n  son la papa ina, 

pepsina y tr ip s in a . La papaina rompe la m o lecu la  de IgG (que 

es la m ejor estud iada) en dos fragm entos denom inados Fab y 

Fc, cuyo peso m o lecu la r es de 25 - 30 .0 0 0  d a lto n s . (12). La pep­

s ina  da luga r a un fragm ente de mayor tamano m o lecu la r que 

co n tien e  los puentes d is u lfu ro  in te r cadena pesada, llam ado 

F(ab' )2 , a un fragm ente que co n tiene  la porc ion c a rb o x i- te rm i­

na l de la cadena, denom inado pFc' y a una se rie  de peptidos d ia -  

liz a b le s  (13) (14). Los fragm entos que se ob tienen  con t r in -  

s ina  son muy parecidos a los que se ob tienen  con papa ina.

La figu ra  1 m uestra la estructu ra  de una m olecu la  de IgG con 

los  s it io s  de ataque enz im a tico  y  los fragm entos ré s u lta n te s .

En la Tabla I I I ,  se expresan todos los  fragm entos ob ten idos ha s-  

ta ahora en la IgG , y los metodos u tiliz a d o s  para su o b ten c ion .

Fragmentos analogos se pueden ob tener en o tras c la ­

ses d ife ren tes  a la  IgG, que se designan con los  m ismos s im bo los 

pero con la le tra  apropiada de la cadena pesada de que se tra te , 

es d e c ir: Fc^, Fab^2* ^  veces se puede ob tener e l m ismo fragm en- 

to  u t iliz a n d o  dos enzimas d ife ren te s ; en este caso  se in d ica  el



CHO- —CHO

Cadena

Cadena 
L

Pepsina 

Papaina, Tripsina

Region 
Constante

Region
Variable

F ig . 1. -  Estructura de la m o lecu la  de IgG . S ltio s  

de ataque por enzim as.



CO

Ü

§

§
o
o

§

3
W
Q

CO
O
H
%
W

Ü
3
tin

3
CQ

3

fU

N
3

O

c

E
o

Û

fO
c

CO
a
C a

o
c

H 0
a

0
fO fO 'g

0c 0
g c 0c [0
CO CO fO a 0
a a 0 a
S-. 1-. u P -. S-.
H H 0 0 H

„ " 0 0 0
rn CO CO CO 0 0 0 CO 0 0 0
$0 C q q Ü -r-4 0 0 0

£
(Ü CO CO CO S

0
0 w -*-> 0 0 0

a a a a a 0 X a a a
fO CO CO 0 0 0 0 0 0
a a a a a a a GO a a a

r-H

K
Ü CM

K
Ü

K CO X
> >
a Ü a

Ü CM Ü Ü

a ffi ffi a
> Ü > >

>
ai

Ü
hj>

CO
in

Ü

CM

CM

Ü

1—4

K
Ü

K
> a
a Ü a a

Ü > Ü

a K a
> Ü > >

O

g
cn 

' o
c
fO
Ü
0 )
T3
2 ë
3

§.2^ i-HÇ0 H

> Ü

c
<D
e
a

s
a

X2
rn

a
u

a
T ?
a

X2
(0
Ph

JO
fO
Pi Ü

a

XI
ÜfO
Ph

CO

JOpL,



nombre de la enzima por m edlo de un pa ren tes is  con la le tra  

in ic la l  co rrespond ien te  a la enz im a , es d e c ir: Fab(t) s ig n if ic a  

e l fragm ente Fab ob ten ido  por d ig e s tio n  con tr ip s in a .

1 . 1 . 3 .  -  Estructura p rim aria  de las  cadenas p o lip e p t id ic a s . -

1 . 1 . 3 . 1 . -  Cadenas L ig e ra s . -

E x is te  actua lm en te  un gran numéro de cadenas l ig e ­

ras eu y a secuencia  es con oc id a . Los prim eros datos se o b tu v ie -  

ron a p a r tir  de p ro te inas de Bence-Jones, pe rtenec ien tes a los 

dos tip o s  K y  \  , que se c o n v ir t ie ro n  en los p ro to tipos  de se ­

cuenc ia  de subs igù ien tes  e s tu d io s . (15) (16).

A lo  la rgo  de la cadena lig e ra  se puede co n s id e ra r 

que e x is te  una s im e tria  que prov iene de la d is p o s ic io n  de los 

c in c o  res iduos  de c is te in a  a lo  la rgo  de la  m ism a. Las dos p r i­

meras c is te in a s  (res iduos 23 y  88 en k , 21 y  86 en X) estan 

un idas cova len tem ente  formando un pu ente d is u lfu ro  in tra c a te -  

n a rio  (17). Las dos c is te in a s  s ig u ie n te s  (134 y 194 en k ,  135 y 

195 en \ ) , forma n igua lm ente  un en lace  d is u lfu ro  y la u ltim a  C y s ,  

(C -te rm in a l en k ,  penu ltim o  res iduo  en \ ) , esta im p licada  

en e l puente in te rca te n a rio  con la cadena pesada.



En gene ra l, s i se comparan d ife ren te s  secuencias 

de cadenas lig e ra s , se puede de.crir que en los  prim eros 118 

re s id u o s , e x is te  un 24% de hom ologia y en los res tan tes  106, 

un 98%. El hecho de e x is t ir  esta tremenda heterogeneidad en 

la reg ion  v a r ia b le , ha lle v a d o  a e s ta b le ce r una c la s if ic a c io n  

en subqrupos. Esta c la s if ic a c io n  se basa en es tud ios  de se ­

cuenc ia  de los prim eros res iduos de am inoacidos de l extrem e 

N -te rm in a l de la cadena. Se han d e fin id o  a s i très subgrupos 

de reg ion  va r ia b le  en las cadenas k , que se denom inan Vk I,

Vk I I  y Vk I I I ;  para las  cadenas \  e x is te n  c in c o  subgrupos d e - 

nom inados V \ I .  . .V \ V.  En genera l, se puede d e c ir  que la ho­

m ologia entre cadenas pe rtenec ien tes  a l m ism o subgrupo, es 

de un 75%, m ien tras que entre  cadenas de d ife ren te s  subgrupos, 

es mener de un 50%.

Es in te resa n te  co ns ide ra r los d ife re n te s  grades 

de v a r ia b ilid a d  de a lgunos res iduos dentre  de la reg ion  v a r ia ­

b le . Los es tud ios  e s ta d is tic o s  a p lica do s  a las secuencias c o -  

noc idas (18) dem uestran que e x is te n  2 9 pos ic io ne s  en las  que 

e l m ismo res iduo  esta présente en la m ayoria de los  cases;  

a estes res iduos se les conoce como in va ria n te s  y p ro ba b le -



mente juegan un papel fundam enta l en e l m anten im ien to  de 

la  es truc tu ra  te rc ia r ia  de la rég ion  v a r ia b le .

E x is ten  otras c in c o  pos ic io ne s  en las que e l m is ­

mo am inoac ido  esta p résente  en todos excepte  une de los  

subgrupos, y cuyo papel debe ser e l m ismo que e l de los  

res iduos  in va ria n te s  .

O tras pos ic iones  presentan una v a r ia b ilid a d  ma­

yo r y estan asoc iadas con los  subgrupos de la s  cadenas k o 

Su func ion  en la es truc tu ra  to ta l de la cadena no esta 

muy C lara.

Son extrao rd ina riam en te  im portan tes c ie rta s  po­

s ic io n e s  que presentan un e levado grade de v a r ia b ilid a d  y 

se conocen como p o s ic iones  h ip e rva ria b le s  (19). Estas re -

g iones se encuentran muy proxim as en su d is p o s ic io n  e s p a c ia l 

/ /
y a su ve z , estan  muy proxim as a los res iduos  de c is te in a  

que p a rtic ip a n  en e l en lace  in tra ca te n a rio  de la  reg ion  v a r ia ­

b le . Los res iduos h ip e rva ria b les  estan d irec tam en te  im p lic a -  

dos en la un ion  a l an tigeno  y las reg iones h ip e rva ria b les  d e - 

te rm inan  la con fo rm acion  e sp a c ia l de l s i t io  com b inan te .



Respecto a l t ip o  de res iduos im p licados  en estas 

p o s ic io n e s , es in te resa n te  des taca r que 7 de las p os ic io nes  

in va ria n te s  de V ^ , estan ocupadas por res iduos de G lic in a .

El hecho de que este  am inoacido  carezca  de cadena la te ra l, 

perm i t  e una gran m o v ilid a d  a la reg ion  de la cadena p o lip e p - 

t id ic a  a la que esta un id o , p roporc ionando a s i una gran l i -  

bertad de rota c io n  a lrededor de l dé te rm inan te  a n tig e n ic o . En 

a lgunas de estas p o s ic io n e s , como los  res iduos  99 y 100, ex is 

ten  tam bien  dos g lic in a s  en p o s ic io n  analoga en la cadena 

pesada (2 0) (21), lo  cu a l parece apoyar la te o ria  ex pu esta 

an te rio rm en te .

1 . 1 . 3 . 2 . -  Cadenas Pesadas. -

De los  es tud ios  de secuencia  de la reg ion  v a ria b le  

de doce pro te inas de m ielom a carentes de a c tiv id a d  de a n t i-  

cue rpo , (22) (2 3) (24), se lle g o  a l e s ta b le c im ie n to  de très  

subgrupos de reg ion  v a r ia b le  en la cadena pesada. Estos sub­

grupos se denom inan: V y l  ) V y l l  y V y l l l  ; se ha sugerido  la  

e x is te n c ia  de un cua rto  subgrupo V ^ IV , aunque todav ia  no e x is ­

ten  datos s u fic ie n te s  que lo  con firm en .

A d ife re n c ia  de las  cadenas lig e ra s , un m ismo 

subgrupo V y  puede ser com partido  por las  c in c o  c lase s  de



cadenas pesadas (25). Como en e l caso de las cadenas L, 

e x is te n  d entre de la regicm V y  c ie rta s  pos ic iones  que son 

comunes a la m ayoria de las c la se s  de in m u n o g lo b u lin a s . El 

65% de la reg ion  V y , m uestra una v a r ia b ilid a d  muy pequena; 

e x is te n  2 5 p o s ic io n e s , e l 2 0% de la reg ion  V, que son a b so - 

lu tam ente  in va ria n te s  en las doce secuencias conocida  s , in -  

dependientem ente de l subgrupo a l que pertenezcan (2 6). A l­

gunas p o s ic ione s  son e sp e c ifica s  de subgrupo; s i se com paran 

las p ro te inas d e l subgrupo V y l l  con las  de l V ^ I I I  , e x is te n  

16 pos ic iones  que parecen ser e s p e c ific a s  de subgrupo; no 

se ha id e n tif ic a d o  n inguna de estas p o s ic io n e s  en e l te rc io  

c a rb o x i- te rm in a l de la reg ion  V (2 7).

E xisten  tam b ien  cua tro  am p lias reg iones h ip e rva - 

r ia b le s , que com prenden los  res iduos 3 1 -3 7 , 51 -68 , 84-91 

y 101-110 . El grado de v a r ia b ilid a d  de estas reg iones, d i -  

fie re  de unos subgrupos a o tros .

Es in te resan te  e l hecho de que todas las cadenas 

pesadas pe rtenec ien tes a los subgrupos de hom ologia de re -



g idn  v a r ia b le  I y I I ,  tie n e n  su am inoacido  N -te rm in a l b lo -  

queado, form ando e l de rivado  : ac . 2 -p ir ro lid o n -5 -c a rb o x i-  

l ic o ,  (PCA) , que ré su lta  de la c ic la c io n  de un res iduo  de 

ac . G lu tam ico  o de G lutam ina, con perdida en este caso  de 

am oniaco:

OÇH2-ÇH2 NH3 o CH2-ÇH2 H2O OÇH2-ÇH2 
-NH-C-CH C=0 —̂ -NH-C-CH C=0 4-^NH-C-ÇH q=0 

l(jH2 6 H2 i!iH2 o h
H

N -te rm in a l G lu tam ina N -te rm in a l a c . N -te rm in a l ac.
(G in o Q) 2 -P ir ro lid o n -5 -  G lu tam ico

c a rb o x ilic o  (Z) (glu o E)

Esta c a ra c te r is t ic a  es comun tam bien  a las  cad e ­

nas X pe rtenec ien tes a los très prim eros subgrupos de homo­

lo g ia .

Una reg ion  in te resa n te  de la  cadena pesada y no 

su fic ie n te m e n te  e s tud ia da , es la  un ion  de las  reg iones V y C 

en la cadena p o lip e p t id ic a . El hecho de no tener datos s u f ic ie n ­

tes de todas las  c la se s  de Ig s , hace muy d i f i c i l  su e s tu d io  

en e l momento p résen te . De la com parac ion  de las  p ro te inas 

conocida  s (F ig. 2 ), se deduce que hay un res iduo  de G lic in a
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in v a r ia n te  en p o s ic io n  117, segu ido  por dos res iduos v a ria b le s  

en po s ic io ne s  12 0 y 121, que son V a l-T h r en a lgunos casos 

y  V a l-A la  , en o tro s . Parece ser que la primera p o s ic io n  que 

es abso lu tam ente  d is t in ta  entre IgG e Ig M , es la 12 5, que en 

IgG es A la , y en Ig M , G ly . A p a rtir  de esta p o s ic io n , las  dos 

p ro te inas son bastan te  d ife re n te s , s igu ie ndo  A la -S e r-T h r-L y s  

en IgG y  G ly -S e r-A la -S e r en Ig M . La secuencia  T h r-V a l-S e r- 

Ser (121-124) que parece cons tan te  en todas las  p ro te inas e s - 

tud iadas (con las  excepciones expuestas an te rio rm en te ), se c o n ­

serva tam bien  en an im a les como e l ra to n (2 8) y el cone jo  (2 9).

1 . 1 . 4 . -  M arcadores gene ticos de las inm u n o g lo b u lin as . -

D entro  de la reg ion  cons tan te  de las  inm unog lobu­

l in a s , e x is te  un po lim o rfism o  de t ip o  g e n é tico , d e fin id o  por 

la  a p a ric io n  de c ie rto s  fac to res  que estan présentes en d e te rm i- 

nadas c la se s  y subc lases de inm u n o g lo b u lin as . A lgunos de e s­

tos fac to res son de na tu ra leza  a le lic a  y se tra n sm it en obedecien- 

do las leyes de M ende l. A estos fac to res  se les  conoce como 

A lo t ip o s .

E xis ten  otro  t ip o  de fac to res  no a le lic o s , que son e l 

resu ltad o  de la e x is te n c ia  de m u ltip le s  genes que c o d if ic a n  las



cadenas de inm u nog lobu linas ; se les denomina Iso tip o s  y se s in -  

te t iz a n  en d ife ren te s  lo c i,  ya que e l m ismo in d iv id u o  tie n e  los  

dos tip o s  de cadena lig e ra  y por lo  menos d ie z  c la se s  y s u b c la ­

ses d ife ren te s  de cadena pesada.

En las  cadenas k , se han d e s c rito  très  a lo tip o s  d i ­

fe ren tes que se conocen como In v ( l)  , Inv(2) y Inv{3) (30) (31).

Los In v ( l)  y (2), se encuentran norm alm ente en la misma cadena 

K .  Los estud ios  de secuencia  han dem ostrado que las  p ro te inas 

In v ( l ,2 ) ,  tie n e n  un res id uo  de Leucina en p o s ic io n  191, m ien ­

tras que las  Inv(3) tien en  V a lina  en esa p o s ic io n .(32).

En las  cadenas x no se ha de tectado  hasta e l momen­

to  n ingun m arcador a lo t ip ic o ; se han de tectado  a lgunas va ria n te s  

s e ro lo g ica s , que son mas consis tences con la idea de va ria s  sub­

c lase s  de cadenas c o d ifica d a s  por genes es tru c tu ra le s  d ife re n ­

tes (33) (34). Estas va ria c io n e s  se lo c a liz a n  en po s ic iones  154, 

en la que puede ha ber Serina o G lic in a , y 191, con A rg in ina  o 

L is in a , de man era que la va ria n te  XI es Ser, Arg; la X2 es Ser, 

Lys , y la \3  es G ly , Arg. La g lic in a  en p o s ic io n  154, esta a s o - 

c iada  con la e s p e c ific id a d  se ro log ica  conoc ida  como Kem"^ (35) 

y la U sina en 191, con la e s p e c ific id a d  O z ’̂ (36).



En las cadenas y , se han d e sc rito  fac to res  a lo t ip ic o s  

sem ejantes a los  In v , que se conocen como Gm (37); se conocen 

mas de 2 5 fac to res en este locus y estan repartidos  entre las 

d ife ren te s  subc lases de la IgG (38). Estos fac to re s  con tro la n  

res iduos  e s p e c ific o s  en la secuenc ia . La tab la  IV, muestra los  

re s iduos  de am inoac ido  re lac ionados con estos fa c to re s .

Asim ism o se conocen marcadores gene ticos para las  

cadenas a , que se denom inan Am. Hasta e l momento, so lo  se 

ha d e s c rito  un m arcador Am2 para la subc lase  IgA2 (39). No se 

ha d e s c r ito  tod av ia  n ingun m arcador a lo t ip ic o  en la reg ion  v a ­

r ia b le  de n inguna inm unog lobu lina  humana.

1 ,1 .5 .  -  N a tu ra leza  d e l s i t io  com b inan te . -

La porcicm de un an ticue rpo  que p a rtic ip a  en la un ion  

con e l an tige n o , es so lo  una pequena parte  de la m o lœ u la  lo -  

ca liza d a  en la reg ion  v a r ia b le  y que comprende ambas cadenas 

H y L. La in te ra cc io n  e sp e c ifica  entre un an tigeno  y un a n t i­

cue rpo , depende de la com plem entare idad entre  la  conform acicm  

de l dé te rm inan te  a n tig e n ico  y e l s it io  com b inan te  de l a n ticu e rp o . 

Esta un ion  es de na tu ra leza  no co va le n te .
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Los es tud ios  re a liza do s  en orden a es tim ar e l ta  ma no 

d e l s i t io  com b inan te , han llegado  a la c o n c lu s io n  de que un pe n - 

ta s a c ^ r id o  puede acop la rse  perfectam ente en la reg ion  com binan­

te  (40); as im ism o , es tud ios  con a n ti-p o lia m in o a 'c id o s , d em ostra - 

ron que e l m iniim o tamano que se requeria  para e l an tige n o , era 

e l de un te tra p e p tid o  (41).

En cuanto  a los  res iduos de la m o lecu la  de a n ticue rp o  

d irec tam en te  im p licados  en la un ion  a l an tige n o , los es tud ios  de 

m o d ifica c io n  e sp e c ifica  de A rg in in a , L is in a  y  T rip to fa n o , han de ­

m ostrado que la m o d ifica c io n  de L is in a , tie n e  un pequeno e fec to  

sobre la com binacicm  con e l a n tig e n o , m ien tras que la  de A rg in i­

na , t ie n e  un e fec to  d ra 's tico . (42) (43) (44). La m o d if ic a c io n  de 

los res iduos  de T rip to fa n o , conduce a la perdida de la a c tiv id a d  

de an ticue rpo  (45).

Como se ha com entado en o tro  apartado de esta In -  

tro d u cc io n , e x is te n  21 res iduos  in va ria n te s  en la reg ion  v a r ia b le  

de la cadena pesada; en este  se n tid o , es in te resa n te  la  e x is te n ­

c ia  de un res iduo  de A rg in ina  in v a ria n te  en p o s ic io n  40 ( dos re ­

siduos despues de la primera reg ion  h ip e rva ria b le ) y o tro  en po - 

s ic id n  100 (res iduo a n te rio r a la cuarta  rég ion  h ip e rva ria b le ).



E xis te  un T rip to fano  in va ria n te  en dos p o s ic io n e s : 38 ( p rim er 

re s id u o  des pues de la primera reg ion  h ipe rva riab le ) y 50 (un 

res iduo  antes de la segunda reg ion  h ip e rva ria b le ). No hay re ­

s iduos de L is in a  in va ria n te s  en la cadena pesada.

Los experim entos de m arcaje de a fin id a d  han p e rm i- 

t id o  e s tu d ia r con d e ta lle  la  na tu ra leza  y lo c a liz a c io n  p réc isa  de l 

s i t io  com b inan te . Estos es tud ios  co n s is te n  en in tro d u c ir  un g ru - 

po re a c tiv o  en e l hapteno o an tigeno , que sea capaz de co m b in a r- 

se cova len tem ente  con un res iduo  s ituado  cerca o en e l s it io  com ­

b ina n te . Por degradacion  p o s te rio r d e l a n ticue rpo  y a is la m ie n to  

de los peptidos m arcados, se pueden lo c a liz a r  los  res iduos ré a c ­

t iv e s  en la secu en c ia . De esta man e ra , se ha v is to  que estos re ­

s iduos estan dentro  o muy cerca de las  reg iones h ip e rva ria b le s : 

Tyr 33 y 93 en la cadena lig e ra  (4 6); pos te rio res  e s tu d io s , han de­

m ostrado que a parecen marcados s im u ltaneam ente , una Tyr en la 

cadena L (po s ic io n  34) y una Lys en la cadena H (p o s ic io n  54)

(47) (48). Se puede c o n c lu ir  por ta n to , que a l menos los re s i­

duos de L ys , Arg, Tyr y T rp , juegan un pape l im portan te  en la 

un ion  a l an tigen o , estando lo c a liz a d o s  muy proxim os o dentro



de las  reg iones h ip e rv a ria b le s . Estas reg iones a su v e z , ocupan 

po s ic ione s  muy proxim as en e l espac io , como consecuenc ia  d e l 

p legam iento  de las cadenas. No se puede de sca rta r s in  embar­

go, la  p a rtie ip a c io n  de o tros res iduos de los  que no e x is te n  to d a v ia  

s u fic ie n te s  es tud ios  de m o d if ic a c io n .

1 . 2 . -  ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LAS INM UNO GLOBULINAS. -

Las a c tiv id a d e s  b io lo g ica s  de las  Inm unog lobu linas 

se pueden d iv id ir  en dos ca tego ries  :

1 . -  La re a cc io n  e sp e c ifica  con e l an tigeno

2. -  O tras

La un ion  de las  Igs con e l a n tige n o , se considéra  

como la p r in c ip a l fu n c io n  de estas y se re a liz a  a traves  d e l 

fragm ente Fab de la  m o le cu la , estando e sp ec ifica d a  por la  re ­

g ion  v a r ia b le . A esta propiedad se le  ha llam ado Funcion Prima­

ria  de las  inm u n o g lo b u lin as .

En la segunda c a té g o rie , se in c lu ye n  una se rie  de 

a c tiv id a d e s  que dependen de la porc ion  Fc de la m olecu la  y que 

se conocen como Funciones Secundarias de las inm u n o g lo b u lin a s .



Por la im porta ne ia que van adqu iriendo  estas func iones 

en la com prension de l com portam iento  de las  inm un og lo bu linas , 

considerarem os en d e ta lle  a lgunas de e lla s .

1 .2 .1 .  -  C oncen trac ion  de Igs en d ife ren te s  liq u id e s  o rgan ico s . -

1 .2  .1 .1 .  -  Suero. -

La concen tra c io n  en e l suero de una determ inada c la -

se de inm u nog lobu lin a , depende de l numéro de c e lu la s  p lasm a-

tic a s  que la s in te tiz a n , de la ve lo c id a d  con que se ca ta b o liza  la

inm unog lobu lina  y de la ve lo c id a d  de in te rcam b io  entre los  e s -

pacios in tra  y e x tra va scu la r. Esta u lt im a , depende fundam en ta l-

mente de l c o e fic ie n te  de d ifu s io n  de la p ro te in a , de manera que

hay una re lac  ion  inve rsa  entre  e l c o e fic ie n te  de d ifu s io n  de una

/
inm unog lobu lina  y su co n cen trac ion  en e l suero.

La co n cen tra c io n  de las  Igs en suero, esta expresada 

en la ta b la  I .  La c la s e q u e  se encuentra en mayor con cen trac ion  

es la Ig G l,  seguida por Ig G 2 , Ig A l,  Ig M , IgG 3, IgA 2, IgD  e IgE. 

Las concentra  c lones  va ria n  considerab lem ente  de unos in d iv  iduos 

a o tro s , espec ia lm en te  entre  las c lases  y subc lases mas raras 

como la IgG4 (49).



1. 2 .1 .2  . -  S e crecc ion es . -

La IgA es la c la se  prédom inante en las  secrecc iones 

d e l o rgan ism e, s iendo  la re lac  ion  IgA /  IgG 1:5 en e l suero y 

2 0:1 en s a liv a  y otras se crecc ione s . Esta re la c io n  es p ro ba b le - 

mente m ayor para la IgA2 (50). Hay dos fac to res  que parecen 

ser responsab les de la elevada co n cen tra c io n  de IgA en las  se ­

c re c c io n e s , uno, e l que la IgA se com bina con una cadena po­

l ip e p t id ic a ,  llam ada Componente S ecre to rio  que se forma en las  

c e lu la s  e p ite lia le s  de las  g landulas; o tro , e l que los  datos de in -  

m unofluo rescenc ia  m uestran que la IgA es producida loca lm en te  

en e l te jid o  lin fo id e  que ro d ea las  g la n d u la s . En este  se n tid o , 

se podria pensar con la misma log ica para otra inm u nog lobu lin a , 

la IgE, ya que las  c e lu la s  p lasm aticas  productoras de IgE, se 

encuentran mas frecuentem ente en e l te j id o  lin fo id e  que rodea a 

las  g landu las  s e c re to ria s , que en los  gang lios  lin fa^ticos y bazo 

(51). No se ha dem ostrado hasta ahora, que la IgE se com bine 

con e l com ponente s e c re to rio , pero podria  o c u rr ir  que la  co ncen ­

tra c io n  de IgE en secrecc iones fuera tam bien  m ayor que en e l sue­

ro ; no ha s ido  p o s ib le  hasta e l momento, probar esta h ip o te s is .

1. 2 .1 .  3. -  F lu ido  ce re b ro e sp in a l. -

Las inm unog lobu linas probablem ente entran a l f lu id o



c e re b ro e sp in a l, por d ifu s io n  pasiva  a traves  de la  barrera san - 

guinea d e l ce rebro . A lgunas, s in  embargo, pueden entra r  d i ­

rectam ente  des pu es de la s m te s is  por c e lu la s  p lasm a ticas  e»n 

e l te j id o  ne rv ioso  c e n tra l

La IgG en este  f lu id o , représenta e l 12% de las  pro­

te in a s  to ta le s  (52) y su concen trac ion  es de 2 .5  -  7 .5  ^ g /m l.  

Las co ncen trac iones  de IgA e Ig M , son tam bien  mue ho menores 

que en e l suero, por deba jo  d e l n iv e l de deteccicm  (53). No se 

ha de tectado  IgD  o IgE en este  f lu id o .

1 . 2 . 2 . -  M é ta b o lism e  de las  in m u n o g lo b u lin a s . -

A s i como la can tida d  de una inm unog lobu lina  s in te -  

tiza d a  por d ia , depende d e l numéro de c e lu la s  p lasm a ticas  que 

la  form en, la pro porc ion  en que se c a ta b o liz a , depende en par­

te  de la  es truc tu ra  de la reg ion  cons tan te  de la cadena pesada. 

Los fragm entos Fc de la IgG , se c a ta b o liza n  re la tiva m e n te  d e s - 

p a c io , ig u a l que la  IgG In ta c ta , m ientras que los  Fab y las  c a ­

denas lig e ra s , son e lim inadas rap ida mente de la c irc u la c io n  y 

ca ta b o liza d a s  (54). La v id a  media de las  inm unog lobu linas  d i -  

f ie re  de unas subc lases a o tra s , s iendo la IgG , la  de mas larga



v ida  m ed ia . En la ta b la  I ,  se han representado la s  v id a s  m édias 

(en d ias) de las d ife re n te s  c la se s  de Igs; m ien tras la Ig G l,  2 y 4 , 

tie n e n  un ca ta b o lism e  pa rec ido , la  IgG3 se ca ta b o liza  mas ra p i-  

dam ente (55) (56). La v ida  media de la IgM  es s im ila r  a la  de 

la IgA, pero la IgD e IgE, son mas rap idam ente  c a ta b o liz a d a s .

1 . 2 . 3 . -  Paso a traves  de la  p la c e n ta . -

Las inm unog lobu linas  se pueden tra n s fe r ir  de madrés a 

h ijo s  en los  periodos pre y p o s tn a ta l; en e l hombre, la tra s fe re n c ia  

p rena ta l a l fe to , parece ser la  ruta mas im portan te  (57) y so lo  se 

tra n s fie re  la IgG . Es probab le  que todas las  subc lases de IgG , 

a tra v ie se n  la p la ce n ta . En este  paso, e l fragm ente Fc parece ju -  

gar un papel im po rtan te , ya que e l Fc a is la d o  es capaz de a tra -  

ve sa r la  p la ce n ta , pero e l Fab, no. (58).

Aunque e l c a lo s tro  humano es r ic o  en IgA, esta IgA 

no es tra n s fe r id a , s ino  que probablem ente cum ple  una fu n c ion  

dentro  d e l conducto  g a s tro in te s t in a l.

1 . 2 . 4 . -  A c tiv a c io n  d e l s is tem a d e l G om plem ento. -

Las inm unog lobu linas  pueden a c tiv a r  e l com plem ento 

ta n to  por la  v ia  c la^s ica , como por la  v ia  a lte rn a tiv a . Las Ig G l,



2 y  3 y  la  IgM  , lo  a c tlv a n  por la  v ia  c la s ic a , e x is tie n d o  d ife ­

renc ia  s en cuanto  a la  e fic ie n c ia  en la a c tiv a c io n , d epend ien - 

do de las su b c la se s , aunque no se conoce la  causa de estas 

d ife re n c ia  s . Los fragm entos Fc de la Ig M , f i ja n  e l com plem en­

to  mas e fic ie n te m e n te  que la IgM  en te ra . Los agregados de IgA, 

IgD  e IgE, no f i ja n  e l com plem ento por la  v ia  c la s ic a .

Todas las inm unog lobu linas  que a c tiv a n  e l com p le ­

m ento por la v ia  c la s ic a , son capaces de c o n v e rt ir  e l C3PA 

(C3 p ro -a c tiva d o r) en C3A (C3 a c tiv a d o r), e in ic ia r  a s i la v ia  

a lte rn a tiv a  de a c tiv a c io n  d e l com plem ento . Las Ig A l e IgA 2 , lo  

a c tiv a n  tam bien  por esta v ia .  La IgD parece a c tiv a r lo  déb ilm en te  

y la  IgE, no lo  a c tiv a ; los  fragm entos Fc de estas dos inm uno­

g lo b u lin a s , parecen ser s in  embargo, mas a c tiv o s  que las  mo­

le cu la  s com plé tas (59).

1 . 2 . 5 . -  U n ion  de las  Igs a c e lu la s . -

Una de las propiedades mas im portan tes de las Ig s , 

es su capac idad  de u n irse  a determ inados tip o s  de c â u la s ,  por 

m edio de c ie rta s  estruc tu ra  s que e x is te n  en la  s u p e rf ic ie  c e lu la r  

que se conocen con e l nombre d e re ce p to re s . De este  modo, en



e l hombre, se ha dem ostrado que los m o n o c ito s , tie n en  re ce p to ­

res para la  Ig G l e IgG 3, pero no para las  o tras subc lases (60).

La IgM  se une a los  m o n oc ito s , scilo s i e l com plem ento esta 

p resen te  en e l s is tem a (61). El fragm ente Fc de la inm unog lobu­

l in a ,  es e l que esta d irec tam en te  im p lica d o  en esta u n io n , s ie n ­

do por ta n to  e l responsab le  de las propiedades c ito f i l ic a s  de las 

Ig s . Los fragm entos F (a b ')2 , no se unen a m acrofagos.

C ie rta s  inm unog lobu linas  son capaces de u n irse  tam ­

b ien  a b a s o filo s  v m a s to c itos  sobre la s u p e rf ic ie  de la p ie l;  se 

les  conoce como a n ticue rpos  h om oc ito trop icos  y se ha dem ostra ­

do que pertenecen a la  c la s e  IgE(62). Esta inm unog lobu lina  es 

por ta n to , responsab le  de las  reacc iones de a n a fila x is  cu tanea 

pas iva  en la  p ie l de an im a les  de espec ies  homologas a los  d o -  

n a n te s . El s i t io  de la  IgE im p lica d o  en esta re a cc io n , es e l fra g ­

m ente Fc. Se han d e s c rito  tam b ien  an ticue rpos  homocitotro^picos 

de la  c la s e  IgG , pero su d e te cc io n  no parece ser muy free u ente 

(63).

Se ha d e s c rito  que todas las  subc lases  de IgG , a s i 

como las  de IgA, son capaces de u n irse  a n e u tro f ilo s , s in  em bar-



go la e s p e c ific id a d  de esta u n io n , no esta su fic ie n te m e n te  a c la -  

ra da . A s im ism o, las  p laquetas de d ife re n te s  espec ies  de m am i- 

fe ro s , son capaces de re a cc io n a r con com p le jos  A n tig e n o -A n ti-  

cuerpo o A n tig en o -A n ticu e rp o -C om p lem en to , lib e ra nd o  parte  de 

su con ten ido  en am inas v a s o a c tiv a s , ta ie s  como la  se ro ton ina  (64)

F ina lm en te , las  Igs son capaces de u n irse  a traves  

d e l fragm ente Fc, a receptores e s p e c ific o s  que e x is te n  sobre 

la  s u p e rf ic ie  de los  l in fo c ito s .  Esta propiedad se ha dem ostrado 

con s is tem as de com p le jos  a n tig e n o -a n tic u e rp o , en ausencia  de 

com plem ento, a s f como con inm unog lobu linas  agregadas (65) (66). 

