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I.- INTRODUCCION.




Es evidente que los organismos multicelulares deben
emplear una gran variedad de mecanismos para controlar su me-
dio interno. En tales organismos existe un elevado nimero de/
metas que estédn, a menudo, en competicidn con unos recursos -
limitedos y todo ello subordinado o la supervivencia reproduc
tora de las especies. Es l8gico, por tanto, suponer que si se
fijo la atencién sobre una determinada funcidn en el organis=-
mo se deben identificar los mecanismos que regulan su activi-
dad, Sin embargo, se debe tener en cuenta que la funcidn bajo
exémen es sélo una parte de un sistemo mucho moyor y no debe/
tretorse siempre como si fuera una constante. Ademds, ciertos
sistemas de control bioldgico o menudo parecen ser ineficien-
tes o0 innecesoariamente complejos. De hecho, estos ospectos‘sé
lo reflejarian nuestra imperfecta comprensidn de los sistemas
y probablemente debido a la carga que arrastran provgniente -
de estodfos tempranos en su evolucién,

As{, los Vertebrados poseen sistemas integrados po-
ra hacer frente a las invasiones de material extrafo proceden
tes del entorno o de modificaciones de su medio interno que -
juegan un papel crucial en su homeostasis. Conceptualmente es
tos sistemas se pueden englobar en dos grandes grupos: los =--
constitutivos y los adaptativos.(Figura 1).

En la primera categorf{a, la necesidad de enfrentar-
se a cambios que se desarrollan espontanea y consecuentemente
al envejecimiento molecular, al trauma o al crecimiento celu-
lar neopldsico permite especular que sistemas accesorios de -
la inmunidad, como el sistemo del complemento y las células -
fagocitarias, se desorrollaron antes, filogeneticomente hQe==
blando, ya que actividades mediadas por estos elementos estdén
representadas en Invertebrados y no tienen especificidod inhe

rente para ningdn ontigeno en particular,



Sin embargo, la necesidad ineludible de resnonder a/
productos particulcres y o organismos en cualquier porte o vio
de acceso ol cuerpo desembocé en la evolucidn de una sofistica

da malla de mecanismos inmunes especificos que involucran tan-

to elementos celulares {por ejemplo: linfocitos T y B) como hu
morales (anticuerpos).

De particular interéds es el papel que juegan estos -
anticuerpos en integrar o correlacionar ambos tipos de proce--
] sos. Esto es posible gracias a tres caracteri{sticas inherentes
’ y distintivas que exhiben este tipo de moléculas: Diversidad, -
Flexibilidod y Multifuncionalidad.

ESTIMULO RECONOCIMIENTO RESPUESTA

s OIS tULIVO emm—
humoral (ej:complemento)

antigena celular (ej:celulas fagoc.)

Nt dle Sl

o= - interfase s wy wef sistemas efectores —» homeostasis

humoral (ej:anticuerpos)

celular (ej.rechazo de injertos)
temen adaptativo 4

antigeno—»

Figura 1.
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1.1, DIVERSIDAD

£1 origen de la diversidud de los anticuerpos, es de
¢ir, de la copacidad de un animal para sintetizar alrededor de
un millén de anticuerpos diferentes (1) es un problema adn no
resuelto en su totalidad,

Historicomente esta problemdtica nace como consecuen
cia de los resultados obtenidos en los estudios estructurales/

de las inmunoglobulinas,

1.1.2, Estructura general de los cnticuerpos.

Anticuerpo es un concepto funcional que designa a la
proteina que se origina en respuesta a un estimulo antigénico/
adecuado y es capaz de combinarse especificamente con el mismo
antigeno que dio lugar a su formacidn o con sustancias de es--
tructura muy similar, Inmunoglobulinoc es un concepto estructu-
ral y comprende a todas las proteinas que poseen unos rasgos -
estructurales comunes y caracteristicos, posean o no actividad
onticuerpo reconocida. Ambos conceptos, sin embargo, tienden a
unificarse puesto que todos los anticuerpos son inmunoglobuli-
nas y teoricamente cualquier inmunoglobulina podr{a funcionar/
como anticuerpo contra un posible antigeno, al menos en lo que
a su capacidad de combinacién especifica se refiere.

La estructura bédsica consiste en cuatro cadenas poli
pept{dicas, dos ligercs -L- {PM 25000 Daolton) y dos pesadas -
H- (PM 52000-70000 Dalton), que se mantienen unidas por fuer--
zas no covalentes y habitualmente por puentes disulfuro inter-
catenarios,

Conformacionalmente, cada cadena estd constituida --
por un nidmerc de dominios globulares, de dimensiones aproxima-
damente constantes, mantenidos por puentes disulfuro e interac

ciones no covalentes (Figura 2). La presenhcia de polimeros que



Figura 2.~ Molécula de Inmunoglobulina G



proporcionan estructuras de orden superior implica que la fér-
mula general de estas moléculas sea (H2L2)n.

Las cadenas ligeras pueden ser divididas en dos re--

giones: una que comprende la mitad NH_,-terminal de la cadena -

2
polipeptidica, VL’ y que presenta una gran variobilidad de se-
cuencia al comparor las distintos cadenas ligeras y otra que -
comprende la mitod COOH-terminal y que presenta mucha menos va

riabilidad, C Variaciones en la secuenciac de estas partes C

son la base dt su clasificacidn en dos tipos: Kappa.-K=- y Lom;
da -A-. Ambas regiones contienen un puente disulfuro intracate
nario que encierra un segmento de unos 60 residuos,

Dentro de lo regién variable se distinguen tres pe--
queffos segmentos alrededor de las posiciones 30, 50 y 90 en --
los que la diversidad secuencial entre las distintas cadenas/
ligeras es muy elevada; reciben el nombre de regiones hiperva-
riagbles. El1 resto de esta regiédn se conoce como armazén, ya --
que presenta menor variabilidad, y determino el subgrupo ol --

que pertenece la cadena ligera.completa.

1.,1.2.2, Cadenas pesadas.

Las cadenas pesadas pueden ser divididas en cuatro -
regiones, cinco en algunos casos, coda una de las cuales con--
tiene un puente disulfuro intracatenario semejante a los des--
critos en las cadenas ligeras. La parte variable, VH’ es simi-
lor o VL pero en este caso se han definideo cuatro segementos -
hipervariables olrededor de los posiciones 33, 57, 83 y 98 (2).
Residuos localizados en estas posiciones junto con los defini-
dos en las cadenas ligeras hacen contacto directo con el antf-

geno o bien configuran el centro de unién siendo, por tanto, -
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los que determinan la especificidad del anticuerpo. La regién/
armazén, en este caso, determina los distintos subgrupos de la
cadena pesada,

El resto de la cadena, oproximadamente las 3/4 par--
tes, se puede oagrupor bajo un pequefio nUmero de secuencias po-
lipept{dicas fundamentales que definen la clase a la que perte
nece el anticuerpo ( en el hombre hay cinco: G, A, M, D y E)./
A su vez, dentro de una determinada clase se observan pequeffas
diferencias que determinan lo subclase,

Esta parte constante comprende tres regiones: CHI. -
CH2 y CH3 (en el coso de la IgM e IgE existe una regién adicio
nal, CH4) que muestran una elevada homologia secuencial, tanto
entre s{ como con la regién CL'

Los puentes disulfuro entre las cadenas pesadas se -
suelen situor en un segmento, rico en prolina, que se extiende

entre CHl y C,,2. Dicha regién se conoce por gozne y no presen-

H
ta homologfa con cuolquier otra regién.

Ya que, como hemos dicho, el sitio de unidén al ant{-
y V

geno resulta de la interaccidédn entre V la diversidad de

H L'
anticuerpos refleja exclusivamente la diversidad de las regio-

nes variables,

1.1.3. E1 problema.

Desde que fue posible comparar un cierto nimero de -
secuencias de aminodcidos de cadenas de inmunoglebulinas homo
geneas era obvio el plantearse:
12,~ 4 Cual es el origen de la extremada variobilidad de las -

regiones NH_-terminales con las que se conforma el sitio/

2
de reconoccimiento y unién al antfgeno?
29,- 5 Cémo un gron nimero de regiones vdariables, V, pueden ex

presarse asociadas con un pequefio nimero de regiones cons



tantes, C ?
Evidentemente ambas preguntas hobf{an de responderse/
en términos gendticos de forma que se postularon tres teorias/

con objeto de dar cuenta de este problema.

TEORIA DE LA LINEA GERMINAL

De acuerdo con esta teorfa los genes de los anticuer
pos estdn codificados en la linea germinal colinealmente con -
la estructura de cada subunidad de inmunoglobulina, es decir,/
que la estructura primaria de cualquier regidn V que un animal
puede ‘sintetizar esth codificada en. su DNA. y, por tanto, miles de
genes de cadenas ligeras y pesadas estédn codificados con las -
regiones V y C adyacentes unas a otras,

La innecesariedad de entender las inmunoglobulinas -
como un sistema gendtico diferente, ya que la enorme diversi--
dad intrinsecamente codificada puede explicarse, en términos -
de evolucién genética, de forma semejante a la presencia de mi
les de genes diferentes para otras protefnos o enzimeas, consti
tuye la base de esta teorfa.(3, 4, 5).

Una implicaciédn inmediata, sin embargo, era la nece-
sidad de postulor miles de segmentos discretos de DNA, dividi-
dos de alguna manera, para que durante la evoluciédn pudiera va
riar la porcién inicial mientras que la porcién terminal fuera
maontenida absclutamente constante, La seleccidn, por su parte,
s8lo proporcionarfa un mecanismo satisfactorio para mantener -
inalterada la secuencia de la regién constonte, ya que estaba/
claro que tonto las regiones constantes de las cadenas ligeras
como de las pesados toleraban sustituciones de amino dcidos.

Dreyer y Bennett (6) obviaron esto dificultad postu-
londo la existencia de dos genes estructurales para codificar/
uno solo cadena polipeptfdica: uno paro lo regién Vv, del cual/

existirfan miltiples copias en la llinea germinal, y uno para -
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la regién C del cual existir{a una sola copia para cada clase
o subclase, Este Unico gen C serf{a capaz de unirse o cualquie-

ra de los muchos genes V. Como veremos méds adelante su modelo/

_ ha resultcdo ser esenciolmente correcto,

TEORIA DE LA MUTACION SOMATICA

Este mecanismo de generacién de diversidad era inhe-
rente a la teoria de lo seleccidn clonal originalmente propues
ta por Burnet (7). Se supone que séle un pequefio ndmero de ge-
nes estarfon presentes en la linza germinal de forma que la di
versidad se generarfao por mutacién durante la divisién mitéti-
ca inherente al crecimiento somdtico del organismo (8). La ve-
locidad de mutacidn puede ser excepcionalmente alta o similar/
a la observada en otros loci eucariéticos, dependiendo del en-
foque de la teor{a.

€1 nimero de mutantes V aumentaric raopidomente duran
te la ontogenia bien por deriva al azar de mutaciones selecti-
vamente neutras dentro de la poblacién celular o mds probable-
mente por fuertes presiones selectivas contra oquellas células
que no mutan (9) y por la més rédpida proliferacién de aquellas
célulos que expresan regiones V que unen antigenos del entorno.
(10). Este dltimo proceso se parece a la selecciédn natural ob-
servada en los organismos, ya que las células que producen an=
ticuerpos de altao ofinidad se dividen con mayor velocidad cu=-~
mentando entonces la progenie, la cual, o su vez, es caopaz de/
formar anticuerpos de mayor afinidad y as{ sucesivamente,

Lo enorme focilidod para generor diversidad, implfci
ta en este modelo, tiene una contrapartida doble: a) La produc
cién de anticuerpos contra antfgenos que nunca se van a encon-
trar en el organismo; b) Lo necesidad de mantener un sistema -

de control, superior al de las células B, para seleccionar clo
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nes indeseables (por ejemplo, autoinmunes) por un lado y clo-~

rnes dtiles por otro.

TEORIA DE LA RECOMBINACION SOMATICA

De la misma forma que la Teorf{a de la Linea Germinal
esta teor{a presupone que los genes V evolucionaron iguol que/
otros genes estructurales, es decir, por un proceso de selec=--
cién natural de mutociones puntuales favorables, Ademds, estos
genes V se presenton en familias de secuencias de nucledtidos/
ordenadas que han sido generadas por duplicaciédn génica. Pero/
a diferencia de aquella postula que estas secuencias ordenadas
son inestables tanto en la 1{fnea germinal como en las células/
scméticas en divisién (11). Ya que debido a las duplicaciones/
en nimero de genes V en el genoma irfa en cumento, es l1d8gico -
suponer que aumenta la probabilidad de recombinacién por sobre
cruzamiento de forma que, alin en estad{os tempranos, no seria/
raro encontrar que dos células somdticas no contienen el mismo
conjunto de genes V presentes en la linea germinal. Incluso se
puede generar méds diversidad asumiendo la existencia de traslo
cacién de genes en la misma banda de DNA.(12).

El descubrimiento de miltiples segmentos de DNA (13,
14, 15) necesarios para la expresidén completa de las cadenas ~
de inmunoglobulincs aumenta la validez de esta teorfa, ya gque
existe una potencialidad mayor en la copocidod de generacién -
de diversidad al cumentar las posibilidodes de unién combinato
rial entre los diversos genes (16),

Lo unién combinatorial como mecanismo de generacién/
de diversidad, pero desde el punto de vista de que ciertas re-
giones hipervariables pueden estar asociadas con muchas regio-
nes armazdn, ha sido propuesta por algunos autores (17, 18). -

As{, Kabat y col. (19) en su modelo de los "mini-genes"” sugie-
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ren que cado una de las regiones hipervaoriobles y armozén esta
rian, en la 1linea germinal, codificadas por mini-genes diferen
tes separados por secuencios inespec{ficos, de forma que duran
te la diferenciacién se ensaomblarian por eliminccién de esas -
secuencias y posterior insercién de los mini-genes hipervaria-
bles entre los segmentos armazén., Sin embargo, no se han encon
trado ordenamientos de este tipo en lf{neas germinales (20, 21).

Debido a la enorme diversidad de criterios, la con--
tribucién especifica de cada teor{a a explicar la generacién -
de diversidad continda siendo uno de los objetos de investiga-
cidén en el campo de la inmunogenética.

Hasta aproximadamente 1974 la evidencia experimental
indicaba que hab{a pocos genes en la linea germinal y que la -
mutacién somdtica explicaba la mayor paorte de la diversidad de
anticuerpos en base, sobre todo, a los datos de secuencia que/
se tenfan sobre cadenas A de ratén que representan alrededor -
del 5% del total de las cadenas ligeras en esta especie y cuyo
patrén de variabilidad era muy simple (22 -~ 26). Datos obteni-
dos a partir de secuenciacién de genes confirman que la varia-
bilidad en estas cadenas oparece somaticamente por mutacién de
un gen V, de la 1{nec germinal (27, 28).

Sin embargo, con respecto al ndmero de genes V de la
cadena K se han establecido, en base a las similitudes en se-~-
cuencia de amino dcidos, 50 grupos que codificarfan para todas
las cadenas (22). A su vez, cada grupo puede dividirse en 6 o
7 subgrupos (29). Si cada uno de ellos requiere un gen distin-
to, el nimero total de genes K presentes en la 1fnec germinal/
serfa unos 350,

Si se admite como 80 el nimero de genes V, 1la aso--
ciacién combinatorial méxima entre cadenos H y L generarfa del

orden de 3 x 10° tipos diferentes de anticuerpos (30). Tenien
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do en cuenta que alrededor de 106 es el nlmero de anticuerpos/
diferentes que un individuo es capaz de producir, queda claro/
que los geres de la linea germinal sélo darfan cuenta de cerca
del 10% de lo diversidad y que por tonta mds del 90% del reper
torio de los onticuerpos debe explicarse por mecanismos de di-
versificacidn somdtica. '

Uno de los mecanismos era la unién combinatorial de
miitiples segmentos de DNA (J o D) con los segmentos V. Si to-
mamos como 5 =1 nidmero de segmentos Ie (31, 32) y un valor si-

milar para Vv entonces el repertorio se elevario por encima -

v
de 10, No e: de extrafiar, pues, que actualmente se sugiera -~
que el repertorio de genes presentes en la lfnea germinal jun-
to con su unidn combinatorial sean las principales fuentes de/
diversidad (33, 34, 35).

No obstante, es de suponer que no todas las uniones/
y asociaciones son posibles ya que se sabe que las mutaciones/
sométicas existen (21, 25, 29, 26) y que los puntos de unién -
de V, J y D son capaces de generar por sf mismos mds diversi--
dad (31, 32, 37, 38), Ademds algunos outores piensan que no to
dos los grupos han sido identificados (39) aunque en general -
lo mutacién somética queda relegada a un segundo nivel con res

pecto al nimero de genes de la linea germinal (39, 40).

1,1.4. Orgaonizacién y expresién de los genes de los anticuerpos.

La cadeno ligera se sintetiza como un precursor més/
largo que el producto que secreta la célula plasmética, ya que
contiene en su regiéq NHz-terminal un péptido adicional, no ge
nerador de diversidad, morcadamente hidrofédbico (41) que pare-~

ce jugar un popel en el transporte introcelular y en la inte--
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raccidn con membranas.

La utilizacidén de endonucleasas de restricciédn per-
mitié a Hozumi y Tonegowa (42) demostrar que los genes de las
regiones variable y constante estdn situodos en distintos ---
fragmentos del DNA embrionario, mientras que estos mismos ge-
nes estdn en el mismo fragmento del DNA obtenido a partir de
células plasmdticas. De esta forma lo prediccidn de Dreyer y
Bennett (6) qued§ ratificada evidenciando, ademds, que lo -—-
aproximacidn por recombinaciédn somdtica entre los genes V y C
tiene lugar a nivel de DNA,

Ademds de confirmar estos datos, la tecnologia de -
DNA recombinante junto con estudios detallados de secuencia -~
han revelado caracter{sticas inesperadas de la estructura de/
los genes de las cadenas ligeraos. As{, se vio que el gen de -
la regién VK solamente codificaba amino dcidos hasta la posi-
cidn 95, aunque convencionalmente a esa regién se le asignaba
hasta la posicién 108 (20, 43). Los 13 codones restantes se =«
encontraban codificadas a una cierta distancio del extremo 5°'
del gen C (31)., Este segmento codificaonte, segmento J, no sé-
lo contenfa la informacién de los codones restantes de la re=~
gién V, sino que tombién especificaba el sitio en el cual la/
regién V se va a unir a la regién C para formar un gen activo
Desde este punto de vista, los genes para las cadenas Ky A =
parecen ser similares,

Sin embargo, una coraocter{stica adicional de la es-

tructura de los genes V, de ratén es que no poseen un solo --

segmento J, como en el 5050 de los genes VX (31). Su enorme -
diversidad de secuencia de aminodcidos, que la hacen ser un
caso més representativo de lo que ocurre en humanos, sugerf{an
una fuente adicional de diversidad que fue confirmoda por 1la

demostracién de la presencio de 5 segmentecs Jy (31, 32). Cua-~
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tro de ellos no estdn restringidos a ningdn grupo., Sin embar-
go, el fragmento central, J3, codifica para una secuencia nun
ca encontrada, y se ha sugerido que la existencia de un cam--
bio de un nucledtido en su extremo 3' inactiva la sefial nece-~
saria para el splicing (unién) posterior del RNA (32).

Aunque no se ha encontrado ningdn segmento adicio-~
nal en la proximidad del gen CK. la inspecciédn de las secuen-
cias conocidas de mielomas K segufa indicando més variabili--
dad en la regiédn correspondiente a la unién de V y J, la cual
cae en la tercera regidn determinante de complementariedad o
hipervariable (16). El1 estudio de la secuencia de nucleétidos

que siguen a los V, embrionarios y preceden a cada uno de los

K
segmentos J ha sugerido un posible mecanismo por el que esto/
puede ocurrir, En efecto, después del codén 95, en todos los/

genes V,, estudiados, aparecen dos secuencias: Un heptémero -~

CACAGTGKque representa un palindrome casi perfecto, y un noné
mero ACAAAAACC con sélo uno o dos cambios de bose., Similar-
mente a esto, aparecen dos secuencias conservadas en el extre
mo 5' de los segmentos J que derivan de CACTGTG y GGTTTTTGT./
La orientacién de estas secuencias es tol que se podria for--
mar una estructura en horquilla por apareamiento de secuen---
cias complementarias dentro de cada banda de DNA (Figura 3a).

Otra caracter{stica importante de estos secuencias/
es que la longitud de separaccién entre ellas estd altamente/
conservada, As{, en las cadenas K, los espaciadores de los --
segmentos V son 11 o 12 pares de bases, mientras que los de -
los segmentos J son de 21 a 24 pares de bases, Lo contrario -
ocurre con las cadenas A, Curiosamente estas distancias co---
rresponden, respectivamente, con 1 y 2 pasos de rosca de la -
doble hélice y no han faltado autores (21, 44) que proponen -

la existencia de dos protefnas diferentes pero intimamente re



-15-~

.

.\\ s a
c-G
c-G
A-T
A-T
A-T
T-T
A-T
c-G
A-T

yd \\

1 23

\\ //’
G-C
T-A
G-c
A-T
c-G
A-T

V41—C-G—Js

SERPRO
1 TCTCCTCCC ACA b
—.—L_———

- CTGTGG TGG ACG
TRPITHR

2 TCTCCTCCC

TGGTGG ACG
TRP

3 CCTCCC

TGG TGG
[ARG]

4 ~_ccTcce
TGGTGG
[BRY

Figura 3.~ (a) Apareamiento de secuencios complementarias de V y J.
(b) Variocién en el punto de sobrecruzamiento de V y J

durante la recombinacidn.
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lacionadas que foarmando un complejo reconocen las secuencias -
espaciadoras constantes y redlizan el corte y la unidn a ni--
vel de DNA. Estd descrito que son los palindromes los que ac=~
tuan como sitios de reconocimiento para enzimas que modifican
o se unen al DNA (45, 46).

Independientemente del mecanismo que conduce a la -
unién de los segmentos V y J, por delecién de la secuencia in
termedia (31), la consecuencia evidente de la naturaleza fle-
xible de lo recombinacién V/J es uno fuente adicional de die-~
versidad en lc posicién 96 (31, 32, 47). La variabilidod en -
esta posicién critica, que puede contribuir a una diversidad/
fisiolégica alterando la especificidad del anticuerpo (48), -
puede explicarse si se asume que puede variar el punto de en-
treeruzamiento de V y J durante la recombinacidn. Las conse--—
cuencias de tal variaciédn se muestran en lo Figura 3b, donde/
k3l y J5. Como/

se ve, en los casos 3 y 4 el entrecruzamiento genera Arg y =~-~

se han escogido como ejemplos las secuencias V

Pro al utilizar un punto de recombinacién diferente de los ~~
mostrados en 1 y 2 , los cuales retienen lo secuencia de la -
l{nea germinal, La éonfirmuciéﬁ de que tales variaciones pue-~
den ocurrir en el punto de recombinaciédn ha sido realizada al
determinarse la secuencia de nucledtidos en recombinantes de
mielomas (34).

Queda por aclarar un aspecto de la diversidad somé-
tica observada en ciertas secuencias de la regidn V, En estu-
dios de secuencia de cadenas A de ratones BALB/c han sido des
cubiertas alteraciones puntuales de amino 4cidos que estén lo
calizados en las regiones hipervariables y que forman parte =
del sitio combinante del anticuerpo (30). Alteraciones simila
res se han observado en cadenas K de ratones NZB (49). Lo se-

cuencia de nucledtidos de los genes de una de estas cadenas -
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reveld cambios discretos que difer{an de la secuencia presen-
te en la lfnea germinal y que daban cuenta de la secuencia =-
amino écida observada.(25). Aunque se desconocen las bases mo
leculares para estas mutaciones puntuales, se ha sugerido que
su origen estd en los cambios de secuencia que acompafian ac la
recombinacién V/J en los que participa un sistema de repara--
cién del DNA que por un error podrfo dispersar los cambios a
considerable distancia del sitio de recombinacién (50), Sin -
embargo, a pesar de lo atractivo de lo sugerencia, tal error/
no explicar{a la aparente especificidad que sugieren las alte
raciones localizadas. La solucidn a este problema debe venir/
de la observaocidn de un mayor ndmero de secuencias de regio--
nes V,

Lo Figura 4 representa un esquema de los reordeng-—-
mientos del DNA embrionario y procesamiento del RNA conducen-

tes a la expresidn de cadenas ligeras A (A) y K(B).

1.1,4.2, Cadenas pesadas.

Contrariomente a lo que ocurre en las cadenas lige-
ras, los 4 segmentos J de las cadenug pesadas, JH (51), no se
asocian directamente con los segmentos VH'

Evidencia de ello nace de los estudios en mielomas/
de ratdn (21, 44) donde ciertos residuos de la regién hiperva

rioble no se encuentron codificados en el segmento V,, ni en -

H
el J de la l{nea germinal,

" La reciente identificacién de unos segmentos de DNA
que dan cuenta de los codones necesarios para formar la cade-
na completa (35, 38), han confirmado la suposicién de la nece
sidad de segmentas adicionales de DNA, generadores de diversi
dad, sugeridos por ciertos autores (52).

Estos segmentos, denominados como D, contienen en -

cada extremo de la porciédn codificante las mismas secuencias/
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de reconocimjento descritas en las cadenas ligeras y, como ero
previsible, la longitud del espaciador en ambos casos es de -
12 pcres de bases., De esta manera las cadenas pesadas se =~a-
unen a la regla de los 12/23 pares de bases descrita para las
cadenas ligeras,

Es de sefialar que esta regla prohibe recombinacio-~

nes del tipo V}L con JK oV, con JA‘ Sin embargo, permite algu

nas como VH y JX' Dy JK oKVR y VK. Esta puede ser la razén -
de que las tres fomilias multigénicas (K, A y H) esten distri
bufdas en tres cromosomos diferentes. ’
lLogicamente, el reordenamiento del DNA que conduce/
a la formacién del gen nativo de la regién variable requiere/
dos recombinaciones (V/D y D/J) con las deleciones correspon-

dientes de las secuencias intermedias (35, 53, 54).

1.1.4,2,1. E1 switch (cambio) de las cadenas pesadas,
) Mientras que la estructura y el reordenamiento de -
los genes de las cadenas ligeras y pesadas son similares en -
ciertos aspectos, existe un gran ndmero de diferencias que --
afaden més interéds al sistema de las cadenas pesados.

La diferenciacién del linfocito B conlleva la apari
cién inicial de cadena § en el citoplosmc de una célula pre-
B (55) seguida por la aparicién de IgM en la superficie (56,
57) y frecusntemente IgD (S8). La especificidad e idiotipo de
ombas moléculas expresadas sobre la misma célula son idénti--
cos, lo que sugiere que sus regiones V también la son (59). -~
Ademds, la maduracién del linfocito puede causar la pérdida -
de la produccién de IgD sin alterar la producciédn de IgM y, a
menudo, lc de una nueva close de inmunoglobulino. Su desarro-
llo puede conducir a una eventual pérdidoa de la produccién de

IgM, dedicéndose lo célula a la produccién exclusiva de cual-
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quiera de laos clases (M secretada, G, A o E), Este proceso --
que permite el cambio del componente de la regién constante =
de la cadena pesada mientras se mantiene la misma regién V re
cibé el nambre de Cambio de clases de las cadenas pesadas,

' Por tanto, cualquier modelo que trate de explicor -
la organizacién y expresién de los genes de las cadenas pesa-
dasnecesariaomente ha de dar cuenta de este fendmeno,

La produccién simulténea de IgM e IgD puede expli--
carse sin necesidad-de recurrir a reordenamientos del DNA, En
estudios recisntas cde clonaje (60) se ha establecido la posi-
cién relotiva de los genes de las cadenas pesadas A y §, los/
cuales se encuentran contiguos en la direccién 5'/3' y separg
dos por aproximadamente 2,5 kilobases, La proximidad de estos
genes, su orientacién, el hecho de que ambas cadenas pesadas/
esten asociadas con la misma regidn V y el hecho de que un =~
splicing alternativo parece explicar la expresidn simultdnea/
de cadenas p de membrana y secretada. indujeron a sugerir que
las cadenas ity & provienen de un procesamiento diferencial -
de un RNA precursor,

Sin embargo, para el resto de la fenomenologfia no -
se ha encontrado adn una explicaciédn satisfactoria, A pesar -
de la existencia de varios modelos: Insercién secuencial (61),
insercién miltiple (62) y postranscripcional (63, 64), sola-~-
mente el modelo de la delecidn alélica (65, 66, Figura 5) pa-
rece dar cuenta de los dos tipos de recombinacién somética ac
tualmente admitidos como necesarios (44) paro la generaciédn -
de los genes completos de las cadenas pesadas, Evidencia expe
rimental de las deleciones previstas en el modelo han sido =~
también descritas (67, 68),

El mecanismo por el que se produce el segundo tipo/

de recombinaciédn (sustitucién del exdn codificante para la re
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gién constante p por otro codificante para otra clase) no es-
té aclarado, ya que esto parece necesitor una gran variedad -
de sitios de recombipoci6n situados en los intrones que flan~
quean cada uno de los genes. El descubrimiento de secuencias/
repetitivas (69) o especYficas para cada gen (44) en estos in
trones no hace mds que destacar la extrema variabilidad de -~
los sitios de .cambio, Si a ello affadimos la ausencia de se---
cuencias complementarias como las descritas en la recombina--
cién v/D/J, queda claro que los sistemas enzimdticos que dan/
cuenta de ambos procesos deben ser diferentes.