En un es tud io  re c ie n te , (67), se encontro  que la  Ig G l e IgG3 no 

agregadas, eran capaces de u n irse  a los  l in fo c ito s ;  despues de 

la  ag regac ion , las cua tro  subc lases se un ian ; no es seguro s in  

embargo, en este  m omento, que ex is  tan  receptores para m o le - 

cu la s  a is la d a s  (no agregadas) de inm un o g lo b u lin a .

1 . 2 . 6 . -  Factor R eum ato ide .-

E1 fa c to r reum ato ide se d e fin e  como un a n ticue rpo  

d ir ig id o  fren te  a l fragm ento Fc de una c la s e  o su bc lase  p a r t ic u -



la r  de inm un og lobu lina . Las inm unog lobu linas se com portan por 

ta n to  en esta re a cc io n , como an tigenos y como an ticue rpos  (68). 

Se ha dem ostrado a c tiv id a d  de fa c to r reum ato ide (como a n tic u e r­

po) en las tres  c lases  p rin c ip a le s  de inm u n o g lo b u lin as , aunque 

parece ser que la Ig M , es la  que a parece con mas frecuenc ia  

y  la  que se ha es tud iado  con mas d e ta lle . En la  m ayoria de los 

ca so s , la IgG es e l an tigeno  para e l fa c to r reum ato ide .

De lo  expuesto an te rio rm en te , se puede d e du c ir que 

e l fragm ento Fc de la inm unog lobu lina , es e l responsab le  de una 

gran parte de las  a c tiv id a d e s  b io lo g ica s  de las  in m u n o g lo b u lin as , 

s iendo su e fec to  e l m ismo que e l de la m o lecu la  en tera . No se 

ha dem ostrado ninguna a c tiv id a d  en fragm entos de menor ta m a - 

ho que e l Fc, aunque no se sabe s i esto es deb ido  a que es 

necesario  un c ie r to  tamano para c o n s t itu ir  un s i t io  a c tiv o , o a 

que los  metodos u tiliz a d o s  para la  ob tenc ion  de estos fragm entos, 

(d ig e s tio n  e n z im a tica , ruptura con Bromuro de c ianogeno ), c o n - 

tr ib u ye n  a la d e s tru cc io n  de estos s it io s  en la  m o le cu la .



1 . 3 . -  INMUNOGLOBULINA D . -

La Inm unog lobu lina  D fue d escub ie rta  en 1964 en e l 

suero de un pac ien te  con m ielom a m u lt ip le  (69); p o s terio rm ente , 

se encon tro 'que  esta p ro te ina  era un com ponente norm al d e l sue­

ro , e x is te n te  en todos los  in d iv id u o s  de la especie  humana (7 0). 

Su concentracicm  en sueros norm ales es muy baja (0 .03  m g/m l) 

y no se ha dem ostrado su p resencia  en n ingun otro  liq u id o  o rg a - 

n ic o  como s a liv a , sec recc iones in te s t in a le s , c a lo s tro , e tc . (71). 

Como e l res to  de las  inm u n o g lo b u lin as , es s in te tiz a d a  por las 

c e lu la s  p la sm a tica s , desde donde pasa a l suero. Su v ida  media 

es de 2 .8  d ias  (72), mue ho menor que la d e l re s to  de las  inm uno­

g lo b u lin a s . La ve lo c id a d  con que se ca ta b o liza  la  IgD , es s in  em­

bargo s im ila r  a la de la IgA, s iendo  mas len ta  en e l caso de IgM  

e IgG . A su v e z , la v e lo c id a d  de ca ta b o lism e  de la IgD , esta"* 

in flu e n c ia d a  por su co n cen tra c io n  en e l suero, en e l se n tido  de 

que n ive le s  e levados en suero, produc en una ve lo c id a d  ca ta b o - 

l ic a  mas lenta  (73). Este t ip o  de reg u la c io n  es opuesto a l que 

se observa en e l caso  de la IgG .

La IgD  se encu entra en mue ha m ayor pro porc ion  en e l 

espac io  in tra v a s c u la r que en e l e x tra va scu la r (73%) (72), c o n tra s -



/
tando con e l caso  de la IgG e IgA, en que la  proporc ion  es de un 

40%. Este com portam iento  es s im ila r  a l de las m o lecu las de 

e levado peso m o le cu la r, como la IgM  y fibrino^geno. Aunque e l 

peso m o le cu la r de la IgD  es so lo  l ig  era mente mayor que e l de 

la  IgG , podria  o c u rr ir  que su d ife re n te  conform éeicm  o alguna 

otra c a ra c te r is t ic a  especia l de la IgD , im p id ie ra  su d ifu s io n  a 

traves  de las pared es va scu la re s ; otra p o s ib ilid a d , es que p u - 

d ie ra  se r re ten ida  se le c tiva m e n te  en e l espac io  in tra v a s c u la r 

o devue lta  a e l rap ide mente desde e l e x tra va scu la r, por m edio 

de a lgun  proceso no con oc ido  hasta e l momento.

Es c a ra c te r is t ic o  de esta in m u n o g lo b u lin a , e l p ré ­

senta rse con cadenas l ig  era s t ip o  X con mue ha mas frecuenc ia  

que con k ; de hecho, en un 80% de los  m ielom as IgD  d e s c r i-  

to s , la cadena 5 esta^unida a une cadena X. Este hecho s u - 

g ie re  que la pro porc ion k / x  en los casos de m ielom a IgD , es 

opuesta a la de otra s c la se s  de Ig s , en las  que predom inan las  

cadenas k . En sueros norm ales se ha com probado, que la p ro ­

porc ion  de IgDX, es c in c o  veces mayor que la de IgD K .



A sim ism o, cuando se estud ia  la pro pore ion  de cade­

nas K y \  en c e lu la s  p lasm a ticas  productoras de IgD , en bazos 

no rm a les, (74) (75), se encuentra una gran m ayoria de c A u la s  

con cadenas l ig  era s En los  casos de m ielom a e s tud iados , 

tam b ien  se encu entra cadena l ig  era \  en la  linea  c e lu la r  que pro­

duce la  in m u n o g lo b u lin a , ta n to  in  v iv o  (76), como in  v it ro  (77). 

La p o s ib le  s ig n if ic a c io n  de este  hecho y su p o s ib le  re la c io n  

con una determ inada e s p e c ific id a d  de la  IgD  como a n ticu e rp o , 

esta tod a v ia  s in  re s o lv e r.

No se ha dem ostrado hasta e l momento la  e x is te n c ia  

de d ife re n te s  subc lases dentro  de la Ig D , aunque e x is te  ev id  e n - 

c ia  de una heterogeneidad a n tige n ica  dentro  de esta c ia  se de in ­

m unog lobu lina  (78). Esta heterogeneidad podria re f le ja r  tam bien  

la  p resencia  de dos va ria n te s  a lo t i  p ica  s .

1 . 3 . 1 . -  Propiedades F is ic o -q u im ic a s  de la Ig D .-

1 .3 .1 .1 .  -  A is la m ie n to . -

El metodo genera l que se ha ven id o  u t iliz a n d o  para 

e l a is la m ie n to  de la IgD  de sueros de m ie lom a, corn prend e fu n -



dam enta Im ente dos eta pa s: la primera es una c rom atogra fia  de 

cam bio  io n ic  o en D E A E -ce lu losa  o DEAE- Sephadex y la segunda, 

una f i l t ra c io n  a traves  de Sephadex G -2 0 0 . En a lgunos ca so s , 

se han u t il iz a d o  despues inm unoadsorbentes para e lim in a r las 

res tan tes  im purezas (79).

El a is la m ie n to  de esta inm unog lobu lina  a p a rtir  de 

sueros norm a les, o frece  una m ayor d if ic u lta d ,  deb ido  a su e s - 

casa c one entra c ion  en e llo s .  Se ha d e s c r ito  s in  embargo, un 

método que perm i t  e ob tener IgD  a p a r tir  de un suero de d isg a m - 

m a g lo b u lin e m ia , en e l c u a l la  concentrée  ion  de IgD  es muy s i ­

m ila r  a la de sueros no rm a les, pero t ie n e  la  ve n ta ja  de que e l 

n iv e l d e l res to  de las Igs esta muy reb a ja d o , con lo  c u a l es mas 

fa c i l  e l a is la m ie n to  de la IgD  (80).

En c u a lq u ie r ca so , e l problema p r in c ip a l que p résen­

ta  e l a is la m ie n to  de esta inm u n o g lo b u lin a , c o n s is te  en su e x tre -  

mada s e n s ib ilid a d  a l a taque por enzim as p ro te o lft ic o s  présentes 

en e l suero, que tienden  a romper la IgD  en fragm entes, dando lu -  

gar a un bajo rend im ien to  cuando se tra ta  de ob tener esta p ro te in a .



Esta d if ic u lta d  se ha ven id o  subsanando en gran pa rte , aunque 

no to ta im e n te , m ediante  la a d ie  ion  de in h ib id o re s  de estas en­

z im as , ta ie s  como e l a c id o  Ç .-A m in o ca p ro ico , en e l momento 

de la e x tra cc id h  d e l suero y a lo  la rgo  de todo e l proceso de 

a is la m ie n to .

1 . 3 . 1 . 2 . -  Para m étro s m o le cu la re s . -

Las de te rm inac iones d e l peso m o lecu la r de la IgD  

lle va d a s  a cabo por sed im entac ion  a l e q u il ib r io  (81) (82) (83)

(84) y por f i l t r a c io n  en ge les (83) (84), d ie ron  como re su ltad o  

va lo re s  com prendidos entre 170.000 y 2 00 .000  d a lto n s . A su 

v e z , los  va lo re s  ob ten idos para la cadena pesada § , va ria n  

entre  60 .000  y 71 .000  (85). En la ta b la  V se resumen los  datos 

conoc id o  s hasta e l momento.

El c o e fic ie n te  de sed im entac ion  de esta inm unog lo ­

b u lin a , esta^com prendido entre 6 .15  S (81) y 7 S (84) (83), es 

d e c ir ,  es de l m ismo orden que e l de la IgG . La d ife re n c ia  en 

peso m o lecu la r de am bas prote ina s , ha de e x p lic a rs e  por ta n to , 

por una d ife re n te  con form a d o n  en e l caso  de la IgD ; e x ls te n  da ­

tos  a fa vo r de una a s im e tria  en la m o lecu la  de Ig D , como su e le -
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vada v is c o s id a d  in tr in s e c a  (0 .0 9 4 ), su a lta  re la c io n  a x ia l (9 .7 4 ) 

y c o e fic ie n te  de fr ic c io n  (1 .3 9 ). El vo lum en e s p e c if ic o  p a rc ia l 

de la IgD  (0 .7 1 7 ), es mas pequeno que e l de la  IgG  (0 .7 3 8 ), lo  

c u a l in d ica  una m ayor densidad en su m o l& ;u la . Ya que e l peso 

m o le cu la r de la IgD , cuando se asume e l m odelo de e lip s o id e  

e longado, es menor que e l ob ten ido  por o tros  me'todos, se puede 

suponer que esta pro te ina  esteT cons iderab lem ente  h idra tada a s i 

como e longa da . Esto e x p lic a r ia  su p e c u lia r com portam iento  en 

Sephadex G -20 0 , en e l que la IgD e luye de la colum na en segun­

da p o s ic io n , a co n tin u a c io n  de la IgM  y d e la n te  de la IgE, a p e - 

sa r de que su peso m o lecu la r es menor; en este  se n tid o  se ha s u - 

ge rido  una m ayor com pacidad en la m o lecu la  de IgE, que la  ha - 

ria  mas re s is te n te  a l ataque por enzimas (87), s iendo la  IgD  s in  

embargo, una de las  Igs mas sens ib les  a l a taque enz im a tico ; 

esta s u s c e p tib ilid a d  podria cons ide ra rse  como una ev idenc ia  a d i-  

c io n a l de una estruc tu ra  elongada y f le x ib le  para la Ig D . En la  ta ­

b la  V is e  resumen los  p rin c ip a le s  paramètres f fs ic o s  determ  inados 

para esta inm uno g lo bu lin a .



TABLA V I . -  PARAMETROS FISICOS EN LA Iq D . -

V e loc idad  de se d im en ta c ion :

$20 = 6 .9 2 -0 . 71c , , ^ =  0 .0 7  , o ;=  0 .0 6  , r= 0 .971  

10 concen trac lones  { o .20 -  1.11 g / l 00ml)

Près ion  osm otica :

n /c  = 0 .1 4  , , Peso M o l : 180. 000 

n / c  = 0 .135  , , Peso M o l: 186.000

6 con cen trac lones  cada una de 2 -  10 g r /1.

V isco s id a d  y Volumen e s p e c ific o  p a rc ia l:

1 / |  = 1 - 0 .094  c . 0 .002 , r  = 0 .9 9 6 . V = 0 .717

Peso M o le c u la r :

PM = 128.500 1 7 5 .7 0 0 ,, 1 78 .800 .

5^ —> pend ien te  de la rec ta  obten ida  de la  re p rese n tac ion  
de S2q fren te  a concen tra c io n  de p ro te in a .

r c o e fic ie n te  de co rre la c io n

n  Presicm osm otica

c —y C oncen trac ion  de pro te ina  en g / l



1 . 3 . 1 . 3 . -  E fecto de agentes f is ic o s  sobre la  IgD . -

Cuando se es tud ia  e l e fec to  d e l c a lo r sobre la  IgD  

(88), se observa que a 5 6 °, hay una rap ida  y c a s i to ta l a g rega - 

c io n  de la  p ro te ina ; la  m o lecu la  ca le n ta d a , t ie n e  una re a c tiv id a d  

d ife re n te  con e l suero an ti-cadenas lig e ra s , que la  n a tiv a ; es te  

com portam ien to  es d is  t  in to  a l de las  o tra  s c la se s  de inm unog lobu­

lin a  s y  parece su g e rir una d ife re n c ia  en la  na tu ra leza  de la s  fu e r -  

zas e s ta b iliz a n te s  im p lica d a s  en la  d is  p o s ic io n  in tra m o le cu la r 

de la  Ig D . A s im ism o, se ha observado una rép ida  fragm entac ion  

de la  Ig D , cuando se e fec tuan  repe tidos  conge lam ien tos y d e s -  

conge lam ien tos d e l suero . (89).

1 .3 .2 .  -  E structura  qu im ica  de la inm unog lobu lina  D . -

Como e l re s to  de las inm unog lobu lina  s , la  IgD  se 

com pone de dos cadenas pesadas llam adas S y dos cadenas l i ­

ge ras, que pueden ser X o k .  Ya se ha m encionado en o tro  a p a r- 

ta d o , la  gran pro porc ion  de m o lecu las IgD  que tie n e n  X como c a ­

dena l ig  era (80%). No se conoce to d a v ia  e l p o s ib le  s ig n if ic a d o  

de este  hecho.

La com posic io n  de am inoacidos de la  m o lecu la  com ­

p lé ta  de IgD  y de la  cadena pesada 5 , ha s ido  estud iada por
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va rie s  autores (82) (84) en d ife ren te s  para p ro te ina  s . En esta 

te s is ,  se h izo  tam b ien  e l a n a lis is  de la  com posic icm  de a m i-  

noa'cidos de la  IgD  (pro te ina  M e n ), y  en la  D is c u s io n  de esta 

te s is , se com paran los  re su ltados  ob ten idos con los  conoc idos  

p rev ia  m ente.

Una de las  c a ra c te r is t ic a  s de esta p ro te ina , es su 

a lto  con te n id o  en ca rboh id ra to  (10-14%) ; la  fra cc io n  c a rb o h i-  

d ra to  se compone de hexosas, g lu co sa m ina , g a la c tosam ina , 

a c . s ià l ic o  y fu co sa . En la  ta b la  V II se puede ve r la  re la c io n  

d e l con te n id o  en ca rb oh id ra to  de la  IgD  com plé ta  y de los  fra g -  

mentos en z im a tico s  ob ten idos  por papaina , en presencia  y a u -  

senc ia  de agente  re d uc to r, y con t r ip s in a . Como se observa , 

e x is t en por lo  menos dos s it io s  d ife ren te s  en la m o lé^u la  a los  

que se une e l ca rb o h id ra to , uno en e l Fab(t) y  o tro  en e l Fc(t)

(84) (90). Parece ser que todos los  res iduos  de manosa y  g lu ­

cosam ina , se encu entran en e l fragm ente Fc, m i entra s que so ­

lo  3 de las  15 ga lac tosas  y  n inguna g a lac tosam ina , se encu entran 

en este  fragm ente .



El tra ta  m le n to  e nz im a tico  de la  IgD  con papaina o 

t r ip s in a ,  conduce a la  fo rm acion  de los  fragm entes Fab y Fc, 

como sucede con e l res to  de la  in m u n o g lo b u lin a s . El s i t io  de 

a tque  de estas dos enz im as, parece ser d ife re n te ; en co n tra s te  

con  lo  que ocurre  en la  IgG , la  IgD  se rompe de d ife re n te  man era 

con  am bas enz im as, como lo  prueba la  p resenc ia  o ausenc ia  de 

ca rb oh id ra to  en lo s  re sp e c tivo s  fragm entos Fab que se ob tienen . 

La com parac ion  de los  ma pas p e p tid ico s  de los  fragm entos Fd 

ob ten idos  por d ig e s tio n  t r ip t ic a  y  de los  fragm entos Fc, p ro d u c i-  

dos por d ig e s tio n  con papa ina , sug ie re  que los  s it io s  de a taque 

de una y o tra  enz im a, es tan  separados a l menos por 15 res iduos 

de a m in oac ido s .

A d ife re n c ia  d e l fragm ente Fab que parece se r suscep ­

t ib le  de p o s te r io r degradac ion , e l Fc ob ten ido  por d ig e s tio n  con 

t r ip s in a ,  es un producto  e s ta b le  y  homogeneo (9 0 ) .El p o s te r io r 

tra ta m ie n to  d e l fragm ente Fab con tr ip s in a  (91), conduce a la 

fo rm acion  de un subfragm ento que tie n e  un peso m o lecu la r de 

2 6 .0 0 0  d a ltons  y  que una ve z  re d u c id o , se c o n v ie rte  en 1 3 .0 0 0 , 

ind ica nd o  la  p resencia  de dos cadenas p o lip e p tid ic a s  un idas por



un pu ente d is u lfu ro . Este subfragm ento , no com parte n ingun  dé ­

te rm ina n te  a n tig e n ic o  d e l Fc y  esta com puesto probablem ente 

por la  reg ion  v a r ia b le  de la  cadena pesada 5  y la  con s ta n te  de 

la  cadena l ig  era X.

Es un hecho c a ra c te r is t ic o  de la  Ig D , e l ser extrem a-  

dam ente s e n s ib le  a la  d ig e s tio n  por enzim as d e l suero, ta ie s  

como la  p la sm in a , dando lu g a r a la  a parie  ion  de fragm entos p a - 

re c id o s  a los  Fab y  Fc. A es te  hecho se le  conoce como "de g ra ­

d a c io n  espontanea " de la  IgD  y hace n ecesa rio  e l uso de in h i­

b idores de p lasm ina (ac. Ç -am inocap ro ico ), en los  es tud ios  ta n ­

to  e s truc tu ra  les  como b io lo g ic o s  de esta inm u nog lobu lin a .

Los in te n to s  de ob tener fragm entos de IgD , u t i l iz a n ­

do a lgun  agente q u im ico , como e l bromuro de c ianogeno , no han 

te n id o  é x ito , s iendo  e l con oc im ien to  de la  es truc tu ra  de la  Ig D , 

muy lim ita d o  hasta e l momento.

1 .3 .3 .  -  A c tiv id a d e s  b io lo g ic a s  de la  Ig D . -

No se ha d e fin id o  to d a v ia  cu a l es la  verdadera f  une ion  

b io lo g ic a  de la  IgD ; la  m ayoria  de los  in te n to s  de dem ostrar una



a c tiv id a d  de an ticue rpo  en esta c la s e  de inm un o g lo b u lin a , no han 

te n id o  e x ito , aunque ha s ido  p o s ib le  d e te c ta r esta a c tiv id a d  

fre n te  a l dé te rm inan te  a n tig e n ico  b e n c ilp e n ic ilo il en sueros de 

pac ien tes  a le rg ico s  a la  p e n ic ilin a  (92). A s im ism o , la  IgD  se 

encu entra p résente  en e r itro c ito s  de pac ien tes  con anem ias he - 

m o lit ic a s  causadas por p e n ic ilin a  G (93).

Por ra d io in m u n o d ifu s io n , se han dem ostrado a n t i­

cuerpo s de la  c la s e  IgD  d ir ig id o s  con tra  d ife re n te s  a n tig e n o s , 

ta ie s  como gam m aglobuline y  a lbum ine b o v in e s , com ponentes 

de la  leche  bovina  y contra  e l to x o id  e d e l tà a n o s  y  de la  d i f -  

te r ia  (94) (95) , en in d iv id u o s  c lm ica m e n te  se n s ib le s  a la  le ­

che  de vaca o que habian s id o  inm un izados rec ien tem en te  con 

to x o id  e de td tanos o de d if te r ia .  A s im ism o , parece ha b erse en­

con tre  do una a c tiv id a d  de an ticue rpo  en la IgD  d ir ig id a  con tra  

in s u lin e  b o v in a , en una se rie  de su je tos  d ia b e tic  os (96) (97),

Una de las  a c tiv id a d e s  mas reconoc idas  dentro de 

la  c la s e  IgD , es su com portam iento como a n ticue rp o  a n tin u c le a r . 

Por inm uno fluo rescenc ia  se ha dem ostrado la  p resencia  de es­

tes  an ticue rpos  de c la s e  Ig D , en c e lu la s  de pac ien tes  con d e -



sordenes reum aticos (98) y con enfermedades de t ip o  lupus e ry ­

them atosus (99) o n e fr it is  (100).

Los in te n to s  de dem ostrar en la IgD  una capacidad 

fiia d o ra  d e l com plem ento por la  v ia  c la s ic a , han dado resu ltado s  

n e g a tiv o s . Tanto la  p ro te ina  en estado n a tiv o , como agregada 

por b enz id ina  b is -d ia z o t iz a d a  (BDB), son incapaces de a c t i ­

v e r e l com plem ento (101) (102). Parece ser s in  em bargo/ que 

ta n to  la m o lecu la  de IgD  com p lé ta , como e l fragm ente Fc, a"m- 

bos agregados, son capaces de a c tiv e r  la v ia  a lte rn a tiv e  d e l 

com plem ento (103), s iendo  la  a c tivé e  ion  por e l Fc agregado, 

mucho mayor que la producida por fragm entos pe^pticos de la pro­

te in a , o por la  propia p ro te ina  com ple te  agregada.

De la  misma man era , no parece haberse encontrado 

una capac idad  de s e n s ib iliz a r  la p ie l dentro  de la  c la s e  IgD  

(102) (104) (105), como sucede en e l caso  de IgE e IgG , n i de 

p roduc i r  reacc iones de a n a fila x ia  cutanea in ve rtid a  (RPCA).

Hasta e l momento p resen te , todos los  datos parecen 

a punte r a que la verdadera fu n c io n  b io lo g ic a  de la  Ig D , res id e  

en ser uno de los com ponentes de la membrane de los  l in -



fo c ito s , actuando probablem ente como prim er re ce p to r d e l an ­

t ic  eno (106).

En in d iv id u o s  n o rm a le s , se ha podido dem ostrar 

la  p resenc ia  de IgD  en la  s u p e rf ic ie  de los  l in  fo c ito s  : en re -  

c ie n  n a c id o s , esta p ro te ina  es e l p r in c ip a l com ponente de la  

membrana, encontrandose un 2 5% de c e lu la s  p o s it iv a s , fren te  

a un 3-4%  en ad u lto s  (107). En re la c io n  con  o tras c la se s  de Igs 

en los  l in fo c ito s  p e rife r ic o s  de r e c ià i  n a c id o s , se encu entra 

un 8.5%  de c e lu la s  con Ig M , un 2 .9%  con IgG y un 0. 8% con 

IgA. La IgD  es por ta n to  la  inm unog lobu lina  que mas fre cu e n - 

tem ente  se d e te c ta . Este hecho con tras ta  con la  inca pac idad  

de d e te c ta r en muchos ca s o s , IgD  en e l suero de rec ie n  n a ­

c id o s  (108) (109) y con la  ba ja  frecuenc ia  (4 .5% ), con  que 

se de tecta  IgD  en e l suero de cordon u m b ilic a l (110) (111).

El o rigen  y  s ig n if ic a d o  de esta IgD  en e l suero de cordon , no 

estan c la ro s , aunque todos los  datos parecen apoyar una s m -  

te s is  por e l p rop io  fe to , exc luyendo  la  p o s ib ilid a d  de pa so a 

tra ve s  de la  p lacen ta  o de con tam inac ion  por suero m atem o.



En lin fo c ito s  de sangre p e r ife rica  de in d iv id u o s  ad u lto s  

n o rm a le s , la  IgD  se encu entra p résente  en la  membrana de a p ro - 

x im adam ente un 18% de l to ta l de l in fo c ito s  con Igs en su super­

f ic ie  (112). Es un hecho in te re sa n te  e l que la  IgD  se encu entra 

norm alm ente asoc iada  a la  Ig M  sobre la  membrana de los  l in ­

fo c ito s ,  s iendo  e l porc enta je  de c e lu la s  que con tienen  am bas in ­

m u n o g lo bu lin a s , de un 80% (106). Este porc enta je  es igua lm en te  

e levado  en re c ie n  n a c id o s . Por m edio de te cn ica s  de in m u n o flu o ­

re sce n c ia  con dob les  t in c io n e s , se ha podido dem ostrar que 

ambas p ro te ina  s se mu even independ ien tem ente  sobre la  mem­

brana d e l l in  foc i t  o (113) y  que ambas com parten e l m ismo t ip o  de 

cadena l ig  era k o \  , no encontrandose en n ingun ca so , ambas c a ­

denas en la  m isma c é lu la .

Respecte a l o rige n  de esta IgD  sobre la  s u p e rf ic ie  de 

los  l in fo c ito s ,  todos los  da tos parecen in d ic a r  que es s in te tiz a d a  

por la  propia c à u la  y no absorb ida  pasivam ente  en v ir tu d  de a l ­

guna propiedad c i t o f i l i c a .  Esta s m te s is  parece e s ta r dem ostrada 

por e l hecho de que c e lu la s  d e sp ro v is ta s  de IgD  por expos ic io n  

a l a n tisu e ro  co rresp ond ie n te , m uestran re a p a ric id h  de la  m isma 

en su membrana, despues de in cu ba rlas  en un m edio ca ren te  de



Ig D . O tro  hecho que apoya esta h i pot es i s , es que so lo  se o b se r­

va un t ip o  de cadena l ig  era en cada c e lu la  y s i  la  IgD  fuese  a b ­

sorb ida  pas ivam ente , no e s ta ria  re s tr in g id a  a un so lo  t ip o  de c a ­

dena  L , que ademas es la  m isma que la  de la  IgM  présente  en la  

m isma c é lu la .

La p resenc ia  de IgD  e IgM  s im u lta n  earn ente sobre la  

m isma c é lu la , co n tra s ta  con o tras c la se s  de Ig s , en que so lo  a pa­

rece  una determ inada c la s e  por c é lu la . Las im p lica c io n e s  de es­

ta  dob le  p resencia  son v a r ia s ; en prim er lu g a r, los  s it io s  de co m - 

b in a c io n  de los  receptores IgD  e IgM  tie n e n  que ser ig u a le s , 

ya que de otra man era se re q u e rir ia  que la ' m isma c é lu la  e xp re - 

sara dos genes d ife ren te s  para la  reg ion  v a r ia b le  V y  y que se 

un ie ran  a dos genes d ife re n te s  de reg ion  c o n s ta n te . Esta p o s ib i­

lid a d  es muy poco p robab le . El hecho de com p a r t ir  e l m ismo t ip o  

de cadena l ig  era, apoya tam b ien  esta te o r ia . De hecho, se ha com ­

probado que la  IgM  e IgD  présentes sobre la  m isma c é lu la  en 

l in fo c ito s  de pac ien tes con leucem ia c ro n ic a , tie n e n  la m isma 

e s p e c ific id a d  id io t ip ic a  (114) (115), dem ostrada por e l hecho de 

que ambas p ro te ina  s reacc ionan  con un a n tisu e ro  a n t i- id io t ip o ,  

preparado espec ificam en te  fre n te  a l fragm ente Fab de una de e lla s .



En segundo lu g a r, se puede pensar que b ien la  IgD  o la  Ig M , son 

e l prim er recep to r de l a n tige n o , dando luga r despues a una d i -  

fe re n c ia c io n  y a la  a parie  ion  de las  otras c la se s  de Ig s . No es 

seguro todav ia  s i  la  tra n s ic io n  es ^  ^ n  —» y  ,o  |x — > y*

C ua lqu ie ra  que sea la  verdadera e x p lic a c io n , la  p resencia  de 

dos receptores sobre la  m isma c é lu la , es un hecho muy d e s ta c a - 

b le  y desde e l punto de v is  ta  g e n é tico , de fundam enta l im po rta n - 

c ia  para la  respuesta  inm une.

Es de gran in te rés  tam b ién  e l hecho de que la  IgD  

es, ju n to  con la  Ig M , la  c la s e  prédom inante en la  s u p e rf ic ie  

de l in fo c ito s  p a to lo g ic o s . Se ha dem ostrado su p resenc ia  en l in ­

fo c ito s  de pac ien tes  con leucem ia  lin fo id e  c ro n ica  (116), encon­

trandose  en la  m ayoria  de los  ca so s , IgM  sobre la  m isma c é lu la  

e in c lu s e  cadenas lig e ra s  lib re s  (117). Se ha de tec tado  IgD  tam ­

b ie n , en l in fo c ito s  de leucem ia  l in fo b la s t ic a  aguda (118).

En o tra  se rie  de es tud ios  con gang lios  l in fa t ic o s  

cancerosos , se encu entra en un a lto  porc enta je , c é lu la s  p la s ­

m a ticas productoras de Ig D , a s i como d e l re s to  de las  Ig s . En 

estos ca sos , la  IgD  se encu entra asoc iada  a la  IgA en la  s u -



p e r f id e  de las  c e lu la s  cancerosas (119). Se ha de tec tado  tam ­

b ie n  esta inm un o g lo b u lin a , en c é lu la s  de granulom as s a rc o i-  

des (120), lin fosa rcom as (121) (122) y en in je r to s  to i  era do s .

En casos de inm u n o d e fic ie n c ia s  p rim a rie s , la  IgD  se ha d e te c ­

tado  asoc iada  c a s i siem pre a Ig M , en l in fo c ito s  de sangre pe­

r i f  é rica  (123).

En cuanto  a la  forma en que ta n to  la  IgM  como la 

Ig D , se encu entran sobre la  membrana de los  l in fo c ito s ,  hay 

da tos que parecen in d ic a r  que e l Fc esta s itu a d o  hacia  e l in ­

te r io r  de la  membrana in c lu s o  pa rc ia lm en te  "e n te rra d o " , como 

lo  dem uestra la  incapac idad  de re a cc io n a r c ie r to s  l in fo c ito s ,  con 

an tisue ro s  d ir ig id o s  con tra  e l Fc de estas inm unog lobu linas  (124). 

No e x is te n  datos hasta e l mom ento, que im p liquen  una d ife re n ­

c ia  e s tru c tu ra l en tre  la  IgD  asoc iada  a la  membrana y la  IgD  que 

se encu entra en e l suero.

E xis ten  a lgunos ca so s , en que e l n iv e l de IgD  en e l 

suero esta e levado . Aunque to d a v ia  no se conoce la  causa n i 

las  p o s ib les  im p lic a c io n e s  de este  hecho, puede se r in te re sa n ­

te  en cuanto  que ayudaria  a com prender la  p o s ib le  fu n c io n  de es­

ta  inm un og lob u lina . A lgunos de estos casos se describen  a c o n -



tin u a c io n .

En prim er lu g a r, la  IgD  se encu entra a lta  mente e le -  

vada en e l suero de m ujeres embarazadas (125), s in  conocerse  

hasta e l momento una p o s ib le  e x p lic a c io n . Se podria  pensar que 

la  IgD  actuara  como an ticue rp o  fren te  a a lgun  an tigeno  de origen 

fe ta l,  aunque no e x is te  n inguna prueba de esto ; o tra  p o s ib ilid a d  

se ria  que e l m etabo lism o de la  IgD  se a lte ra  con e l embarazo. 