La validez generol de este modelo ha sido reciente~
mente cuestionada por los mismos autores, ya que el modelo de
delecién original predec{a que el cambio sélo podfa transcu--
rrir ean el mismo orden de los genes en lda. l{inea germinal,yu, §,
Y3, Y1, Y2b, Y2a, a (70, 71. 72). La descripcién de casos en/
los Qque se observa un orden inverso en el cambio (73) pueden
ser explicados, dentro del contexto del modelo, por un siste=~
ma de delecién que involucra un sobrecruzamiento desigual en-
tre las crométidas hermanas (72).

Lo Figura 6 muestra un esquema-resumen de los meca-
nismos que gobiernan la expresién del repertorio, aunque en ~
el resumen expuesto no se haya mencionado el control a nivel/

de la expresién postreceptor.
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1.2, FLEXIBILIDAD

La movilidad confcrmacional es una propiedad general
de las protefnas en disolucién, pero muy pocos exhiben flexi-
bilidad segmental (74). Este tipo de flexibilidad molecular -
facilita la transduccién de sefales desde los sitios combinan
tes a los sitios efectores de los anticuerpos (75, 76) y jue-
ga un papel importante en su capacidad para establecer unio-=-
nes multivalentes con ciertos ant{genos tales como los presen
tes en virus, bocterias y superficies celulares, Lc importan-
cia radica en que las miltiples interacciones provocan un au-
mento de la avidez intrinseca lo que a su vez aumenta lc efi-
ciencia de la reaccidn inmune.

La flexibilidad segmental dentro de la molécula de --
IgG que permite a las regiones Fob adoptar una variedaod de --
orientaciones espaciales con respecto al Fc (80) as{ como va-
riar la distancia entre los sitios combinantes del anticuerpo
situados en los extremos distales de los Fab estén mediados =~
por la regién gozne, ]

La ragién gozne de la 1gG, compuesta de unos 15 re-
siduos que unen las regiones de homologia CYI y cyz en cada -
unga de las codenas pesadas, presenta una estructura lineal, -
es muy susceptible a la ruptura proteolltica y juega un impor
tante papel estructural dentro de la molécula de anticuerpo,/
As{, los puentes disulfuro intercatenarios que unen las cade-
nas H estén localizados en esta regién y sirven para mantener
una rigida relacién espacial entre los dos dominios CYE que ~
no muestran asociacién no covalente significativa (77, 78), -
Ademds, esta regién que es codificada por un exdn diferente -
(79) actua como un espaciador minimizando la poblacién de es-
tados conformacionales en 1os que se alconza una asociacidn -

entre la regiones Fab y Fc,
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Evidencia para la existencia de flexibilidad segmen
tal nace de las micrografias electrénicas obtenidas con anti=-
cuerpos en combinacién con haptenos divaolentes (8l). En estos
complejos los brozos Fab se extend{an en dngulos aparentes de
O a 1802 uno con respecto del otro. Ya que las regiones Fab =~
son rigidas y compactas (80) ese amplio margen de variagbili-
dad debe provenir de olguna flexibilidod en la regidn gozne -
que posee una estructura relotivamente ohierte (82). Sin em-—-
bargo, la probable distorsidn inducido por la combinacién con
el hapteno as{ como la representaocidn bidimensional de una es
tructura tridimensional limitan la posibilidad de obtener me-
didas cuantitativas del grado de flexibilidad inherente a es-
tas moléculas,

Posteriores medidas de despolarizaciénde la fluores
cencia, dependiente del tiempo (83, 84), as{ como estudios de
transferencia de energfa entre los sitios combinantes (85, 86)
confirmaron los movimientos relativos entre los fragmentos --
Fab y Fc aunque los estudios encaminados a definir la forma -
completa de la IgG en solucién dejan algdn margen a la especy
lacién, ya que es probable que la unién del ant{geno pueda fa
vorecer una conformacién del anticuerpo que sea termodinomica
mente estable pero que no estd especiolmente favorecida en el
anticuerpo libre én solucién (87).

Es obvia la importancia de los datos que se pueden/
obtenar como consecuencia de la reducciédn de los puentes di--
sulfuro intercodena pesada de 1la IgG. Es conocido que esta re
duccidn interfiere con su capacidad de activaciédn de comple=-
mento (88, 89), capacidod de aglutinacién (90) y con su unién
a receptores celulares (91, 92) aunque no afecte a su reace=-
cién con el factor reumatoide (93). Aunque determinados anélji

sis han sido incapaces de detectar coambios conformocionales -
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consecuentes a la reduccién de la IgG (94,96,97,98),estudios de
depolarizacidn de le fluorescencia (95) proporcionan eviden-=-
cia directa de que los puentes disulfuro intercatenarios res-
tringen lo flexibilidad en la molécula nativo; este hecho que
da indirectuamente confirmado por los experimentos de ogluting
cién reclizaodos por Romans y col., (90).

En estos estudios anticuerpos IgG incompletos con =
especificidad para antfgenos -.eritrocitarios se convierten en
aglutininas directas, tanto en fase soluble como en complejos,
por reduccién suave. Este hecho puede explicarse si se consi~
dera que tras la reduccién debe lograrse suficiente libertad/
como para permitir una eonformaciédn extendida en las regiones
inter ch-CYB dando lugar a la apariciédn de un nuevo gozne en
las mencionadas regiones (90, 98), Esto es posible porque los
dominios CY3 se mantienen fuertemente asociados mediante in--
teracciones no covalentes (78) mientras que los dominios CY2/
no exhiben ninguna interoccién lateral significativa, Como =~
consecuencia de ello se altera la relacién geométrica existen
te entre estos (ltimos dominios y la expresidn de algunas fun
ciones biolégicos (99). _

Actualmente lo funcidén bioldgica de lo regién gozne
permanece sin esclarecer; sin embargo, la singularidad de su/
estructura, su oparente evoluciédn independiente y su conserva
tividad filogenética apuntan a la importancia de su existen=~-
cia. Aunque ciertos autores consideran a esta regidn como un/
dominio degenerado y colapsado (100), la limitacién en la ex~
presién de funciones efectoras por inmunoglobulincs patolégi-
cas carentes de ella es una prueba de la significacidn funcig
nal de esta regién (101, 102). E1 limitado grado de flexibili
dad segmental observado en estas protef{nas patoldgicas, como/

consecuencia de la fuerte asociacidn entre las regiones Fab y
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Fc, implica a estos dominios como reciprocos limitadores de -
su flexibilidad intrinseca, odemds de contribuir junto con el
gozne a la res*riccidn de la flexibilided total de la molécu-
la de IgG., Preponderancia en la modulacién por parte del Fc -
(103) o de los Fab (104) queda aln por esclarecer.
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1.3. MULTIFUNCIONALIDAD
Los anticuerpos se han revelcdo como uno de los efec

tores macromoleculares de funcionalided mds diversa en la na-
turoleza, Sin embargo, odn teniendo presente la abundante 1i-
teratura sobre el tema, se sabe muy poco acerca de los meca=-
nismos moleculares que median sus funciones biolégicas, No --
obstante es bien conocido que los sitios efectores residen en
la regién constante y particularmente en la regidén Fc de la -

molécula.

1,3.1. Estructura del fragmento Fc.

El fragmento Fc de la inmunoglobulina G humanag, FCY’
comprende la regidn COOH-terminal de las cadenas pesadas, en=-
tre los residuos 223 (Thr) y 446 (Gly) para la IgGl (105). Es
un dfmero unido covalentemente mediante puentes disulfuro en/

su extremo NH_,=-terminal y por numerosas fuerzas no covalentes

en su regidén éOOH-terminol. Cado una de las cadenas polipept£
dicas que componen el fragmeﬁto estéd plegada en dos dominios/
globulares, denominados ch y CY3'

La estructura cristalina del fragmento Fcy se ha dg
terminado a 4 2 (106) y a 3.5 X (78) de resolucidén. E£stos da=-
tos‘junto con los més detallados obtenidos recientemente ---
(107, Figura 7) a partir del refinamiento a 2.9 X configuran
las lineas generales de lo que a continuacidn se resume.

- Cada uno de los dominios CH2 y CH3 estd plegado -
en dos capas de estructura en hoja f-ontiparolelc que englo--
ban un interior predominantemente hidrofébico incluido el ===
puente disulfuro intracatenario que las une, tfpicas de todos
los dominios de las inmunoglobulinas. Ambos dominios estén co
nectados por un segmento que se.extiende desde Ser 337 hasta/

Glu 342 y que es relativamente susceptible a la roturao proteo
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Figuro 7.~ Esquema tridimensionol de las posiciones

de los Ca y los centros de unidades de -

hexosa del fragmento FcYI.
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1{tica (108).

- Los dominios C ,3 presentan una fuerte interac---

cién lateral de naturaleza :imilar o la descrita para los di-
meros C 1-C  en el fragmento Fcb (109, 110. 111, 82),

- Los dominios CH2 no contactcn directamente entre/
sf, sino que lo hacen, de forma débil, a través del azicar -

que parcialmente lo recubre-

1.3.1..1. El_dgminio_CH2_y_el carbohidrato.

No se ha podido interpretar la densidad electrénica
correspondiante al segmento Thr 223 - Gly 237, que incluye la
totalidad de 1la regién gozne y los puentes disulfuro interca-
denas pesadas, ya que es una zona practicamente sin contactos,

La capa 1, que es equivalente a la cara C de contac
to en los dominios CL'
bandas: Ser 239 a Phe 243, Thr 256 a Val 264, Lys 290 a Tyr -
296 y Thr 299 a Leu 309, La capa 2 consta de tres bandas lar-
gas: Lys 274 a Val 279, Glu 318 a Asn 325 e Ile 332 a Ile 336

y una corta que comprende los residuos Val 282 a Val 284 (Ei-

gura 8),

CHI y C;3 estd constitufda por cuatro/

El carbohidrato, constitufdo por 12 unidades de he-
xosa, de las cuales 9 han sido interpretadas en el modelo re-
finado, se une a la Asn 297 situada entre las bandas 3 y 4 ae
la capc 1.

El contacto no covalente del carbohidrato con el do
minio CH2 involucra 14 residuos polares e hidrofébicos del do
minio, esenciaolmente de las bandas 1 y 2 de la cara C, de los
cuales 6 estdn dentro de la distancia posible de formacién de
puentes de hidrégeno con &tomos suyos, Con alguna excepcién,/
todos los residuos del C,.2 implicados en este contacto estdédn/

H

en andloga posicién estructural que los del dominio CHB invo-

lucrados en el contacto interdominio CH3—CH3. Esto sugiere --
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que 21 azldar, en el CH2, proporciona un sustituto para el -=
contacto interdominio y presumiblemente oyuda a estabilizar -
la estructura de esta regién.

Es interesante examinar las causas por las que el -
dominio CH2 no puede agregar. Mientras que estudios de homolg
gfa de secuencias sugieren una estrecha relacién con los ===
otros dominios constantes y sélo una relociédn distante con =-~
los dominios V, la comparacidn tridimensioncl establece una -
estructura intermedia (presenta las asas caracteristicas de =
los dominios V y C, relacionudos con lu agregacién, pero en -
menor tomafio). Si a ello aMadimos que el azidcar estd especial
mente fijado y que algunos de los residuos hidrofébicos, res-
ponsables de la interaccidn lateral entre los dominios CH3, -

estén reemplazados por grupos polares en el C, 2, la formacién

del contacto parece imposible, "

Sin embargo, resulta curioso observar que la Bz-mi-
croglobulina, representante de los dominios libres en solu---
cién, presenta, a nivel secuencial, mayor homologfa con los -

dominios CH3 que con los CH2 (112).

Cuatro bandas de hoja B-antiparalela forman la cara
de contacto: Glu 342 a Leu 351, Glu 362 a Tyr 373, Asn 390 a/
Leu 398 y Ser 403 a Asp 413, estando severamente distorsionada
la geometrfa de la hoja B en los residuos de Pro 343, 346, --
395 y 396. En la segundc cara las hojos B estén formadas por/
los residuos Ile 377 o Glu 382, Val 422 a His 429, Tyr 436 a/

Leu 443, De la misma manera que en el dominio C,2, un cuarto/

H
segmento corto aparece formado por los residucs comprendidos/
entre Gln 386 y Glu 388 (Figura 9). En el extremo C-terminal/

los residuos 444 a 446 quedan sin definir.
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Al contacto CH3-CH3 contribuyen 27 residuos de cada
dominio, la mayor{a de los cuales estén en posiciones homdlo-
gas a las que porticipan en el contacto CHI-C en el Fab (82,

113).

L

E1l contacto CH2-CH

to CHB-CHB, definido en términos de disminucidén de la superfi

3 tiene 1/3 del tamafio del contag

cie accesible, Los segmentos que los median son homélogos de/
los existentes entre V y C en el Fab, Las diferencias entre =~
las simetr{as locales entre ambos dominios reflejan cierta --
flexibilidad en esta regidn.

Es de notar la conservatividod de Leu 251 como el -~
residuo hidrofébico més importante del contacto CH2-CH3 (114).
Este residuo aparece conservado en la IgG humana, de ragtén, =
cobaya y conejo; en la IgA humana y en el dominio C 3 de la -

H

IgE.En el dominio C,,3 de la IgM el residuo homélogo es Ile: -

H
ello afflade evidencia a que el dominio constante CH3 de la IgM

e IgE se parecen al C,2 del FCY' Otro residuos implicados en/

este contacto que estgn altomente conservados son: Pro 247, -
Met 252, Lys 338, Pro 374 Asp 376, Ile 377 y Glu 430, Asimis-
mo el puente salino entre Lys 338 y Glu 430 parece jugar un =
importante papel en este contacto, como lo sugiere su gron --

conservatividad,

1.3.2, Funciones efectoras.

Ademés de la unién del antfgeno, denominada funcién
primaria, los anticuerpos realizan una serie de funciones bio
l8gicas conocidas genericamente con el nombre de "Funciones =
efectoras”., Desde unc perspectiva ew lutiva la funcién de re-
conocimiento ontecede filogendticamenmte al resto de las fun~--
ciones exhibidas por las meléculas de anticuerpo (115),

Estas funciones (Tabla 1) juegan dos tipos de pope
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TABLA 1

PROPIEDADES EFECTORAS DEL FRAGMENTO Fe

Y HUMANO

Propiedades

-

Propiedades

Dependientes de Antigeno
Fijacién de Complemento (v{a Clésica)

Actividad Opsénica (Neutréfilos, Monocitos)

Independientes de Antigeno
Unién a Superficies Celulares
Macréfagos
Linfocitos
Neutréfilos
Células K
Regulacién del paso a través de membranas
Placenta
Epitelio Intestinal
Regulacién del Catabolismo
Anafilaxis Cutdnea Pasiva
Interaccidn con la Protefna A del S, Aureus

Interoccién con Foctores Reumatoides
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les fundamentales,
o) Indapendientemente de la unién del antfgeno, la/
funcidn efectora puede posibilitar la presencia
del anticuerpo en una localizaciédn particular pa
ra proporcionar un encuentro posterior con el po
sible antigeno.

b) Tras 1o unidn del antigeno la funciédn efectora -
cmplifica las consecuencias fisiol8gicas de la ~
unién que, generalmente, conducirén g la eliming
cidn de &é<te,

Desde que Porter (116) demostré que la moldcula de/
anticuerpo podfa escindirse en dos fragmentos funcionalmente/
activos, Fab y Fc, han sido muchos los intentos encaminados a
identificar fragmentos de menor tomofio que dieran cuenta de -~
las funciones expresadas por el conjunto de la molécula.

La "hipdtesis de los dominios" (105), que postula -
que cada funcién exhibida por la molécula puede ser més preci
samente localizada en cada una de las regiones de homologfa -
caracter{sticas de las inmunoglobulinas, ha sido ampliomente/
corroborada en el caso de 1o uniédn al ant{genc y octivacién =
del complemento por la via clésica. Sin embargo, no ocurre lo
mismo con otras funciones ¢ las que, como veremos mds adelan-
te, es imposible actualmente asignarlos a uno de los.dominios
CHZ o CHB.

Como la experimentacién, en generacl, se lleva a ca-
bo utilizando fragmentos que engloban uno o varios dominios,/
la incopacidad funcional mostrada por un determinaodo fragmen-
to puede no ser representativa de la situaciédn en la molécula
completa. La auténtica razédn de esta incapacidad podr{a radi-
car, en adlgunos casos, en los cambios conformacionales que ha

yan afectado ol sitio efector, como consecuencia de su separg
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cidn de la molécula completa,

- em mm w— e e w e m ews e - =

La iniciaciédn de esta ruta tiene lugar como conse--
cuencia de lc unién de Clq, uno de los tres subcomponentes =--
del primer componente de este sistema, a complejos -ant{genoc--
anticuerpo o a agregados inespeclficos de inmunoglobulina --
(Clq tombién se ume a inmunoglobulina monomérica cunque con -
mucha menos afinidad (117)). Como consecuencia de esta unién/
se produce una olteracidn en el Clq (122, 123, 124) que permi

+
te la estabilizacidén del complejo Clrz—Ca ~Cls, o la vez que

la autoactivacidn de sus subcomponentes, de manzra que el Cls
activado, que tiene actividod peptidosa, actlo sobre C4 prime
ro y sobre C2 despuds determinando la formocidn de un comple-
jo enzimético, la C3-convertasa (C42), con especificidad dni
cag para C3, el cual resulta escindido.'Uno de los fragmentos,
el C3b, se queda unido al C42 formando otro complejo molecu--
lar, el CZEE;con actividad enzimdtica sobre C5 por lo que re-
cibe el nombre de C5 convertasa. . La accidén del complejo so--
bre C5 produce un fragmento, el C5b, que junto con el resto =~
de los componentes del complemento C6, C7, C8 y C9 forman lo/
que se denomina unidad de ataque a la membrana o complejo 1{-
tico, cuya acciédn conduce a la ruptura de la membrona celular
sobre la que se ha ubicado,

En la Figura 10 se esquematiza este proceso, apare-
ciendo sefialado aquellos fragmentos polipéptfdicos que como =~
consecuencia de la activaciédn de ciertos componentes son libe

rados y poseen actividod biolégica propia.

1.3.2.1.1. Estructurao del Clq,
El Clq es una protefna con peso molecular de 400000
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Dalton formada por 18 cadenas peptidicas, 6A, 6B y 6C, cada -
una de las cuales tiene alrededor de 200 amino dcidos y un --
contenido en azdcar de 12, B y 4% respectivamente (121),

Los dnalisis de aminodcidos de las tres cadenas --
mostraron un elevado contenido en glicocola (18%) as{ como en
hidroxilisina {2%) e hidroxiprolina (5%), no habiéndose detec
tado estos dos dltimos cminodcidos en otras protefnas séri--
cas. Estos resultados, junto con la presenciac mayoritaria de/
hexosas neutras en el azdcar eran semejantes a los encontra--
dos en coldgeno y protefnas de membrana basal y sugerfan la -
presencia de estructuras colagénicas dentro del Clgq,

Los estudios de secuencia (122) confirmaron estos -
datos y mostraron que las tres cadenas son muy similares, te-
niendo cada una de ellas alrededor de 80 residuos de secuen-=-
cias tipo coldgeno carca de su extremo N-terminal,

La secuencia N-terminal de la cadena B, entre los re
siduos 6 y 89, tiene un triplete repetido Gly-X~Y donde X es/
a menudo prolina e Y hidroxiprolina o hidroxilisina. Las code
nas A y C tienen secuencias similares entre los residuos 9-89
y 3-89 respectivamente, A axcepcidn de pequefios cambios, hay/
una secuencia continua en las tres cadenas cuya similitud con
el colégeno se ratifica por la presencia del disacérido galac
tésido del glucosa como sustituyente en el 82% de los resi---
duos de hidroxilisina (123). La secuencias de los restantes =
110 residuos C~terminales, no colagénicos presentan una homo~
log{a superior para las tres cadenas e incluyen en cada una =~
un puente disulfuro intracatenario,

El Clq cuando se reduce y somete a electroforesis -
en gel de poliacrilamida, en presencia de SDS, muestra las --
tres bandas correspondientes a las cadenaos A, B.y C, en igua-

les cantidades, Si se omite la reducciédn sélo se distinguen =~
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dos bandas correspondientes a2 dos subunidades de peso mole-~
cular 46000 y 48000 Dalton. La subunidad aparentemente ma--
yor contiene un dimero de las cadenas A y B, mientras que =
lc menor es un dimero de cadenas C, Los rendimientos relati
vos sugieren una reliacién de 6 dimeros A-B por 3 dimeros --
Cc-C (124),.

Los estudios de microscropia electrédnica (125) --
muestran que la molécula estd compuesta de 6 regiones globu
laores periféricas, de seccidn circular, que estdn unidas =~
por una banda conectante a una porcién central de naturale-
za aparentemente fibriler y de forma oproximadomente rectan
gular. Cuando las preparacionss de Clq son trctadas con pep
sina , las micrograf{as sugieren que las porciones globula-
res periféricas han sido digeridas. Sin embargo, cuando la/
molécula es digerida con colagenasa, solamente se visuali--
zan fragmentos que corresponden a las regiones periféricas/
individuales o agregadas,

Evidencia mds directa para la presencia de estruc
tura en triple Heélice en el Clq viene de los estudios de di
croismo circular de la molécula intacta y del fragmento ob-
tenido de la digestién con pepsina (125). La aparicién en =
la moléculae nativa de una banda de elipticidad positiva a -
230 nm es unco buena indicacidén de la presencia de estructu-
ra colagénica, aunque su pequefia magnitud y su relativaomen-
te alto desplazamiento respecto a la banda caracteristica -
(220 mm) sélo pueden explicarse si se admite una cierta con
tribucién de hélice a o estructura . Este dato es consis--
tente con el hecho de que la banda antes mencionada se des-
place a 223 nm cuando se realiza el espectro del fragmento/
pepsinico. La desaparicién de ambas bandas (230 y 223 nm) -~

como consecuencia del tratomiento con colagenasa confirma -
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la presencia de estructura colagénica en la molécula nativa,

Tanto el Clq nativo como su fragmento pepsinico =~
muestran una temperatura de fusidn que es 1092C superior a -
la del coldgeno. Se ha postulado que la agragacién de las -
triples hélices es la cousante de esta propisdad ya que se/
sabe que la agregacién de moléculas de coldgeno produce un/
efecto estabilizante contra la desnoturalizacidn térmica --
(128).

Estos resultados son coherentes con el modelo es-
quematizado en la Figura 11, En él las 18 cadenas estdn ---
osociadas o través de sus regiones tipo colégeno para dor una
estructura hexamérica que recuerda a un rcmillete de tulipa
nes. Los recientes datos de dispersidén de bajo dngulo de --
neutrones confirman estos datos as{ como una estructura dni
ca y abierta (127).

1.3.2.1.2, La uniédn anticuerpo-Clgq.

Las regiones globulares perifédricas del Clg con--
tienen los sitios de uniédn para la regidén Fc de los anti~==-
cuerpos (128). También es sabido que las estructuras del on
ticuerpo responsables de la unién de la uniédn radican en el
dominio CHZ de la IgG (129) yo que esta regién se muestra =
tan eficiente, en base molar, como la molécula completa o -
el Fc en su capacidad de activacién del complemento por la/
via clésica. Sin embargo, no existe ningln modelo convincen
te que defina la topograffa precisa y la naturaleza quimica
de los centros efectores,

Dada la complejidad aparente del sistema, se han/
ensayado varias aproximaciones en un intento de definir es-
tructurolmente el sitio efector del CH2'

Los dnalisis critalogrdficos de inmunoglobulinas/
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Figura 11.~ Modelo de lo molécula de Clq.



-43-"

han sido incapaces de proporcionar una clara relacidn estruc
tura-funcién (78, 107, 130). Andlisis comperativos de se--=~
cuencia de aminodcidos de inmunoglobulinas que difieren en
su capucidad de activar complemento sugieren la participo~-
cién de un segmento lineal del CH2 que se extiende desde --
Lys 290 a Gln 295 (131). Sin embargo, un énalisis predicti=-
vo que combina los datos cristalogrdficos, las secuencias -
de aminodcidos y la modificacidn quimica, apunta hacic las

dos bandas B C-terminales del dominio C, 2, Gly 316-Lys 340,

como un posible sitio de unidén (132), "

La naturaleza de los residuos implicados es, asi-
mismo, desconocida. Se ha sugerido la participacidn de cade
nas laterales iédnicas por la capacidad de una amplia varie-
dad de sustancias de cardcter idnico de unir Clq o inhibir/
la interaccién 1gG-Clq (133-137). El efecto inhibitorio es,
normalmente, mayor para aquellos compuestos idnicos que ade
més son de naturaleza aromdtica. Alguno de ellos, comoc el -
l-anilinonaftolen-8-sulfonoto de magnesio, el 2,5-diaminotgo
lueno o la menadiona se unen especificamente a la porcién -
N-terminal del dominio CH2 y se comportan como inhibidores/
competitivos de la unién de Clgq (138). Ademdés, se conoce la
capacidad de los polianiones de activar la via cldsica del/
complemento (139) as{ como la de los complejos polianidén-po
licatién de unir Clq (140),

ta modificacidn quimica de 1 6 2 residuos de Trp/
expuestos al solvente (141) del fragmento Fc produce lo pér
dida total de copacidad fijadoro de complemento, sin apenas
alterar la unién de Clq (142, 143); la copacidad de activa-~
cidn de complemento también se afecta cuando se modifican -
los restos de Lys (144, 145) o los grupos dcidos (146) del
Fc.
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Estudios de inhibicidn, utilizando pequefios pépti
dos sintdéticos, sugieren que tanto grupos idnicos como resi
duos apolares en la proximidad del Trp 277 pueden contri~--
buir al sitio de unién (147, 148), Niveles semejantes de in
hibicién se han conseguido con el véptido Ile 253-Leu 306 -
(149) y con un péptido de alrededor de €0 residuos pertene-
ciente tambidn al dominio C,2 (150).

La mayor{a de estos trabajos apoyan la posibili--
dad de que el Trp 277 esté implicado, si no directamente, -
si ol menos como elemento estabilizador del estado conforma
cional del sitio de unidn, que probablemente involucra resi
duos de diferentes regiones del CH2.

Sin embargo, existen datos que sudieren que la ex
presién de la capacidad de unir Clq por el dominio CH2 pare
ce ser independiente de la conformacidn de este dominio., ==
Inicialmente Isenman y cdol. (89) demostraron que 1la Bz—mi--
croglobulina que fija complemento en estado nativo tombién/
lo hace en forma desplegada previa reduccidn del puente di-
sulfuro intracatenario que ocasiona la pérdida de su estruc
tura tipica para pasar a cadena estadistica. Ademds, pépti~
dos sintéticos mimetizadores de la secuencia clrededor del/
Trp 277, sin presumible estructura secundaria, exhiben cier

ta actividad anticomplementaria (147).

1.3.2.2.1, Unidn a linfocitos,

Se han detectado receptores con afinidad para las
inmunoglobulinas en linfocitos de diferentes especies anima
les (151). Estudios en subpoblaciones, han demostrado que -
linfocitos T (152-156) y B (157, 158) tienen receptores pa-
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ra IgG. Similarmente se han descrito receptores para otros/
isotipos. As{, se hon detectado receptores para IgM en lin-
focitos T normales y leucdmicos (159-162) y en linfocitos B
normales y neopldsicos (163)., Recientemente se hon detecto-
do receptores para IgA, IgE e IgD en varios fracciones de -
linfocitos (164-167).

En todos los casos la interaccién se media a tra-
vés de la regidn Fc de la correspondiente inmunoglobulina,/
aunque la porcidn espec{fica implicada no estd claramente -
definida. En particular no hay evidencia convincente que --

permita asignar el sitio de unién o C,,2, a C,,3 o a la combi

H H

nacién de ambos (92, 102, 168, 169 y 170).

No se conoce el papel que juega la unién de la in
munoglobulina al receptor, aunque se piensa que puede estar
implicado en procesos de regulacién de la respuesta inmune.
El hecho de que células T humcnos, en condiciones apropia--
das in vitro, puedan expresar subsecuentemente diferentes -
receptores para Fc sugiere que células con diferente fenoti
po en su receptor no son més que una expresidn de su dife--
rente estado de activaciédn (171).