Este hecho co n tra s ta  con e l ba jo  n iv e l en que la  IgD  se encu en­

tra  en e l suero fe ta l o en e l de rec ie n  nac idos  (12 6). Cuando se 

es tud ian  los  n iv e l es de IgD  en suero de ninos. norm ales en eda- 

des com prendidas entre  los  10 mes es y  los  15 anos (12 7) (128), 

se observa que e x is te  una c o rre la c io n  con la  edad, en e l sen­

t id o  de un aumento p ro g rès ivo  de esta inm unog lobu lina  con la 

edad, a lcanzando  e l m ismo n iv e l que en a d u lto s , a los  15 anos. 

Parece e x is t ir  tam bien  una c o rre la c io n  con e l sexo , ta n to  en 

n inos  como en a d u lto s , s iendo  e l n iv e l mas e levado en m ujeres 

que en varones (12 9).

En o tra  se rie  de es tud ios  encam inados a observer la  

p o s ib le  c o rre la c io n  entre  la  co n cen tra c io n  de IgD  en suero y los



d ife re n te s  a lo t ip o s , se m id ie ron  los  n iv e le s  de IgD  en suero de 

in d iv id u o s  caucas ianos norm ales de los  grupos Gm (a), Gm(g) o 

Gm(f) Gm(b). Los re su ltados  in d ica n  que personas hom ozigo ticas 

para e l grupo Gm(f) Gm(b), tie n e n  n iv e le s  de IgD  s ig n if ic a tiv a m e n - 

te  mas ba jos que las  hom oz igo ticas  para e l o tro  grupo. Aunque 

no se conocen hasta e l momento m arcadores gene tic  os en la  IgD , 

la  c o rre la c io n  observada con los  a lo t lp o s  de la  c la s e  IgG , parece 

in d ic a r  una es tree  ha re la c io n  entre los  genes de la  rég ion  co n s ­

ta n te  de las  cadenas pesadas â  y y .  (130).

Entre los estados p a to lo g icos  en que la  IgD  se en­

cu entra e levada en e l suero , se ha es tud iado  la  a r t r i t is  reum a- 

to id e  ju v e n il,  en la  que se observa un gran aumento de esta in ­

m unog lobu lina  que no esta re la c io na d o  con la edad, n i con  n in -  

guno de los  parametros c lin ic o s  e s tu d ia d o s , aunque s i se obse r­

va c o rre la c io n  entre los  n iv e le s  de IgD  e IgA (131). Este hecho es 

c o n tra r io  a lo  que sucede en la  a r t r i t is  reum ato ide  en a du lto s  (132) 

a s i como en e l lup u s , en los  que los  n iv e le s  de IgD  son s im i-  

la res  a los  norm ales (133).

Cuando se estud ian  casos de enfermedades a to p ic  a s , 

se encu entra que en n in o s , e l n iv e l de IgD  es re la tiva m e n te  b a jo , 

muy parec ido  a l norm al (134), m i entra s que en adu ltos  parece es ta r



e levado  hasta unos 5 .5  m g / l  00ml (135). La IgD  s in  embargo, 

parece no es ta r im p licada  en la  respuesta  inm une de personas 

a to p ic a s . E xisten  es tud ios  que in d ica n  que la  IgD  no p a rtic ip a  

en reacc iones de h ip e rs e n s ib ilid a d  t ip o  a n a fila x ia  (136), por ta n ­

to  nada se puede d e c ir  to d a v ia  sobre la  re la c io n  entre  esta e n fe r- 

medad y  los  n ive le s  de IgD .

La IgD  esta pa rticu la rm e n te  e levada en e l suero de 

enfermes con in m u n o d e fic ie n c ia s , a l ig u a l que la  IgE (137), lo  

c u a l esté  de acuerdo con e l e levado n iv e l de esta  inm u n o g lo b u li­

na en casos de in fe cc io n e s  c ro n ica  s (71), a s i como en tu b e rc u lo ­

s is  (138) y  lep ra  (139).

No hemos cons ide rado  ha s ia  ahora , lo s  aumentos mo­

n o c lo n a l es de IgD  que c o n s titu y e n  los  casos de m ie lom a. Se ha 

d e s c r ito  un co n s id e ra b le  numéro de casos de m ielom a IgD  (140) 

(141) (142). En todos e llo s , la  c a ra c te r is t ic a  e se n c ia l es e l a lto  

porc enta je  de cadenas lig e ra s  X y  e l e s ta r c a s i s iem pre a s o c ia -  

dos con  la  p resencia  de p ro te ina  s de B ence-Jon es . La co n cen tra ­

c io n  en que la  p ro te ina  m onoc lona l a parece en e l suero , v a r ia  

entre  1 y 30 m g /m l, estando la  co n cen tra c io n  d e l res to  de las  Igs 

d ism in u id a  en un 50% respecte  a los  va lo re s  no rm a les. Parece se r



que la  m a n ifes ta c io n  d e l m ielom a Ig D , es mas f r  ecu ente en hom - 

bres que en m u je res, y que la  edad media de los  pac ien tes es 59 

a n o s .

1 . 3 . 4 . -  Presencia de IgD  en o tras e s p e c ie s . -

Los in te n to s  de encontra r una inm unog lobu lina  e q u i-  

parab le  a la  IgD  en d ife re n te s  especies a n im a le s , no han lle g a do  

todav ia  a n inguna c o n c lu s io n  d e f in it iv a .  En l in fo c ito s  de bazo de 

ra to n , se ha ca ra c te riza d o  una m acrom o lécu la , cuyo  peso m o le ­

c u la r es in te rm ed io  entre  la  IgM  y  la  IgG (143) (144). El hecho de 

que e l com portam iento  de esta nueva cadena pesada en ge les de 

S D S -p o lia c rila m id a , es s im ila r  a l de la  cadena S , ha lle va d o  

a suponer que esta p ro te ina  puede e s ta r re lac ionada  con la  IgD  

humana. O tras c a ra c te r is t ic a  s , como e l a lto  co n te n id o  en c a rb o h i­

d ra to , fa c ilid a d  a la  degradacion  p o s te rio r a la  l is is  c e lu la r ,  e l no 

se r segregada por esp le n o c itos  de ra ton  en ca n tida d  d e te c ta b le  y  e l 

no reacc io na r con n inguno de los  an tisue ros  e s p e c ific o s  a n t i-K , 

a n t i- f i ,  a n t i- y  y  a n t i-a  (145), la  hacen un bu en can d id a te  a se r 

una m olecu la  s im ila r  a la  IgD  humana.

Es in te resan te  apun tar que esta nueva pro te ina  no a pa­

rece en los  l in fo c ito s  de h igado fe ta l,  n i en bazo e hfgado de re c ie n



nac id o ; s in  embargo, los  l in fo c ito s  de bazo de ra ton  es de entre  

6 s émanas y 6 mes es de edad, con tienen  can tidades s im ila re s  de 

8  s iendo  la  pro porc ion  |jl: 5 de 3 :2 . En un e s tu d io  p a ra le lo , (146) 

se encontre  que m i entra s que la  IgM  se dé tec ta  en ra tones de 4 

d ia s  de edad, la  " Ig D "  a parece en los  e sp le n o c ito s  en ra tones 

de 9 -15  d ias  de edad, aumentando hasta los  trè s  mes e s . Entre los  

très  mes es y  los  2 anos, la  " Ig D "  c o n s titu y e  e l 50-60%  d e l ma­

te r ia l ra d io a c tiv e  de la  s u p e rf ic ie  d e l 1 in fo c  i t  o .

Estos es tud ios  parecen su g e rir un cam bio  de c é lu la s  

p roductoras de IgM  a Ig D , que te nd ria  lu g a r duran te  e l p roceso de 

d ife re n c ia c io n  de los l in fo c ito s  B en e l bazo. Esta su p o s ic io n  

es co n tra ria  a lo  que parece suceder en huma no s y que se ha com en-  

tado  an te rio rm e n te .

y
En o tras  especies d ife ren te s  a l ra to n , como p rim a tes , 

se  ha d e s c rito  una m acrom olécula que reacc iona  cruzadam ente con 

un an tisu e ro  a n t i- Ig D  humana (147). Estud ios f is ic o -  qu im icos  

han dem ostrado que esta m acrom olécula  t ie n e  un peso m o lecu la r 

s im ila r  a l de la  IgD  y que posee c a ra c te r is t ic a  s a n tig e n ica  s de ia  

cadena §  . Esta p ro te in a , a l ig u a l que la  de ra to n , podria  se r por 

ta n to  com parab le  a la  Ig D , pero no e x is te n  da tos hasta e l momento 

que lo  dem uestren.



Resumiendo lo  expuesto an te rio rm en te , se puede de­

c i r  que la Inm unog lobu lina  D s igue s iendo hasta e l momento, la  

menos conocida  de las Igs hum anas. Los datos re fe ren tes a su 

e s truc tu ra  qu im ica  son muy lim ita d o s , en p a rtic u la r a q ue llo s  

re la t iv e s  a la es truc tu ra  prim aria  de esta p ro te fna . Los pocos 

e s tud ios  lle va d os  a cabo, apuntan hacia  una p a rtic u la r c o n fo r-  

m acion o a a lguna c a ra c te r is t ic a  e sp ec ia l en esta inm unoglobu­

l in a ,  que la hacen d is t in ta  d e l re s to .

R ecientes es tud ios  han dem ostrado que la IgD  se en­

cu  entra p resente  en la s u p e rfic ie  de los  l in fo c ito s  humanos, d o n - 

de probablem ente e s té cum pliendo  una fu n c io n  fundam enta l, que 

no ha s ido  p o s ib le  d e s c r ib ir  to d a v ia , pero que hace e l es tud io  de 

esta inm uno g lob u lina , mucho mas im portan te .

Es un problema fundam enta l por ta n to , e l a borda r e l 

e s tu d io , sobre todo  e s tru c tu ra l, de esta p ro te in a , con e l f in  de 

a porta r nuevos datos que perm itan  a c la ra r o e x p lic a r  en pa rte , 

e l p e c u lia r com portam iento  de la IgD y q u iz a , su verdadera 

fu n c io n  b io lo g ic a . En este  punto se s itu a  e l p lan team ien to  de 

esta T e s is .



2 . - O B T E T I V O S  Y P L A N  D E  T R A B A T O



Como se ha expuesto  en la  In troduce io n , e l co n o c im ie n - 

to  de la  es truc tu ra  prim aria  de la Ig D , es hasta e l momento muy 11- 

m itado . El problema p r in c ip a l que ha re trasado  e l e s tu d io  de esta 

inm unog lobu lina  con  respecto  a l re s to , es la  tremenda fa c ilid a d  con 

que la IgD  se rompe deb ido  a la  a cc io n  de c ie rta s  enzim as e x is te n -  

tes en e l suero, fundam enta lm ente la p la sm in a . A este  fenom eno, se 

le  conoce como "degradac ion  espontanea " de la IgD .

El punto exacto  de a taque por la  p lasm ina y la  na tu ra leza  

de los fragm entes que re su lta n  de la degradac ion , no estan  tam poco 

su fic ien tem e n te  e s tu d ia d o s , aunque datos ob ten idos muy re c ie n te -  

m ente, parecen in d ic a r  que los  s it io s  de a taque de p lasm ina y t r ip -  

s ina estan muy proxim os en la secuenc ia , lo  cu a l in d ic a r ia  que los  

fragm entes que re su lta n  de la degradac ion  espontanea de la  IgD , 

son tam bien parecidos a los Fab y Pc que se ob tienen  con enzim as 

como papa ma y tr ip s in a .

Es por ta n te  in te resa n te  d é f in ir  hasta que punto e l fra g ­

mente ob ten ido  por degradacion  espontanea y e l fragm ente ob ten ido  

por d ig e s tio n  con tr ip s in a  (F c (t)), estan re la c io n a d o s . Una de las



maneras de lle v a r  a cabo esta com paracion , es tra ta r  de ob tener los 

peptidos que con tienen  los  res idues de c is te in a  en ambos fragm en­

tes y v e r s i a lgunos son com unes. Si esta extremada s e n s ib ilid a d  

a l ataque por enzim as s e r ic a s , es cens ecu encia  de una d ife re n te  

estructura  (ya sea p rim aria  o te rc ia ria )  en la IgD , es a lgo  to dav ia  

no co n o c id o .

Une de los  puntos mas in te resan tes  en la  es truc tu ra  de 

las inm unog lobu lina  s , es e l conoc im ien to  d e l numéro de en laces 

d is u lfu ro  tan te  in te r  como in tra  ca te n a rie s , a s i como de la  na tu ra ­

leza de los  peptidos que con tienen  los  res idues  de c is te in a  im p li-  

cados en estes en laces .

Como se ha expuesto an te rio rm en te , la  d is p o s ic iô n  de 

los res idues de c is te in a  a lo  la rgo  de las  cadenas p o lip e p tid ic a s  

de las Ig s , es una cons tan te  comun a todas las  c la se s  y subc lases 

hasta ahora co n oc id a s . El hecho de que estas c is te in a s  esten s ie m - 

pre im p licadas  en la fo rm acion  de enlaces d is u lfu ro , c o n fie re  a las  

inm unog lobu lina  s una conform acidn  c a ra c te r is t ic a  que es p ré c is é ­

ment e la  necesaria  para e l d e sa rro llo  de su fu n c id n  b io ld g ic a .



D eb ido  a su pape l fundam enta l en la  e s tru c tu ra , es de 

esperar por ta n to , que e l entorno de am inoacidos en que se encuen- 

tra n  s ituados  los  res idues  de c is te in a , sean bastan te  co n se rva tive s  

a lo  la rgo  de la e vo lu c idn  y de la d ife re n c ia c io n  en c la se s  y su b c la se s .

Hasta e l momento présente , se conocen los  peptidos que 

con tienen  las  c is te in a s  de la  m ayoria de las  Ig s ; los  es tud ios  de 

secuenc ia  han pe rm itido  e s tab lece r com parac iones, a s i como e s - 

ta b le c e r re la c io n e s  con inm unog lobu lina  s no humanas.

Nada se sabe s in  embargo de la na tu ra leza  y d is p o s i-  

c id n  de estos peptidos en la  IgD . Los un ie  os es tud ios  que se han 

lle v a d o  a cabo se re fie re n  a los  en laces in te rc a te n a rio s , hab iendo - 

se d e fin id o  la na tu ra leza  y secuencia de lo s  en laces H -H  y H -L , 

hecho que tam bien  se con firm a en esta te s is .  El hecho de que la  

IgD  tenga un peso m o le cu la r mayor que e l de la  IgG , ha lle va d o  a 

pensar que podria con tener un dom in io  "e x tra "  como sucede en e l 

caso de la IgE e Ig M . No e x is te  s in  embargo n inguna ev id e n c ia  ex­

pe rim en ta l que pruebe ésto y este es o tro  de los  m o tivos por los  que



e l e s tud io  de los  peptidos con c is te in a  en la IgD , es in te re sa n te .

El escaso co n oc im ie n to  de la  es truc tu ra  de la  IgD , h a - 

ce  por ta n to  im po s ib le  es ta b le ce r n ingun t ip o  de comparée ion en­

tre  esta pro tem a y el res to  de las in m u n o g lo b u lin a s . No e x is te  n in -  

gun e s tud io  de hom ologia entre  la  IgD  y las  o tras  c la se s  de Igs que 

perm i t  a e labora r a lguna p o s ib le  te o r ia  re fe ren te  a la  e vo lu c ion  de 

esta inm u nog lobu lin a . El co n oc im ien to  de estos datos es sobre to -  

do im po rtan te , deb ido  a l hecho encontrado rec ien tem en te  de que la 

IgD  se encuentra en la  s u p e rf ic ie  de los  1 in fo c ito s  ta n to  normales 

como p a to lo g ic o s , como p r in c ip a l com ponente en muchos casos , 

lo  que ha lle va d o  a pensar en una p o s ib le  fu n c id n  b io ld g ic a  como 

re ce p to r de membrana, que no ha s id o  p o s ib le  dem onstrar s a t is -  

fa c to riam en te  to d a v fa . Si es to  fuera c ie r to , se podria  pensar que la 

IgD  es la  primera inm unog lobu lina  que s in te tiz a  la  c e lu la  como re s -  

puesta a la e s tim u la c id n  a n tig e n ica  o en todo  c a s o , una de las  p r i­

meras (e x is te  co n tro ve rs ia  entre  la  IgM  y la  IgD  a este respecto) , 

y después e x is t ir fa  una d ife re n c ia c io n  dando lu g a r a la s in te s is  d e l 

re s to  de las  inm un o g lo b u lin as .
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Es por ta n to  un problema fundam enta l en este  m om ento, 

e l poseer un e s tu d io  com para tivo  de la  es truc tu ra  de esta p ro tem a 

fundam enta lm ente  de su cadena pesada S  y de l re s to  de las  Igs (o 

sus re sp e c tiva s  cadenas pesadas), con e l f in  de poder e x p lic a r  

una fu n c io n  b io ld g ic a  e s p e c ific a  de la IgD , encontrada ya en o tras 

in m u n o g lo b u lin a s .

Tampoco se conoce n ingun da to  re fe ren te  a la pore ion  

v a r ia b le  de esta inm u n o g lo b u lin a , por lo  que no se ha pod id  o c la -  

s i f ic a r  en n inguno de los  subgrupos de reg ion  v a r ia b le  existences 

para las  cadenas pesadas.

A la  v is ta  de estos d a to s , parecen im portan tes lo s  s i -  

gu ien tes  puntos:

1 . “  A porta r nuevos datos a l co n oc im ien to  de la  es truc tu ra  p rim aria  

de la IgD , a s i como co n firm a r los  ya e x is ta n te s .

2 . -  O btener y c a ra c te r iz a r los  peptidos que con tienen  los  res id uos  

de c is te in a  en la  IgD  en las  cadenas pesada y lig e ra . Esto p e rm it i-  

r ia  de te rm ina r e l numéro exacto  de en laces d is u lfu ro  in tra ca te n a rio s  

to d a v ia  desconoc ido  y de te rm ina r la e x is t encia  o ausencia  de ese



posible dominio "extra" encontrado en otras inmunoglobulinas.

3 . -  D é f in ir  mas concretam ente  e l fenomeno de degradacion  espon­

tanea de la  Ig D , a s i como tra ta r  de c a ra c te r iz a r lo s  fragm entos que 

se ob tienen  de esta degradacion  y com pararlos con los  que se ob­

tie n e n  norm alm ente por d ig e s tid n  enz im a tica  de Ig s .

4 . -  E stab lecer s i es p o s ib le  una hom ologia entre la IgD  y e l res to  

de la s  Igs que ayude a com prend er su p o s ib le  fu nc ion  b io lo g ic a  y 

la  p o s ib le  re lac  ion  e v o lu tiv e .

PLAN DE TRABATO. -

En prim er luga r se p roced id^a l a is la m ie n to  y c a ra c te r i-  

zac io n  de la  IgD d e l suero y a l es tud io  de a lgunos param etros m o- 

le c u la re s  de la  p ro te in a . Esto im p lie d  de te rm inac iones de peso mo­

le c u la r ,  a n a lis is  de am inoac idos y am ino te rm in a l, a s i como "che ­

m ic a l ty p in g " ,  mapas d iagona les  de la  m o lecu la  In tac ta  y reducida  

y " f in g e rp r in t in g s " .

En segundo lu g a r se p roced io  a la  ob tenc idn  de los  pep­

tid o s  que co n te n ia n  los  res iduos  de c is te in a  . Esto se h izo  por m e-



d io  de dos aprox im ac iones d ife re n te s :

1 Por  m edio de la  separac idn  de las  cadenas pesada y lig e ra  y 

d ig e s tio n  enz im à tica  de am bas, proc edi endos e despues a la  c o n - 

s i& u ie n te  p u r if ic a c id n  de los  p e p tid o s .

2 . -  Por m edio de la  o b te nc idn  d e l fragm ente Fc de la  IgD  y p o s te rio r 

degradacidn  enz im a tica  y a is la m ie n to  de los  peptidos ra d io a c tiv e s . 

De esta m anera, se pud ie ron  e s ta b le ce r que pep tidos estaban s i ­

tuados en la  rég ion  co n s ta n te  y cuâ les  en la  v a r ia b le .

En te rc e r luga r y aprovechando e l fragm ente ob ten ido  por 

degradac ion  espontanea de la  IgD , se p roced io  a la c a ra c te r iz a c io n  

de los peptidos que con ten fan  c is te rn ^  en este  fragm ente , con  e l 

f in  de poder e s ta b le ce r en que parte  de la  m o lecu la  estaba s itu a d o .

El tra b a jo  experim enta l d e l apartado 1, inc  lu  y e la  re -  

d u cc id n  de la  IgD  con e l f in  de obtener las  cadenas pesada y lig e ra . 

Las dos se d ig e rie ro n  enz im a ticam en te , p roced iehdose a d e s a rro lla r  

un método de a is la m ie n to  de lo s  peptidos con c is te fn a  y a l s u b s i-  

gu ien te  a n a lis is  de e s to s .



En e l apartado 2 ,  se p roced io  a la d ig e s tio n  enz im a tica  

de la IgD  y a la  c a ra c te r iz a c io n  de todos los  fragm entos ob ten idos 

en e lla ,  con e l f in  de lo c a liz a r  e l fragm ento Fc.

A c o n tin u a c io n , se p roced io  a la  d ig e s tio n  enz im a tica  

d e l fragm ento  Fc y a l d e s a rro llo  de un m etodo, como en e l caso 

a n te r io r , de a is la m ie n to  y p u r if ic a c io n  de los  pep tidos que con ­

tie n e n  los  res iduos  de c is te in a .

Para e l es tu d io  d e l fragm ento ob ten ido  por degradacion  

espontanea, se lle v o  a cabo una d ig e s tio n  enz im a tica  de este  fra g ­

m ento, a s i como de la  cadena lig e ra  \  que aparec ia  ju n to  con é l,  

y  se p roced io  a l a is la m ie n to  y ca ra c te r iz a c io n  de los  peptidos que 

co n tie n e n  c is te fn a  en am bos.



3 . - M A T E R I A L E s Y M E T O D O S



3 . 1 . -  INM UNO GLOBULINA D HUM ANA. -

La p ro tem a u til lz a d a  en este  e s tud io  (M en), fue 

a is la d a  a p a r t ir  de un suero de m ielom a IgD , por medio de una 

e le c tro fo re s is  prépara t iv a  en b loques de a im  idem o Pevicon, de 

1 8 " x l 3 " x l / 2 " ,  en tampem B a rb ita l 0 .05  M ,  pH 8 .6 ,  seguida por 

una f i l t ra c io n  a travers de una colum na de Sephadex G -200 .

El suero de pa rtida  (2 0-2 5 m l cada ve z ) ,  se apliccT 

en un ca na l co rtado  en e l a lm idon  a 7" d e l extrem e izq u ie rdo  

(po lo  nega tive ) en proporc ion  de 1" de lo n g itu d  por 1 .5  m l de 

m uestra . La e le c tro fo re s is  se lle v o  a cabo a 4®C, con un v o l-  

t a je  de 400-450 v (60-100 mA) duran te  24 h r. Term ina da e s ta , 

se co rta ron  cuadrados de 0. 5"xO. 5" en e l cen tre  y a todo lo  

la rgo  d e l b loque y una vez co locados en tu b e s , se ahadieron 

2 m l de N aC l 0 .15  M ,  con e l f in  de extra  er las  p ro tem as, y 

se c e n tr ifu g e .

A 0 .1  m l de sobrenadante de cada une de los  tubes , 

se anad ie ron  2 m l de una so lu c io n  que ce n t en la : 1 m l de Tar­

tra te  So^dico a l 2%, 1 m l de SO^Cu a l 1% y 98 ml de NagCO^



a l 2% en NaOH 0 .1  M , y a co n tin u a c id n , se anad ie ron  0 .2  ml 

d e l re a c tiv e  de fe n o l d ilu id o  1 :1 . (M etodo de F o lin -  C io c a lte a u  

para d e te rm in ac ioh  de p ro te m as). Despues de a g ita r , los  tubes 

se de ja ron  duran te  30 m in . a tem peratura am biante  y se leye ron  

en un espectro fo tom etro  Colem an (modelo 6 A) a 700 nm, u t i -  

liz a n d o  como b lanco  la  so lucicm  de N aC l 0 .15  M .

Los v a lo re s  o b te n id o s , se representaron  en una g ra - 

fic a  fren te  a l numéro de tube  y se h ic ie ro n  d ife re n te s  fra c c io n e s . 

Una vez ex tra ida  la  pro tem a con N aC l 0 .1 5  M ,  las  d ife ren te s  

fra cc io n e s  se d ia liz a ro n  fre n te  a H2O d e s tila d a  durante  48 hr. 

y se l io f i l iz a ro n .

Tanto e l suero como todos los  tampones u t il iz a d o s  

en este  proc es o, co n te n ia n  a c . 6 -A m inocap ro ico  0 .01 M para 

e v ita r  la  fragm entac ion  espontanea de la  IgD ; igua lm en te  se 

anad io  a l H2O de la  d ia l is is .

3 . 2 . -  PREPARACION DEL ANTISUERO. -

E1 a n tisu e ro  a n t i -  IgD  u t i l iz a d o  en este  e s tu d io , fue 

preparado inyec tando  en cone jos  una p reparac ion  p u rif ica d a  de



^  I

p ro te ina  M en . Las tres  prim eras inye cc io ne s  se re a liza ro n  in -  ,

tram uscu la rm ente  y a p a r tir  de la cu a rta , por v ia  in tra ven o sa , 

in yec tan do  de 50 a 100 p.g de pro tem a cada ve z , en in te rv a ­

les  de 15 a 20 d ia s  y sangrando despues de cada tres  in y e c c io ­

n es .

El a n tisue ro  a s i ob te n id o , se h izo  e s p e c ific o  para 

la  Ig D , abso rb iendo lo  con suero humane norm a l, que co n tien e  

una ca n tid a d  muy pequena de IgD . Este a n tisue ro  no re a c c io -  

naba por ta n to  con la  cadena lig e ra  \ .

3 . 3 . -  INMUNOELECTROFORESIS E IN M U N O D IFU S IO N . -

La in m u n o e le c tro fo re s is  se lle v o  a cabo en p laças 

de ge l de agar (75 x  25 mm), preparadas de la s ig u ie n te  forma:

3. 5 m l de una so lu c id h  de agar a l 1% en tampon b a rb ita l (5, 5 - 

d ie t ilb a rb itu ra to  so d ico  /  H C l 3 N) de fuerza io n ic  a 0 .0 3  y pH 

8 .6 ,  se ve rtie ro n  sobre lo s  m old es y se de ja ron  s o lid if ic a r  

por aproxim adam ente 15 m in . Los o r if ic io s  se h ic ie ro n  a 4 .5  cm 

d e l po lo  n e ga tive  y una vez a p lica d a  la m uestra , la e le c tro fo ­

re s is  se llevo^a  cabo en e l m ism o tam pon b a rb ita l, con una in -



te n s ida d  de 4 mA per p laça  (100 v) durante  3 hr. El a pa ra te  u t i ­

l iz a d o  fue  un m odelo para e le c tro fo re s is  en pape l (Durrum type) 

(Beckman). Term inada la  e le c tro fo re s is , se a p lic o  a l cana l 

c e n tra l e l a n tisue ro  co rrespon d ien te  y las  p laças se de ja ron  

duran te  24 hr. en una camara humeda antes de procéder a su 

le c tu ra .

La Inm unod ifus ion  se l le v d  a cabo de la  s ig u ie n te  

manera: El ge l de agar (1%) d is u e lto  en N aC l 0 .15  M , se ver*- 

t i d  sobre p laças P e tri de 9 cm de d iam e tro , a razdh de 15 ml 

por p laça  y se de jo  s o lid i f ic a r  por espac io  de 1 o 2 h r. A con ­

tin uée  icm, se p ra c tica ro n  o r if ic io s  por m edio de un m olde es­

p e c ia l,  d e l d iam etro  deseado y a d is ta n c ia s  va ria b le s  depen- 

d iendo  de las m uestras. Una vez a p lica d o s  e l an tigeno  y el 

a n tisu e ro  co rre sp o n d ie n te s , las  p laças se de ja ron  a 37°C  du ­

ran te  16-20 hr y se leye ron .

3 . 4 . -  FILTRACION POR GELES.-

La f i l t ra c io n  a traves  de Sephadex G -2 00 se l le v d  

a cabo en una colum na K 2 6 /1 0 0  (Pharmacia Fine Chem) de d i-



m ensiones 2. 6 x  100 cm , equipada con un adaptador de f lu  jo  

t ip o  A -2 5. La c rom atogra fia  se llevcT a cabo por f lu  jo  in v e r-  

t id o ,  a una ve lo c id a d  co n s ta n te  de 10 m l/h r .  m antenida por 

m edio de una bomba.

Para la  p reparac ion  d e l g e l, 17 g r de Sephadex 

G -2 00, se de ja ron  h incha r en 0 .3  M N aC l /  EACA 0 .01  M  /

0. 02 % A zida  S od ica , duran te  tres  d fa s . A con tinuée  io n , e l 

ge l se v ir t ic T en la  co lum na , e luyendose  durante  10 hr. con  la 

m isma s o lu c io n  s a lin a .

La m uestra se in tro d u jo  en esta colum na en v o lu -  

menes no mayores de 5 m l. Antes de a p lic a r la , se ahad io  s ie m - 

pre una a lic u o ta  de E -  D N P -L ys , cuyo  c o lo r a m a rillo  se u t i l iz d  

como marc a dor v is u a l para reconocer e l f in a l de la  co lum na.

Las fra c c io n e s , de 3 m l cada una, se recog ie ron  en un c o le c ­

to r  LKB (7000 U ltro ra c ) y se leye ron  a 2 80 nm en un e spec tro ­

fo tom e tro  (G ilfo rd  2 50).

La f i l t r a c io n  a traves  de Sephadex G -lO O , se llevcT 

a cabo , para fin e s  p re p a ra tive s , en una colum na Pyrex 4 0 /5 0



SGA de 4 X 150 cm . de d im en s iones . 120 gr de Sephadex G-lOO 

se de ja ron  h incha r duran te  2 d ias  a am b ien te , en una so lu ­

c io n  de a c . A c ^ ic o  1 N , ve rtie n d o se  despues en la  co lu m n a , 

una ve z  d ea ireado , y la va n d e se con la  m isma so lu c io n  a c id a .

La m uestra se in tro d u jo  en vo lum enes de 5 -10  ml 

anad iendo le  p rev ia  mente 6 - D N P -L ys , como en e l caso  a n te ­

r io r .  Las fra cc io n e s  de 6 m l, se leye ron  igua lm en te  a 280 nm.

El f lu  jo  de esta co lum na fue  de 30 ml /  h r.

Para fin e s  a n a lit ic o s , se u tilize d  una colum na Phar­

m acia K 15 /90  , de 1 .5  X 90 cm . 10 gr de Sephadex G - 100 

se de ja ron  h incha r en a c . Form ico a l 5%, re llen ah dose  d e s ­

pues la  colum na como en e l caso  a n te r io r . El vo lum en de mues­

tra  que se a p lico '"en este  c a so , fue de 0. 5 a 1 m l.

3 . 5 . -  REDUCCION Y ALQ UILACION PE LA IgD . -

3 . 5 . 1 . -  Preparacion de A c . ^ ^ C -Io d o a c e tic o . -

En p rim er lu g a r, se prepare una s o lu c io n  de a c . io -  

d o a ce tico  que con te n ia  22 m g /m l (120 m M ), en tampon T r is /H C l



0 .27  M ,  pH 8 . 2 .  Esta s o lu c io n  se anad io  a los  v ia le s  de a c . 

io d o a c e tic o  ra d io a c tiv e  (2 50 m Ci) a razon de 3 m l /  v ia l  ; 

una vez d is u e lto , e l a c . - Io d o a c e tic o  ( l^ C -IA A ), se gu a r- 

do en e l conge lado r hasta p o s te rio r use .

3 . 5 . 2 . -  Reduce ion  p a rc ia l v a lq u ila c io n  de la IgD . -

A una d is o lu c io n  de p ro te ina  (2 0 m g /m l) en tam ­

pon T r is /H d  0 .27  M  pH 8 . 2 ,  se anad io  D it io t re i to l  0 .01 M 

y des pues de bu rbu jear N g , la  so lu c io n  se dejcT a tem peratura 

am b ien te  duran te  1 h r. A con tinuée  ion  se anad io  ac . lo d o a ce - 

t ic o  o ^^C -IA A  0.02 M y  se dejo" otra hora a f  am b ien te . Trans- 

cu rrid a  e s ta , la  so lu c io n  se d ia liz cT fre n te  a H2O d e s tila d a  

duran te  24 hr. a 4 °  y se l io f i l iz o .

3 . 5 . 3 . -  Reduccion to ta l y a lq u ila c io n  de la Ig D .-

La un ica  va ria n te  con re specto  a l metodo a n te r io r 

es que la  p ro te ina  se d is o lv io  en un tampon de G u a n id in a /T r is  

que c ont en fa 100 gr de G uan id ina  H d  , 1 .3  gr de T ris  y  2 m l 

de EDTA 0 .1  M por 100 m l de H2O . El pH f in a l era 8. 0 y la 

co n ce n tra c id n  de p ro te ina  u t i l iz a d a ,  2 0 m g /m l. Una vez



com ple tada la  reducc io n  y a lq u ila c io n , la  so lu c io n  se d ia liz o  

fre n te  a H2O d e s tila d a  duran te  2 -3  d ia s , con e l f in  de e l im i-  

na r toda la  g u a n id in a , o b ien  se pasd a traves  de una co lu m ­

na de Sephadex G -2  5 en A c ,A ce tico  0 .1  N , para e l m ismo f in .