Recientemente se ha oislodo un receptor pora Fc,
en linfocitos B con actividad fosfolipasa A2 (172, 173, 174)

1.3.2,2,2, Unién a monocitos y macréfagos.

La regidn Fc de ciertos tipos de inmunoglobuli=--
nas es también reconocida por receptores presentes en esta
close de células fagociticas (175). Estas células expresan
un receptor, sensible a proteasas, que une preferentemente
las subclases 1 y 3 de la I1gG humana (176). E1 hecho de -~
que se puedo inhibir cruzadomente lao uniédn a la superficie

celular sugiere que el receptor no es espec{fico de espe--
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cie, de clase ni de subclase (91),

La zona del Fc responsable de la uniédn al receptor
celular no estd adn dilucidada. As{, para ciertos autores -
(129, 177, 178) el pFC' es la regidn sobre la que reside la
actividad citof{lica de la IgG para unirse a estas células.
En sus experimentos el dominio CH3 es tan activo, en base -
molar, como la IgG o el Fc., Profundizando mds, Ciccimarra y
col, (179) aislecron un péptido, que abarca los residuos 407
a 416 al que le asignan como regién responsable de la inter
accidén. Sin embargo, otros autores (180, 181, 182) implican
necesariamente al dominio CH2 o al Fc intacto. Recientemen-
te se ha observado una disminucién en la capacidad de unidén
de la IgG reducida o su receptor (102, 183), lo que apunta/
hocia esta ultima posibilidad,

La uniédn con el receptor transcurre con una cons=-
tante de afinidad que es funcidén de la especie y de si el -
anticuerpo se une en forma monomérica o formando complejos/
con el antigeno correspondiente. Los valores oscilan entre/
106--107 M-l. El ndmero de receptores por célula varia entre
losy 106 (184, 185, 186).

No esté claro el mecaonismo por el que el anticuer
po media la endocitosis del ant{genao pero porece ser que lo¢
reticulacién de los receptores, como consecuencia de la —-—-—
agregacidn del anticuerpo por su antigeno, provoca una alte
racién en la membrana que conduce a lo fagocitosis del com-

plejo por un meconismo que requiere energfa (187, 188).

1.3.2.2.3. Unién a mastocitos y baséfilos.
La IgE es capaz de unirse, en ausencia de ant{ge-
no, a los receptores presentes en este tipo de células, Las

constantes de unidén para la interaccidn oscilan entre 108--
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10° w7t (189, 190, 191).

Ya que el fragmento Fce es capaz de bloquear la --
sensibilizacién pasiva de la piel (192), se asigna a esta -
regiédn la propiedad de mediar la unién con los receptores./
Sin embargo, ensayos encaminados a localizor el sitio cito-
f{lico dentro de esto regién han resultado infructuosos. El
hecho de que los receptore no unan IgE que haya sido reduci
da o calentada a 562C (193, 194) apunta a una posible impli
cacién de los dominios C,3-C 4

Minta y Painter (195), en un ensayo de anafilaxis
cutdnea pasiva, mostraron que esta reaccidn era inhibida --
cuando se administraobao el dominio CHB de la IgGl humana jun
to con el anticuerpo sensibilizante., Estos resultados no =--
coinciden con los sugeridos por otros autores (196, 197, --
198). Ovary y col. (18l1) postulan que es el Fc intacto la -
regién necesaria para expresor esta funcidn,

El descubrimiento de que anticuerpos dirigidos --

contra al receptor, o los fragmentos F(ab' de estos anti-

)2
cuerpos, pueden inducir la liberacién de los mediadores pre
sentes en los grdnulos de los mastocitos, facultad que no -
posee el fragmento Fab', sugiere que es el reticulado de =--
los receptores celulares, y no la Igt en sf, el responsable

de la liberacién de los mediadores (199).

1.3.2.2.4, Unién a neutrdfilos.

Messner y Jelinek (200) demostraron en granuloci-
tos la presencia de receptores pora 1gG. La interaccidén era
mediada por la regién Fc. Mds tarde (91) se demostré que es
te fendmeno era dependiente de subclase observédndose que, -
en el caso de la 1IgG Humana, la graduacién -IgGl=IgG3)I1gG2)
IgG4~ era la misma que en monocitos. Este dato sugeria que/

las mismas o similares estructuras del Fc estaban involucra
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das en la interaccidn con todas las células fagoc{ticas.
Barnett-Foster y col, (201) sugieren que el sitic
de uniédn de la IgGl es dependiente de la estructura cuoter-
naria completa del Fc, ya que ni la IgG o Fc reducidos ni -
el pFc' son activos en su ensayo de inhibiciédn de rosetas./

La participacién del dominio C 2 (102) como un principal me

diador de la funciédn confirma ?ndirectumente el dato aontes/
mencionado, ‘

El hecho de que tanto las dos subclases de la IgA
humana como lo IgA secretora tengan copacidad de unién a --
neutréfilos, y que na se haya observado inhibicién por par-
te de la IgG a los receptores indican la existencia de dis=-
tintos receptores para ambas clases (91),

El mecanismo de la fagocitosis, al igucl que en =
macrofdgos, se basa en que la formaciédn de complejos inmu--
nes entre el antfgeno y la inmunoglobulina aumenta la avie-
dez del complejo por la superficie celular, Ademds, la retj
culacién de estructuras de esta superficie da lugar a la 1i
beracién de mediadores y fagocitosis del complejoc por un me

canismo que requiere energfa.

1,3.2.2.5, Paso a travéds de la placenta.

Le transferencia de inmunoglobulinas de la madre/
al hijo, ocurre prenatalmente en el hombre, posnatalmente -
en el cerda y durante ambas fases en el canejo, rata y rge-
tén. E1 transporte prenatal ocurre a trovés de las membra--
nas placentarias en el hombre o en las del saco embrionario
en la rata y ratén y es especi{fico para la clase IgG (202,/
203)., Se desconoce la causa por la que otros isotipos tie--
nen impedido su transporte,

Estudios cinéticos sobre la especificidad del we=~
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transporte (204, 205, 206) muestran que en especies dcnde -
hay una transferencia selectiva de 1gG, la IgG homéloga es/
transportada preferentemente respecto a la heteréloga, =---
aunque el transporte de esta dltima tambidn tiense lugar. In
cluso dentro del sistemo homélogo, parece haber una capto--
¢ién preferente de los componentes electroforéticamente més
lentos respecto a los més rdpidos. (207).

El primer paso en el transporte placentario en el
hombre, es la unidn a un receptor en la membrana sincitio--
trofobldstica, Se han postulado vcerios modelos para dor ---—
cuenta del transporte (208-211), pero en todos ellos se evi
dencia el desconocimiento actual que se tiene respecto a --
los mecanismos gue regulan la formocidn de vesfculas en cé-
lulaos eucariéticas.

La unidn de IgG es espec{fica y saturoble con un/
orden de afinidad I1gGl=IgG3)IgG4)>IgG2, £1 Fc muestrc las ~--
mismas coracterlisticas de unién que la IgG (212).

La reduccidn y alquilacién de los puentes disulfu
ro reduce en gran medida la interaccidn de la IgG con el --
receptor (212), Este mismo efecto se ha observado con una -
I1gG carente de la regién gozne (213).

Los fragmentos correspondientes o los dominios --
CH2 y CHB no se unen por s sélos (212, 213), por lo que -
se ha propuesto que la zona de contacto C , 2-C

H H
necer inalterada, involucrando de alguno manera la partici-

3 debe perma-
pacién de los dos dominios.

1.3.2.3. Interaccién con la_Proteina A del S. aureus.
Lo Protefna A de la pared de S, aureus es caopaz -
de unir la regién Fc de la IgG de diferentes especies, La -

interaccidn provoco una reticulacién de los Fc y los comple
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jos formados pueden unir complemento (314-218)., Mds reciente-
mente (219) se ha confirmado que la unién del fragmento B, FB,
de sstc proteina al Fe¢ no interfiere con la unidén ol Clgq,
€n el hombre, la reactividad estd marcada por una/
clarao especificidad respecto a la subclase, de manera que la/
IgG3 no se une mientras s{ lo hacen las otras tres subclases/
(220, 221).
Aunque siempre se ha descartado la participacién in

dividual de los dominios C,2 y CHB como mediodores de la ===

H
unién, lo cuol indirectomente sugeria la necesidad de mante--

ner intacta la interaccién C,2-C, 3. sélo recientemente y gra-

cias a los estudios critologréfigos se ha demostrado que el -
sitio de unidn esté localizodo en esa zona de contacto (107,/
222). En ellos se muestra que el fragmento B de la Proteina A
hace dos tipos de contacto con el fragmento Fc., El mayor de -

ellos, contacto 1, involucra residuos de los dominios C 2 y -

H
C,,3 del Fc as{ como las regiones en g-hélice presentes en el/

F:. Este contocto es predominantemente hidrofdébico y sélo 4 -
puentes de hidrégeno entre ombos fragmentos contribuyen a la/
estobilizacién del mismo. Al contacto 2 solamente contribuyen
residuos del CH3 asi como 1o segunda hélice del FB, La eleva~-
da contribucién del ién sulfato, presente en el medio de cris
talizacién, a la estabilizacidn del contacto 2 sugiere que es
un contacto del cristal y es poco probable que se de en condi
ciones fisiolégicas,

E1l hecho de que la IgG3 humana, y su fragmento Fc,/
no se unan a la Protefna A tiene su explicaciédn segin estos -
datos. As{, se ha encontrado que lo His 435, que participa en
el contacto 1, estd sustitufda, en la IgG3, por Arg.

Estudios de modificacidn quimica previos (223) mos~-

traron que residuos de Lys y Tyr no estaban implicados en la/
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reactividad de la IgG. Sin embargo, los estudies cristalogré-
ficos seficlcn a la Tyr 436 como un residuo que participa en =
el contacto 1. Recientemente se ha descrito un nuevo tipo de/
interaccién de la Protefna A que es mediada por los fragmen--
tos F(cb')2 de la 19G e IgE humanas (224, . 225),

No se conoce la significacién bioldgica de la acti-
vidad de la Protefna A y su posible efecto en las relaciones/
pardsito-huésped. Asi, mientras que cepas de S. aureus, con -
un elevado contenido en Protefna A, son facilmente aglutina--
das en suero normal, también se ha observado que esta Protef-
na tiene un efecto inhibidor sobre las opsoninas termoldbiles
(226). De la mismo manera la competicidn por IgG por parte de
receptores Fc y de la Protefna A no tiene actualmente ninguna
explicacidn, aunque sugiere una configuraciédn similar entre =~
los sitios combinantes de 1a Proteinc A y los receptores Fc =~
para la IgG (227).

Recientemente se ha descrito que la Protefna A po--
tencia la actividad "natural killer"” en linfocitos humanos =~
(228), .Asimismo, se conoce su papel como activador policlo=-—
nal de células B (229, 230) aunque en este caso las regiones/
implicadas son distintas de las descritas para la unién al --
fragmento Fc (231).

1.3.2.4. ln;eiagciég con el factor reumatoide.

La reacciédn de los factores reumatoides generales -
con los determinantes antigenicos de las inmunoglobulinas pa-
rece representar simpleﬁente la consecuencia accidental o pa-
tolégica de ciertos atributos estructurales de la regién cons
tante de la cadena Y, E£sos determinantes estén localizodos --
dentro del fragmento Fc tanto de la IgG humana como de conejo

(232). Sin embargo, ni los dominios C .3 (233) ni el fragmento

H
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Facb dan reaccidn (234), ounque s{ la muestra una mezcla de =
ambos (235), Estos resultados, junto con los de modificacién/
quimica (236), éugieren una posible localizacién de los deter
minantes autoantigénicos en ld mitad C-terminal del dominio/
CHZ, siendo necesaria, al menos, una interaccidn no covalente
entre los dominios CH2 y CH3 para mantener la integridad de -
dichos determinantes. Estos mismos estudios descartan la par-
ticipacién directo de residuos de Lys, pero involucran algunc
cadena lateiral de restos de Tyr,

Aunque es bien conocida la significacién bioldgica/
de la interaccidn de los determinantes autoantigénicos con --
los factores reumctoides generales, no estd ni mucho menos =-
claro que la etiologfa de la artritis reumatoide sea un proce
so estrictomente autoinmune (237). En un estudio reciente «—-
(238) se sugiere que el contenido de 4cide sidlico, al in----—
fluir en la estructura de la IgG, es importante en la génesis
del factor reumatoide., Los mecanismos responsables de la alteg
racién no se conocen, pero se pueden sugerir dos: a) octivi--
dad defectuosa de la enzima sidlico transferasa; b) actividad
neuraminidasa incrementada en los linfocitos B productores -
de IgG., Este (ltimo mecanismo serfa compatible con la hipéte-
sis de una etiologfa viral de esta enfermedad (239), ya que -
ciertos virus presentes contienen neuraminidasa enddgena. Sin
embargo, este origen estrictomente microbiolégico es también/
cuestionable (237),

De lo que antece se desprende que la dificultad bé-
sica de interpretar y sintetizar los datos de las estructuras
de los anticuerpos involucradas en ciertas funciones efecto--
ras radico en los resultados conflictivos que se obtienen en/

diferentes sistemas experimentales y en la confusién propor--
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cionada por las excepciones a las gque estdn sometidos otros -
procesos similares, Esto se debe parciclmente al hecho de que
la tecnologfa requiere de una mayor sofisticacidn pero prin-
cipalmente a las interpretaciones de datos derivados de apro-
ximaciones bioquimicas en las que sistemas complejos se han -
descompuesto en componentes y a partir de las partes se han -
trotaodo de reconstruir los sistemas,

Las funciones efectoras estdn basadas en interaccio
nes protefna-protefna de mds o menos especificidod pero, sin/
duda, .de gran complejidad molecular., Por ello el uso de sub~-
fragmentos de inmunoglobulinas puede, en muchos casos, no ser
representativo de la realidad fisioldgica. Asimismo, el empleo
de combinaciones heterdlogas en los sistemas experimentales -
puede, en ocasiones, ser una fuente de artefactos. Indudable-
mente cualquier investigaciédn encaminada a dilucidar lo es---
trugtura de los sitios efectores debe tener en cuenta la com-

plejidad y especificidad de las interacciones implicadas,
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El hecho de que la regién Fc de las inmunoglobuli--
nas establezco el puente estructural entre la especificidad -
Yrente al antf{geno y los sistemas celulares y mpltienziméti--
cos de amplificaciédn hacen de ella un atractivo sustrato para
el estudio de las relaciones estructura-funciédn, Si a ello se
affade el escaso conocimiento que se posee de los sitios de re
conocimiento y unién de los dominios constantes y del modo --
por el cual son activados, bien en su interaccién con otras -
macromoléculas o como consecuencia de. lc uniédn del ant{geno a
los dominios V, cualquier trabajo, plantecdo sobre una metodg
logfa fehaciente, encaminado a esclarecer clgund de estos pro
blemas queda plenamente justificado,

Hace algdn tiempo, se inicid en nuestro laboratorio
una linea de experimentacién encaminada a esclarecer la natu-
raleza del sitio efector de los anticuerpos para el sistemoc -
del complemento, E1l problemalse abordé desde el punto de vis-
ta de la modificacidn quimica de residuos espec{ficos, y mds/
concretamente de los residuos dcidos. La eleccidn del sistema
tenfa, a priori, tres ventajas: Primero, la modificacién de -
los cadenas laterales 4cidas, al estar éstas haobitualmente --=
presentes en el exterior de las Quperficies protefcaos o esta-
bleciendo interacciones iénicas de gran importancia en el man
tenimiento de la estructura terciaria, podfa aportar datos --
muy valiosos sobre la funcionaclidad de la molécula. Segundo,/
entre los estudios de modificacidn quimico llevados a cabo en
inmunoglobulinas ninguno de ellos habfa realizado un estudio/
paralelo del efecto de la modificacién sobre la conformacién,
estudio &ste, por otra porte, obviamente fundomental. Terce-=-
ro, ya que en el Fc reside la capacidad de activaciédn de la -
via cldsica del complemento, la interpretacién de los datos =~

experimentales es méds simple y directa que si se realizara so



bre la molécula de IgG completa,

La importancic de los grupos 4cidos del fragmento =~
Fc en activacién del complemento quedd patente (146, 240) en/
base a que: a) La modificaciédn de unos pocos grupes conduce @
una pérdida total de la capacidad de activaciédn; b) Esta pér-
dida parece ser primariamente debida a la propia modificacidn
y no a combios conformacionales secundarios.