3 . 6 . -  CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHADEX. -

2 0 g r de DEAE-Sephadex (Pharmacia F ine C hem .) 

se lava ro n  repe tidam ente  con vo lüm enes de 300 m l de un 

tam pon T r is /H C l 0 ,0 5  M  pH 8 . 0 ,  asp irando  e l sobrenadan­

te  cada vez despues de ha ber de jado sed im enta r la  suspen­

s io n  por aproxim adam ente 3 h r. Una vez com probado que e l 

pH d e l DEAE-Sephadex, era e l deseado, la  suspension  se in ­

tro d u jo  en una colum na Pyrex ASTM 4 0 /6 0  C de d im ensiones 

40 X 2 .4  cm . Una vez  empaquetada la co lum na, se pasaron 

100 m l d e l m ismo tampon a n te r io r a su tra v e s , para é q u il i­

bra r  la  com ple tam ente .

La p reparac ion  de IgD , prev iam ente  d ig e rid a  con 

tr ip s in a  y d ia liz a d a  fre n te  a l tampcm in ic ia l ,  se a p lic o  a esta 

co lu m n a , en un vo lum en de aproxim adam ente 20 m l. Despues 

de e lu ir  70 fra cc io n e s  de 6 m l cada una con e l tampon in ic ia l



T r is /H C l 0 .05  M pH 8 . 0 ,  se a p lic o  un g rad ien te  l in e a l en e l 

que e l p rim er tampcm era e l a n te r io r y e l f in a l era este  m ismo 

tam pon a l que se le  habia anad ido  N aC l 0 .7  M . El pH se m anr 

tu vo  co n s ta n te . Para la form acicfn d e l g rad ien te  se u t il iz a ro n  

dos re c ip ie n te s  s ituados  a l m ismo n iv e l y conectados entre 

S I .  Cada uno de e llo s  con ten ia  250 m l de los  tampones in i ­

c ia l  y f in a l re spec tivam en te . El re c ip ie n te  que con ten ia  e l 

tam pon de m o la ridad  mas ba ja ,  estaba conectado a la co lum ­

na y se m antuvo en co ns ta n te  a g ita c io h  durante  toda la crom a­

to g ra fia . El f lu jo  se m antuvo cons tan te  a 20 m l/h r .  Las fra c c io ­

nes,  de 6 m l, se recog ie ron  en un c o le c to r  (LKB 7000 U ltro rad ) 

y se leye ro n  a 280 nm en un espectro fo tom etro .

3 . 7 . -  ELECTROFORESIS EN GELES PE SDS-PQ LIACRILAM IDA.-

Se llevcTa cabo segun e l metodo d e s c r ito  por M a iz e l 

y c o l.  (148) con la  m o d if ic a c io n  de W eber y Osborn (149) y se 

u t i l iz o  en la  déterm ina c io n  de los  pesos m o lecu la res de las  ca ­

denas H y L y de los  fragm entos en z im a ticos  de la IgD .



La co n cen tra c io n  de a c rila m id a  u tillz a d a  fue  d e l 

10% en todos los  ca sos ; los  ga les  se prepararon de la  s i ­

g u ie n te  manera: 15 m l de tampon Fosfa to  N aH2P O ^/N a2HPO^

0 .1  M , pH 7 . 0 ,  con ten iendo  2 gr de SDS por l i t r o ,  se d e a i-  

rearon y se m ezcla ron  con 13.5 ml de una so lu c io n  que c o n te ­

n ia  22.2  g r de a c rila m id a  y 0 .6  g r de m e tile n -b is -a c r ila m id a  

(B io-Rad L a b .) por 100 m l de H2O. Despu es de d ea irea r de 

nuevo, se anad ie ron  1. 5 m l de una so lu c io n  re c ie n te  de p e r- 

s u lfa to  am onico (15 m g /m l) y 0. 045 m l de una so lu c io n  de N , N, 

N 'N '- te tra m e tile t ile n d ia m in a  (TEMED). Se anad ie ron  2 ml de la 

s o lu c id h  f in a l a cada uno de lo s  tubos ( 100 x  6 mm) haciendo 

todos los  ge les de la m isma lo n g itu d : 7 cm . Sobre la super­

f ic ie  d e l ge l y an tes que com enzara la p o lim e riz a c id n , se ana­

d ie ro n  una s gotas de H^O con e l f in  de que la  s u p e rf ic ie  fuera 

Usa.  Los ge les se de ja ron  p o lim e riz a r a am biente  durante  

30-40 m in . tra n scu rr id o s  los  c u a le s , se succ ioncTe l H^O de 

la  s u p e rf ic ie  y  los  tubos se co loca ro n  en e l a para to  de e le c tro ­

fo re s is  (Savant In s t. ). Ambas camara s , sup e rio r e in fe r io r  co n ­

te n ia n  e l m ismo tam pon fo s fa to , d ilu id o  1:1 con HgO.



Las m uestras a a n a liz a r  y los  s tandars , se prepa­

raron haciendo so lu c io n e s  de 1 m g /m l en a c . Form ico a l 5%; 

entre  50 y 100 jxl de estas so lu c io n e s , se secaron y se d is o l-  

v ie ro n  en 60 f i l  de una so lu c io n  que con ten ia  : 0. 5 m l de tam ­

pon fo s fa to , 50 p.1 de una so lucicm  de SDS a l 10%, 2 m l de 

urea 10 M  y 2 .4  m l de HgO. En los casos en que se queria  

re d u c ir  la  m uestra , se anadicTa la s o lu c io n  a n te r io r , 50 p.1 

de 2 -M e rc a p to e ta n o l (12.5  M ) y las  m uestras se d is o lv ie ro n  

en 60 \i.l de la  so lucicm  f in a l;  los  tubos que se iban  a reduc i r  

se in tro du je ro n  entonces en un bano de agua. h irv ie n do  duran­

te  5 m in . con e l f in  de que la reduce icm fuera com p lé ta .

Antes de procéder a la  e le c tro fo re s is , se anadic) 

a cada tubo  10 j i l  de una so lucicm  de a z u l de brom ofenol c o ­

mo m arcador v is u a l.  La e le c tro fo re s is  se llevc) a cabo durante  

4 -5  hora s o hasta que la  banda a zu l de brom ofenol a lcanzara  

e l f in a l d e l tubo .

Para la  t  inc  ion  y la  d e co lo ra cm n , los  ge les se in ­

trodu  j eron en una so luc ic jn  que co n ten ia  0.5% de C onnas ie  Blue



(S chw a rz /M ann ), 10% de a c .a c e t ic o  y 2 5% de isop ro p a no l. 

D espues de 16 h r, lo s  tubos se co lo ca ro n  en una camara que 

co n te n ia  una s o lu c io n  acuosa de a c . a c e tic o  a l 10% e is o -  

p ropano l a l 2 5%, y se de ja ron  en a g ita c io h  cons tan te  hasta que 

la  d e co lo ra c io n  fue com plé ta  (24 h r . ) .

Para la  le c tu ra  de las  bandas de p ro te in a , se m i-  

d io  la  lo n g itu d  to ta l d e l g e l antes y des pues de la t in c io n  y la 

d is ta n c ia  reco rrida  por e l a zu l de b rom ofeno l. La form ula que 

se a p lic o  para m ed ir las  m o v ilid a d e s  fue la s ig u ie n te :

Di Lg
M o v ilid a d  =  x -------

Lf D2

s iendo :
D^ : d is ta n c ia  m igrada por la  p ro te ina  

L^ : lo n g itu d  d e l g e l des pues de la d e co lo ra c ion  

Dg : d is ta n c ia  reco rrida  por e l m arcador 

Lg : lo n g itu d  d e l g e l an tes de la  t in c io n

Los pesos m o lecu la res  se ob tuv ie ron  por in te rp o - 

la c id h  en una g ra fica  en la que se representaron  las  m ovilida*



des fre n te  a los  pesos m o lecu la res  de las  p ro tem as co n oc id a s . 

Los s tandars que se u t i l iz a ro n  fueron  :

A lbum ina Bovina : P M  : 66 .000 da lton s  

O va lbum ina : P .M  : 46 .000  

Cadena lig e ra  : P . M ;  23 .000 

C itocrom o  0  : P .M  : 12.600

3 . 8 . -  DIGESTION ENZIMATICA DE LA Iq D . -

3 . 8 . 1 . -  D ig e s tio n  con tr ip s in a . -

C on e l f in  de ob tener e l fragm ento Fc de la IgD , la  

p ro tem a fue d ig e rid a  con tr ip s in a  en p roporc ion  4 :100 , segun e l 

metodo d e s c r ito  por W o lc o tt y  c o l.  (86). La IgD  se d iso lv ic ^  en 

un tam pon de T r is /H C l 0 .05  M ,  pH 8 . 0 ,  a l que se le  habia ana ­

d id o  prev iam ente  C a C l 0 .005  M ,  de manera que la  c one en tra -
2

c io n  f in a l de p ro te ina  era de 2 0 m g /m l. La so lucicm  de tr ip s in a  

(TP C K -Tryps in . W o rth in g ton  B ioch. Co) ,  se prepare por se p a - 

rado en e l m ismo tam pon y ambas so lu c io ne s  se e q u ilib ra ro n  

en un bano a 5 6 %  antes de m e z c la r la s . Una vez anadida la 

t r ip s in a ,  la  so lu c id h  se incubo  a 56° durante  4 m in . tra n s c u r-



r idos los  c u a le s , se verticT sobre un tubo  que con ten ia  e l in h i-  

b id o r de tr ip s in a  so y-b ean  (sigma Chem . C o . )  co locado  en 

un bano de h ie lo . La p roporc ion  de in h ib id o r  era de 1. 5 v e -  

ces en exceso a la ca n tida d  de enzima (w /w ).

3 . 8 , 2 . -  D ig e s tio n  con p e p s in a .-

La cadena pesada 5 de la IgD  o e l fragm ento Fc p u - 

r i f ic a d o s , fueron reduc idos com ple tam ente y a lq u ila d o s  con a c . 

^ ^ C -  Io d o a c e tic o . Despues de d ia l iz a r  la so lu c io n  durante  dos 

d ias  ( o pasarla  a traves  de Sephadex G- 25 ) ,  se lio filiz c T . El 

l io f i l iz a d o  se d is o lv id  en a c . fo rm ico  a l 5% (20 mg p ro te ina /m l) 

y a esta so lucicm  se anad io  la  peps ina (W orth ing ton  B . C o . )  en 

p roporc ion  de 1:50 (w /w ). La m ezcla^se incu b o 'a  37°C duran te  

6 o 3 h r. y la  re a cc io h  se paro, conge lando  y l io f i l iz a n d o  la 

so lu c io n .

3 . 9 . -  OXIDACION CON A C . PERFORMICO.-

La o x id a c id h  de la  IgD  com plé ta  o de sus fragm entos 

prev ia  a l a n à lis is  de am inoac idos , se llevcTa cabo por e l s i -



g u ie n te  metodo:

3 . 9 . 1 . -  P reparacion d e l a c id o  pe rfd rm ico . -

9. 5 m l de a c . fd rm ico  a l 90% (F isher) se m ezcla ron  

con  0 .5  m l de ^ 2^2 Y se de ja ron  en un tubo  cerrado

du ran te  2 horas a am b ien te .

3 . 9 . 2 . -  O x id a c io n  de la  p ro te in a . -

0 .5  mg de pro tem a se d is o lv ie ro n  en una gota de a c . 

fo rm ico  (90%) y se de ja ron  en un bano de h ie lo  duran te  15 m in .

El tubo  que co n ten ia  e l a c . pe rfd rm ico  ya preparado, se de jo  en e l 

m ismo bano por e l m ismo periodo de tiem po . A con tinuée  ion  se 

anad ie ron  2 gotas de a c . pe rfd rm ico  a la  s o lu c io n  de p ro te ina  

y se d e jo  esta a 0 %  durante  3 h r. C om pletada la  o x id a c io n , 

la  so lu c io n  de p ro tem a se d ilu y d  1:160 veces con  H ^O , con 

e l f in  de d i lu i r  e l a c . pe rfd rm ico  y se l io f i l iz o .

3 . 9 . 3 . -  O x id a c io h  de pep tidos en pape l. -

La o x id a c io n  de lo s  peptidos procèdent es de la Ig D , 

p rev iam ente  a p lica do s  a pape l W hatman 3 M M , se lle v d  a cabo



cortando  la  t ira  de papa l donde se encontraba e l péptido  y c o lo -  

cando la  en una a s p ira i de c r is ta l  que se in tro d u jo  en un d e se - 

cado r. El a c . pe rfo rm ico  preparado prev ia  m ente, m ezclando 50 

m l de a c . fo rm ico  y 2 .5  m l de , se co lo co  en un re c ip ie n te  

en e l fonde d e l desecador. La o x id a c io n  se l le v d  a cabo por e s -  

pac io  de 3 hr a am bian te ; te rm inada esta,  se sacd la a s p ira i 

que co n te n ia  les  pep tidos y  se d e jo  evaporar e l exceso de a c i­

de en una v it r in a  cenven ien tem ente  v e n tila d a .

3 . 1 0 . -  ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTATE. -

Se u t i l iz e  para la  separac ion  y p u r if ic a c ie n  de les  

pep tides procédantes de la  IgD , de la cadena pesada 6  y d e l 

fragm ente  Pc, eb ten ides per d ig e s tio n  e n z im a tica .

El d ig  a ride  se d is e lv io  en un ve lum en de 2 0-30  p.1 

de una se lu c io n  de N H ^O H  0 .1  M  y se ap liccTa papel W hatm an 

3 M M  (46 X 57 cm) (F ishe r), en la  pro porc ion  de 1 mg de m uestra 

per cm de pape l. Las d is ta n c ia s  de les  po los p o s it iv e  y nega­

t iv e  a las  que se a p lic o  la  m uestra , fueren d ife ren te s  segun e l 

pe p tid e  y e l pH d e l tampon ce rre sp e n d ie n te . En genera l se u s a - 

ren trè s  tam penes d ife re n te s  cuya com posic io n  era:



pH  6 .5  

pH  3. 5 

pH  2 .1

10% P irxd ina , 0.3% Ac.  A ce tico  (v /v )  en H^O 

0 .5% P ir id ln a , 5% A c. A ce tico  (v /v )  en H2O 

8% A c. A c e tic o , 2% A c. F o m ic o  (v /v )  en H2O

Las e le c tro fo re s is  se lle v a ro n  a cabo con un v o l-  

t a j e  co n s ta n te  de 3000 v o lt io s ,  en tangues ap rop iados , con 

v a rs o l y agua re c irc u la n te  para e v ita r  e l ca le n ta m ie n to  (Savant 

I n s t . ) .

En genera l se u t i l iz a ro n  los tres  d ife ren te s  pH pa­

ra la  m e jo r p u r if ic a c io n  de los  p e p tid o s . Una vez co rrid o s  estos 

a un déterm ina do pH , la  zona d e l papel donde se encontraba e l 

p é p tid o , se co rto  y se cosicTpor medio de una cos tu ra  z ig -z a g  

a o tro  pa pe l, en e l que se c o rr io  a un segundo pH. En a lgunos 

casos  fue  conven ie n te  d ob la r la  concentracicm  por cm de pape l, 

lo  que se h izo  co s iendo  las  dos t ira s  de pape l en p a ra le lo  pre­

v ia  mente y des pues a la  hoja de papel corres p o n d ie n te .

En todos los  casos se u t il iz a ro n  m arcadores; la  m ez- 

c la  u t i l iz a d a  co n te n ia : 5 p .m ol/m l de cada uno de los  s ig u ie n -  

te s  am inoac idos (en H C l 0 .05  M ) : L is in a , A rg in in a , H is t id in a , 

G lic in a -a la n in a , G lic in a , V a lin a , A c. G lu ta m ico , A c. A sp a rtico ,



E -D N P -L is in a  (am arillo ) y C ia n o l F. F. (Xylene C yano le  FF. East­

man O rg . C hem .) (a zu l). En e l caso d e l pH  6 . 5 ,  se u t i l iz o  c o -  

mo m arcador v is u a l,  un la p iz  de ro jo  Pentel que corre  ha c ia  e l 

extrem e p o s it iv e  con  una m o v ilid a d  parecida a la  d e l A c. G lu -  

td m ico  y es por ta n te  muy u t i l  para de te rm ina r la  e x ten s ion  de 

la  e le c tro fo re s is .

3 . 1 0 . 1 . -  M o v ilid a d e s  de los  peptidos a pH 6 . 5 . -

La m o v ilid a d  de los  peptidos se m id io  a pH 6. 5 

tom ando como re fe re n c ia  los  m arcadores. A este  pH , la  m an- 

cha a m a rilla  d e £ -  D N P -L ys , es neutra y la mancha a zu l de c ia ­

n o l se mueve con un 38% la  m o v ilid a d  d e l a c . a s p a rt ic o . Para 

los  c a lc u le s , se tom e como m o v ilid a d  0 . 4 ,  la  d is ta n c ia  com ­

prend ida entre  la  mancha a z u l y la  6 -D N P -L ys  y  se m id io  la  d is ­

ta n c ia  re la t iv e  de cada pé^ptido a la  mancha a m a rilla  de 6 -D N P -Lys. 

Los s ignes se con s id  era ron p o s it iv e s  hacia  e l lado  d e l p o lo  (+) 

y ne ga tive s  en se n tid o  c o n tra r io  (150).

3 . 1 1 . -  CROMATOGRAFIA EN PAPEL. -

Se utilizer para e lla  e l m ismo papel W hatman 3 MM 

que para la  e le c tro fo re s is . La m uestra se a p lic o  a una d is ta n c ia  

de 3" de uno de los  extrem es d e l pape l; en e l m ism o extrem e y a 2 "



de d is ta n c ia , se dob lo  e l pape l de maneiaque quedara s u je to  

por m edio de una v a r i l la  en e l re c ip ie n te  que con ten ia  e l s o l-  

v e n te . El s is tem a u t il iz a d o  fue n - B u ta n o l/ A c . A c e t ic o /  H^O 

en pro porc ion  es 4:1 ;5  { v / v ) .  Para la  p reparac ion  d e l s o lve n te , 

se u t i l iz o  un embudo de de can tac ion  en e l que des pues de a n a - 

d ir  los  tres com ponentes y a g ita r  v igo rosam en te , la  m ezcla  se 

de jo  en repose durante 10 m in . ; de las  dos fa s es que se fo r ­

ma ron , se tomo la  su p e rio r, d e s pr ec ismdo s e e l re s te .

En a lgunos casos  se u t i l iz o  un so lve n te  d ife re n te  

co n s is te n te  e n : n -B u ta n o l/ A c. A c e t ic o / H2O /  P irid in a  , en 

proporc iones 30:6:24:2 0. (151), preparado de la  misma man era 

que e l a n te r io r, excepte  que en este caso ,  no se forman dos fa- 

ses y por ta n te  se u t i l iz a  la  m ezcla to ta l como s o lve n te .

Como marcadores para la  c ro m a to g ra fia , se u t i l iz o  

la  misma m ezcla a n te r io r de a m inoac idos , con  excepc idh  d e l 

c ia n o l y  la  c rom atogra fia  se d e sa rro llo  hasta que la  mancha 

v is ib le  a m a rilla  lle g o  a una d is ta n c ia  de 14" d e l extrem e su ­

p e rio r d e l pape l (aprox. 20 h r . ) .



3 . 1 2 . -  DETECCION DE PEPTIDOS EN PAPEL. -

3 . 1 2 . 1 .  -  D e tecc idh  de los  peptidos ra d io a c t iv o s . -

Se l ie  VO a cabo por m edio de una a u to ra d io g ra fia , 

exponiendo e l papel que con ten ia  los  p e p tid o s , una vez c o r r i­

da la e le c tro fo re s is  y secado, a un f i lm  de rayos X (Kodak RP/S 

54, 35 X 43 cm) y de jando lo  d e s a rro lla r  por 24 o 48 hr. Por s u - 

pe rpos ic ion  po s te rio r d e l f i lm  una vez  re ve la d o , a l pape l, se 

marco la  p o s ic io n  de los peptidos ra d io a c tiv o s .

3 . 1 2 . 2 .  -  Tine ion  con N in h id r in a . -

Para e l reve lado  de los pe^ptidos se u t i l iz o  una m ez­

c la  de N in h id r in a / C adm io preparada de la  s ig u ie n te  manera :

1 gr de Ac eta to  de Cadm io deh id ra tado  se d is o lv io  en 100 m l de 

H^O d e s tila d a  y 50 ml de Ac. A ce tico  g la c ia l.  Esta so lu c io n  

se ahadio  a la  de n in h id rin a  (1% en acetona) en p roporc idn  de 

15 :100 (v /v ) .  Para procéder a la t in e  ion  d e l pa pe l, la  s o lu c io n  

de n in h id rin a  se puso en un re c ip ie n te  ap rop iado  en forma de 

bandeja  y e l papel se in tro d u jo  en e l,  su je tando  ambos e x tre ­

mes y procura ndo que la  tin e  ion  fuera lo  mas homogenea p o s ib le .



3 . 1 2 . 3 ,  -  Deteccidn de Triptofano.-

E1 re a c tiv e  que se u t i l iz e ' para la  d e tecc id n  de los  pep­

tid o s  con tr ip td fa n o , fue e l p -d im e til-a m in o -b e n z a ld e h id o , que se 

prepare' de la s ig u ie n te  forma: 1 g r de re a c tiv e  se d is o lv id  en 90 ml 

de acetona y a la  so lu c io n  se anad ieron  10 ml de a c , H C l conc .

En esta so lu c io n  se in tro d u jo  e l pape l y una ve z  seco , se obser­

ve  la  a p a ric id n  de un c o lo r  purpura , in d ic a t iv e  de una reacc idn  + 

con tr ip to fa n o . El c o lo r  ta rda  en d e s a rro lla rs e  unos 10 m in . Es co n ­

ven ien te  q u e  la  so lu c io n  de p -d im e tila m in o -b e n z a ld e h id o  sea re -  

c ie n te .

3 . 1 3 . -  "CH EM IC AL TY P IN G ". -

Este método perm i t  e d ife re n c ia r  la s  d ife re n te s  c la se s  y 

subc lases de Ig s , basandose en las  d ife re n te s  m o v ilida d e s  de los  

peptidos que con tienen  los  en laces d is u lfu ro  in te rca te n a rio s  (152),

De 3 a 8 mg de IgD  fueron re d u c id o s  p a re ia lm ente y a l -  

q u ila do s  ra d ioac tivam e n te  por e l método ya d e s c r ito . Despues de 

d ia l iz a r  fren te  a H^O d e s tila d a , la  p ro te fna  se l io f i l iz o  y se d i­

s o lv io  en 0 .3  m l de ac . fo rm ico  a l 5%. A c o n tin u a c io n  se aha d id ' 

pe ps ina , en proporc ion  1:50 (w /w ) y se d ig e r io  a 37^ 16 h r. La reaccicm



se pare l io f i l iz a n d o  la so lu c io n ; la pro te fna fue enfonces re d i-  

sue lta  en 0 .3  m l de una so lu c io n  de N H^H C O ^ 0 .2  M y  d ig e rid a  

con tr ip s  ina en proporc ion  de 1:50 (w /w ) a 37°G durante  G hr.

Una vez l io f i l iz a d a  la p ro te fna , se re d is o lv io  en 10-20 ^ l  de 

N H^O H  0 .1  M y se a p lic o  a papel W hatman 3 M M . La e le c ­

tro fo re s is  se lle v o  a cabo a pH 3 .5  durante  1 h r. Una vez seco 

e l pape l, se h izo  una a u to ra d io g ra fia , reve landose  e l f i lm  de 

rayos X a las  24 hr y  observa ndo las  po s ic io ne s  de los  p e p ti­

dos ra d io a c tiv o s .

3 . 1 4 . -  MAPA DIAGONAL DE LA Ig D . -

Este es un método que se a p lic a  para la  c a ra c te r iz a -  

c io n  de los  peptidos que con tienen  los  en laces d is u lfu ro . En 

esencia  c o n s is te  en una primera e le c tro fo re s is  de la  p ro te iha  

a pH 3 ,5  por e l método d e s c rito  para e l "ch e m ica l ty p in g " .  Una 

vez desarro llada  la  e le c tro fo re s is , se co rta  la  t ira  de papel 

en que esta la m uestra y  se ox ida  con a c . pe rfo rm ico  por e l m e- 

todo e xp lica do  an te rio rm en te . Después de d e ja r evaporar e l ex­

ceso de ac.  p e rfo rm ico , la  t ira  de papel se cose  a un segundo 

papel (polo (+) a la  izqu ie rda ) y se corre  de nuevo una e le c tro fo ­

re s is  a pH 3 .5  durante  1 hr. A l re v e la r e l pape l con n in h id r in a .



todos los  peptidos apareceran ahora en una d ia g o n a l, excepto  

aq ue llo s  que han m od ificado  su carga por e fec to  de la  o x id a ­

c io n  : El ac , perfo rm ico  rompe los en laces d is u lfu ro  dando lu -  

ga r a dos pep tidos , cada uno de los cua le s  co n tie n e  un r e s i-  

duo de a c . c is te ic o , de forma que e l pé^ptido que en la  p rim e­

ra d im ension  co rr id  como uno so lo , a l co rre r la  segunda d im e n s ion , 

después de la o x id a c io n , se desdoblara en dos peptidos que 

apareceran a lineados en la  misma v e r t ic a l y que estarah  a d e - 

mas fuera de la d ia g o n a l ya que su carga se ha m od ifica d o  

te n iendo  ahora un exceso de carga nega tiva  que los  hace mo­

vers e mas 1 enta mente hacia  e l polo (-) que e l re s to  de los  pep­

tid o s  . Este metodo se puede u t i l iz e r  tan to  con fin e s  a n a lf t i -  

cos como p repa ra tivos ; para e l caso de la IgD  se u t i l iz o  u n i-  

cam ente para v is u a liz a r  la p o s ic io n  de los p e p tid o s , de ma­

nera a n a lit ic a .

3 . 1 5 . -  "FINGERPRINTING" 0  MAPA PEPTID ICO .-

Se u t i l iz o  en e l a is la m ie n to  de los  peptidos ra d io a c ­

t iv o s  procédantes d e l fragm ente Pc de la IgD . Es enc ia lm  ente .



y i

es un método com binado de c rom atogra fia  (en e l m ismo so lv e n ­

te  ya d e sc rito ) y de e le c tro fo re s is  a pH 3 .5 .

La protefna o fragm ente de partida  (2 -4  mg por pa­

p e l) , com ple tam ente reduc ida y  a lq u ila d a  ra d io ac tiva m en te  con 

^ ^ C -Io d o a c é tic o ,s e  a p lic o  en una esquina d e l pape l a 1 . 5 "  d e l 

extreme la te ra l y a 3" d e l extrem e supe rio r d e l pape l (e l que va 

en e l s o lv e n te ). A 2 " se h izo  un dob lez  en e l p a pe l, de forma 

que este quedara s u je to . La crom atogra fia  se c o rr id  de la  ma­

nera u su a l, hasta que e l m arcador a lca n zd  14" desde e l e x tre ­

me supe rio r de l pape l.

Term inada ésta y una vez seco e l papel, se corta  ron 

2 " d e l extreme su pe rio r d e l papel y 1" d e l extrem e in fe r io r  y 

e l papel se cos id  a una nueva hoja de pape l W hatman 3 M M  

de la que se habian co rtado  p rev ia  mente 3" en uno de los  ex­

trem es, de forma que los  dos papeles quedaran d e l m ismo ta -  

mano. Una vez c o s id o s , se a p lie d  e l m arcador para la  e le c tro ­

fo re s is  en e l extreme la te ra l opuesto a l que se encontraba la 

muestra y se c o rr id  la  e le c tro fo re s is  a pH 3 .5  duran te  1 hr 30 

m in.



La tin e  ion  de los  papeles se lle v o  a cabo con una 

so lu c io n  de n in h id rin a  como se ha e xp lica d o  en o tro  apartado , 

de jando e l pape l secarse e l la  obscuridad  y observando la  apa­

r ic id n  de los  p ep tidos .

Para la d e te cc id n  de los peptidos ra d io a c tiv o s , se 

expuso e l papel a un f i lm  de rayos X, como en los  casos de e le c ­

tro fo re s is , reve landose  a las  24 hr.

3 . 1 6 . -  ANALIS IS DE AM INO AC ID O S. -

Los peptidos a p ro te inas  a a n a liz a r , fueron o x id a -  

dos previam ente  con a c . pe rfo rm ico  por e l m étodo ya d e sc rito ; 

una vez l io f i l iz a d o s , se d is o lv ie ro n  en 0 .2  m l de a c . H C l 6 N 

en tubos prev ia  mente lavados con a c id o . Después de a n a d ir 

40 |jil de fe n o l, para e v ita r  la  d e s tru cc io n  de la  T iros in a , 

los  tubos se es tira ro n  a la llam a de jando un cana l c a p ila r  a t r a -  

vés d e l c u a l, se h izo  va c fo  duran te  5 m in , cerrandose des pues 

a la  lla m a . Los tubos se de ja ron  en una estu fa  a 110°C du ­

ran te  24 o 48 hr. Term inada la h id ro l is is ,  los  tubos se a b r ie -  

ron y co loca ron  en un desecador con e l f in  de evaporar e l a c i­

do. Una vez secos , e l res iduo  h id ro liz a d o , se re d is o lv io  en



0 .7  m l de a c . H C l 0 .02 N , que con ten ia  Taurina y a c . a -a m i-  

n o -p -g u a n id in -p ro p id n ic o  (CPN) (0.5 m l de cada u n o / 100 m l 

de ac ido  H C l), con e l f in  de u t i l iz a r lo s  como standards en e l 

a n a l is is . La m uestra se a p lie d  a l a n a liza d o r de am inoacidos 

(Beckman m odelo 12 0 C) en dos fra cc io ne s  separadas, una para 

cada co lum na. Los tampones u tiliz a d o s  fu e ro n rC itra to  sod ico  

0.35 N , pH 5 .26  para la  colum na co rta  y C itra to  sod ico  0 .2  N , 

pH 3.25 y 0.2 N,  pH 4 . 2 5  para la la rg a . Term ina do e l a n a lis is ,  

los am inoacidos se id e n tif ic a ro n  por com parac ion  con standards 

conocidos co rrid o s  en las  m ismas c o n d ic io n e s , que c o n s is t ia n  en 

concen trac iones d e fin id a s  de am inoacidos co n o c id o s .

La co n cen tra c id n  de cada am inoac ido  en estas co n ­

d ic io n e s , es depend ien te  d e l area d e l p ico  que aparece en e l 

re g is tre  y se puede c a lc u le r  por medio de la  ecuac ion :

H x  W
fim o les de aa c ------------

s iendo: H : a ltu ra  d e l p ico

W  : anchura a m itad  de la  a ltu ra  

C : co n s ta n te  de c a lib ra c io n



La constan te  se d e fine  como e l area de l p ico  por p,mol de a m i­

noacido  y se déterm ina a p a rtir  de a n a lis is  de can tidades c o -  

noc idas de a m in o a c id o s .

En a lgunos a n a l is is , se u t i l iz o  un d ife re n te  a n a liz a ­

dor (Durrum D -500) ,  con e l programa de "a ce le ra c io n  ra p id a " . 

Las muestra s una vez secas,  fueron d is u e lta s  en 50-100 p.1 de 

tampon c itra to  0 .2  N , pH 2 . 2 0 .  Se u t i l iz a ro n  s e n s ib ilid a d e s  

d ife ren tes  de 2 . 5 ,  5, o 10 nm o les, dependiendo de la m uestra .

3 . 1 7 . -  DETERMINACION DE GRUPOS TERMINALES. -

3 . 1 7 . 1 . -  M etodo  d e l c lo ru ro  de d a n s ilo . -

Para la de te rm inac ion  d e l am ino  te rm in a l se u t i l i ­

zo como re a c tiv o  e l c lo ru ro  de d a n s ilo  (1 -d im e til-a m in o -n a fta -  

le n o -5 -s u lfo n ilo ) . (153). Para e l caso de la  IgD  com plé ta  o 

d e l fragm ente Pc, 2 mg de pro te ina  se d is o lv ie ro n  en 0 .2  m l 

de una so lu c io n  que con ten ia  NaHCOg 0 .1  M  /  Urea 6 M , y  se 

ahadieron 0 .2  m l de c lo ru ro  de d a n s ilo  (D N S -C l) (10 m g /m l en 

ace tona). De una a dos gotas de NaCO^ a l 15%, se ahad ie ron  

para que e l pH fuera entre  8 y 8 . 5 .  La pro te fna se de jo  a 37°C



du ran te  16 hr; a c o n tin u a c io n , se ahad ie ron  8 gotas de a c . a ce ­

t ic o  a l 10% y se d e jo  e l tubo en repose a am b ien te , du ran te  

2 h r. Después de c e n tr ifu g e r, e l p re c ip ita d o  se re d is o lv io  en 

8 gotas de a c . HAc conc entrado y se re p ré c ip ité  con 20 gotas 

de ace tona , ce n trifugan dose  de nuevo . Este se re p it io  dos veces 

m a s . A co n tin u a c io n , se seco e l p re c ip ita d o  y se d is o lv io  en

0 .2  m l de a c . H C l 6 N cerrandose  e l tubo  y de jan do lo  a 110°C 

durante  16 hr. En a lgunos caso s ,  se s u s titu y o  la p re c ip ita c io n , 

por una s im p le  d ia l is is  fre n te  a H^O durante  48 h r. con e l f in  de 

e lim in a r la u rea.

En e l caso  de p e p tid o s . de 1 a 3 nanom oles de p é p ti­

do se pas a ron a m icro tubos (30 x  4 mm) y  se sec a ron ; se d is o l­

v ie ro n  después en 10 f i l  de NaHCOg 0 .2  M y  se ahad ieron  10 pul 

de HgO d e s tila d a -d e s  ion izada  y 10 fxl d e l re a c tiv o  D N S -C l (2.5 

m g /m l en ace tona). El tubo se d e jo  a 37°C durante  1 h r, t ra n s -  

cu rrid a  la c ü a l, se seco en un desecador y e l re s iduo  se d is o l­

v io  en 2 0 f i l  de a c . H C l 6 N para procéder a la  h id ro l is is .  Esta 

se re a liz o  como s iem pre , a 110° duran te  16 hr.



Los derivados de d a n s ilo  fueron  Id e n tific a d o s  por 

c rom atogra fia  en capa fin a  en p laças de po liam ida  (Cheng C h in  

tra d in g  C o . Taiw an) de 15 x  15 cm , por e l método d e s c rito  por 

W oods y W ang (154). La m uestra seca,  se d is o lv io  en p ir id in a  

a l 50% (2 [ i l  para e l caso de pép tid os ; 10 ^1 para protefna s) y  

se a p lic o  a la  p laça  de p o lia m id a , la m itad  d e l vo lum en a cada 

lad o  en una mancha de unos 2 mm de d iam étro  y en una esquina 

de la  p laça  a 2 cm de ambos la d o s . Se a p lic o  despues en uno 

de los  lados de la  p la ça , 1 /3  p.1 de una so lu c io n  que con ten ia  

lo s  standards de am inoac idos dan s ilad o s  s ig u ie n te s : D NS-Pro; 

D N S-Phe; D N S -Ile ; D NS-Ser; D N S -G ly ; D NS-Arg; D N S -G lu  (M ann. 

Res. L a b . ) .  Las p laças se co loca ro n  en una g ra d illa  aprop iada 

y se in tro du je ro n  en camaras cerradas que con ten ian  tres  d ife ­

ren tes so lv  en tes:

1 ° S o lven te  : 1.5% ac .  Form ico en HgO (v /v )

2 °  S o lven te  : Benceno /  A c . A cé tico  9:1 (v /v )

3 ° S o lven te  : A ce ta to  de E tilo  /  M e ta n o l /  A c . A cé tico  22:1:1 (v /v )

Una vez co rrida  la  primera d im e n s io n , las  p laças se 

sec a ron y se in tro du  j eron en la  segunda camara en d ire c c io n  per­



p e n d icu la r a la p rim era . El te rce r so lve n te  se c o rr io  en la  m isma 

d ire c c io n  que e l segundo. En este u ltim o  se separan los  D N S -G lu  

y D NS-Asp y los D N S-Thr y  DNS-Ser (155).  Las p laças se le y e -  

ron después de la 2^ y  3^ d im ension  ba jo  lu z  u lt ra v io le ta ,  la -  

vandose después en una m ezcla que co n ten ia  N H^O H  /  Acetona 

1 M 1:1 (v /v ) .

3 . 1 7 . 2 . -  D ig e s tio n  con Pronasa. -

Se u t i l iz o  para de term inar e l am ino te rm ina l en e l caso  

de la  cadena S en que por es ta r b loqueado forma ndo PC A , no 

reacc iona  con e l c lo ru ro  de d a n s ilo .

20 mg de IgD  fueron reducidos com ple tam ente  y a l -  

qu ila d o s  con âc. ^"^C -Iodoacé tico . D espués de d ia l iz a r  e x te n - 

s ivam en te , se l io f i l iz o  y re d is o lv io  en 2 m l de N H ^H C O ^ 0 .2  M . 

Se ahdieron  enfonces 0 .4  m l de una s o lu c io n  de pronasa (Protea­

se Type V I. Sigma) que con ten fa  5 m g /m l en H^O y la  d ig e s tio n  

se lle v o  a cabo a 37^C durante 2 hr. 30 m in . El d ig e rid o  se a p l i ­

co  enfonces a una colum na de D ow ex-A g-50W -X 2 (Bio-Rad) de 

1 X 30 cm ,,p rev iam en te  lavada con H2O y  se e luyo  con HgO en



fra cc io ne s  de 2 m l, recog iendose  25 tu b o s . La a parie  ion  de m ate­

r ia l  p e p tid ico  se d e tec to  por dens idad  o p tica  a 215 nm.

3 . 1 8 . -  DEGRADACION SECUENCIAL DE PEPTIDOS. -

3 . 1 8 . 1 .  -  S ecu enc iac  ion  m anual. -  M é todo  de "D a n s y l-E d m a n ". -

Los péptidos a se cuenc ia r se d is o lv ie ro n  en 0 .15  m l 

de H2O d e s tila d a -d e s io n iz a d a  y se ahad ie ron  0 .15  m l de re a c ­

t iv o  Is o tio c ia n a to  de F e n ilo  (PITC) a l 5% en p ir id in a . Se burbu jeo  

Ng y la  so lucicm  se incubo  a 45°C  durante  90 m in . Después de 

secar ,  e l pép tido  se incubo  con 0.2 m l de a c . tr if lu o ro a c é tic o  

(TFA) a 45°C  durante  30 m in . Una vez evaporado este  en un de ­

secador, sobre NaO H, los  péptidos se d is o lv ie ro n  en 0 .2  m l de 

HgO d e s tila d a  y se ahadieron 1 .5  m l de a ce ta to  de n -b u t i lo ,  

Después de a g ita r  v igo rosam en te , los  tubos se ce n trifu ga ro n  y 

se separo la fase o rg a n ic a , guardahdose para p o s te rio r h id ro lis is  

d e l de rivado  PTH d e l a m inoé c ido , p rev iam ente  seca por m edio 

d e l burbu jeo  de N2 . Después de re p e tir  tres  veces  la e x tra cc io n , 

la  fase acuosa se seco y re d is o lv io  en 0 .1  m l de H2O d e s t ila d a -  

d e s io n iza d a , tomando una a lfcu o ta  para la d e te rm inac ion  d e l 

nuevo am ino te rm in a l por e l método d e l D a n s ilo , ya e xp lica d o .



En los  casos en que e l pép tido  era in s o lu b le  en H ^O , se d is o l­

v io  en una m ezcla  de p ir id in a  a l 50% en H^O, tom andose la  a l i -  

cuota  c o rr e s pond i  en te , que una vez seca , se resuspend io  en

H O d e s tila d a . Antes de procéder a la  re a cc io n , con e l c lo ru -  
2

ro  de d a n s ilo , se com probo cu idadosam ente  que e l pH era e l a d e - 

cuado (8 -9) ahad iendo a lic u o ta s  de NaOH 0 ,1  M  hasta co n se g u ir 

e l pH deseado.

Una vez  d et erm inado e l am inoac ido  co rresp ond ien te , 

se p roced io  otra  vez desde e l p r in c ip io  con e l re s to  de la  mues­

tra .

3 .1 8 .2 . -  S ecu enc iac  ion  a u to m a tic a . -

Se lle v o  a cabo en un secuenc iado r Beckman, m odelo 

890 C , con e l programa DMAA 102 974, para p é p tidos .

Los tubos que con te n ia n  las  t ia z o lin o n a s  de los  co rre s - 

pond ientes a m inoac ido s , fueron secados por m edio de Ng y a cada 

uno de e llo s ,  se ahad ieron  0 .2  m l de a c . H C l 1 N , con e l f in  

de c o n v e rt ir  las  tia z o lin o n a s  en los  co rrespond ien tes  fe n i l - t io -  

id a n to il-a m in o a c id o s  (PTH -aa), La re a cc io n  se lle v o  a cabo a 80° 

duran te  10 m in . Term inada é s ta , los  tubos se en fria ron  y e l d e -



r iv a  do PTH se extra  jo  con ace ta to  de e t i lo  (tres e x tra cc io n  es re -  

pe tidas  de las  que se tomo la  fase  su p e rio r). La fase  acuosa se 

guardo. La fase  o rgan ica  se seed enfonces ba jo  Ng / e l res id u o  

se re d is o lv ié  en 50 |jl1 de a ce ta to  de e t i lo  y se proced io  a su id e n -  

t i f ic a c id n .  Esta se re a liz o  por 3 métodos d ife re n te s :

1 . -  C rom atog ra fia  de gases

2 . -  C rom atogra fia  en capa fin a  en p laças de po liam ida

3 . -  H id ro lis is  d e l PTH -Am inoacido

3 .1 8 .2 .1 .  -  C rom atogra fia  de gases. -

Se lle v o  a cabo en un crom atdgra fo  de gases (H e w le tt-  

Packard, m odelo 7620 A ). El a n a lis is  se lle v o  a cabo por m edio 

de dos programa s d ife re n te s : Iso te rm o o con T^ programada. El 

1° se re a liz o  a T^ cons ta n te  de 210°C  y los  am inoacidos que se 

id e n tif ic a n  en estas co n d ic io n e s  son: A la ,G ly ,  P ro/T  hr, L e u / l le .  

El 2 °  se re a liz o  con una T^ in ic ia l  de 210°C  y una f in a l de 2 8 0 ° . 

Con este  program a, lo s  am inoac idos a n te rio res  sa len  en la  p r i­

mera fase  d e l cromatograma (peor resue ltos  que en e l caso a n te ­

r io r) y e l re s to . A sp, Phe, M e t, G lu , y T yr, sa len  después.

Para este  segundo program a, la  muestra fue d is u e lta  en una s o lu -



c io n  de N , O -B is - ( t r im e t i ls i l i l) -a c e ta m id a  (BSA) (New England N u­

c le a r ) ,  en la proporc ion  de BSA: A c. E tilo  : BSA de 1 :2 :1 . Los 

d ife re n te s  am inoac idos se id e n tif ic a ro n  por su p o s ic io n  en e l 

crom atogram a re la t iv a  a la  de los  standards u t i l iz a d o s .

3 . 1 8 . 2 . 2 . -  C rom atogra fia  en capa f in a . -

Se l le v o  a cabo en p laças de po liam ida  (5 x5 cm) (C hen- 

C h in , tra d in g  C o . T a iw an ). La m uestra d is u e lta  en ace ta to  de 

e t i lo ,  se a p lic o  en una esquina de la p laça  a 10 mm de ambos la ­

d o s . La s o lu c io n  con ten iendo  los  PTH-aa s tandards , se a p lic o  

en uno de los  lados de la  p la ça . La crom atogra fia  se lle v o  a cabo 

en dos d im e n s io n e s , u t iliz a n d o  dos so lv  entes d ife re n te s  cuya 

co m p o s ic io n  era:

1^ D im ens ion  : To lueno /  n -P entano  /  a c . a c é tic o  g la c ia l 
60:30:35 (v /v )

B-BOT F luor : 93 mg /  100 m l so lve n te  

2^ D im ens ion  : 35% a c . a c é tic o  acuoso

y los  PTH-aa se id e n tif ic a ro n  por su p o s ic io n  en la  p laça re la ­

t iv a  a la  de los s tanda rds . Las p laças se le y  eron ba jo  lu z  U l-



t ra v io le ta ,  ya que e l com puesto B-BOT es flu o re sce n te . 

3 . 1 8 . 2 . 3 . -  H id ro lis is  d e l P T H -a m lno ac ldo . -

El res id u o  d e l PTH-aa una vez seco , fue d is u e lto  

en 20 f i l  de a ce ta to  de e t i lo  y tra n s fe r id o  a un m icro tubo  (30 x  4 

mm) para procéder a su h id ro l is is .  Una vez seco , e l m icro tubo  

se in tro d u jo  en un tubo de h id ro lis is  norm a l, en cuyo  fondo se 

habfan co locad o  bo las  de v id r io  y unas gotas de é c . lo d fd r ic o .

El tu b o , con e l m ic ro tubo  en su in te r io r ,  se e s tiro  a la  lla m a , 

de jando  un ca n a l c a p ila r  por e l que se h izo  e l va c fo  durante  5 - 

10 m in . Una vez cerrado e l tubo  a l v a c io , la h id ro lis is  se l le -  

vd  a cabo durante  2 0 hr. Term inada e s ta , lo s  tubos se abrie ron  

y evaporaron y e l res id u o  fue d is u e lto  en e l tampon de c itra to  

so d ico  para ser a p lic a d o  a l a n a liz a d o r. En estas co n d ic io n e s , 

la  Treon ina y la M e t ion  in a , aparecen como a c .

(ABA) en e l a n a lis is  de a m ino ac idos , en la  p o s ic io n  a n te r io r a 

la  v a lin a . La Serina y C is te in a , aparecen como A la n in a . El t r ip ­

to fano  se d e s tru ye .



4 . - R E S U L T A D O S
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4 . 1 . -  AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA Ig D . -

La Inm unog lobu lina  D u t il iz a d a  en este  e s tu d io , se 

a is lo  a p a r t ir  de l suero de un p ac ien te  con m ielom a IgD (M en). 

La para p ro t ema o p ro te ina  de m ie lom a, près enta ba una m o v i­

lid a d  e le c tro fo ré tic a  en la zona y  daba una fu e rte  reacc id n  

de p re c ip ita c io n  con e l a n tisu e ro  a n t i- Ig D  ob ten ido  en c o n e - 

jo s .  En la  fig u ra  3 se puede v e r la  inm unoe lec tro  fores is  d e l 

suero de este  p a c ie n te , reve lada  con suero an ti-hum an o  (F ig .

3 ,a ), con a n t i- Ig D  (F ig . 3 ,b ) y con a n ti-X  (F ig . 3 , c ) . En la 

parte  su p e rio r de la s  fo tos  se ha representado un suero humano 

no rm a l. La parte  in fe r io r  es la co rrespond ien te  a l suero M en . 

Como se observa en la inm unoe lec tro  fores is  reve lada  con suero 

a n ti-h u m a n o , las  res tan tes  p ro te inas d e l suero de este  p a c ie n ­

te , permanecen norm a les; se observa tam bien una lin e a  c o rre s ­

pond ien te  a p ro te inas de Bence-Jones, cuya a p a ric id n  en los  

casos de m ielom a Ig D , es muy f r  ecu en te .

Como se puede ve r, la para prot ema té n ia  la  cadena 

lig e ra  t ip o  X, como la  m ayoria  de los m ielom as IgD  d e s c r ito s .



3 a

3 b,

3 c .

F ig .  3 . -  In m u n o e le c t ro fo re s is  d e l s u e ro  de  m ie lo m a  M e n ,  

re v e la d a  c o n : S ue ro  a n t i-h u m a n o  (a ), a n t i - I g D  (b) 

y  s u e ro  a n t i - X  (c ) .  P o lo  + a la  iz q u ie rd a .



Como precaucidn  y para e v ita r la  fragm enta c io n  e s -  

pontanea de la  IgD , se anad io  a l suero en e l momento de descon- 

g e la r lo , ac . £ -a m in o ca p ro ico  0.02 M , que inh ib e  la co n ve rs io n  

de p lasm indgeno en p lasm ina , enzima responsab le  de la  fragm en­

tée ion  de la IgD  en e l suero.

4 . 1 . 1 , -  E lec tro fo res is  en b loques de a lm id o n . -

De 20 a 25 ml de suero previam ente  c e n tr ifu g a d o s , 

fueron a p licados  cada vez a l b loque de a lm idon  ( o Pevicon en 

a lgunos casos) y la e le c tro fo re s is  se lle vo "a  cabo a 450 v o lt io s  

durante  24 hr. Term inada é s ta , se tomaron a lic u o ta s  a lo  la rgo  

d e l b loque de a lm idon , y en e lla  s se determ ine la a parie  ion  de 

p ro te inas por e l metodo d e l F o lin , representando despues las 

le c tu res  a 700 nm de cada tubo , fren te  a l n °  de tubo . (F ig . 4 ).

El p e r f il ob ten ido  es por tan to  e l co rrespond ien te  

a la  d is tr ib u c io n  de las  p ro te inas de l suero . El po lo  p o s it iv e  

estaba s ituado  a la derecha (segun se observa la g ra fic a ), por 

ta n to , e l u lt im e  p ico  que es ademas e l de mas co n cen tra c id n , 

co rresponde a la a lbum ina y s igu iendo  hacia la  izqu ie rd a  de la 

g ra fic a , estan las a -p ro t ema s, p y por u ltim e  la  fra c c io n  y .  En
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F ig . 4 . -  E le c tro fo res is  en b loque de a lm idon  d e l suero de 
m ielom a M en . El po lo  p o s it iv o  esta s itu ado  a la 
d e rech a .



esta fra cc id n  se encu entran las  inm unog lobu linas ; la  IgD  s in  

embargo, tle n e  una m o v ilid a d  e le c tro fo re tica  t ip o  2̂ Y esta es 

la razon por la que aparece un gran p ico  en esta zona de la  elec- 

tro fo re s is  (fracc lon  I I  en la g ra fic a ).

Se h ic ie ro n  siem pre de 3 a 4 fra cc io n e s  d ife ren te s  

que una vez d la llz a d a s  fren te  a H^O d e s tila d a , y l io f l l lz a d a s ,  

se a n a liza ro n  por inm un o e le c tro fo re s is  fre n te  a l a n tisue ro  a n t i -  

IgD  y fren te  a suero an ti-hum a no  to ta l.  La IgD  estaba siem pre 

présente en las fracc io ne s  I y I I  de la  e le c tro fo re s is , a p a re - 

c iendo  contam inada en a lgunos casos con o tras pro tem as de l 

suero, fundam entalm ente IgG en la fra cc id n  I y a lguna (3 -p ro te f- 

na en la fracc lon  I I .  En la fra cc id n  I ,  lo  que aparece es proba-  

b lem ente un fragm ente de Ig D , de m o v ilid a d  e le c tro fo re tic a  p a - 

rec ida  a la IgG . Por esta razdn y debido a que la ca n tidad  de 

IgD  es mue ho mayor en la fra cc id n  I I ,  se tomo esta para pos­

te r io r  p u r if ic a c io n  a traves  de Sephadex G-2 00.

Durante e l transcu rso  de la e le c tro fo re s is , todos los 

tampones llevaban  a c . £ -a m in o cap ro ico  0 .01  M , con e l f in  de



e v ita r  la  u lte r io r  fragm enta c io n  de la Ig D . Asim ism o se anad io  

la misma co ncen trac idn  de in h ib id o r a l agua de la  d ia l is is .

4 . 1 . 2 . “  F iltra c io n  a traves  de Sephadex G -2 0 0 . -

La colum na u t iliz a d a  para la p u r if ic a c io n  de la IgD  

(2. 6 X 100 cm ), fue p rev ia  mente ca lib ra d a  con una m ezcla  que 

con ten ia  de 1 a 2 m l de suero huma no no rm a l, c ito c rom o  C (en 

can tidad  s u fic ie n te  para a p re c ia r e l c o lo r  na ran ja ), y 6 -D N P - 

L is in a , que marcaba e l f in a l de la co lum na . La separac idn  entre 

los co lo res  naranja y a m a rillo , fue uno de los c r ite r io s  que se 

u t i l iz d  para com probar s i la colum na era e fic ie n te . La g ra fica  

co rrespond ien te  a esta c a lib ra c id n  se puede ve r en la F igura 5.

El prim er p ico  que sa le  con e l vo lum en e x c lu id o  de 

la co lum na, corresponde a la fra c c id n  19S d e l suero; e l seg un - 

do a la fra cc id n  78 y e l te rce ro  a la A lbum ina . El cua rto  p ico  

représenta e l c itocrom o C y e l q u in to  co rresponde a la  E -D N P - 

Lys , que marca e l f in a l de la  co lum na.
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F ig . 5 . -  G a lib ra e  ion  de la colum na da Sephadex G -2  00 en 
N aC l 0 .3  M , EACA 0 .01  M . La m ezcla de c a lib ra ­
c id n  con te n ia : Suero Humano N orm a l, C itocrom o  C 
y 6 -D N P -L is in a .



S is tem a ticam en te , las  fra cc io ne s  p rocedentes de la 

e le c tro fo re s is  en a lm id d n , que con ten ian  a lgun  con tam inan te  por 

in m u n o e le c tro fo re s is , fueron d is u e lta s  en N aC l 0 .3  M , c o n te - 

n iendo  a c . E -a m in o ca p ro ico  0 .01  M , a una conc en trac idn  de 20 

m g /m l y a p lica da s  a la  colum na de Sephadex G-2 00. La colum na 

se c o rr id  en f lu  jo  in v e r t id o , a una ve lo c id a d  co ns tan te  de 16 m l/h r .  

regulada por m edio de una bomba. De 2 00 a 2 50 mg de protem a 

fueron a p lica d o s  cada ve z , recog iendose  fra cc io n e s  de 3 .5  m l que 

se leye ron  en un espectro fo tdm etro  a 2 80 nm. La figu ra  6 muestra 

uno de los  p e rfile s  ob ten idos de una prépara c io n  de IgD ; norma 1- 

m ente se h ic ie ro n  tre s  fra c c io n e s , que se denom inaron I ,  I I  y I I I .

El a n a lis is  de estas fra cc io ne s  por inm unoe lec tro fo re s is  fren te  

a suero a n ti-hum an o  y fren te  a a n t i- Ig D  (F ig . 7), m ostrd  que la 

fra c c io n  I con ten ia  IgD  pura proba b lem ente  en estado agregado 

por lo  que no reacc iona  con e l a n tis u e ro . La fra c c id n  I I ,  se com - 

ponia tam bien  de IgD  lib re  de con tam inac iones y la  fra c c io n  I I I ,  

correspondra  a a lgunas p ro te inas d e l suero co n tam inan tes , a s i 

como a fragm entos procédantes de la  degradacidn  espontanea 

de la IgD  ( dem ostrado por la a par ic i  on de va ria s  lin e a s  de p re -
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F ig . 6. -  F iltra c io n  a traves  de Sephadex G -200 
de la fraccicm  I I  proc ed ente d e l b loque 
de a lm id d n .



F ig .  7 . -  In m u n o e le c t ro fo re s is  de  la s  f r a c c io n e s  I ,  I I  y  I I I  
p ro c è d e n t es de  la  c o lu m n a  d e  S e p h a d e x  G -2  00 
Los a n t is u e ro s  u t i l i z a d o s  fu e ro n : D —» a n t i - I g D ,  
^  —► a n t i - s u e r o  hum ano  c o m p le to .



i i  j

c ip ita c io n  en una inm u n o d ifus io n  fren te  a suero a n t i- Ig D ) .

En los  casos en que la  IgD proc ed ente d e l b loque 

de a lm idon estaba pura, se proc ed id  a subs igu ien tes  es tud ios  

con e lla , s in  pasarla  a traves de Sephadex G-2 00.

4 . 2 . -  "CHEM ICAL TYPING" DE LA INMUNOGLQBULINA D . -

Como se ha expuesto  en la secc ion  3, e l "C h e m ica l Ty­

p in g " es un método que perm i t  e d ife re n c ia r entre las d is t in ta s  

c la se s  y subc lases de inm u n o g lo b u lin as , basandose en la d ife re n -  

te  m o v ilid a d  en e le c tro fo re s is  en pape l, de los pep tidos  que 

con tien en  los  en laces d is u lfu ro  in te rca ten a rios  en cada una de 

las c la s e s . Para e s tu d ia r estes peptidos en la IgD  y com parer los 

con los  d e l res to  de las  inm uno g lo bu lin as , 8 mg de IgD  pura, 

fueron reduc idos p a rc ia lm en te , en cond ic iones  en que so lo  se 

a Ité ra  ban los  pu ente s d is u lfu ro  in te rca te n a rio s , y a lq u ila d o s  de s ­

pues con a c . ^ "^C -Iodoacé tico . La prote ina se d ig e r id  entonces 

con pepsina y a co n tin u a c id n  con tr ip s in a  (Ver M a t. y M e t. )  y 

e l d ig e rid o  se a p lic d  a papel Whatman 3 M M  para co rre r la  e le c ­

tro fo re s is . Esta se l le v d a  cabo a 3000 v o lt io s  durante  1 hr. en



e l tampon de pH 3. 5.

El reve lad o  de los pep tidos ra d io a c tiv o s  se l le v d  a 

cabo por a u to ra d io g ra fia . La fig u ra  8 m uestra e l re su ltad o  o b - 

te n id o  despues de la e le c tro fo re s is , Los cua tro  peptidos de ma­

y o r in te n s id a d  se denom inaron 6» y 5^  (co rrespond ien tes a la  

cadena pesada §  ) y y  , proc ed entes de la cadena lig e ra . 

Estos peptidos fueron p u rif ica d o s  despues por EF de a lto  v o l-  

ta je  a pH  6. 5 y  a c o n tin u a c id n  a pH  2 .1 ,  e lu y endose entonces 

d e l pape l e h id ro liza n d o se  con a c . H C l 6 N para procéder a su 

a n a lis is  y  pos te rio rm en te  a su se cu enc ia .

La ta b la  V II I  m uestra la  secuencia  de estos cua tro  

p ep tidos  que c o in c id e  con  los  da tos previam ente pub licados 

(156) para otra IgD  y  co n firm an  los  re su ltados  prev ios ob ten idos 

con esta p ro te ina  M en (157).

El peptido  §, corresponde por ta n to  a la  c is te in a  im -  

p lica d a  en e l en lace  d is u lfu ro  in te r  c a d e n a s -p e s a d a -lig e ra ; e l 

es e l co rrespon d ien te  a l en lace  d is u lfu ro  in te r  cadenas pesadas. 

Los pep tidos pe rtenec ien tes  a la  cadena lig e ra  y , c o rre s -
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F ig .  8 . -  " C h e m ic a l t y p in g "  de  la  In m u n o g lo b u lin a  D .
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pond en a l extrem e c a rb o x i- t  erm ina 1 de la  cad ena , s iendo  uno 

d e riva d o  d e l o tro . C on tien en  la  c is te fn a  im p licada  en e l en lace  

d is u lfu ro  con la cadena pesada.

4 . 3 . -  MAPA DIAGONAL DE LA INMUNOGLOBULINA D . -

Con e l f in  de l le v a r  a cabo e l mapa d ia gona l de la IgD , 

8 mg de p ro te ina  fueron  d ig e rid o s  con pepsina y a c o n tin u a c id n  con 

t r ip s in a ,  en las m ism as co n d ic ion e s  que para e l "ch e m ica l ty p in g "  

y a p lica d o s  a papel W hatm an 3 M M  para procéder a la EF de a lto  

v o lta je .  Se l le v d  a cabo esta a 3000 v . durante 1 hr a pH 3 .5 .  

D espues de o x id a r la t ira  de pape l que con ten ia  los  p e p tid o s , se 

c o s io 'a  un segundo pape l para co rre r la segunda EF en d ire c c io n  

p e rp e n d icu la r a la 1^. El pape l se t in o  entonces con una so lu c io n  

de n in h id r in a /c a d m io  y se m arcaron los  peptidos que aparec ian  

fuera de la d ia g o n a l. La fig u ra  9 m uestra e l mapa d iagona l o b te - 

n id o  de esta manera para la IgD . Los peptidos que aparecen fuera 

de la d ia g o n a l, son los  que con tien en  enlaces d is u lfu ro . En este  

e s tu d io ,n o  se a is la ro n  estos peptidos de la d ia g o n a l, deb ido  a
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F ig .  9 . -  M a p a  d ia g o n a l d e  la  Ig D . La e le c t r o fo r e s is  
s e  re a liz e "  a p H  3 .5  , d u ra n te  1 h r . en ^m b a s  
d im e n s io n e s .



la  gran can tidad  de m a te ria l que es necesario  para e lle .  No fue  

po s ib le  por ta n to , a s ig n a r los  enlaces d is u lfu ro  a los  re sp e c tivo s  

dom in ios en la m o lecu la , n i com parar su m o v ilid a d  e le c tro fo re ­

t ic a  con la  de los peptidos co rrespond ien tes en o tras c la se s  de 

inm u n o g lo b u lin as .

Cuando se lle v o  a cabo el mapa d iagona l de la IgD  pre­

viam ente  re d u c id a , los pep tidos que aparecian  fuera de la d ia g o ­

na l eran muy déb iles  (en la  t in c io n  con n in h id rin a  y e l reve lado  

por au to rad iogra fia ) y la  m ayoria de e llo s , in a p re c ia b le s , no 

pudiendose sacar por ta n to  n inguna co n c lu s io n  de este mapa. Lo 

mismo sucedicTcuando se lle v o 'a  cabo e l mapa d ia g o n a l de la c a ­

dena pesada é ,  a is la d a .

4 . 4 . -  OBTENCION DE LAS CADENAS H Y L DE LA Iq D . -

Para la o b ten c ioh  de las cadena é y X procédantes de 

la IgD , esta prote ina se redu jo  en cond ic iones  en que so lo  

se a fectaban los puentes d is u lfu ro  in te rc a te n a rio s , (tam -



pon T r is /H C l 0.2 7 M , pH 8 .0 ) ,  separandose despue^s la s  cade­

nas por f i lt ra c io n  a traves de Sephadex G -1 0 0 .

De 200 a 2 50 mg de IgD se u t i l iz a ro n  cada vez ; de s ­

pues de re d uc ir lo s  con DTT 0.01 M y a lq u ila r lo s  con lAA, la  s o - 

lu c io h  de prote ina se d ia liz o  fren te  a a c . HAc 1 N o a c . Form ico 

a l 5%, dependiendo de la columna que se fuera a u t i l iz a r .  N o r- 

malmente para can tidades p re p a ra tiva s , se u t i l iz d ' la  colum na de 

G -100 an ac . a ce tico  1 N cuyas d im ensiones (4 x  150 cm) eran 

mucho mayores que las  de la  columna de a c . Form ico.

En la figu ra  11, se puede ve r e l pa tron  de e lu c io n  de 

estas co lum nas; no habia d ife ren c ia  entre las co lum nas de ac. 

a ce tico  y ac . fo rm ico , s in  embargo, se puede observa r una gran 

d ife ren c ia  en la p roporc ion de los p icos I I  y I I I  en las  f ig .  11a 

y  l i b .  Esta d ife ren c ia  se exp lica  de la manera s ig u ie n te : en los 

primeros experim entos, se om itid  el ahad ir a c . EACA en e l me­

mento de la reduceidh de la p ro te ina , con  lo  c u a l estaba ocurrien - 

do probablem ente una degradacidn enz im a tica  de la m ism a, que 

se re fle ja  por la a p a ric id n  de un fragm ente de un tamano m ol e cu -
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F ig . 1 1 . -  Separacion de las  cadenas H y L de la IgD .



la r  parecido  a l de la cadena lige ra  y que e luye  de la  colum na 

jun to  con e lla ,  increm entando e l tamano d e l p ico  111. Este es 

e l caso que se observa en la parte ^ d e  la fig u ra ; a este  te r -  

ce r p ico  se le  llam o fra cc io n  S + \  y  se guardo para p o s te r io -  

res e s tu d io s .

En subs igu ien tes  experim entos, se anad io  a c . EACA 

0. 01 M a l tampdn en que se efectuaba la re d u cc io n , con lo  que 

se e v itd  en gran parte la  degradacidn espontanea de la Ig D . Es­

te  es e l caso que se observa en la parte b de la  fig u ra , en que 

las proporc ion es de los p icos corres pondientes a las  cadenas 

pesada y  lig e ra , son las  esperadas. Una pequena p roporc ion  de 

fragm entos de IgD aparec ia  tam bien en este  caso ,  que se révé ­

la ba por inm unod ifus ion  fren te  a l an tisue ro  a n t i- lg D ,

El a n a lis is  d e l con ten ido  de estos p ic o s , se l le v d  

a cabo por medio de un "che m ica l ty p in g " .  2 mg de cada una 

de las fracc iones  de la co lum na, se d ig ir ie ro n  con pepsina y

tr ip s in a , a p licandose  despues a papel W hatm an 3 M M  y c o r-



riendo  una e le c tro fo re s is  a pH 3 .5  durante 1 h r. En la  fig u ra  12 

se puede ve r e l resu ltad o  ob ten ido  una vez reve la  da la a u to ra d io - 

g ra ffa . Se han representado las  fracc io ne s  I ,  I I  y I I I  de la  co lu m ­

na de Sephadex G -100 , a s i como la  cadena lig e ra  som etida 

a l m ismo tra ta m ie n to , que se u t i l iz d  como c o n tro l.

Asim ism o y en un experim ent o p o s te r io r, se tomaron 

o tros 2 mg de cada fra cc id n  y se redu je ron  com ple tam ente con 

DTT, a lq u ild ’ndose despues con lAA*y re p it ie n d o  la  d ig e s tio n  con 

pepsina y tr ip s in a  y la  e le c tro fo re s is  a pH 3 .5 .  La a u to ra d io g ra ­

fia  en este caso (Figura 13), mostraba todos los  peptidos ra d io a c ­

t iv o s  (tanto  los in te r como los in tra ); de esta m anera, se ju n ta -  

ron aq ue llas  fracc iones  que aparec ian  sem ejantes en este  a n a li­

s is  (conten ian la misma d is tr ib u c io n  de peptidos ra d io a c tiv o s ).