Sin embargo, lo manifiesta potencialidad de esta =~
aproximacién experimental para tratar de definir la topogra--
f{a del sitio efector de Clq naecesitaba de una mayor profundi
zaciédn en el problema. Es decir, era necesario localizar con/
exactitud los grupos que hablan resultado modificados dentro/
del Fc, y més concretamente en su dominio 072' Yy que presumi-
blemente estaban de algin modo implicados en la pérdida de =--
funcionalidad observada. Este fue uno de nuestreos objetivos.

Paralelamente, y aprovechando la experiencia adqui
rida con la modificacién quimica de los restos §cidos, se tra
té de estudiar su efecto sobre otras funciones efectoras de -~
los anticuerpos mediadas por el fragmento Fc, De esta manerao/
y con lo antes mencioncdo quedaban conformados los objetivos/
generales de la presente Tesis, '

Es de resaltar la importancia del objetivo mencio-
nado en primer lugor. Ya que se iba a tratar de locolizar un/
determinado ndmero de restos écidos dentro de la molécula com
pleta de Fc que habfan resultodo modificados, los posibles ==
cambios de amportamiento que se aprecicran en el resto de las
funciones a astudiar podrfan, en parte, discutirse en base a/
la porticipacién de alguno de los restos identificados, ya ==
que en el caso del complemento el sitio de unién del Clq esté

situado exclusivamente en el dominio C,2, De esta manero la =~

Y
aparente desconexién de los objetivos queda soslayada por la/
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svidente interrelacidn que presentan,

La metodologfa realizada se basa en que es pocible/
definir cendiciones precisas de reaccidn para lograr una pér-
dida selsctiva de actividad anticomplementaria. Esta ocurre a
S minutos de modificacidn. Sin embargo, a 1 minuto la medifi=-
cacién realizada apenas influye en la capacidad de activa---
cidn del complemento. Por tanto:

12 .~ Se aislé el fragmento Fc a partir de IgG humana en condi
ciones tales que se conserven totalmente sus caracter{s-
ticas conformacionales y funcionales,

22 .- Se modificaron selectivamente los grupos 4cidos con el -
ester et{lico de 1a glicocola previa activaciédn con car-
bodiimidas solubles en agua. La reaccién se dejé transcu
rrir durante 30 minutos.

32,~ Se procedid a la puesta a punto de:

a) Un sistema de formacién e inhibicién de rosetas para/
medir la capacidod de interacciédn del Fc nativo y mo=-
dificado con los receptores celulares de neutréfiles,

b) Un sistema de aglutinacién para estimar la influencia
de la modificacién sobre la reaccidn con el factor --
reumatoide,

c) Un sistema de cromatograff{a de afinidad para medir la
interacciédn con la Proteina A del S, aureus.

Conocida la diferencia de reactividad entre 1 vy 5 -
minutos de modificacidn, lo localizaciédn de los grupos carbo=~
xilo modificados implicobo:

42 .- Modificacién qufmica con nucledfilo radiactivo,durante =

¢ esos tiempos, en las mismas condiciones que las descritas.

S2,- Aislamiento y purificacidn de los péptidos radiactivos -
obtenidos por una digestidn triptica,

62 ,- Identificacidn de los residuos marcados y cuontificacién
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de su incorporacidn radiactiva.
La Figura 12 muestra un esquema del trabajo realiza
do,
La discusién introduce los datos obtenidos en 1la pa
norémica actual de las relaciones estructura-funcién de inmu-
noglobulinas y especialmente en lo concerniente a la naturale

za de la interacciédn anticuerpo-Clq.



el ogsmﬁm
*DOTIPWOIND UPTIDTOUSNDOS

wénﬂuGUHm«ucwqu
*SOpPYop OUtWo 8p STSTTHUY

*(27dH) upTrsead o3I 8p p}joabeiowes)

~|cv«ocuwuwuaa
*outs pdod

UOAHWE#NC&
UQIODZTIUBIIDIDD mOU._..NQW&

cwrh
ugtisebig TE 24 oacoﬁmo._..__

!

“{o51UpT oTawo)) uerdoJDdES

( soxnutw ¢ A

)
DATIODIPDJ UPTIODDTSIPOW
_~>uu OucoEmoLM—
. t
M (ove 'opT) PDPTUT 4D
sepppetrdoud

8p pIjoiboipwod)
*SNBJIND S 6P ¥ DUISI0JId UOD UPIDIDJ®IUT

SDJ030040
*@pTOIOWNSJS JOIIDY UOD UPTIODSY- seuoTduny

*SOTTJ9J3NBU 6p $6J03d8D6J UOD UPTOIDJSIU]

SOINUTW OE A OT ‘¢ 'T
‘w (g=-1)Ao4

ep oApsu3l

*(Obz ‘9v1) ojusweldwod ep UPTOO[TH

Amcﬂv>ou ojuswbou 4
DOTWIND uQPTIDIT}TPOK




o

3.~ MATERIALES Y METODOS.
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3.1. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y MODIFICACION QUIMICA DEL FRAG
MENTO Fc,

3,1.1. Obtencién de IgG humang.

Lo IgG se obtuvo a partir de des fuentes: de suero/
humano normal y de preparaciones comerciales (Kabi, lote n? =
53873). En el primer caso, se aislé a partir de sangre de do=
nantes sanos, Una vez extraida se dejé en reposo durante tres
horas a temperatura ambiente. Seguidamente, tras sepaorar el -
codgulo se centrifugd a 2200g durante 15 minutos, desprecidn-
dose el sedimento,

La 1gG se obtuvo segdn una modificacién del método/
de Peterson y Sober (241). E1 suero de partida se enriquecid/
4)2504 1.33 M (con-
centracién finel), redisolucién del precipitado y posterior =
2HF’O4 0.01 M, pH 8,

E1 dializado se cromatografié por cambio de ién so-

en su fraccidn Y por precipitaciédn con (NH
didlisis frente a un tampén Na

bre columnas (2,6 x 30 cm.) de DEAE-celulosa (Whatman DE-32),
siendo el eluyente el mismo tompén de la didlisis previa., Del
dnico pico que eluye en estas condiciones se recogieron los -
fracciones cuya absorcién a 280 nm es superior a 0.3, se con-
centraron por ultrafiltracién a presiédn negative en bolsas de
celofén (Visking 8/32; 2.4 nm de didmetro de poro seco) y se/
centrifugaron a 3800 g durante 15 minutos para eliminar posi-
bles aogregados insolubles, ‘

La IgG comercial es una preparacidn de inmunoglobu-

lina humana liofilizada de gran pureza,

3.1.2, Digestidn enzimética de la 1gG.

Se llevd a cabo segdn describieron previomente L&§-~

pez de Castro y col, (242) que corresponde a uno modificacién
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del metodo descrito por Stanworth (243), Una disolucién de ==
IgG humana (25 mg/ml) se incubd en tompén fosfato, O.07S M, =
pH 7.0 que contiene NecCl 0,075 M y EDTA 0.002 M, con papafna/
(cristalizada dos veces; Sigma) en una relacidn enzima/sustra
to 1/100, durante cuotro horas a 309C. La reaccidn se par§ --
affcdiendo N-etil-maleimida hasta O.dl M de concentracién fi--
nal. €1 digerido se dializé frente a un:.tampén Na HPOd/HCI -
0.005 M, pH 7.7.

2

3.1.3. Cromatogrcf{a en DEAE-celulosa.

Habitualmente se aplicé a columnas cromatogréficas/
(K 50/60, Pharmacia) de DEAE celulosa microgranular (DE-32) -
el digerido correspondiente a 1 gramo de I1gG humana, Inicial=
mente la elucidn se llevd a cabo con el antes mencionada tam-
pén de didlisis duraonte 24 horas {flujo de 36 ml/hora). A con
tinuacién se aplicé un gradiente lineal de fuerza idnica (fos
fato 0.005 M -~ 0,5 M) duronte 48 horas. Se recogieron fraccio
nes de 9 ml y se determind su absorbancia a 280 nm en un ese=

pectrofotémetro (Coleman 11ll=-Hitachi Perkin Elmer),

3.1.4. Filtracién en gel.

Las fracciones correspondientes al Fc humano se apli
caron a columnas de Pharmacia (2.6 x 100 cm) de Ultrogel AcA/
54 equilibradas con tampén fosfato 0,01 M pH 7.2 que contiene
NaCl 0.5 M y NaN3 0.05% (p/v). Le elucién se realizé con el -
mismo tompén de equilibrado con un flujo de 20 ml/hora, reco-
giéndose fracciones de 3 ml, El perfil cromatogréfico se de--
terminé espectrofotométricamente a¢ 280 nm. Los fracciones co~-
rrespondientes al fragmento Fc se dializaron exhaustivemente/
frante a NH4HCO3
=-202C hasta su uso,

0.0l My se liofilizaron, olmacenéndose a --
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3.1.5, Control de pureza,

3.1.5.1. Inmunodifusidn_doble bidimensional.

Se llevé a cabo en agar {Agar noble, Difco) al 1% =~-
{p/v) en NaCl 0.15 M segin una modificacién del método de =-~-
Ouchterlony (244) frente c antisueros comerciales (Operon) an
tiproteinas séricos totales humanas o anti—¥-globulina humana,

obtenidos en conejo.

3.1.5.2, Inmunoglectroforesis.

Se llevé a cabo por una moditicacién del método de/
Scheidegger (245). Se realizé en placas de agar (Agar noble,/
Difco) de 6.5 x 4,0 x 0.3 cm al 1.25% en tampén veronal (éci-
do 5,5'-dietil barbitdrico/5,5'~dietil barbiturato sédico, =--
0.06 M, pH 8.6, p 0,03). La muestra se ihtrodujo en orificios
de 1 mm de didmetro equidistantes del eje longitudinal de la/
ploca, La electroforesis se realizéd en el tompén mencionodo -
aplicando una diferencia de potencial constante de 5 V/cm du-
rante 70 minutos,

Tras la electraforesis, se practicé sobre el eje -~
longitudinal una trinchera de 2 mm de ancho, se rellend con -
el .antisuero correspondiente y se dejé en reposo en cémara hid
meda, observdndose el desarrcllo de las bandas de precipita~--

cidn a las 24 y 48 horaos,

— - — —— —

Se realizé en Sephadex G-200 en una columna de Phar
macia (2.5 x 75 em, previocmente calibrade segin la metodolo--
gfa de Andrews (246), Como marcadores de peso molecular cong
cido se utilizaron: 1gA humona sérica (160000 Dalton), frag--
mento F(ab')2 de IgG de conejo (98000 Dalton), Albdmina bovi-
na (66000 Dalton), Ovoolbdmina (43500 Dalton), Quimotripsind-
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geno de péncreas de ternera (23800 Dalton) y Mioglobina de ca
chalote (17800 Dalton) como eluyente se utilizé tampén fosfa-

to 0.0l M, pH 7.2 que contiens NaCl 0.5 M y N Na 0.05% (p/v).

— - e w— - — P e e I i — = e

Se utilizé una modificacién del método descrito por

Weber y Osborn (247) para placas de 12 x 15 cm,

3.1.5.4.1. Preparacién de los geles.

Se partid de las siguientes soluciones:

A) Acrilemida (Biorad) 30% p/v; N-N'-metilenbisacri
lomida (Biorad) 0.8% p/v en agua destilada, La so
luciédn, filtrada en papel, es almacenada a 42C,

B) Solucidén tompén Tris/HC1 1 M, pH 8.8.

C) Soluciédn tampén Tris/HC1 1 M, pH 6.8,

D) SDS 20% p/v en agua destilada,

E) Solucién tampén Tris base 0.25 M, glicocola 1.92
M, SDS 1% p/v pH 8.3.

F) Persulfato aménico (Biorad) 10% p/v en ogua des=-
tilada,

G) Temed (Biorad).

La tabla 2 muestra las cantidades utilizadas (en ml)

de estas disoluciones en funcién del reticulado.