En este experim ent o se u t i l iz d  tam bien  como c o n tro l,  una cadena 

lige ra  Se tomaron entonces las fracc io ne s  I y I I  como cadena 

pesadaé  (la fra cc id n  I es probablem ente cadena pesada agregada) 

y la fra cc id n  I I I  como fra c c id n  § + \  .
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4 . 5 . -  CARACTERIZACION QUIMICA DE LA CADENA PESADA

4 . 5 . 1 . -  Peso m o le c u la r .-

S . -

Se l le v d  a cabo por e le c tro fo re s is  en ge les de SDS- 

p o lia c r ila m id a . 100 p,g de IgD  p u rif ica d a  fueron d iv id id o s  en dos 

p a rte s , una de las  cu a les  se redu jo  con 2 -M e rc a p to e ta n o l y la 

o tra  se d e jd  In ta c ta . La e le c tro fo re s is  se l le v d  a cabo duran te  

6 horas y los  ge les  se tin e ro n  durante  16 hr con una so lu c io n  de 

"C o n n a ss ie  b lu e " a l 0 .5% , de s tinendose  despues durante  24-30  

hr. La fig u ra  14 m uestra la  d is tr ib u c io n  de las p ro te inas  a lo  la r ­

go d e l g e l; los  tu  bos n ^  1 y 4 , corres pond en a las  p ro te inas u t i l i -  

zadas como m arcadores: A lbum ina bovina y C itoc ro m o  C en e l n®

1 y O va lb u m in a  y  Cadena lig e ra  en e l 4 . El tubo n °  2 co rrespon ­

de a la  m o lecu la  de IgD  In ta c ta , que aparece en la  parte  su p e rio r 

d e l g e l por ser dem asiado grande para penetra r en e l.  El tubo  n °

3 co rresponde a la  m o lecu la  de IgD  reducida  en p resencia  de 

u rea . Las dos bandas de mayor in te n s id a d  corres pon den a las  

cadenas pesada (<5) y lig e ra  (X). La banda in te rm ed ia  co rrespon ­

de probab lem ente a a lgun  producto  in te rm ed io  de la reducc ion  

o de la  d ig e s tio n .
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F ig .  1 4 . -  E le c t r o fo re s is  en g e le s  d e  S D S -P o lia c r i la m id a  
d e  la  Ig D  In ta c ta  ( tu b o  n °  2) y  re d u c id a  ( tu b o  
n °  3 ). L o s  tu b o s  1 y  4 c o n t ie n e n  lo s  m a rc a d o re s



El peso m o le cu la r se ca lcu le '’ de acuerdo a la  recta  

de c a lib ra c id n  con los m arcadores (F ig . 15); se ob tuvo  un v a lo r 

de 65. 000 da ltons  para la  cadenaâ  y de 24 .000  para la X. De 

los  es tud ios  de la porc ion  ca rboh id ra to  re a liza do s  en la IgD  (84), 

se deduce que e x is te  entre  un 10 y un 15% de ca rboh id ra to  en la 

m o lecu la  com p lé ta ; s i se t ie n e  en eu enta esta con tribue  ion  a l 

peso m o le cu la r, se ob tien e  un v a lo r de 58.000 da ltons  para la 

porc ion  p e p tid ica  de la  cadena è  .

4 . 5 . 2 . -  A n a lis is  de a m in o a c id o s . -

Fue lle va d o  a cabo en una muestra de 0. 5 mg que de s ­

pues de ox idados con a c . perform ico  duran te  3 hr, fueron h id ro - 

liza d o s  con ac . H C l 6 N durante  24 h r. La ta b la  IX m uestra la 

com posic io n  de am inoacidos ob ten ida  para la  cadena pesada S 

a s i como para la m o lecu la  com plé ta  de IgD , tam b ien  ox id ada .

Los va lo res  expresados son la media a r itm é tic a  de tres  m uestra s 

por separado. En la ta b la  se a lis ta n  tam b ien  los  resu ltad os  o b te ­

n idos por o tros autores en o tras inm unog lobu linas  D . Como se 

observa en la ta b la , los  va lo res  son bas tan te  parecidos para las 

d ife re n te s  p ro tem as.
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F ig . 1 5 . -  Recta de c a lib ra c id n  en la E le c tro fo res is  en 
ge les de S D S -P o lia c rila m id a .



TABLA IX . -  COM PO SIC IO N DE AMINOACIDOS DE LA IgD  
Y DE LA CADENA PESADA b  , -

i  ou

IgD Cadena

Aa Men R.84 R. 79 Men R.84

Lys 56 .0 72 48 44 22 .1 21
His 2 1 .5 30 15 23 8 .7 11
Arg 74.6 58 55 53 2 8 .8 23
Asp 92. 3 92 123 170 34 .0 32
Thr 121.4 118 146 142 4 4 .4 41
Ser 174.7 146 186 166 57 .8 46
Glu 175.0 170 205 162 62 .3 61
Pro 135.0 122 55 62 50 .6 42
Gly 106.5 106 125 144 33 .0 32
Ala 132.7 112 125 144 4 1 .7 38
V a L 105. 3 102 123 133 36 .5 33
M et 15.4 16 20 20 6 .5 8
Ile 2 8 .8 32 38 28 10 .6 8
Leu 132.7 110 169 162 5 4 .6 40
Tyr++ 52.0 50 67 75 10.2 13
Phe 45.1 40 73 65 15.8 11
Trp - 16 22 22 - -

Cysa 2 9 .8 24 24 g 4 .5  2 10
P .M . 162x10'^ 155x10'^ 2 00x10 58x10 50x10

Los va lo res  se expresan en moles de a a /  mol de p ro te ina .

+ Va lor determ inado en una muestra h id ro liza d a  durante 72 hr. 

++ Valor determ inado en m uestra s no o x idada s .



4 . 5 . 3 . -  Determ in a cion del Amino te rm ina l . -

4. 5. 3 .1 . -  M etodo de l c lo ru ro  de d a n s ilo . -

2 mg de cadena pesada S se h ic ie ro n  rea cc io n a r con 

c lo ru ro  de d a n s ilo , de tec tandose  despues los  d a n s il d e riva d o s , 

por su d is tr ib u c io n  en c rom atogra fia  de capa fin a  en dos d im e n s io ­

nes. El resu ltado  fue n e g a tive , es d e c ir  no se obtuvo n ingun  a m i-  

noacido  d a n s ila d o , lo  cu a l ind icaba  que e l am ino te rm in a l de la 

cadena S estaba bloqueado en forma de PCA, como la  m ayoria de 

las cadenas pesadas de inm unog lobu linas  y la s  cadenas lig e ra s  \ .

4 .5 .  3 .2 . -  D ig e s tio n  con P ronasa. -

Con e l f in  de ob tener e l am inoac ido  am ino te rm in a l,

2 0 mg de IgD  fueron reducidos com ple tam ente y a lq u ila d o s  con 

^ ^C -Io d o a c e tic o . La d ig e s tio n  con pronasa se lle v o  a cabo du ­

rante 2 .5  hr a 37°C y en la p roporc ion  1:10 (w /w ) . Cuando e l d i ­

gerido se a p lic d  a la colum na de A G -50W -X 2 , se ob tuvo  e l p e r- 

f i l  que se puede ap rec ia r en la figu ra  1 6 ,a . Los tubos n °  3, 8 y 13 

de esta co lum na, se l io f i l iz a ro n  e h id ro liz a ro n  con a c . H C l 6 N , pa-
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F ig . 1 6 .-  Patron de e lu c io n  de la colum na de
AG -50W -X2 de los d lg e rid o s  con pro­
nasa de la IgD  (1 6 ,a) y de la cadena â 
(16, b).



ra procéder a su a n a lis ls .  El re su ltad o  de este esta expresado en 

la  ta b la  X. Como se puede obse rve r, e l p rim er p ico  de la  co lum ­

na con ten ia  e l pep tido  con PCA y e l o los  peptidos con c a rb o h i-  

d ra to ; e l segundo p ico  con ten ia  e l PCA -  V a l y e l te rce ro , e l PCA, 

ya que e l u n ico  am inoac ido  que aparece en e l a n à lis ls  es G lu ta m l- 

co .

Ya que la cadena lig e ra  X. se présenta g en era Im ente con 

e l am lno te rm in a l b loqueado, fue necesa rio  co n firm e r e l resu ltado  

ob ten ido  de la d ig e s tio n  con pronasa de la m o lécu la  co m p lé ta , re -  

p itie n d o  e l experim ento  con la cadena pesada a is la d a . 20 mg de 

cadena é fueron tra tados en la s  m ismas co n d ic ion e s  expuestas pa­

ra la m o lecu la  co m p lé ta . El patron de e lu c io n  de la colum na de A G - 

50W-X2 para este  ca so , se puede observer en la figu ra  1 6 ,b. Es 

esenc ia lm en te  e l m ism o que e l ob ten ido  para la m o lecu la  com pléta

de IgD . Como en e l caso a n te r io r, se tom aron a lic u o ta s  de los  tu -  

o
bos n 6 ,1 0 ,1 3 , y 19 y se a n a liza ro n . La ta b la  XI muestra e l re s u l­

tado de este  a n a lis is .  Los dos prim eros p icos  corresponden por 

tan to  a la  suma d e l pe'ptido que co n tien e  e l PCA y a l que co n tien e



TABLA X .-  PEPTIDOS OBTENIDOS POR DIGESTION CON
PRONASA DE LA IgD .-

A m inoac ido  D ow ex # 3 D ow ex # 8 Dowex # 1 3  

Asp 0 .8

Thr 1 .9

Ser 2 .0

G lu  2 .3  1 .1  1 .0

Pro 0 .7

G ly  (0 .4 )

A la 1.1

Val 0 .5  0 .7

CHO +

Los va lo re s  in d ica n  moles de am inoac ido  /  mol de peptido, 

CHO —̂  C arboh id ra to



TABLA XL -  PEPTIDOS OBTENIDOS POR DIGESTION CON
PRONASA DE LA CADENA PESADA ô . -

A m inoac ido

Asp

Thr

Ser

G lu

Pro

G ly

Ala

Val

CHO

D ow ex # 6 Dow ex # 1 0  Dowex #13 D ow ex #19

0 . 8

0 .9

2 . 0

1.8

1.0

1 . 0

1 . 6

0 .7

1 . 0

1.0

2 . 1

1 .5

1.1

0 . 8

++

1 . 0

1.2

0. 5

+

1.0

0 . 6

Los va lo re s  expresan moles de am inoacido  /  mol de peptido



el ca rb oh id ra to . El te rce ro  es fundam entaIm ente e l pep tido  con ca r­

boh id ra to  y e l cua rto  corresponde a l péptido  que co n tien e  e l PCA, 

que como en e l caso  de la  IgD , es PC A-Val. Este es por ta n to  e l 

am ino te rm ina l de la cadena é / s iendo  esta la  secuencia  co rresp o n - 

d ien te  a los  subgrupos I y I I  de reg ion  v a r ia b le . La IgD podria  c o r -  

responder por tan to  a uno de estos subgrupos.

Con e l f in  de e s tu d ia r en mas d e ta lle  los  peptidos que c o n - 

te n ian  e l CHO , los p icos  procèdent es de la  colum na de Dow ex fueron 

a p licados  a pape l, para lle v a r  a cabo una EF a pH 3 .5 . Esta mostro" 

que las  m ov ilidades  de los  peptidos eran muy pequenas, como s u - 

cede siem pre en los peptidos que con tienen  C HO .

El peptido  que hemos llam ado D ow ex #3 (p g .l3 4  ) c o rre s -

pondiente  a l 1° p ico  de la  co lum na , se desdob lo  en dos , que llam am os

I y L . El llam ado D ow ex #8, co rrespond ien te  a l p ico  I I  de la co lum na , 
a ^

se desdob lo  tam bien en 11  ̂ y 11^.

Respecte a lo s  peptidos precedent es de la  cadena J  , e l 

Dowex #6 (p ico  I de la  co lum na) d io ' un so lo  pep tido : 5 j  ; le  m ismo s u - 

ce d io 'co n  el dowex #10 (p ico  I I  de la co lum na ),que  d io  lug a r a l & j j .



Los pep tidos y pa rec ian  id e n tic o s  en e l pape l. El p ep tido  Dow

#13 d id  lu g a r ^ ^ i 3a ^ ^  13b" re su lta ro n  ser id e n tic o s .

La com p os ic ioh  de aa era muy s im ila r  en todos e llo s  y 

se expresa en la  ta b la  X I';  ha y s in  embargo d ife re n c ia s  en la  porc ion 

CHO ; m i entra s que los  pep tidos I ^ / ^  j  y ^  parecen tene r G lu c o s a - 

m ina com o com ponente p r in c ip a l,  e l 1  ̂ t ie n e  G lucosam ina y G a la c to -  

sam ina , estando esta en m ayor proporc io n .

Los pep tidos 11  ̂ y IIj^ re su lta ro n  id e n tic o s  en e l a n a lis is  

de aa y no co n te n ia n  C H O . Los peptidos 13^ y 13^ te n ia n  tam b ien  

la m isma co m p os ic ioh  de aa y con te n ia n  g lucosam ina .

4 . 6 . -  DIGESTION ENZIMATICA DE LA CADENA P . -

4 .6 .1 .  -  E lecc idh  de la  enz im a . -

2 mg de c a d e n a fu e ro n  d ig e rid o s  para le lam ente  con p ep- 

s ina  y tr ip s  in a , en experim ento  s separados. El d ig e rid o  se a p lic o  a 

pape l W hatm an 3M M  y se c o r r id  una EF a pH 3 .5  durante  1 hr. La f i ­

gura 17 m uestra e l re su ltad o  ob ten ido  con am bas enzim as; la pepsina 

daba lu g a r a peptidos que co rr ia n  b ien  en e l pape l, m i entra s que la 

tr ip s in a  p roducla  pep tidos dem asiado grandes para poder m overse.

Se e lig id  por ta n to  la  pepsina para la d ig e s tio n  de la  cadena S .
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F ig .  1 7 . -  EF a p H  3 .5  d e  la  c a d e n a  ^  p re v ia  m e n te  d ig e r id a  c o n  
t r ip s in a  y c o n  p e p s in a .



TABLA X I'.-  PEPTIDOS QUE CONTIENEN CHO EN LA

► V a lo r no de term inado c u a n tita tiva m e n te  por ser muy 
pequeno, pero de tectado  en e l a n a lis is .

inoac ido la Ib J l a I I  b 5 . ^  I I : 3 b

Asp 0 .6 0 .7

Thr 0 .7 0 .6

Ser 1.2 1 .1 1.1 1 .2 2 .2 2 .1 1 .0 1 .0

G lu 1.1 0 .9 0 .8

Pro 0 .9 0 .7
*

4- 0 .7 4-* +*

G ly 0 .9 0 .9 0 .9 0 .6 0 .8 0 .8

Ala 0 .8 0 .8

Val 0 .7

CHO 4-4- 4- _ 4- 4- 4-



4 . 6 . 2 . -  D igestion de la cadena 5 con Pepsina. -

178 mg de cadena ê  pura, fueron reduc idos com p lé ­

ta  mente y a lq u ila d o s  con a c . ^ - l o d o a c ë t i c o . Despues de d ia l i -  

za r, la  m uestra se l io f i l iz o  y d ig e r id  con pepsina (1:50) (w /w ) 

a 3 7 ^  durante  6 hr. El d ig e rid o  se a p lic o  a papel W hatm an 3MM 

(en 4 pape les) y se l le v d  a cabo una e le c tro fo re s is  a pH 3 .5  du­

ran te  1 hr 15 m in . Los pep tidos ra d io a c tiv o s  se reve la ron  por a u - 

to ra d io g ra fia  (24 h r). Se m arcaron entonces sobre e l papel para 

procéder a su p u r if ic a c id n . El p roced im ien to  que se u t i l iz d  fue 

e l s ig u ie n te :

1 . -  E le c tro fo res is  a pH 6 .5

2. -  O x id a c io h  y E le c tro fo re s is  a pH 3. 5 de nuevo

3. -  R eoxidacion  y e le c tro fo re s is  a pH  2 .1

Los peptidos se v o lv ie ro n  a o x id a r antes de la e le c ­

tro fo re s is  a pH 2 .1 ,  deb ido  a la  reduce ion  espontanea que ocurre  

siem pre con los  res iduos  de c is te m a  (reacciones de o x id a c id n -  

reducc ion  de los  grupos SH o sus d ife re n te s  estados de o x id a c io n



4 . 7 . -  PEPTIDOS RADIOACTIVOS OBTENIDOS DE LA CADENA

Despues de co rre r las  e le c tro fo re s is  a lo s  d ife re n te s  

pH , los  pep tidos se e luyeron  d e l papel y se tomaron d ife ren te s  

a lic u o ta s  (dependiendo de la  in te ns id a d  de la a u to ra d io g ra fla ) 

para procéder a su a n a lis is  y d e te rm inac io n  d e l am ino te rm ina l y 

secuenc ia  en a q ue llo s  casos en que e l pep tido  se ob tuvo  en can -  

t id a d  s u fic ie n te . Los pep tidos que se ob tuv ie ron  en este  e xp e ri­

m ento , fueron los  s ig u ie n te s :

Peptido P -O -ap

Este p ep tido  proced ia  d e l P-0 de la e le c tro fo re s is  a 

pH 3 .5  ( los  pep tidos ra d io a c tiv o s  se numeraron de po lo  + a -  

d e l 1 a l 8 en la  prim era e le c tro fo re s is ) . A pH 6 .5 , este  péptido  

se desdob lo  en dos : P -O -b  y P-O-a ; despues de o x id a r y co rre r 

la EF a pH 3 .5 , e l P-O-a se desdob lo  en P-O -a^ y  P-O -a^ , s in  

embargo, cuando estos pep tidos se reox ida ron  y co rrie ro n  a pH 2 .1 ,  

sus m o v ilida d e s  eran id e h tic a s , ind icando  que probablem ente 

es un so lo  peptido  en dos d ife re n te s  estados de o x id a c io n . La corn -



14  1

p o s ic io h  de am inoac idos de este  pép tido  era : C M C ysQ ^s Asp^ g 

ThrQ y Ser2 g Valg^ g y e l am ino te rm in a l era V a l.

P eptido P -O -b .-

Este pép tido  se separo" d e l P-O-a en la  e le c tro fo re s is  

a pH 6 .5 .  Su com pos ic ion  era: CM CySg g G lu^ g Leu ; e l am ino 

te rm in a l d io  Leu y la  secuenc ia  era: L e u -C y s -G lu .

p é p tid o  P - l - b .  -

Este pép tido  proced ia  d e l P - l ,q u e  despues de la o x i­

dac ion  se desdob lo  en P - l - a  y P - l - b .  8 in  embargo estos dos 

pep tidos près enta ban la  m isma m o v ilid a d  cuando se co rrie ro n  a 

pH 2 .1  despues de re o x id a d os , ind ica ndo  como en e l caso a n te ­

r io r  que se tra taba  de un so lo  p é p tid o . Su com pos ic ion  era: C M C ys _
. D

Thr Phe^ i  ; e l am ino te rm in a l era Thr y la secuenc ia : T h r-C ys -P h e .

pé p tid o  P -2 . -

Este pép tido  fue p u rif ic a d o  por e l m ismo método que 

e l re s to , no desdob landose a n ingun pH . Comparado con los  dem as.



es te  pép tido  pres enta ba una ra d io a c tiv id a d  ( a ju zg a r por la in te n ­

s idad  de la  a u to rad io g ra fia ) mue ho m ayor que e l re s to . El a n a lis is  

de am inoac idos  m ostro la  com pos ic ion : C M C ys y A la g Leu ; 

cuando se h izo  la  d e te rm inac io n  d e l am ino te rm in a l, se encon­

tre  ron A la y Leu como am inoac idos d a n s ila d o s , s iendo la  in te n s i­

dad de A la dob le  de la  de Leu. La secuenc ia  de este  péptido  era: 

A la -C y s -L e u , pero en e l te rc e r paso de la  degradacion  de Edman, 

a pa rec ian  de nuevo lo s  dos am inoac idos A la y Leu, aunque ahora 

en pro porc ion  in ve rsa , s iendo  mas in tensa  la  mancha co rrespon ­

d ie n te  a Leu. Esto parec ia  in d ic a r  que se tra taba en re a lid a d  de 

dos pep tidos  de id e n tic  a com pos ic ion  pero de d ife re n te  secuencia  

que en un caso  séria  A la -C y s -L e u  y en e l o tro : L e u -C y s -A la .

P eptido P -7 -a . -

Este pép tido  procedente  d e l P-7 daba como com pos i­

c io n  de am inoac idos : Lys Cm Cys y Tyr g y e l am ino te rm ina l 

m ostro T y r. No se pudo de te rm ine r la secuencia  deb ido  a la  esca - 

sa ca n tid a d  en que se ob tuvo.



péptido P -7-b . -

Este pep tido  proced ia  tam b ien  d e l P-7 de la EF a pH 

3 .5 ; se separo d e l P -7 -a  , despues de la  o x id a c io n  y EF de nue­

vo  a pH 3 .5 . Su com p os ic ion  era: H is  g CmCys g Thr^ y Ser^  ̂

G1u2 PrOg 2 G ly  Va l g Leu ; e l am ino te rm in a l era Thr; no se de ­

term ine ' la  secuencia  en este pép tido  porque era e l m ismo que e l 

p ep tido  ^2 ob ten ido  y ca ra c te riza d o  en e l "ch e m ica l ty p in g "  de 

la IgD ; es te  es por ta n to , e l pép tido  co rrespond ien te  a l en lace  

in te r  cadenas pesadas.

Péptido P -8 . -

El a n a lis is  de am inoacidos de este p é p tido , m ostro la  

co m p os ic ion : Arg g CmCys g Ser G ly^ ^ I le  g ; fue ob ten ido  en 

muy pequena can tida d  por lo  que hubo que u t i l iz e r  todo para e l 

a n a lis is  de am inoac idos , s in  embargo , por com p os ic ion  y m ov i­

lid a d , parece corresponder a l pép tido  d e l "ch e m ica l ty p in g " ,  

s iendo  por ta n to , e l en lace in te r  cadenas p e s a d a - lig e ra .



El pép tido  denom inado P-6 en la prim era e le c tro fo re ­

s is ,  ré s u lté  ser ig u a l a l P -7 ; los  péptidos P -3 , P-4 y P -5 , se 

o b tu v ie ro n  en muy pequena ca n tida d  y los  a n a lis is  de a m in o a c i­

dos aparec ian  con tam inados, no s iendo  p o s ib le  por ta n to  sacar 

n inguna c o n c lu s io n  d e f in it iv a  sobre su co m p o s ic io n . Una e x p lic a -  

c io h  de su ba jo  ren d im ien to  podria  ser e l que son productos d e - 

rivad o s  de o tro  s p é p tid o s . (El m ism o pép tido  se rompe por d ife re n ­

te  s i t io ) .

En la ta b la  X II se expresan lo s  péptidos ob ten idos 

de la  d ig e s tiô n  e nz im a tica  de la  cadena pesada S .La  p o s ib le  

lo c a liz a c io n  de estos péptidos en la cadena p o lip e p t id ic a , se c o -  

menta en la  D is c u s io n .

4 .8 .  -  DIGESTION ENZIMATICA DE LA CADENA LIGERA X. -

84 mg de cadena \  de la p ro tem a IgD  (p ico  I I I  de la 

co lum na de Sephadex G -lO O ), que con te n ia n  un fragm ente d e r i-  

vado de la  cadena pesada, fueron reduc idos com ple tam ente y d i ­

ge ridos con  pepsina en las  m ismas co n d ic ion e s  que las  d e s c rita s



TABLA X II. PEPTIDOS CARBOXIMETILADOS PROC EDENTES DEL
DIGERIDO PEPTICO DE LA CADENA PESADA è , -

Aa P P-Ob P - lb  P-2 P-7a P-7b P-8

Lys 1 .0
H is 0 .9
Arg 0 .6
CmCys 0 .6 0 .6  0 .6  0 .7  0 .7 0 .3 0 .5
Asp 1 .9
Thr 0 .7 1 .0 1 .7
Ser 2 .0 1 .1 1 .0
Glu 1.2 2 .0
Pro 2 .2
G ly 1 .0 1 .2
Ala 0 .8
Val 0 .9 0 .8
He 0 .8
Leu 1 .0  1 .0 1 .0
Tyr 0 .8
Phe 1.1

M o v . 0.62 0. 81 0. 52 0. 55 N 0 .20 N
(6 .5 )

Las m ov ilidade s  de los  peptidos se m id ie ron  a pH 6 .5  

N —» neutro a ese pH.

Los va lo res  expresan moles de a a /  mol de pep tido



para la cadena â . El d ig e rid o  fue a p lica d o  a pape l W hatman 3M M  

y se proced io  como en e l caso  a n te r io r, a co rre r d ife re n te s  EF 

con el f in  de p u r if ic a r  lo s  péptidos ra d io a c tiv o s . En este  caso  

se in c lu y o  tam bien la crom atogra fia  en pape l, en e l so lve n te  

n -B u ta n o l/A c .A c e tic o /H ^ O . Los pép tidos  se e luyeron  de l papel 

y  se a n a liza ro n . Su co m pos ic ion  se puede ve r en la ta b la  X II I; 

no se proced io  a su secuencia  por ser p o s ib le  lo c a liz a r lo s  por 

com p os ic ioh , en la cadena En la ta b la  XIV se expone esta 

secu en c ia , tomada de o tras cadenas \  , y la lo c a liz a c io n  de los  

peptidos en la cadena.

4 . 9 . -  OBTENCION DEL FRAGMENTQ Fc DE LA Ig D . -

4 . 9 . 1 .  -  D ig e s tio n  de la IgD  con T r ip s in a . -

360 mg de IgD  procèdent es de la fra c c iô n  I I  de la 

e le c tro fo re s is  en bloque de aim id on, puros por in m u n o d ifu s io n , 

fueron d is u e lto s  en 18 ml de tampon T r is /H C l 0 .05  M pH 8 . 0  

y d ige ridos  con tr ip s in a  durante  4 m in . a 5 6 ^0 . La re a cc io n  se 

paro ahadiendo e l in h ib id o r  de tr ip s in a  "so y  bean" y la  so lu c io n



TABLA X I I I . -  PEPTIDOS CARBOXIMETILADOS PROC EDENTES DEL 
DIGERIDO PEPTICO DE LA CADENA LIGERA X . -

Aa A -12 A-43  A-51 A-52 A-61

CmCys 0 .4  0 .8  0 .4  0 .4  0 .5
Asp 0 .8
Thr 0 .7
Ser 1 .0  1 .7  2 .9
G lu 1 .2  1 .0
G ly  2 .0
A la 0 .9
V a l 0 .7
I le  0 .8
Leu 2 .0
Tyr 0 .9  1 .0

M o v .  0 .65 0 .46  0.49 0 .49 -  0 .19
(6.5)

Como en e l caso  de la  cadena pesada, las m ov ilida d e s  de 

los  pép tidos  se m id ie ron  a pH 6 . 5 .

Los va lo re s  expresan m oles de a a /  mol de péptido
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se a p lic o  a una co lum na de DEAE-Sephadex (2.4 x  40 cm ), e q u i-  

lib ra d a  con e l m ism o tam pon T r is /H C l.  Despu es de e lu ir  420 m l 

de es te  tam pon, se a p lic o  un g rad ien te  de m o la ridad  en e l que 

e l tam pon in ic ia l ,  era este  m ismo tampon T r is /H C l 0 .05  M pH 

8 .0  y e l f in a l era, es te  m ismo tam pon a l que se habia anad ido 

N aC l 0 .7  M . Se e luyeron  500 m l de este  g rad ie n te , recog iendose  

fra cc io n e s  de 6 m l que se leye ron  en un espectro fo tom etro  a 2 80 nm. 

La fig u ra  18 m uestra e l p e r f i l  o b ten ido  en esta co lum na.

4 . 9 . 2 . -  A n a lis is  d e l d ig e rid o  de Ig D .-

4 . 9 .2  .1 .  -  In m u n o e le c tro fo re s is . -

Todas las  fra cc io n e s  procédantes de la  colum na de 

DEAE-Sephadex, fueron a n a lizad a s  por inm un o e le c tro fo re s is  fré ­

té  a l a n tisu e ro  a n t i- Ig D  y e l a n t i - x .  La fig u ra  19 m uestra e l re ­

su lta d o  de este  a n a lis is .  Como se puede obse rve r, los  p icos I 

y I I  de la co lum na , reacc ionan  con ambos a n tisu e ro s , ind ica nd o  

que probablem ente corresponden a fragm entes parec idos a l Fab, ya 

que la m o v ilid a d  e le c tro fo ré t ic a , es parecida  tam bien  a la de es­

te  fragm ente . El p ico  I I I ,  da igua lm en te  re a cc io n  con ambos a n -
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F ig .  1 9 . -  In m u n o e le c t r o fo re s is  d e  la s  f r a c c io n e s  o b te n id a s  
de  la  c o lu m n a  d e  D E A E -S e p h a d e x . Lo s  a n t is u e ro s  
u t i l i z a d o s  s o n : D  —^ a n t i - I g D ;  L —» A n t i- X ;
M E N  c o r re s p o n d e  a la  p ro te m a  Ig D  s in  p re v io  
t r a ta m ie n to  e n z im a t ic o .



t is u e ro s , aunque su m o v ilid a d  es mas ano liica  y podria  ser un 

fragm ento de rivado  d e l Fab. El p ico  IV no mostraba re a cc io n  con 

e l a n tisue ro  a n t i - \  y por la  m o v ilid a d , podria  co rresponder a l 

Fd. Los p icos V y V I reacc ionaban  so lo  con el a n t i- Ig D , in d i­

cando que deb ian  co rresponder a l fragm ento Fc; la  m o v ilid a d  

e le c tro fo ré tic a  era tam b ien  la  propia  de este  fragm ento. El p ico  

V II es probablem ente a lgun  fragm ento re la c io na d o  con e l Fc, ya 

que tam poco rea cc iona  con  e l a n ti-K .

4 . 9 . 2  .2 . -  E le c tro fo res is  en ge les de S D S -P o lia c rila m id a . -

Cuando estas fra cc io ne s  se co rrie ro n  en ge les de 

S D S -p o lia c r ila m id a , se observe  lo  s ig u ie n te : La frac  c io n  I s in  

re d u c ir , daba como p r in c ip a l banda, una co rrespond ien te  a un 

peso m o le cu la r de 44, 000 da lton s  y que probablem ente co rrespon ­

de a l fragm ento Fab. C uando se reduc la , esta banda se d e s - 

dob laba en dos de pesos m o lecu la res 28 .000  y 23 . 00 0 re s p e c t i-  

vam ente , que deben co rresponder a l Fd y a la cadena lig e ra  \ .

Las fra cc io n e s  I I  y I I I  aparec ian  sem ejantes en e l g e l, 

con a lgunas bandas en comun con la  fra c c io n  I.  A l ig u a l que esta



co n te n ia n  una banda de PM de 4 0 .0 0 0 ,  que se co n ve rtia  en 2 8.000 

después de la  reduce io n , y a una se rie  de bandas de FM mas pe­

queno. La fra c c io n  IV , co n te n ia  fundam enta Im ente una banda de 

FM a lto : 65. 000 que daba lu g a r por reduce ion  a una de 27. 000 

y  o tra  de 18 .000,  perd iehdose probablem ente e l re s to  de los  

fragm entos por ser mas pequenos. Los ge les  co rrespond ien tes  a 

estas fra c c io n e s , estan  representados en la  F igura 20. El peso 

m o le cu la r se c a lc u ld  de acuerdo a la  rec ta  de c a lib ra c id n  (F ig . 21) 

u t i l iz a n d o  como m arcadores: A lbum ina b o v in a , C itocrom o  C , O v a l-  

bumina y cadena l ig e ra .

La fra c c io n  V m ostraba una banda de un FM de 64. 000 

que se co n ve rtia  en 34 .000  despues de la reduce ion ; este  fra g ­

mento por ta n to  co rrespond ia  a l Fc in ta c te , es d ec ir ,  la  t r ip s i ­

na rompe a la  izqu ie rda  d e l pu ente d ls u lfu ro  in te rc a te n a rio . En 

e l g e l co rrespond ien te  a l Fc re d uc id o , se pueden observer dos 

bandas muy proxim as (Figura 22) y de in te ns id a d  muy pa rec ida , 

lo  que ind ica  que la  d ig e s tio n  con tr ip s in a  ha s ido  heterogénea 

o que e x is t ia  un fragm ento a n te r io r a la d ig e s tio n , re lac ionado  

con e l Fc, pero de un peso m o le cu la r lige ram en te  d ife re n te ; esta 

h ip d te s is  se co n firm d  despues por de te rm inac ion  d e l am ino te r -
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F ig .  2 0 . -  E le c t r o fo r e s is  en g e le s  d e  S D S - p o l ia c r i la m id a  
d e  la s  f r a c c io n e s  p ro c  ed e n te s  d e  la  c o lu m n a  
d e  D E A E -S e p h a d e x . Los tu b o s  1 y  2 c o r re s p o n ­
d e n  a lo s  m a rc a d o re s : BSA y C i t . C  en e l  1, O v a l  
y c a d e n a  L en  e l 2 . T u b o s  3 y 4 : F ra c c io n  I i n -  
t a c t a  y  re d u c id a ;  5 y 6 , F ra c c io n  I I ;  7 y 8 , F ra c -  
c id n  I I I ;  9 y  1 0 , F ra c c io n  IV .
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F ig . 2 1 . -  Recta de ca lib ra e  ion  en la E le c tro fo res is  en 
ge les de S D S -P o lia c r ila m id a .
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F ig .  2 2 . -  E le c t r o fo r e s is  en g a le s  d e  S D S - p o l ia c r i la m id a  
d e  la s  f r a c c io n e s  p ro c é d a n te s  d e  la  c o lu m n a  d e  
D E A E -S e p h a d e x  ( c e n t . ) .  T u b e s  1 y  2 ,  m a rc a d o -  
re s ;  3 y 4 ,  F ra c c id n  V , In ta c ta  y re d u c id a ;  5 y 6 , 
F ra c c lo n  V I;  7 y  8 , F ra c c id n  V I I .



minai del fragmente Fc.

Las fra cc io n e s  VI y V II aparec ian  como sub fragm en- 

tos  derivados d e l Fc. En e l g e l co rresp ond ie n te  a l p ico  V I, se 

puede a p rec ia r la  m isma banda d e l Fc y ademas otra mu y in te n -  

sa co rresp ond ien te  a un peso m o le cu la r de 13 .000,  que no se 

a fe c ta  por la reduce io n . La fra cc io n  V II co rrespond ia  a una ü n i-  

ca banda de pequeno peso m o le cu la r (< 10.000)  que desaparec ia  

d e l g e l despues de la  reduce io n . En la  F ig . 22 se pueden apre­

c ia r  los  ge les  c orre s pond i  entes a estas fra c c io n e s .

4 . 9 . 2 .  3 . -  D e te rm inac idn  d e l Am ino te rm in a l. -

El a n a lis is  d e l am ino te rm in a l por e l m étodo d e l c lo -  

ru ro  de d a n s ilo  de la s  fra cc io n e s  procèdent es de la  c rom atog ra - 

f ia  en DEAE-Sephadex, m ostro  los  s ig u ie n te s  resu lta d o s :

El p ico  I daba un am ino te rm in a l n e g a tive , con una 

ma ne ha muy d é b il de A la n in a , que pro bablem  ente co rrespond ia  a 

a lguna pequeha co n tam ina c ion ; este  fragm ente parecia  co rrespon - 

der por ta n te  a l Fab, cuyo  N -te rm in a l esta b loqueado form ando 

PCA. Los p icos  I I  y IV daban A lan ina  como am ino te rm in a l; e l p i -



CO I I I  daba A lan ina  como p r in c ip a l am ino te rm in a l, pero a p a re - 

c ia  tam bien A c .A sp a rtico  como aa d a n s ila d o .

El p ico  V m ostraba dos am ino te rm in a le s : Thr y A la , 

siendo las  dos mane has de una in tens id ad  pa rec ida . Este fragm en­

te  parecia  corresponder por tan to  a l Fc (cuyo N -te rm in a l es Thr) 

(158 ) y a a lgun o tro  fragm ente procedente de l Fc y de peso m o le ­

c u la r  mas pequeno, dem ostrado por su com portam iento  en ge les 

de S D S -p o lia c rila m id a .

El p ico  V I d id  un am ino te rm in a l heterogeneo, con Thr 

y V a l, como p r in c ip a le s  am inoacidos d a n s ila d o s , que deben c o r­

responder a con tam inac iones procédantes de los  p icos  adyacentes 

de la c ro m a to g ra fia . El p ico  V II daba como p r in c ip a l N -te rm in a l, 

V a lin a , apareciendo tam b ién  lig e ra s  con ta m in a c ion e s .

En la  tab la  XV se resumen los  am inoac idos dans ilados  

ob ten idos en este a n a lis is .  Las in tens idades de las  mane has se 

expresan en n °  de cruces (+).
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4 . 1 0 . -  CARACTERIZACION DE LOS PICOS V. V I Y V II DE LA CRQ- 
MATOGRAFIA EN DEAE-SEPHADEX.-

Por ser estos trè s  p icos  los  re lac ionados  con e l fra g -  

mento Fc de la  IgD , se p roced io  a una mayor c a ra c te r iz a c id n  de 

e llo s , por medio de d ife ren te s  a n d lis is .

4 . 1 0 . 1 .  -  C a ra c te riza c io n  d e l p ico  V. -

4 . 1 0 . 1 . 1 . -  A n a lis is  de A m ino a c ido s . -

El p ico  V (Fragmento Fc de la IgD ), se s omet id  a un 

a n a lis is  de am inoa'cidos; para e llo  se o x id d  prim ero con a c . pe r- 

fd rm ico , h id ro liza n d ose  despues con ac . H C l 6 N , Se tom aron dos 

a lic u o ta s  por separado de 0. 5 mg cada u na , h id ro liza n d o se  du ­

ran te  24 y 72 hr. re sp ec tivam e n te , con e l f in  de ob tener un v a lo r 

mas exacto  para la V a lin a . Los c a lcu lo s  se h ic ie ro n  por t r ip lic a d o  

en très d ife ren tes  a n a lis is  y la media de e llo s ,  esta expresada en 

la  tab la  XVI.

4 . 1 0 . 1 . 2 . -  D ete rm inacidn  d e l am ino te rm in a l. -

Se ha e xp lica d o  ya que e l N -te rm in a l de esta fra cc id n



TABLA XVI.- COMPOSICION DE AMINOACIDOS DEL FRAGMENTO
Fc DE LA IgD .-

Aa # 1 # 2 # 3 M ed ia

Lys 7.51 8.1 7 .30 7.63
His 5.61 5 .3 5. 55 5.48
Arg 11.01 10.3 10.64 10.65
Cysa 6.56 6 .6 6.37 6.51
Asp 19.34 19.7 19.42 19.48
Thr 21.64 21.9 21.81 21 .78
Ser 27. 14 28 .5 26.77 27.47
Glu 29.40 30.5 29.69 2 9.86
Pro 26.21 2 6 . 6 21 .63 24.81
Gly 16.95 16.9 17.00 16.95
Ala 23.77 24.79 24.17 24.24
Val  + - - - 21.2
Met 2 .87 2 .1 2.82 2 .5 9
I le 4 .98 3 .8 4 . 8 4 .52
Leu 27. 15 2 7 .6 26.84 27 .19
Tyr 5.14 4 .1 5.51 /4.91
Phe 6.98 9.1 6.82 7.63

Los va lo res  expresan m oles de a a /  mol de protem a

+ La v a lin a  se determ ine ' en una m uestra h id ro liza d a  72 hr.

Peso m o lecu la r tom ado para e l Fc : 29 .000  (32.000 -  7% de CHO)



aparec ia  heterogeneo, con Thr y A la  com o am inoacidos d a n s ila d o s , 

lo  c u a l ind ie  aba la p resenc ia  de a l menos dos cadenas p o lip e p t id i-  

cas de d ife re n te  tam aho. Se u til iz a ro n  2 mg de m uestra para este  ana- 

l i s i s .

4 . 1 0 . 1 . 3 . -  Secuencia d e l extrem e N -te rm in a l de l fragm ente Fc. -

6 mg de fragm ento Fc fueron reduc idos com ple tam ente  en 

p resenc ia  de guan id ina  y a lq u ila d o s  con ^ ^ C -Io d o a c e tic o . Despues 

de pasarlos por una co lum na de Sephadex G-25 en ac.  A ce tico  0 .1  

M , con e l f in  de e lim in a r las  sa les y la gua n id in a , se in tro d u je ro n  

en e l secuenc iado r para procéder a la de te rm inac idn  de su secuenc ia .

Todos los  res idues  ob ten idos d e l secuenc iado r, fueron 

h id ro liza d o s  con a c . H I y a p lica do s  a l a n a liza d o r de am ino ac idos .

La secuencia  aparec ia  heterogenea y so lo  se procedio ' a la  h id ro l i-  

s is  de los  prim eros 12 re s id u e s . La secuencia  p r in c ip a l que se 

encontre' fue:

T h ^ -P ro -G lu -C y s -P ro -S e r-H is -T h r-G lx -P ro -L e u -G ly

que c o in c id e  con la pub licada  para e l extrem e N -te rm in a l de este

fragm ento (158); hay una secuencia  secundaria  que parece ser:



1 12 
A lâ ~~GIx-AlQ-Ser~~Ser~~Glu~Pro~~Ala—A la —G lx —P ro-G In

s in  embargo, deb ido  a la  p resencia  de he te rogene idad , esta se ­

cuenc ia  tie n e  que ser confirm ada en una preparac ion  pura; para 

nuestros proposito s ,  que eran e s tu d ia r la  secuencia  de l Fc, no 

in te reso ' p ro fu nd iza r mas en este  o tro  fragm ente .

4 . 1 0 . 2 . -  C a ra c te r iz a c io n  d e l p ico  V I. -

Esta fra c c io n  parecia  contam inada por a n a lis is  d e l a m i­

no te rm in a l, por lo  que se a p lic d  a una colum na de Sephadex G-lOO 

en ac. Form ico a l 5%, para m ayor p u r if ic a c id n . Esta colum na fue 

p re v ia mente ca lib ra da  con una m ezcla que co n te n ia : A ldo lasa  

(PM 160.000) ,  O va lbum ina (PM 4 5.000) ,  Cadena L (PM 23 .000) ,  

C itocrom o C (PM 12. 600) y€ .-D N P -L ys . La g ra fica  co rresp o n d ie n ­

te  a esta c a lib ra c id n , se expresa en la  F igura 23. El p ico  I de 

esta g ra fic a , debe corresponder a la a ld o la s a ; e l I I ,  a la  o va lb u ­

m ina; e l I I I  a la cadena lig e ra ; e l IV, a l c ito c rom o  C y e l u lt im o  

a la 6 -D N P -L y s , que ma rca e l f in a l de la  co lum na .

15 mg de l p ico  V I de la co lum na de DEAE-Sephadex,



G-100
ac.formico 5%

136102

F ig . 2 3 . -  C a lib ra c io n  de la colum na de Sephadex G- lOO 
en ac.  fo rm ico  a l 5%.



fue ron  a p lica d o s  a esta colum na de Sephadex G- lOO (1.5 x  90 cm) ,  

e luy  endos e a un f lu jo  co n s ta n te  de 10 m l/h r ;  las  fra cc io n e s , de 

2 m l, se leye ron  en un espectro fo tdm etro  a 280 nm. La figu ra  24 ,a 

m uestra e l p e r f i l  ob ten ido  de esta co lum na , donde se puede ap re ­

c ia r  la heterogene idad de esta fra c c io n . Por su p o s ic id n  en la  g ra ­

f ic a ,  e l p ico  I deb ia  co rresponder a l fragm ento Fc, que aparec ia  

aqu i como co n tam inan te , y e l p ico  I I I ,  que es e l de mayor c a n t i-  

dad, a l p rop io  p ico  V I, de peso m o le cu la r 13, 600 en g e le s . Para 

co n firm a r estas h ip d te s is , se l le v d  a cabo la  de te rm inac idn  de l 

am ino te rm in a l de cada uno de los p icos  de esta colum na. El re -  

su ltado  de este  fue : El p ico  I ,  d id  un N -te rm in a l de Thr; e l I I  apa­

re c ia  bastan te  con tam inado; e l I I I  era ne ga tive  y e l IV estaba c o n -  

tam inado tam b ien , con  A la y Ser como N -te rm in a l. El p ico  I I I  pare­

c ia  puro por ta n to , pero para c o n firm a c id n , se a p lic d  a una nueva 

co lum na, de Sephadex G -50  en a c . fo rm ico  a l 10%, ob ten iendose  

e l p e r f i l que se observa  en la fig u ra  24, b. Aunque se h ic ie ro n  dos 

fra c c io n e s , e l a n a lis is  por EF en ge les de S D S -p o lia c r ila m id a , mos 

t r d  que ambas eran id e h tic a s . Una nueva de te rm inac idn  d e l am ino 

te rm in a l en estas fra c c io n e s , d id  e l m ism o re su ltad o  n e g a tive .
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F ig . 2 4 . -  F iitra c io n  de l p ico  VI a traves  de una colum na de
Sephadex G-.lOO ( 24 ,a). La fra cc io n  I I I  de esta colum na 
fue ap licada  a una colum na de Sephadex G-50 
(24, b)



4 . 1 0 . 2 . 1 .  -  A n a lis is  de A m in o a c id o s . -

0 .1  mg de la  fra c c io n  I de la  colum na de Sephadex 

G - 50 ,  fueron h id ro liza d o s  con a c id o  H C l 6 N para procéder a su ana­

l is is  . La ta b la  XVII m uestra e l re su ltad o  de este ; este  fragm ento no 

co n te n ia  ca rb oh id ra to  y té n ia  a l menos dos res iduos  de c is te m a .

4 . 1 0 . 2 . 2 . -  D e te rm in ac ion  de la secuencia  de este  fragm en to . -

2 mg de la fra c c io n  I  de la colum na de Sephadex G -50  

prev iam ente  CR-A,  fueron a p lica do s  a l secuenc iado r para la d e te r­

m inac ion  de la se cu e n c ia . Esta m ostro:

Leu
As_^-Phe-Val- -A s p -A s n -G lu -G ly -A s p -(  P ro )-Le u -G lu  

I le

En la  p o s ic io n  4 no se pudo d is c e m ir  entre  Leu y I le ,  

deb ido  a la  pdrdida de v a c io  en e l tubo durante  la h id ro lis is  con  a c . 

H I, con la  consecuen te  destrucc icm  d e l P T H -aa . La p ro lina  en p o s i­

c io n  10, fue  de tectada  en GC y TLC, aunque no aparecia  en e l ana­

l i s i s ,  p robablem ente por razones te c n ic a s .



TABLA X V II . -  COM POSICION DE AMINOACIDOS DE LA FRACCION 
V I. C R -A f DE LA COLUMNA DE DEAE-SEPHADEX.-

A m inoacido  N ° res iduos

Lys 7.07
His 0.78
Arg 5.34
CmCys 2 .03
Asp 21.37
Thr 4 .67
Ser 8.97
Glu 9 .74
Pro 8.01
Gly 12.09
Ala 6.46
Val 4 .57
Met 1.17
I le 6.53
Leu 10.35
Tyr 3.31
Phe 6.25

CHO -

V alores expresados en moles de a a /  mol de p é p tid o .

El Peso m o le cu la r que se tom o para este c a lc u le , fue de 
13. 600 d a lto n s .



4 . 1 0 , 3 . -  Caracterizacion del pico VII. -

D eb ido  a su pequeno peso m o le cu la r, pa rec ia  in te re -  

sante  e s tu d ia r esta fra c c id n  en mas d e ta lle . Para e llo ,  se in -  , 

tro d u jo  prim ero en una colum na de Sephadex G-50  en ac.  fo rm ico  

a l 10% para com probar que era homogenea. La figu ra  25, a , m ues­

tra  e l p e r f i l  ob ten ido . La de te rm inac idn  d e l am ino te rm in a l en las  

fra cc io n e s  I y I I  de esta co lu m n a , m ostro V a l para la  fra c c id n  I ,  

estando la  I I  contam inada (mas de un N -te rm in a l) . La fra c c io n  I 

se a p lic d  entonces a ge les  de S D S -P o lia c rila m id a , para una de ­

te rm in a c id n  mas exacta  d e l peso m o le cu la r. Los m arcadores que 

se u t i l iz a ro n  en este caso  fueron: Cadena L (PM 23,000) ;  C ito c ro ­

mo C (PM 12.600) ;  R ibonucleasa (PM 13.700) ;  In su lin a  (PM 5.700)  

y G lucagon (PM 3 .500) .  El peso m o le cu la r que se ob tuvo para 

este fragm ento , fue 5. 300. La fig u ra  25, b, muestra un esquema 

de la p o s ic id n  en e l g e l de este  fragm ento . El tubo n°3  co rresp on ­

de a la  fra c c id n  I de la  co lum na de G- 50 y e l n °  4,  a la fra c c id n  I I ;  

los  tubos 1 y 2 co n tien e n  los  m arcadores.
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F ig . 2 5 . -  F iitra c io n  a traves de Sep. G -50 de la fra cc io n  
V II de la colum na de DEAE-Sep. (a) . SD S-geles 
de la fra c c id n  I y I I  de esta colum na (B)



4 . 1 0 . 3 . 1 .  -  A n a lis is  de a m in o a c id o s . -

50 [xg de la  frac c io  I de la colum na de Sephadex G -50  

fueron  h id ro liza d o s  y  a p lica d o s  a l a n a liza d o r de a m inoac id os , para 

d e te rm ina r la com pos ic ion  de este fragm ento. La ta b la  XVIII m ues­

tra  e l re su lta d o  de este a n â lis is .  Como se puede obse rve r, esta 

fra c c io n  no con ten ia  ca rb o h id ra to .

4 . 1 0 . 3 . 2 . -  D e te rm inac id n  de la se c u e n c ia . -

1 mg de la fra c c io n  I de la  colum na de Sephadex G-50  

C R-A* fue a p lica d o  a l secuenc iado r. La secuencia  encontrada fue :

VaJ—Thr—Ile -S e r—C y s —T h r -G Iy - ( )—G ly —A la -A sn —I le - G ly —A la —G ly — 

T y r -A s p -V a l-H is - (  H is ) - (  ) -G lx -H is -L e u

La serina  y c is te in a  se récupéraron como a la n ina  en 

e l a n a lis is .  La c is te m a  se d e tec to  ademas por conta  je  de ^ ^C .

La tre o n in a  se reçu pero como a c . a -a m in o -b u t ir ic o  y fue  de tectada  

en crom atog ra fia  de gases.



TABLA X V III. -  C O M P O S p iO N  DE AMINOACIDOS DE LA FRACCION
V IL cY -A ^  d e  la  c o l u m n a  d e  D E A Ë ^E P m P E X . -

A m inoacido  N ° res iduos

Lys 1 .4
H is 2 .0
Arg -

CmCys 1.7
Asp 3.7
Thr 4 . 4
Ser 5 .0
Glu 4 .2
Pro 3 .3
Gly 5.7
Ala 3 .8
Val 2 . 5
M et 0.2
I le 2 . 7
Leu 2 .4
Tyr 3 .5
Phe 0.4

Valores expresados en m oles de a a /  mol de peptido  

Peso m o le cu la r tom ado : 5. 300 d a lto n s .



4 . 1 1 . -  DIGESTION ENZIMATICA DEL FRAGMENTO F c . -

4 . 1 1 . 1 . -  D igestion con tripsina. -

12 mg de fragm ento Fc (F raccion  V de la  colum na de 

DEAE-Sephadex), fueron  reduc idos com ple tam ente , con e l f in  de 

que ta n to  los  en laces in te r como los  in tra c a te n a r io s , fueran  a fe c -  

ta d o s , y a lq u ila d o s  con a c . ^ ^C -Io d o a c é tic o . Despuës de f i l t r a r  

a travës  de una co lum na de Sephadex G -2 5 en a c . a c e tic o  0. IM ,  

para q u ita r  las  sa les  y la  g u a n id in a , se proced io  a la  d ig e s tid h  

con tr ip s in a  (1:50,  w /w ) a 37° durante  6 hr. Una vez te rm inada 

esta,  una a lic u o ta  de 3 mg se a p lic o  a pape l W hatman 3M M , c o r -  

riendos e una c rom atog ra fia  en prim er lu g a r y a c o n tin u a c io n  una 

e le c tro fo re s is  a pH 3 . 5 .  Los pép tidos se re ve la ron  por t in c io n  con 

n in h id r in a  y se h izo  a u to ra d io g ra fia  para la lo c a liz a c io n  de los  

ra d io a c tiv o s .

El re su lta d o  fue  que la  m ayoria  de la p ro te in  a perm a- 

nece en e l o rig e n , no m oviendose n i en c rom atogra fia  n i en e le c ­

tro fo re s is . La tr ip s in a  no es por ta n to  una enzima v a lid a  en este  

caso ,  ya que los  pep tido  s que se ob tienen  son probablem ente



dem asiado grandes para co rre r en e l p ape l, o b ien  son in s o lu b le s  

en los  so lve n te s  u t i l iz a d o s ,

4 . 1 1 . 2 . -  D ig e s tio n  con pepsin a . -

3 .5  mg de fragm ento Fc, CR-A* fueron d ig e rid o s  con 

pepsina  (1:50) duran te  6 hr a 37°C . La m uestra se a p lic d  como 

en e l cas o  a n te r io r a pape l W hatman 3 M M , proced iendose a la 

c ro m a to g ra fia  y e le c tro fo re s is  ( "F in g e rp r in t in g " ) . Los pep tido  s se 

re ve la ro n  con una so lu c id n  de n in h id r in a /c a d m io  y la  fig u ra  2 6 

m uestra e l re su ltad o  de este  mapa p e p tid ic o . En este  caso ,  toda 

la  p ro tem a parecia  ha bers e d ig e r id o , ya que no habia nada en e l 

o r ig e n . La a u to ra d io g ra fia  m ostro  la  lo c a liz a c io n  de los  pép tidos 

ra d io a c tiv o s , a lgunos de los cu a les  aparec ian  b ien  separados. 

Como en e l caso  de la  cadena & se e lig iô  la  pepsina como v ia  de 

ob te n c io n  de los  pép tidos  ra d io a c tiv o s , a pesar de ser esta,  una 

enzim a muy in e s p e c if ic a  en cuanto  a l s i t io  de ataque a pro tem a s , 

s iendo  lo s  péptidos que se ob tienen  de un d ig e rid o  p é p tic o , h e te - 

rogéneos y bastan te  pequehos.



o

m  % #  #

F ig .  2 6 . -  M a p a  p e p t id ic o  (p e p t ic o )  d e l  fra g m e n to  Fc 
de  la  Ig D . Los  p é p t id o s  ma rc a  do  s s o n  lo s  
r a d i o a c t i v o s .



4 . 1 2 . -  OBTENCION DE LOS PEPTIDOS RADIOACTIVOS DEL F c . -

30 mg de fragm ento Fc, CR-A^y d ig e rido s  con pepsina 

duran te  6 hr a 37^,  fueron a p lica do s  a pape l W hatman 3M M , para 

p rocéder a la  c rom atog ra fia  en e l s o lv  ente HAc /  Butanol /  HgO.

Se u t i l iz a ro n  4 mg de m uestra por pape l, es d e c ir , se a p llca ro n  

7 p a pe les , que se co rrie ro n  para le lam en te  en crom atogra fia  duran­

te  24 h r. Term inada esta,  se p roced io  a la  EF a pH 3 .5  de todos 

lo s  pape les ; esta se lle v o  a cabo duran te  2 hr. haciendo au to ra ­

d io g ra fia  despu es, y revela^ndose a las  24 hr. Los pép tidos ra ­

d io a c tiv o s  se ma rca ron sobre e l pape l. La figu ra  27 m uestra e l 

esquema de la  d is tr ib u c id n  de estos péptidos despues de la crom ato ­

g ra fia  y e le c tro fo re s is . Los péptidos se nu m era ron d e l 1 a l 6 por 

orden de in te ns id a d  en la  p e lic u la  de rayos X. El p re fijo  P, in d i­

ce que p roced ian  de una d ig e s tio n  con p e ps ina . Los péptidos ob­

te n id o s  en este  expérim ente  se nu m eran a c o n tin u a c io n .

P eptido P -1 . -

Este p ep tido  aparec ia  puro en e l mapa p e p tid ic o  que se 

tino^con  n in h id r in a  (expérim ente  p ilo te ) ; daba ademas un c o lo r am a-



4* Electroforesis

!

F ig . 2 7 . “  L o c a liz a c io n  de los péptidos ra d io a c tivo s  en
e l mapa p e p tid ico  d e l fragm ento Fc(t) de la IgD, 
Las ma ne ha s mas in tensas  se han representado 
m ed ian te  un rayado.



r i l l o  despues de la t in c io n ,  lo  que ind ica ba  que e l am ino te rm in a l 

era Thr. El pép tido  se saco d e l pape l d irec tam en te  s in  n inguna otra 

p u r if ic a c io n . El a n a lis is  de am inoacidos m ostro la  co m p os ic ion : 

C m Cys 2 Thr Phe^  ̂ ; e l am ino te rm in a l era Thr y  la  secuenc ia : 

T h r-C y s -P h e . Este pé p tido  es por ta n to  e l P - l b  de la  cadena S  .

p é p tid o  P - 2 . -

Como en e l caso  d e l P -1 , este péptido  aparec ia  puro 

en e l mapa y se p roced io  a su a n a lis is  una vez sacado d e l p ape l.

La co m p os ic io n  de am inoac idos ré s u lté  ser: CmCys  ̂ G lx  g Leu; 

e l N -te rm in a l era Leu y su secuenc ia : L e u -C y s -G lx .

pép tido  P-3 .  -

Este pé p tid o  daba c o lo r  a m a rillo  tam bién  a l te h ir lo  con 

n in h id r in a ; como en e l caso de los  a n te r io re s , se proced io  a su 

e lu c io n  d irec tam e n te  s in  mas p u r if ic a c io n . El a n a lis is  de am ino­

a c id o s  m ostro  la  co m pos ic ion : H is  g CmCys ^ Thr^ g 8er^ g G lx^  g 

Pro G ly  V a l q Leu ; e l N -te rm in a l d io  Thr y la  secuenc ia  era:
O # 1 • ^

T h r -P ro -G lu -C y s -P ro -S e r-H is -T h r-G ln -P ro -L e u -G ly -V a l 

es d e c ir  este pép tido  es id e h tic o  a l pép tido  é e l "ch e m ica l 

ty p in g "  y a l pép tido  P-7b ob ten ido  en la  d ig e s tio n  e nz im a tica  de



la  cadena pesada S,  s iendo  por ta n to  e l co rrespond ien te  a l en lace  

in te r  cadenas pesadas.

Péptidos P-4,  P-5 y P - 6 . -

Estos pép tidos  esta ban contam inados en e l mapa pep­

t id ic o  y por ta n to  se p roced io  a su p u r if ic a c io n . Una vez cortados 

de los  d ife re n te s  p a pe les , se co s ie ro n  a o tro  s nuevos para ser 

co rrid o s  en EF a d ife re n te s  pH.

En prim er lu g a r se c o rr ie ro n  a pH 6 , 5 .  La fig u ra  28 m ues­

tra  e l esquema de la  d is tr ib u c id n  de los  péptidos a este  pH; en e lla  

a parece tam b ien  e l pép tido  P-3 ,  que se c o rr io  con e l f in  de com ­

probar su m o v ilid a d . A s im ism o se c o rr io  tam b ien  a pH 2 .1  ju n to  

con los  o tro  s p é p tid o s .

Las m o v ilid a d e s  de los  pép tidos a este  pH estan  e x -  

presadas en la  ta b la  XIX. Todos se m ovian hacia e l po lo  + , e x -  

cep to  e l P-4,  lo  cu a l in d ica  un exceso de carga p o s it iv a  en es te  

p é p tid o .



E .D N R .

Electroforesis pH 6.5

F ig . 2 8 . -  D is tr ib u c io n  de los  peptidos P-3,  P-4,  P-5 
y P-6 en la EF a pH 6 . 5 .



Los peptides se co rrie ro n  entonces a pH 2 . 1 ,  p rev la ­

m ente ox idados con ac . pe rfd rm ico , revela 'ndose per a u to ra d io g ra - 

f ia  como en cases a n te r ie re s . La fig u ra  29 m uestra e l esquema 

de la  d is tr ib u e  ion  de les peptides a este pH . Estes se sacaren 

d e l pape l y se e luyeren  con a c . H C l 6N, p reced i end e despues a 

su h id ro lis is  y a n a lis is .  La ta b la  XIX m uestra la  ce m p es ic ion  de 

tedes les  pep tides  ra d io a c tiv e s  eb ten ides a p a rtir  d e l fragm ente Fc 

de la IgD . En a lgunes de e lle s  ne fue  p e s ib le  de te rm ine r e l am ine 

te rm in a l, deb ide  a la  escasa ca n tida d  en que se o b tu v ie re n .

N ingune de estes pep tides ra d io a c tiv e s  ce n t en la T r ip -  

to fa n e , come le  dem estré  la t in c io n  con e l re a c tiv e  aprep iado 

d e l ma pa p e p tid ic e  d e l fragm ente Fc.



Gly-Ala

E.DNP-Lys

E lectroforesis pH 2.1

F ig . 2 9 . -  D is tr ib u c io n  de los peptidos P-3,  P-4 ,  P-5 
y P-6 en la e le c tro fo re s is  a pH 2 . 1 .



TABLA X IX .-  PEPTIDOS CARBOXIMETILADOS PROCEDENTES DEL 
DIGERIDO PEPTICO DEL FRAGMENTO Fc DE LA IqD

(6.5)

Aa P-1 P-2 P-3 P-4 P-5 P-6

Lys
His 0 .9 0.9 (0.4) 0 .6
Arg 0 .9 (0.4)
CmCys 0 .3 0.1 0 .3 0 .3 0.4 0 .6
Asp 1.0 0 .8 . 0 .9
Thr 1 .0 1.8 1.0 1.1 0 . 8
Ser 1.2 1.0 1.3 1.7
Glu 0.6 1.9 0 .9 1.0 1 .0
Pro 3. 1 0 .6
Gly 1.0 (0.4)
Ala
Val 0.9 + ( 0 .4 )
Leu 1.0 1.0 2 . 7
Phe 1.1

Mov 0.52 0.81 0.31 - 0 .  04 0.25 0.53

Los va lo re s  expressn m oles de a a / m ol de pép tld o .

+ —» La v a lln a  estaba présente  en e l a n a lis is ,  pero no fue in- 
teg rada .



5 . - D I S C U S I 0 N



La Inm unog lobu lina  D es una de las  c in c o  inm unog lobu - 

lin a s  de l suero humano. Fue descub ie rta  en 1964 por Rowe y c o l.

(70) y desde en tonces, pocos han s ido  los  avances en e l e s tu d io  

tan te  de la estructu ra  qu im ica  de esta in m u n o g lo b u lin a , como de 

su p os ib le  fun c idn  b io id g ic a . Las razones p r in c ip a le s  que han re -  

trasado su es tud io  con respecte  a l de las  e tras Ig s , son fundam en- 

ta lm ente  dos:

1 . -  Su a parie ion en e l suero como parapre tem a (m ielom a IgD) cen 

e l co n s ig u ie n te  aumente de su concentrée ion, en é l, ne es muy f re -  

cuente .

2 . -  La IgD  es extremadamente se ns ib le  a la degradac ion  per enzim as 

s erica  s de l t ip o  de la p lasm ina, lo  cu a l hace d i f i c i l  su m aneje y 

con tribuye  a que su rend im ien te  sea siem pre mas ba je  que e l e s - 

perado.

El a is la m ie n to  de la IgD  d e l suero , entrana per tan te  

d if ic u lta d e s . La primera de e lla s  es que su c e n ce n tra c ie n , aun en 

los cases de m ielom a, no es muy e levada , por lo  que es d i f ic i l  

su p u r if ic a c io n . La segunda, ya com entada, es su s u s c e p tib ilid a d



a la d ig e s tio n  enz im atica  (degradacidn espontanea de la  Ig D ), lo  que 

im p lica  el uso de in h ib id o re s  (tip o  ac, E-ACA) en todos los  pasos 

desde la ex tra cc ion  de l suero y e l tra b a ja r a 4 °  cuando sea p o s ib le .

El hecho de que esta extremada s e n s ib ilid a d  a ̂ a  ta  que por 

enzim as p ro te o lft ic o s  sea un ica  para la Ig D , ha lle v a d o  a pensar en 

una p o s ib le  estructura  d ife re n te  a la d e l res to  de las  in m u n o g lo b u li-  

nas, en e l se n tido  de p resen te r una con fo rm ac idn  mas extend ida  que 

fa c i l i ta r ia  la exp os ic ion  de c ie r to s  en laces a l ataque e n z im a tico . De 

hecho los param etros f is ic o s  de term inados para la IgD  (80), parecen 

esta r de acuerdo con esta con fo rm acidn  p a rt ic u la r .

La primera d ife re n c ia  entre esta p ro te ina  y e l re s to  de 

las Ig s , es e l hecho de poseer un so lo  en lace  d is u lfu ro  entre las 

cadenas pesadas (156). En e fe c to , cuando se l le v d  a cabo e l "ch e ­

m ica l ty p in g "  de esta inm unog lobu lina  (pg. 113), se ob tuv ie ron  dos
V

peptidos ra d io a c tiv o s , que hemos llam ado ^  % y S 2 prim ero 

corresponde a l en lace in te r  cadenas p e s a d a - lig e ra , y e l segundo, 

a l in te r pesada -pesada . Este hecho, podria  c o n fe r ir  a la  reg ion  "h in ­

ge" de esta inm u nog lobu lin a , una menor r ig id e z , pe rm itiendo  a s ie l



ataque e n z im a tico .