3.1,5.4.,2, Desarrollo de la electroforesis,

De 30-50 pg de muestra disueltos en 60-80 ul del tam
pén de aplicacién (Tris/HCl 0.08 M, pH 6.8 que contiene SDS -
al 2%, glicerol al 2% y azul de bromofencl al 0.0l1%) se depo=':
sitaron en cada pocillo., La electroforesis se realizé a 50 V/

mientras el marcador (azul de bromofenol) se encontraba en el
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Gel de Resolucién

A 15.0 12.5 10.0 7.5
8 11,2 11,2 11.2 11,2
[»] 0,15 0,15 0.15 0.15
H20 dest., 3.7 6.2 8,7 11.2
F 0.1 0.1 0.1 0.1
G 0,02 0,02 0.02 0.02

Gel de Concentracién

% i
A 1.67 1.0
(o] 1,25 1.25
D 0.05 0.05
H20 dest. 7.03 7.7
F 0,05 0.05
G 0.005 0,005

Tabla 2,

Cantidades utilizadas (en ml) en la preparacidn de geles de/
poliacrilomida, en presencia de SDS, en funcidén del reticulado

que se desea conseguir,
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gel de concentraciédn y a 100 V cuando pasd al gel de resolu--
cién,

Para reducir las muestras se affaden o éstas 10 pl -
de ditiotreitol 1 M, y se las mantiene 5 minutos a 1002C. In-
dependientemente de que lés muestras sean reducidas todas las
muestras fueron calentadas antes de someterlas a electrofore-
sis. -

Los geles se tifen con azul Coomassie al 0.5% en al
cohol metflico al 47% y &cido ocético al 6% durante una noche.
El destefiido se realiza con la misma solucidn pero sin colo--

rante,

3.,1.6, Modificacién quimico de grupos carboxilo.

Se realizd siguiendo el método original de Hoare y/
Koshiand (248) con algunas modificaciones, Los ensoyos se lle
varon a <abo a concentracién de proteina menor de la minima -
recomendada con el fin de evitor la agregacién covalente,

A una disolucién 1 M del ester et{lico de la glico-
cola (Koch-ligh Lab.) pH 4.75 (ajustado con NaOH 1 N) se afa-
dié Fc hasta una coencentraciédn de 0.8 mg/ml, Se reajusté el =-
pH a 4.75 con HC1 1 N y se afiadié§ EDC sélida hasta una concen
tracién final 0.1 M. La.reaccidn se dejé transcurrir durante/
30 minutos manteniendo el pH constante o 4.75 mediante la adi
cién de HCl1 1 N, y tomando alfcuotas a 1, 5, 10 y 30 minutos.
A cada alfcuota se afadié un volumen igual de acetato sédico/
2 M, pH 4.75, para bloquear la carbodiimida libre. Despuéds de
unos minutos a tempercotura ambiente, las soluciones se cromg
tografiaron en las mismas condiciones que los descritos en --
3.1.4. con objeto de eliminar los posibles agregados. Se rea-
lizaron experimentos control que contenfon Fc y nucleéfilo pe

ro. no carbodiimida.
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3.2, ESTUDIO DE FUNCIONES BIOLOGICAS,

3.2,1. Interaccién con receptores celulares.

Se escogif como modelo experimental un sistema hom-~

bre/conejo teniendo como soporte celular neutréfilos humanos.

3.2.1.1. Aislamiento de_neutréfilos_humanos,

El método seguido es una modificacién del descrito/
por Boyum (249)., A 20 ml de sangre heparinizada (5 u/ml) pro~
cedente de donontes sanos se affladieron 4,5 ml de una disolu=-=-
cién de glucosa (3% p/v) y dextraono (3% p/v) en NaCl {(0,9% --
p/v), dejéndose sedimentar el conjunto durante 45 minutos en/
un 4ngulo de 452, E1 sobrenadonte se pipeted a varios tubos -~
que se centrifugaron 5 minutos a 400 g, El1 sedimento de esta/
centrifugacién se lavé tres veces con solucidn salina (fosfa~
to 0.01 M pH 7.2, NaCl 0,15 M). Los eritrocitos presentes en
las preparaciones se eliminaron por lisis hipoténica en NH4CI
al 0.83% (p/v) durante 5 minutos a 379C, seguida de centrifu-
gacién durante 5 minutos a 400 g. Las células sedimentadas se
resupendieron en soluciédn salina y se lavaron tres veces en -
este medio en el que quedaron finalmente resuspendidas,

4 ml de la suspensidn celular se depositaron cuida=-
doscmente sobre 3 ml de Lymphoprep (densidad 1,077 g/ml, Nye-
gaard & Co.) en tubos de pléstico de 17 x 100 mm. Se centrifu
garon 20 minutos a 325 g y se despreciaron las células monony
cleares presentes en la interfase,

Los sedimentos, que contienen las célulos polimorfo
nucleares, se resuspendieron en solucién salina, se lcvaron =
tres veces con la misma solucidn y finalmente se resuspendie-
ron en ella,

De la suspensién celular se tomaron 10 pl y se aofia-
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dieron sobre 90 pl de azul de toluidina al 0.1% (p/v) en soly
cidn sclina. Una alfcuota de esta disolucién se deposité en/
un . hemocitémetro.y se determiné el nimero de neutréfilos --
presentes en base a su morfologf{a al microscopio §ptico.

La viabilidad celulor se determinéd por exclusién de
azul tripano (0.15% ) de la preparacién de células purificadas.

Finalmente, los células se centrifugaron 5 minutos/
a 400 g y se resuspendieron nuevamente en solucién salina a =

una concentracién de 4 x 106 u 8 x'lo6 células/ml,

3.2,1.2, Sensibilizacién de_ eritrocitos de_carnero.

1.. ml de eritrocitos de carnero al 0.5%, en solucién
salina que contiene ovoalbUmina ol 0.1%, se incubd con dilu--
ciones seriadas de IgG de conejo con actividoqhnticuerpo anti
hematies de carnero, obtenida en nuestroc laboratorio (250), =

durante 1 hora a 379C,

200 i1 de la suspensién celular (4 x 108 células/ml)
se afadieron sobre 200 pl de cada unc de las preparaciones de
eritrocitos sensibilizaodos, se centrifugé la mezcla durante 5
minutos a 40 g y se dejé a 42C durante 2 horas. Traonscurrido/
ese tiempo,los sedimentas se resuspendieron .suavemente y una
alfcuota de cada suspensién se observé btajo microscopio 4pti=-
co, determinéndose el porcentaje de células polimorfonuclea--~
res que estaban rodeadas por més de tres eritrocitos (sélo en
este caso se contabilizé una roseta como positiva). Se conta=-
ron un minimo de 100 células y el nimero de ellas que estaoban

roseteadas se expresd§ como un porcentaje del total,
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Para este ensayo, y a partir de los datos obtenidos
del apartodo anterior, se escogid aquella dosis subaglutinan-
te de anticuerpo que fue capaz de formar alrededor de un 80%/
de rosetas.

Alfcuotas de 100 pl de la suspensiédn de células de/
8 x lO6 células/ml se incubaron, a temperatura ambiente, con/
100 pl de diluciones seriadas de los proteinas (nativa y modi
ficada) cuya actividod citofilica va o ser ensayada. A conti-
nuacidén se aofiadieron 200 pl de eritrocitos sensibilizados con
la dosis mencionada y se continud el experimento en la forma/
detallada en el apartado anterior. La inhibicidén de 1la forma
cién de rosetos se expresé como un porcentaje segidn la siguien

te expresién:

% de rosetas en presencic de protefna
%I=100- ( X 100)
% de rosetas en ausencia de protefna

3.2.2, Interacciédn con el factor reumctoide,

Se escogid un sistema experimental basado en un en-
sayoc de hemaglutinacidn, ya que es conocida la capacidad del/
factor reumatoide de aglutinar suspensiones de hematfes sensi

bilizodos.

3.2.2.1, Eleccidn_del suero,

Dentro del lote de sueros disponibles correpondien-
tes a pacientes diagnosticados de artritis reumatoide, se es-—
cogieron aquellos que poséfan un olto tftulo de factor reuma-
toide (mayor o igual de 1/10240 determinado por el método es~-
tandar de Waaler-Rose, 251).
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- Y . e e - -

Con objeto de eliminar la capacidad hemolftica del/
suero, éste fue inoctivado por calentaomiento durants 1 hora a
56¢C,

Para evitar posibles aglutinaciones inespec{ficas,/
el suero fue absorbido con eritrocitos de carnero., 100 pl de/
suero inactivado se incubaron con 2 ml de hematfes de carnero
(5% en solucidédn salina) dunrante 1 hora a 372C. Al cabo de ese
tiempo, la suspensiédn se centrifugd durante 5 minutos a 400 g

y se recogié el sobrenadante,

3.2.2.3. Sensibilizaocidn de_eritrocitos.

2 ml de eritrocitos de carnero, al 1.6% en solucién
satina, se incubaron con diluciones seriadas de IgG de conejo
con actividad anticuerpo anti-hemat{es de carnero, obtenida ~

en nuestro laboratorio (250), duronte 1 hora a 379C.

e e mn e e ma mw emTams  wem mmm e -

A 100 pl de diluciones seriadas del suero inactiva-~
do y absorbido se affadieron SO ul de hematies sensibilizados,
con dosis subaglutinante de IgG, y 50 ul de solucidn salina./
Se dejaron estar los tubos 18 horas a temperatura ambiente y/
al cabo de dicho tiempo se visualizé la aglutinacién de cada/
tubo al compararla con dos tipos de controles: A) Eritrocitos
sin sensibilizar y B) Eritrocitos sensibilizados pero sin sue
ro patoldgico.

La dilucién del suero en el dltimo tubo con agluti-

nacidn positiva constituye el tftulo.

— e —— -  — - —_— - — —

Se tratcba de inhibir la eglutinocidn que se produ-
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cia en el Ultimo tubo considerado cecn aglutinacidn positiva./
Para ello, en los SO Kl de solucidn salina que se inclufan en
cada uno de los tubos, se incorporaron diluciones de los frag
mentos protefcos que han de ser ensayados ( de 5-800 pg).

La inhibicién conseguida en cada caso se compara vi
sualmente con respectd a la aglutinacidén que se trata de inhi

bir y con respecto a los dos controles antes mencionados.

3.2.3, Interaccién con la Protefna A del S, aureus.

Les ensayos de interaccidn entre 21 frogmento Fc y/
la Protefna A de la pared del S. aureus se realizaron por cro
matogrof{a de afinidad.

Para ello, cantidodes conocidas dd cada protefno --
(nativa y modificada en distinta extensién) se pasaron, por -
duplicado, por una columna (1 x 7 cm) de Sepharosa 4B~CL-Pro=-
tein A (Pharmacia).

La interaccidn se expresa por comparacién de los --
porcentajes de protefna exclufda con el tampén de equilibrado
y elucién (NazHPO4 0.5 M, pH 7) y proteina retenida (elufda -
con un tampén &cido Gly/HCl 1 M, pH3) por determinacién de la

absorbancia a 280 nm.
3.3. LOCALIZACION DE GRUPOS CARBOXILO,

3.3.1, Obtencidn de Fc,l.

€l producto de la digestién papafnica de la IgG rin
de esencialmente una mezcla de chl y FCY3’ ya que la diges--
tidn enzimdtica transcurre o velocidad muy inferior paro la -
subclase 1gG2 y la IgG4 no se digiere,

Aprovechando la diferencio de afinidad de las sub--

clases por la Protef{na A del S. aureus, 20 mg de la mezcla se



=72%in ~

pasaron a través de la columna mencionada en el apartado 3.2.3.
El primer pico que se obtiene tras la elucidn con el tampén -
NozHPO4 0,5 M, pH 7 corresponde a FcYB. La protefna retenida,
Fcyl, se eluye con el tampén Gly/HC1 1 M, pH3 y se dicliza ip
mediatamente, para evitar la desnaturalizacién proteica, fren

te a una disoluciédn de NH4HCO 0.01 M, para su liofilizacién.,

3
El fragmento Fch as{ obtenido se almacena a -20%C/

hasta su utilizacién,

3.3.2. Modificacidn quimico en condiciones radiactivas.

Se llevd a cabo como se describid en 3.1.6. excepto
que el nucledfilo modificante fue hecho radiactivo por la adi
cién de 1 mCi del ester etflico de 1-14C—glicocola (44,7 —~--
uCi/mmol, NEN), @ una actividad espec{fica final del nucleéfi
lo de 200 uCi/mmol.

La rodioctividad no incorporada fue eliminada por =
diflisis exhaustives frente a NH4HCO3 C,.01 M y las muestras -~
fueron subsecuentemente liofilizadas,

Este tipo de modificacién solamente se reclizé paro
tiempos de reaccién de 1 y S5 minutos.

3.3.3. Reduccidn y alquilacidn.

5 mg de Fch modificodo radiactivamente fueron redu
cidos, en 0.5 ml de un tampén pH 8.0 que contenfa hidrocloru
ro de guanidinio, Tris/HCl1 0,5 M y EDTA 0.002 M, A esta diso-~
lucién se aRadié ditiotreitol a concentracién final 10 mM, se
burbujed con N2 y se dejé estar durante 2 horas a temperatura
ambiente,

Pasado ese tiempo, se aoffadid ICHchNH2 sélida hasta
hacer 25 mM su concentraciédn final., Tras 20 minutos a tempera

tura ambiente y en la oscuridad, la disolucidn se pasé por =-
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una columna (1.5 x 90 cm) de Sephadex G-75 superfino equili=-=
brada con &cido acético 1 M, con objeto de extroer las sales/
y proceder a 1la liofilizacién de las muestras que contenian/

la protefna reducida y alquilada.

3.3.4. Digestidn con tripsina.

Las muestras reducidas y alquiladas se disolvieron/
(5-10 mg/m1) en NH4HCO3 0.1 M, pH 8.2, Se afiadié entonces trip
sina (Merck) a una relacién enzima:sustrato de 1:100,dos ve--
ces con un intesrvalo de 3 horas, Después de 6 horas de incuba
cidn a 372C, las disoluciones fueron inmediatamente corgela--~

das a ~709C y posteriormente liofilizadas.

3.3.5. Purificaciédn de péptidos.

3.3.5.1. Cromatograf{a de_cambio iénico.
3.3.5.1.1. Preparaciédn de la columna,.

Una columna Gilson (0.3 x 25 cm) equipada con cami-
sa de reffigeracién fue rellenada, bajo presién, con 2 gramos
de uno resina esférica (AA-20, Beckman) y mantenido a 552C -~
utilizando un baffo de ogua circulante. Despuds del empaqueta-
miento, la resina fue acondicionada por sucesivos lavados, de
20 -
HCl 3 M, H,0 y Piridino 8 M (252). Finalmente, la columna se/
equilibréd con un tampédn Piridina/4cido acético 0.05 M, pH 1.8,

varios voldmenes de la columna cada uno, con NaOH 3 M, H

Tanto los lavados como el equilibrado de la columna

se reolizaron a presién (400 p.s.i.) y a un flujo de 7 ml/hora,

3.3.5.1.2. Desarrollo de la cromatografia.
Los digeridos tripticos, disueltos en 400 pl del --
tampén de equilibredo, se cargdron en la columna, a presién,/

por medio de un inyector de muestras (Gilson). La cromatogra-
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fia, en las condiciones de presidn y flujo mencionados, se =«
realizd de lc siguiente manera:
- 20 fracciones eiufdas con el tampdn de equilibradn.
- 160 fracciones eluidas con un gradiente combinado de pH y -
fuerza idnica conseguido a base de tres tampones:
Tl: piridina/acético 0.05 M, pH 2.45 (50 ml).
T2: piridina/acético 0.3 M, pH 3,75 (50 x 2 ml).
T3: piridina/acético 1.2 M, pH 5 (50 ml).

que se disponen en un formador de gradientes con cuatro cé-

maras (Figura 13).