En las  paginas s ig u ie n te s , considerarem os en d e - 

ta l le  los  datos ob ten idos en e l e s tud io  de la cadena pesada S  , 

lo s  pep tidos que con tienen  lo s  res iduos  de c is te in a , ta n to  en 

la  cadena pesada com plé ta  como en e l fragm ento Fc y por u l t i ­

mo, la degradac ion  enz im a tica  de la IgD  con t r ip s ina y los  fra g -  

mentos ob ten idos en e lla .

5 . 1 . -  CADENA PESADA DE LA INM UNOGLOBULINA D . -

Cuando se es tud ia  la cadena pesada de la IgD  (ca­

dena à ) , lo  prim ero que se observa es que su peso m o le cu la r es 

m ayor que e l c o rr e s pond i  ent e a una cadena p o lip e p tid ic a  co m - 

puesta por cua tro  dom in ios  g lobu la res  y una re g io n  "h in g e " (mo- 

de lo : y l ) .  El peso m o le cu la r de una estruc tu ra  ta l ,  sé ria  50. 000 

d a lto n s ; s in  embargo, cuando se llevcT a cabo la e le c tro fo re s is  

en ge les de p o lia c r ila m id a , se ob tuvo  un v a lo r de 58 .000  d a l­

tons para la cadena <5 (una vez descontada la con tribue  ion  de 

la  porc ion c a rb o h id ra to ). Este e levado v a lo r , podria ser in d ic a ­

t iv e  de a lguna rég ion  extra  en la cadena; reg iones ta ie s  e x is te n



en a lguna s c la se s  y subc lases  de Ig s . La cadena y 3 por e je m p lo , 

cuyo  peso m o le cu la r es s im ila r  a l de la , tie n e  una reg io n  "h in ­

ge " mue ho mas extend ida  que la  de la  cadena y 1, com prend iendo 

60 re s id u o s  en los  que e x is te  una c u a d ru p lic a c io n , es d e c ir  la  mis- 

ma secuenc ia  de 15 res iduos  se re p ite  4 veces a lo  la rgo  de la  

cadena (159), dando lu g a r a un PM mas e levado que e l esperado 

y a una se rie  de c a ra c te r is t ic a s  en la  m o lecu la  de IgGS, que son 

un icas  para esta su b c la se .

De la m isma man era y como se ha com entado en la  In ­

troduce  io n , la cadena pesada \x de la  IgM  y la  € de la  IgE, poseen 

dos do m in ios  e x tra s , cada uno de los  cu a le s  co n tie n e  un en lace  

d is u lfu ro . Los pesos m o lecu la res de estas cadenas son 58. 000 

y 69 ,000  da lton s  respec tiva m e n te .

Es p o s ib le  por ta n to  pensar que lo  m ismo pueda o c u rr ir  

en e l caso  de la cadena ^  . La e x is te n c ia  de un q u in to  en lace  d i ­

s u lfu ro  s in  embargo, parece que queda descartada por va ria s  ra ­

zones:



1. -  Cuando se l le v d  a cabo e l a n a lis is  de am inoacidos de la mo­

le c u la  de IgD com plé ta  (pg. 130), se obtuvo un numéro de res idu os  

de c is te in a  de 29; s i se descuentan  los 10 pe rtenec ien tes  a las  dos 

cadenas lig e ra s , quedan 19, es d e c ir  9 .5  res iduos  para la cadena S . 
Lo m ismo sucede cuando se lle v a  a cabo e l a n a lis is  de aa en la  c a ­

dena pesada S :  en  este  caso  s in  embargo, e l numéro que se ob tuvo 

en repe tidos  a n a lis is ,  fue siem pre ba jo  (4 .5 ) , es d e c ir  la  m itad  d e l 

esperado. Una p o s ib le  razoh para es to , es la  fa lta  de un buen v a c io  

dentro  d e l tubo durante  la  h id ro l is is ,  lo  que co n tr ib u ye  a la  d e s tru c -  

c io n  de la c is te in a , espec ia lm en te  cuando esta ca rb ox im e tila d a  o no 

o x id a d a .

2 . -  De ig u a l manera, cuando se lle v d  a cabo e l e s tu d io  de los  pep­

tid o s  con c is te in a  en la  cadena pesada, que se com enta mas a d e la n - 

te , no se ob tu v ie ro n  mas peptidos de los  esperados, es d e c ir  los  

co rrespond ien tes  a una estruc tu ra  formada por cua tro  dom in ios  e n ce r- 

rados en en laces d is u lfu ro .

La e x p lic a c id n  de este e levado peso m o le cu la r, hay que 

buscarla  por tan to  en otra causa; es p o s ib le  que s i e x is te  un dom in io  

e x tra , este no contenga un pu ente d is u lfu ro , o b ien  que tenga la  m is -



ma compos ic  ion  y secuencia  que a lguno de los  pep tidos  e n co n tra - 

dos (que este re p e tid o ). Esta p o s ib ilid a d  no esta" e x c lu id a . O tra po- 

s ib i l id a d ,  es que la cadena 5" tenga una reg ion  "h in g e " mas ex te n ­

d ida (como la cadena y 3 ) , con ten iendo  o no reg iones que se re p i-  

ten  , o a l m enos, que esta reg ion  tenga una con fo rm acion  p a rtic u ­

la r  que hace com portarse a esta inm unog lobu lina  de manera d ife re n ­

te  a 1 re s to . Una reg ion  "h in g e " mas extendida que la  norm al e x p li-  

c a ria :

1 . -  Su exces iva  s u s c e p tib ilid a d  a l ataque e n z im a tico ; la  IgG3 es 

la  mas se n s ib le  dentro  de las subclases de IgG .

2 . -  Q u iza  podria e x p lic a r  a lguna de las propiedades b io ld g ic a s  

de la Inm unog lobu lina  D , como por e jem p lo , e l encon tra rse  muy 

frecuentem ente  y en muy a lta  pro pore io n , sobre la  s u p e rf ic ie  de 

los  l in fo c ito s .  Q u iza  e l poseer alguna reg ion  mas e x te n d id a , f a c i l i ­

ta  de alguna manera su e s ta b ilid a d  sobre las  c e lu la s .



Un punto que merece la pena co n s id e ra r, es la d ig e s tio n  

e nz im a tica  de la  cadena (5 y d e l fragm ento Fc de la  Ig D . Cuando 

se lle v o  a cabo la d ig e s tio n  con tr ip s  ina y el d ig e rid o  se a p lic d  

a p a pe l, se observaba una lin e a  con tinua  despud's de la a u to ra - 

d io g ra fia  (pg. 138), lo  que ind icaba  que la pro te ina  no estaba d i -  

gerida o que los  pep tidos ob ten idos eran dem asiado grandes para 

mov erse en una e le c tro fo re s is  en pape l. Este hecho es comun a 

otra s inm unog lobu lina  s , s iendo  necesa rio  en la m ayoria  de los  

c a so s , hacer una d ig e s tio n  con pepsina despues de d ig e r ir  con  

t r ip s in a .

Por otra pa rte , la fa c ilid a d  a la d ig e s tio n  con p e ps ina , 

como lo  dem uestra la  au to rad io g ra fia  d e l d ig e rid o  pe p tico  de la ca ­

dena pesada S y d e l fragm ento Fc, parece in d ic a r un e levado nu ­

méro de res iduos  h id ro fo b ic o s , como lo  demuestra e l a n a lis is  de 

am inoac idos  de am bos. Esta enzima tie n e  s in  embargo mue ha s d e s - 

v e n ta ja s ; la 1^, es su in e s p e c if ic id a d , por lo  que va a dar lu g a r 

a pep tidos  muy pequenos; la 2 ^ , consecuenc ia  de la a n te r io r, es 

que va a rom per e l m ism o pép tido  por d ife ren te s  s i t io s ,  con la  co n ­

s ig u ie n te  d ism in u c id n  de l rend im ien to  de l m ism o. Ha y que te n e r



en cuenta  estos hechos cuando se observan los  pep tidos ob ten idos  

de un d ig e rid o  p e p tico .

N uestros e s tud ios  d e l am ino te rm ina l de la  cadena 

lle v a ro n  a la c o n c lu s io n  de que e l N -te rm in a l esta b loqueado , c o ­

mo lo  dem uestra e l hecho de una re a cc id n  nega tiva  con e l c lo ru ro  

de d a n s ilo . Con e l f in  de ob tener e l pep tido  que con ten ia  e l PCA, 

se p roced io  a la  d ig e s tio n  con  pronasa. Los resu ltados  fueron los  

m ism os en la m o lecu la  de IgD  com plé ta  y en la cadena pesada <5 

a is la d a . El pep tido  que con ten ia  e l PCA era G lu -V a l; esta secuenc ia  

s itu a  a la IgD  en uno de los  dos prim ero s subgrupos de hom olo - 

g ia  de reg ion  v a r ia b le . Solo ha y o tro  e s tu d io  sobre e l am ino te r ­

m in a l de otra  IgD  (160), que no estaba b loqueado en este  caso y 

m uestra la secuenc ia  d e l com ienzo  de la  reg ion  v a r ia b le  en esta 

p ro te m a . Este hecho podria hacer pensar en la p o s ib le  e x is te n c ia  

de subc lases  en la  IgD , de la s  que unas tie n e n  e l N -te rm in a l b lo ­

queado y otra  s no, o s im plem ente en que e x is te n  d ife re n c ia s  en e l 

com ienzo  de la secuenc ia  en las  d ife re n te s  m o lëcu las  de Ig D .



Respecto a los  peptidos que con tienen  e l ca rboh id ra to  

en la  IgD , es in te resa n te  e l hecho de que la colum na de D ow e x- 

50, es capaz de separar a l menos dos peptidos con C HO . Norma 1- 

m ente, cuando se hace la d ig e s tio n  con pronasa en o tras inm uno- 

g lo b u lin a s , y se a p lic a  despues e l d ig e r id o  a esta co lum na , se o b - 

tie n e  un so lo  p ico  en e l e lu id o  que co n tie n e  e l pep tido  con PCA y 

e l o lo s  peptidos con CHO y hay que procéder a p o s te rio r p u r if i ­

c a c io n  de estos en pape l.

N uestros re su ltados  en e l caso  de la  IgD  o de la  cadena 

c5 parecen in d ic a r  un p a rtic u la r  com portam iento  que se re fle ja  en la 

a parie  ion  de 3 6 4 p icos  en e l e lu id o  de la colum na de D o w e x -5 0 . 

Es de de s ta ca r que e l pep tido  que co n tien e  e l PCA, aparec ia  en e l 

u lt im o  p ico , c a s i puro; los  dos prim eros p icos  con ten ia n  los  pep­

tid o s  con C H O . El a n a lis is  de am inoacidos (pg. 135) m ostro que 

la co rnpos ic ion  de ambos era muy s im ila r , por lo  ta n to , la razon de 

que sa lgan separados de la co lum na, ha y que buscarla  en e l C H O , 

que probab lem ente es d ife re n te  en am bos. Se han d e s c rito  a l me­

nos dos s it io s  d ife re n te s  a los  que se une e l CHO en la cadena j



uno s itu ado  en e l Fab y o tro  en e l Fc (90) y su com pos lc lon  es 

d ife re n te  en ambos.

Cuando estos peptidos se a p lica ro n  a papel para pos­

te r io r  p u r if ic a c io n , se observe que te n ia n  una m o v ilid a d  muy p e - 

quena a pH 3 .5 , debida probablem ente a l C H O . El a n a lis is  de aa 

de estos pep tid os , una vez e lu idos  d e l pape l, m ostro que la com ­

pos ic  ion era muy s im ila r  en todos e llo s . Las d ife re n c ia s  deben 

esta r por ta n to , en la pore ion  CHO; e l hecho de poseer a lgunos de 

e llo s , mas de un am inoazucar y o tro  s , so lo  uno, podria  e x p lic a r  

su com portam iento en la co lum na.

5 . 2 . -  PEPTIDOS DUE CONTIENEN LAS CISTEINAS EN LA Ig P . -

E1 in te res  de l e s tu d io  de los  peptidos que con tien en  

los  res iduos de c is te in a  en la  IgD , esta no so lo  en que ayudan 

a conocer su estructura  p rim a ria , s ino  ta m b iën , en que hacen po­

s ib le  una com paracion con peptidos é qu iva le n te s  en otras c la se s  

y subclases de Ig s . Parece conven ten te  por ta n to  en este  m om en- 

to , com parer los peptidos ob ten idos en nuestro  e s tu d io , con  los  

ya conoc idos en otras Igs; esta es la razon , por la  que en p a g i-



nas s u b s ig u ie n te s , se a lis ta n  todos los  peptidos im p licad o s  en 

fo rm acion  de puentes d is u lfu ro , en las  d ife re n te s  c lase s  de Ig s .

Como se ha com entado en la  In troduce io n , los  re s i­

duos de c is te in a , estan  s ituados  a lo  la rgo  de las  cadenas p o li­

p e p tid ica  s de las  Ig s , de forma c a ra c te r is t ic a , co n s titu ye n d o  en­

laces  d is u lfu ro  in te r  e in tra  c a te n a rio s . El numéro y d is  pos ic  ion 

de los  en laces in te rc a te n a r io s , es c a ra c te r is t ic o  de cada c la s e  

y subc lase , de manera que su de te rm inac ion  y a n a lis is  c o n s t itu -  

ye uno de lo s  métodos mas u tiliz a d o s  para c la s if ic a r  una inm uno­

g lo b u lin a  descon o c ida . En la  figu ra  30 se représenta  un esquema 

de la d is tr ib u c io n  e le c tro fo ré tic a  de estos peptidos en las  d ife re n ­

tes  c la se s  y subc lases  de Ig s . La com pos ic ion  y secuencia  de es­

tos  p e p tid o s , v a r ia  mue ho de unas subc lases  a o tra s .

La s itu a c io n  es com ple tam ente  d ife re n te  con los  en­

laces  in tra c a te n a r io s . No so lo  su d is p o s ic io n  a lo  la rgo  de la  c a ­

dena de Ig se conserva  en todas las  c la se s  y subc lases de todas 

las  espec ies  e s tu d ia d a s , s ino  que las  secuencia  s de am inoacidos 

de estos p e p tid o s , p resentan una gran hom ologia entre s i.
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En la  cadena pesada y de la c la s e  IgG , e x is te n  4 en la ­

ces d is u lfu ro  In tra ca te n a rio s , s itu a d o s , uno en la  reg ion  v a r ia b le  

y los  o tros 3 en la cons tan te  (22). Se conoce actua lm ente  la  com ­

p o s lc lo n  y secuencia  de los  peptidos Im p licados en estos en laces , 

a s i como los  peptidos hom ologos de las cadenas k y \  (161).

Las cadenas a .  u v € . con tien e n  tam b len  estos 4 en­

laces  d is u lfu ro ; sus se cu en c la s , a s i como las  de la  cadena y , es ­

tan  expresadas en las  ta b la s  XX y XXI.

En la s  cadenas u y £. e x is te  un 5° en lace  in tra c a te n a - 

r lo  o "do m ln lo  e x tra " , que en la  cadena hl esta s itu a do  antes de 

la reg ion  "h in g e " y esta form ado por las  c ls te in a s  2 59 y 320 (7).

En la  cadena a este  en lace  se lo c a liz e  entre los  dos puentes In ­

te rca te n a rio s  con la  cadena pesada hom ologa, abarcando los  re ­

s iduos de c is te in a  244 y 302 (6). E x is te  ademas en esta cadena, 

o tro  en lace  In tra ca te n a rlo  que no c o n s tltu y e  d o m ln lo , formado por 

las  c ls te in a s  129 y 215. La secuenc ia  de estos dom in ios  ex tra , 

esta expresada en la ta b la  XX II.
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En la  cadena g e x is te n  los  4 en laces in tra ca te n a rios  

co rrespond len tes  a la cadena y ,  pero ademas ha y dos en laces ex­

tras  s ituados  en la  ré g io n  "h in g e " y que comprend en las  c is te m a s  

196 -  220 y 242 -  299 re sp e c tiva m e n te  (162). La secuencia  de es­

to s  peptidos esta representada en la ta b la  XXII.

Los pep tidos  encontre dos en nuestro  e s tud io  co rrespon ­

d le n te s  a los  en laces d is u lfu ro  en la  cadena S , se  expresan en la 

ta b la  X X III. En e lla  aparece tam b len  la  p o s ib le  fu n c id n  de estos 

pep tidos , es d e c ir  su lo c a llz a c ld n  en la m o lecu la ; esta lo c a llz a -  

c id h  se ha lle va d o  a cabo por hom ologia con las  o tras cadenas de 

Ig s .

5 . 3 . -  DEGRADACION ENZIMATICA DE LA Ig P . -

C uando se l le v d  a cabo la d ig e s tio n  con tr ip s in a  de la  

Ig D , se o b se rvd  un hecho In te resan te : bastan so lo  4 m in , a 56°C 

para que esta p ro tem a se rom pa, dando lu g a r a un fragm ento Fc 

en gran re n d im ien to . De hecho, a los 2 m in . , ya se observa la apa- 

r lc id n  de este fragm ento  (86), pero los  productos ob ten idos a los
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4 m in . son mas a s ta b le s , aunque tam blen  mas heterogeneos.

La p o s ic  Ion exacta  en que a taca la tr ip s in a  a la  m o le ­

cu la  de IgD , no se conoce . El re s id u e  que aparece como am lno 

te rm in a l de l fragm ento Fc, es Thr; nuestros resu ltados  Ind lcan  que 

la ruptura ha s ldo  he terogénea, pues a pesar de haber ob ten ldo  

tam b len  e l fragm ento que com lenza con Thr (158), encontrem os 

otra secu en c ia , que en e l secuenc iado r aparece como la  p r in c ip a l,  

que com lenza por A la . La lo c a llz a c ld n  exacta de este  segundo fra g ­

m ento, es desconoc ida  tam b len ; ambos fragm ento s son de un peso 

m o le cu la r p a rec ld o , cuando se corren  en EF en ge les de S D S -po- 

l ia c r lla m ld a  (pg. 156).

Respecto a los  o tros  dos fragm ento s derlvados d e l 

Fc (p lcos VI y V II de la  colum na de DEAE-Sephadex) (pg. 150), la  

com pos ic ion  de am inoacidos Ind lca  que con tien e n  de 1 a 2 re s i­

dues de c is te in a ; n lnguno  de lo s  dos fragm entes, con ten ia  c a r­

b oh id ra to . E x is ten  a lguna s d ife re n c ia s  en la  com pos ic ion  de aa, 

a s i e l p lco  V II (fragm ento mas pequeho), no co n tien e  n ingun re s l-
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duo de A rg in ina  n i F e n ila la n in a , ya que se ob tiene  un v a lo r muy 

b a jo  (0 .4 ) en e l a n a lis is .  Lo m ismo sucede en e l caso  de la M o ­

tio n  ina , que parece e s ta r au sen te  en e l fragm ento mas pequeho.

Este fragm ento co n ten ia  un res id uo  de c is te in a  en p o - 

s ic icm  5, cuando se l le v d  a cabo la degradacidh  de Edman. Este 

res iduo  fue de tec tado  por conta  je  de y recuperado des pues c o -

mo A lan ina  en e l a n a lis is  de a m in o a c id o s . Cuando se in te n té  lo -  

c a liz a r  este  fragm ento  en la m o le cu la , por com parac ion  de secuen - 

c ia s  co n o c id a s , se observe  que te n ia  un 47% de hom ologia con 

la rég ion  v a r ia b le  de la cadena lig e ra  \  y un 50% con la rég ion  

v a r ia b le  de las cadenas pesadas. No correspond fa por ta n to  a 

una parte  d e l fragm ento  Fc como se pensd en un p r in c ip io , ya 

que no correspondra a n inguno de los peptidos con c is te in a  encon- 

trados en este  fragm ento . El hecho de que este  fragm ento reacc ione  

con e l a n tisu e ro  e s p e c if ic o  para la  cadena pesada 5 , ha de e x p li-  

ca rse  por ta n to , como un con tam inan te , en con cen tra c io n  dem as ia - 

do pequeha para m ostra rse  en un ge l de S D S -p o lia c r ila m id a , pero 

que es capaz de da r una re a cc io n  de p re c ip ita c id n  con e l a n tis u e ­

ro .
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El por que este  fragm ento sa le  de la  colum na de DEAE- 

Sephadex ju n to  o de tras d e l Fc, que se conoce es mue ho mas b â - 

s ic o  que e l Fab, es d i f i c i l  de e x p lic a r , y probablem ente In d ica  una 

gran co n cen tra c io n  de carga nega tive  en esta re g io n .

Respecto a l fragm ento de m ayor ta ma ho (p ico  V I de la 

colum na de D EAE-Sephadex), la  de te rm in ac idn  de la secuencia  de 

los  12 prim eros re s iduo s  a p a rtir  de l N -te rm in a l, m ostrd la a u sen - 

c ia  de res iduos  de c is te in a  en la  porc ion  am ino te rm in a l de este  fra g ­

m ente. Por com parac ion  con la secuenc ia  e s ta b le c id a  en nuestro  

e s tu d io , con las  secuenc ia  s de inm unog lobu linas  d e s c r ita s , parece 

se r, que este  fragm ento  podria  c o rre s ponder a la  reg idh  0 ^ 3  de la 

cadena pesada, que es donde la  hom olog ia  es m ayor. S in embargo, 

nada se sabe de la es truc tu ra  p rim aria  de la  IgD  (cadenac5 ) en 

esta re g io n , y  es por ta n to  d i f i c i l  l le g a r a una co n c lu s io n  d e f in i-  

tiv a .



Como se ha com enta do ya en va ria s  partes de esta te s is ,  

una c a ra c te r is t ic a  de la  Ig D , es su tendenc ia  a degradarse " e s -  

ponta^'neam ente" por la  a cc id h  de c ie rto s  enzim as d e l suero. El p r in ­

c ip a l fragm ento que se ob tien e  de esta deg radac idn , esta re la c io -  

nado con e l Fc, ya que reacc iona  con e l a n tisu e ro  a n t i- Ig D  y no 

con e l a n ti-X  y es he terogeneo, como lo  dem uestra la  a p a ric io n  de 

va rio s  am ino te rm in a le s  cuando se hace la re a cc io n  con e l c lo -  

ru ro  de d a n s ilo . Parece ser que e l fragm ento ob ten ido  por degra­

d ac idh  espontanea de la  IgD , esta lo ca liza d o .u n o s  pocos re s i­

duos a la izqu ie rda  d e l Fc t r ip t ic o  (163), es d e c ir  con tendrla  todo 

e l Fc(t) mas va rio s  res iduos  (no se han d e fin id o  cuantos) en la  re ­

g ion  N -te rm in a l de este  fragm ento .

N uestros es tud ios  sobre e l fragm ento ob ten ido  por degra­

d ac idn  espon tanea , m ostraron que te n ia  un peso m o le cu la r de 

4 6 .0 0 0  d a lto n s . C uando se l le v d  a cabo la  d ig e s tio n  enz im a tica  de 

la cadena X y se p ro c e d id a  la ob tenc ioh  de los peptidos ra d io a c t i-  

vos (pg. 144), en re a lid a d  se tra b a jd  con e l p ico  I I I  de la colum na 

de Sephadex G -lO O  (pg. 121), fra cc io h  que hemos llam ado J+X 

porque con ten ia  e l fragm ento procedente  de la degradacion  espon-



tahea  de la  IgD ; por ta n to  en este  experim ento , se o b tuv ie ron  

tam b ien  a lgunos pep tidos ra d io a c tiv o s  procédantes de la cadena 

J  , Su re n d im ien to  era muy b a jo , com para do con los  ob ten idos 

para la cadena X y fue por ta n to  d i f i c i l  c a ra c te r iz a r lo s . El pe p - 

t id o  que se ob tuvo  en m ayor proporc io n , fue e l que co n tien e  e l 

en lace  d is u lfu ro  in te r  cadenas pesadas, lo  cu a l dem ostraba la  

re la c  ion  de es te  fragm ento  con e l Fc t r ip t ic o ,  que tam bieh  co n ­

t ie n e  este  p ë p tid o . De los  en laces in tra c a te n a r io s , so lo  se ob­

tu vo  un pép tido  en bu en re n d im ie n to , cuya compos ic  ion era : 

CmCys 4 A la g Leu^ 2 Y Que tam b ien  se encontre en e l e x p e r i-  

mento re a liz a d o  con la  cadena (5 , En la  ta b la  X X III, hemos c o lo c a -  

do este  pëp tido  por hom olog ia , en las reg iones C y l  y V; e l e n - 

c o n tra r lo  ahora en este  fragm ento , parece in d ic a r  que la  degrada­

c id h  rind e  d ife re n te s  produc to  s y  puede ha ber por tan to  a lguna 

rég ion  co rresp o n d ie n te  a l dom in io  C j^ l o in c lu s e  a la  rég ion  va ­

r ia b le  que todos e lle s  aparece rian  en e l m ismo p ico  de la  co lum ­

na de Sephadex G -lO O .



En c o n c lu s io n , aunque e l es tu d io  de la  es truc tu ra  de 

la  IgD  n e ce s ita  mas d a te s , sobre todo  re la c io na dos  con la rég ion  

"h in g e " de la  m o lé cu la , encam inados a de te rm ina r e l verdadero 

tam ano de esta ré g io n , parece e s ta r c la ro , basahdose en los  dates 

ob ten idos en este e s tu d io , que la  cadena 6  compnende cua tro  d o - 

m in ios  g lobu la res  encerrados en puentes d is u lfu ro  in tra c a te n a rio s . 

La degradacidn  espontanea de la  Ig D , da lug a r a un fragm ento 

re la c io n a d o  con e l F c (t), pero de m ayor tam ano, que es he tero­

geneo, a s f como a la fo rm acidn  de pequehos fragm entes d e r i-  

vados de o tras partes de la m o lé cu la . En la figu ra  30, se ha e s - 

quem atizado  un m odèle para la m o lécu la  de IgD , basado en los  

da tes conoc idos hasta e l mem ento. Las s ig la s  C H O , in d ic a n  la 

lo c a liz a c io h  de los  res iduos  de ca rb oh id ra to .
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6 . - C O N C L U S I O N E S



1 . -  La Inm unog lobu lina  D t ie n e  un peso m o le cu la r de 162.000  d a l­

to n s , es d e c ir  superio r a l de la  Ig G l,  lo  c u a l parece re f le ja r  una 

e s truc tu ra  p a rtic u la r con ten iendo  probablem ente a lguna rég ion  

extra  en su m o lécu la .

2 . -  La Inm unog lobu lina  D tie n e  un so lo  pu ente d is u lfu ro  in te r  c a ­

denas pesad as , lo  que probablem ente le  co n fie re  una con fo rm acion  

muy a c c e s ib le  a l ataque por enzim as s e ricas  d e l t ip o  de la  p la s -  

m in a .

3 . -  Por la  razon a n te r io r, es n ecesa rio  e l uso de in h ib id o re s  de 

p la s m in a , t ip o  ac .& A C A , en todo  e l m anejo de esta inm unog lobu lina

4 . -  La IgD  se rompe fa c ilm e n te  por la a cc io n  de la  tr ip s in a , dando 

lu g a r a fragm entes de t ip o  Fab y Fc, ob ten iendose  este u lt im o  en 

gran re n d im ien to .

5 . -  El fragm ento Fc, una vez p u r if ic a d o , es a s ta b le  y no es su s ­

c e p tib le  de p o s te rio r degradac idn  espontanea.



6 . -  Los s it io s  de a taque de la  p lasm ina y la  tr ip s in a  parecen 

e s ta r muy proxim os en la secu en c ia , s iendo  lo s  pesos m o lecu la res 

de lo s  fragm entos ob ten idos con ambas enz im as, muy pa rec id os .

7 . -  El fragm ento Fc ob te n ido  por d ig e s tio n  con tr ip s in a , es he te ­

rogeneo, como lo  dem uestra e l hecho de poseer va rio s  am ino te r ­

m ina les  en la  re a cc io n  con e l c lo ru ro  de d a n s ilo . Lo m ism o su­

cede con e l fragm ento ob ten ido  por degradac idn  espontanea de esta 

in m u n o g lo b u lin a .

S.*- Los peptidos que c ont i  en en los  res iduos de c is te in a , se o b - 

tie n e n  siem pre en la  IgD  en muy ba jo  re n d im ien to . Una p o s ib le  e x - 

p lic a c io n  de é s to , es la  poca e s p e c ific id a d  de la peps ina , que 

rom perfa e l m ism o p ép tido  por d ife ren te s  s i t io s .

9 . -  La cadena lig e ra  X de la  IgD  M en, co n tie n e  c in c o  res iduos de 

c is te in a , im p lica d o s  en dos en laces in tra ca te n a rio s  y uno in te r 

ca te n a rio  con la  cadena pesada. Es por ta n to  s im ila r  a todas las  

cadenas lig e ra s  X d e s c r ita s .



10. -  La cadena S de la Ig D , tie n e  cua tro  en laces d is u lfu ro  in -  

tra  ca te n a rio s , que abarcan a los co rrespond ien tes  d o m in ios . No 

se desca rta  la p o s ib ilid a d  de que la reg ion  "h in g e " de esta cade ­

na , sea mas larga o de conform acion  d ife re n te  que la  d e l res to  de 

las Inm unog lobu linas .



7 . - R E S U M E N



La Inm unog lobu lina  D , una de las  c in c o  in m u n o g lo b u li­

nas d e l suero humano, ha s ido  siem pre la  menos e s tud iad a , deb ido  

a la  escasa co n ce n tra c io n  en que se présenta en e l suero , y a 

que su fre  e l fenom eno con oc id o  como "degradac ion  espontanea"de 

la IgD .

Por este  m o tivo , en este  tra b a jo  se tra td  de e s tu d ia r 

esta p ro te in  a desde e l punto de v is ta  e s tru c tu ra l con e l f in  de a por­

te r  nuevos datos que p e rm itie ra n  com pararla  con e l res to  de las  

in m u n o g lo b u lin a s .

Para e llo ,  la  IgD  fue  a is la d a  de l suero y reduc ida  p a r- 

c ia lm e n te , con e l f in  de ob tener las  cadenas pesada y l ig e ra . En 

ambas cadenas, se de te rm ino  e l peso m o le cu la r; m i entra s la  c a ­

dena lig e ra  parecia  no rm a l, la cadena j  presentaba un peso m o le ­

c u la r  de 58 .000  d a lto n s , in d ic a t iv o  de a lguna reg ion  d ife re n te  en 

su m o lé cu la .

Los e s tu d io s  d e l am ino te rm in a l de esta cadena , m ostra ­

ron que estaba b loqueado en forma de PCA, como sucede en la  m a-



yo ria  de las  cadenas pesadas. La d ig e s tio n  con pronasa, d io  e l 

pé p tid o  G lu -V a l como am ino te rm in a l, lo  que s itu a  a esta cadena 

6  en uno de los  dos prim eros subgrupos de hom ologia de reg ion  

v a r ia b le .

A co n tin u a c io n  y con  e l f in  de e s tu d ia r los  peptidos 

que co n ten ian  lo s  res idu os  de c is te in a , émbas cadenas fueron d i-  

ge ridas con p e ps ina , p rev ia  mente reduc Id a s , proced iendose a l a is -  

la m ie n to  y p u r if ic a c io n  de lo s  péptidos ra d io a c tiv o s . La cadena X 

co n te n ia  5 peptidos ra d io a c tiv o s , que fue p o s ib le  lo c a liz a r  en la 

secuenc ia  por com parac ion  con cadenas lig e ra s  co n o c id a s . La c a ­

dena 8  co n ten ia  10 pep tidos  con  c is te in a , de los  que dos c o rre s - 

pond ian a los  en laces in te rca te n a rio s  y e l re s to  a los  in tra .

En una 2^ a p ro x im a c io n , la IgD  fue d ig e rida  con tr ip s in a  

con e l f in  de ob tener e l fragm ento Fc, a s i como procéder a la c a ra c - 

te r iz a c io n  de los  fragm entos ob ten idos en la  d ig e s tio n . El Fc fue 

som etido a una d ig e s tio n  con peps ina , a is la n d o se  a co n tin u a c id n  

los  peptidos que co n te n ia n  las  c is te in a s . De esta manera se pudieron 

a s ig n a r los  pep tidos  co rrespond ien tes  a la  reg ion  cons ta n te  de la



cadena pesada. A l m ismo tie m p o , en este  experim ento  se p roced io  

a la  c a ra c te r iz a c io n  de fragm entos derivados de l Fc, ob ten idos en 

la  d ig e s tio n  t r ip t ic a  como produc to  s secunda rios .

A sim ism o se p roced io  a l e s tu d io  de los  fragm entos ob ten idos 

por degradac ion  espontdnea de la  IgD  y a la com paracion de estos 

con los  ob ten idos  por d ig e s tio n  t r ip t ic a ,  con  e l f in  de poder p ropo- 

ner un m odelo e s tru c tu ra l para la  m o lécu la  de IgD .

N uestros re su ltad o s  parecen apoyar e l concep to  de una 

e s tm c tu ra  bas ica  de la IgD , forma da por 4 dom in ios g lo b u la re s , e n - 

cerrados por puentes d is u lfu ro  y una reg ion  "h in g e " , cuya ex tens ion  

no esta b ien  d e fin id a  to d a v ia .
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