T2 T2

N

camara camara
T ™ s
”. a— — - —
- afebiia ol b
camara
1 .
camara
4
- =73

- 20 fracciones elufdas con piridina 2 M.

Todas las fracciones colectadas fueron de 1 ml.
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3.3.5.1.3. Deteccidn de péptidos.

Se realizé mediante una modificacién del ensayo de/
fluorescamina descrito por Nakai (253). 100 pl de cada frac--
cidn se secaron en estufa a 1009C, A continuacidn se afadie--
ron a cada alfcuota 100 ul de NoOH 0.5 M y se hidrolizaron du
rante 45 minutos a 1009C, Después de neutralizar con 100 pl -
ds HCl1 0.5 M, se afadid 1 ml de un tompén H3803 0.25 M/NoOH -
pH 8.5; a continuacién, y con agitacidn vigcrosa en Vortex, -
se affadieron 100 pl de una disolucidén de fluorescomino (Roche)
de 0.3 mg/ml en acetona,

La fluorescencia relativa de las muestras se deter-
miné posteriormente en un espectrofluorémetro Aminco SPF=500/
utilizando 390 y 475 nm como longitudes de onda de excitacién
y de emisién respectivamente.

Para lograr bajos fondos de fluorescencia, la piri-
dina (Merck) que se utilizé estuvo siempre destilada dos ve--
ces sobre ninhidrina (0.025% p/v) y almacenada a 42C bajo Ny«

El perfil rodioctivo de la cromatografia se obtuvo/
contando alfcuotas de 50 o 100 il con 3 ml de Aquasol (NEN) -
en un contador de centelleo l{gquido (Mark I1I, Amersham).

Paralelamente, la localizacidn de péptidos se lleva
@ cabo por cromatograf{a analftica en capa fina., Para ello, -
alfcuotas de 40 ul de cada fracciédn se aplicaron en placas de
celulosa (20 x 20 cm, Merck) a intervalos de 15 mm. Una vez -
secos todas las aplicaciones, las placas se depositaron en cé
maras herméticas saturadas con el tampén de cromatograff{a —---
(butanol:acético:agua:piridina, BAWP, 15:3:12:10) y se dejé -
que ésta tuviera lugar durante 6 horas. La localizacidn de los
péptidos se llevd a cabo por tincidn de la placa, previo lavg
do con acetona, con ninhidrina (0.3% p/v en acetonao) durante/

10 minutos a BO%C. Los péptidos raodiactivos se localizaron =--
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por autoradiograffa sobre pelfculas X~Omot S (Kodak) durante/
10 dfas. E1 revelado se efectud automdticamente en una proce-
sadara de revelado RPY-Omat (Kodak).

Ocasionalmente, mezclas sencillas de péptidos que -
coeluyeron en la cromatograf{a de. cambio idnico se resolvie--
ron por esta técnica (254). Para ello, las muestras se liofi-
lizaron y se redisolvieron en 40 pl de BAWP, A continuacién,/
se aplicaron en bandas de 10 min y se cromatografiaron durante
6 horas. La tincidén se realizé con ninhidrina (0.15% en aceto
na), previa colocaciédn de tiras de pldstico de 8 mm de ancho/
y 20 cm de alto sobre las aplicociones, de forma que sélo que
daban revelados los extremos de las manchas. Los péptidos ra=-
diactivos se visuolizaron por autoradiograffc con exposicién/
de 4 dfas.

Laos manchas radiactivas se marcaron sobre las pla-
cas de celulosa y el drea correspondiente se rascé cuidadosa-
mente con espdtula fina,

La extracciédn de los péptidos se realizé por agita-
cién vigorosa de la celulosa con 100 pl de HCl 6 M (tridesti-
lado) durante 30 minutos y posterior centrifugaciédn a 10000 g
en microfuga (Beckman TMB)., El proceso se repitié tres veces/

recogiendose siempre el sobrenadante,

Se utilizé para la resoluciérn de mezclas complejas/
de péptidos en coantidades preparativas,

Se 1llevé a cabo en un cromatégrafo 1{quido (Waters)
equipado con una columna DU Pont Zorbax C8 (4.6 x 250 mm). Co

mo eluyente se utilizé un sistema tanpédn de acetato aménico =~
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10 mM, pH 6.5 y acetonitrilo, recogiéndose fracciones de 0.5/
ml a un flujo de 1.5 ml/minuto, Se aplicé un gradiente lineal
de acetonitrilo (0O-30%) durante 55 minutos, recogiéndose an--
tes y después de éste 20 fracciones en las condiciones inicig
les y finales,

l 100 pl de cada fraccidn se deseccoron en vicles de -
contaje, se disolvieron en 3 ml de Aquasol y se contaron en -

un contador de centelleo lfquido (Beckman).

3,2,6. Caracterizacién de péptidos radiactivos.

3.3.6.1. Andlisis_de aminoécidos.

Las muestras se hidrolizaron con HCl 5.7 N (Pierce),
que contenfa 0.1% de fenol, durante 24 horas a 1102C en tubos
cerrados a vacfo. Tronscurrido este tiempo, se elimind el éci
do por liofilizacién y las muestras hidrolizadas se disolvie-
ron en el tampdn inicial de corrida del analizador (Durrum --

D-500 o Beckman 121 M),

3.3.6.2, Determinacién de_la secuencia.

Los péptidos radiactivos fueron secuenciados en un/
secuenciador automdtico Beckman, modelo 890 C, en presencia -
de polibreno (255, 256) con un programa de Quadrol O.1 M,

Inicialmente, 3 mg de polibreno disueltos en 100 pl
de cgua se introdujeron en la copa de reaccidn, se secaron y/
a continuacidn se corrié un ciclo completo o "ciclo en blanco",
Tras esto, la muestra se aplicé disuelta en 300 pl de écido -
acético, se secd y se secuencid con el progrema mencionado.

Le Figura 14 muestra un esquema de las reacciones -

quimicas que tienen lugor en la degradacién secuencial,
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Figura 14.- Esquema de las reacciones quimicas que

tienen lugar duronte la degradacién secuenciol,
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3.3.6.2.1. Determinacién de Pths e identificacién de residuos
radioctivos.

Puesto que las anilinotiazolinonas (ATZ) obtenidas/
en los sucesivos ciclos son poco estables, es preferible lle-~
varlas a sequedad sn corriente de N2 y convertirlas en sus --
isémeros estables correspondientes, las feniltiohidantoinas -
(Pths, Figura 14).

La conversidn se efectud por adicién de 200 pl de -
HCl 0.1 M e incubacién a 809C durante 10 minutos (257). Los -
Pths se extraen per dos veces con acetcto de etilo (1 ml) me-
diante agitacién vigorosa en Vortex, La fase orgénica separa-

da se llevé a sequedad con N, v la Pth contenida en ella se -

redisclvid en 20 ul de cceta:o de etilo poara proceder o su ca
racterizacién,

Normalmente se utilizé el 20% de coda Pth para su -
identificacidn y cuantificaciédn en un cromatédgrafo liquido de
alta presidn (wWaters) equipado con una columna de compresiédn/
radial Bondecpack (10 x 0.8 cm)., Después de la inyeccién de la/
muestra, su eluciédn se llevd a cabo con un gradiente lineal -
de acetato sédico 40 mM, pH 5.6 ¥y acetonitrilo 18-37%, moni-
torizdndose su presencia espectrofotometricamente a 254 nm --
por medio de un registrador automético que lleva acoplado un/
integrador (Data Module, Waters),

La identificacidn y cuantificacidén de las muestras/
se reulizé por comparacidén, del tiempo de retencidn y del d4rea
encerrada bajo los picos, con un estondar, No se identificaron
las Pths correspondientes a His y Arg que permanecen en la fa
se 4Qcuosa,

La porcidn restante de cada Pth-aminodcido (80%) -
se desecé bajo N2 en un viol de contaje, se disolvié en 3 ml/

de Aquasol y se conté su radiactividad en un contador de cen~
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telleo liquido (Beckman),

Una estimacidn de la actividad especifico de los re
siduos radiactivos se llevdé 4 cabo a pcrtir de la radiactivi-
dad medida y de la contidad de péptido estimodc a partir del/
rendimiento de sus correspondientes Pths. Ambos parémetros --
fueron extrapolados o su valor en el primer ciclo mediante el
cdlculo previo del rendimiento repetitivo de la degradacidén -

de Edman para el péptido correspondiente, segdn la férmula:

1 o
log R = RN log(;) (258)

donde a y b son laos cantidades detectadas de leos residuos a y

b; Na y N son las posiciones de los residuos a y b.

bEl cédlculo del rendimiento repetitivo de péptidos -
pequefios estd sujeto a un error considerable puesto que éstos
pueden ser barridos de la copa de reaccién en distinte grado/,
en funciédn esencialmente de su composicidn quimica. Por tanto,
es importante notar que la determinocidn de activadades espe-

cificas por este método tiene sélo un valor estimativo.

3.3.7. Andlisis de accesibilidad.

La exposiciédn al solvente de los residuos modifica-

dos se estimé por un ondlisis de accesibilided, a partir de -
v1 (107).

Inicialmente se calculd el centro geométrico, C_, -

las coordenadas atémicos del fragmento Fec

de los dominios CYZ y CYB. A continuacién, se descartaron to-
dos los 4tomos contenidos dentro de una esfera de radio C —Ca,
siendo Ca el carbano alpha de cada residuo modificado. Por -

el contrario, todos los 4tomos incluf{dos en una nueva esfera/
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de 7 X de radio a partir del Ca correspondiente, y no inclui=-
dos en el volumen mencionado anteriormente, fueron tomados en
cuenta.

Para todo ello se utilizé un computador Univac 1100.



4,- RESULTADOS.,
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4.1. AISLAMIENTO, PURIFICACICN Y MODIFICACION QUIMICA DEL FRAG
MENTO Fc.

4,1.1. Obtencién da la IgG humanga.
La Figura 15 muestra el perfil del elufdo de la cro

matografia en DEAE-celulosa del susro humano normal, La zona/

entre lineas de trazos se concentrd y se comprobd su pureza.

A
280nm

S T

1.0
Figura 15

0.8
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Lo Figuro 16 es una inmunoeleciroforesis de la 1gG/
obtenida (pocillo superior) a portir del suero humano normal/
(pocillo inferior) revelada con un antisuero aontiprotefna sé-
ricas totales. Sélo se consideraron puras aquellos preparacio
nes que, como la mostrada, dieron un Ynico arco de precipitao-

¢ciédn

Figura 16

La Figura 17 es un inmunodifusién doble bidimensio-
nal correspondiente a 6 preparaciones distintas de IgG (3 ob-
tenidas a partir de suero y 3 comerciales). E1 antisuero del/
pocillo central es antisuero normal, Por este criterio, se ==
consideraron puras las preparaciones en laos que sélo se apre-

c¢ié una Unice banda de precipitacidn,
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4.1.2, Digestidn enzimética de lag IgG.

La Figura 18 es una inmunoelectroforesis del digeri
do papafnicc de la IgG (pocillo superior) en comparacidn con/
Ig6 nativa (pocillo inferior). Se utilizd un antisuero anti--
I1gG humona. De los tres arcos de precipitocidn el de movili--
dad més rdpida corresponde al Fc y el de mds lenta al Fab, --
producto que también aparece como consecuencia de la diges——-

tidén. E1 intermedic corresponde a IgG.

Digerido
- J

4.1.3. Cromatograt{a en DEAE-Celulosa.

La Figura 19 muestra el perfil del elufdo del dige-
rido papafnico cuando se somete a cromatogrofia de combio ié~-
nico en las condiciones descritas en el apartado 3.1.3.. E1 -
pico DEAE II corresponde fundamentalmente a IgG y a algo de -

Fab. E1 pico DEAE III corresponde al fragmento Fc.

4,1.4. Filtracidn en gel.

La Figura 20 corresponde a la filtracién por Ultro-
gel AcA 54 de la protefna elufda en el pico DEAE III. De los/

dos picos obtenidos, el primero corresponde a IgG resistente/
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a la papaino y que ven{a contaminando al Fc (DEAE III) como un
hombro poco resuleto (DEAE II).

El segundo pico corresponde al fragmento Fc.

A280nm
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'n Figura 20
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4.1.5. Control de pureza,

4.1.5.1. Irmunodifusién_doble_bidimensional.

El fragmento Fc obtenido ha de dar una séla banda -
en inmunodifusién doble bidimensional frente a antisuero huma
no total. En la Figura 21 se puede observar esto siendo ello
evidencia de la pureza de las preparaciones. Como confirmae=--

cién observese la reaccidn cruzada con la IgG de partida.

Figura 21

4.1.5.2,. Inmuncelectroforesis.

En inmuncelectroforesis se observa igualmente un sé
lo arco de precipitacidn frente a antisuero humano total lo -
que es indicativo de pureza. En la Figura 22 se muestran dos/

preparaciones distintas de Fc¢ puras,

Figura 22
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El perfil de elucién de una preparacién de Fc a tra
vés de Sephadex G-200 se muestrd en la Figura 23.Como se ve,
aparece un Ulnico pico, indicativo de pureza,cuyo volidmen de -

elucidn se corresponde con una especie molecular de 53000 Dal

ton (Figura 24),

280nNm
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Figura 24

Representacién de los volldmenes de elucién (Va) de/
las protefnas patrones y del Fc frente al logaritmo
de sus- pesos moleculares.
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— — o m— - — . . ——— —_ - m— — o was a— - — —

de_sDS.

La electroforesis en gel de poliacrilamida (12.5%)/
de las preparaciones de Fc muestran una Unica banda que corres
ponde a una especie molecular de aproximadamente 53000 Dalton
En presencia de agentes reductores esta banda desaparece y -=
aparece otra correspondiente a un peso molecular oparente de/

unos 27000 Dalton (Figura 25},

Peso_Molecular Marcadores
96000 - .- - Fosforilasa a
66000 - -— |- Albumina Bovina
—— e '
43500 ~ - - Ovoalbumina
o
25000 -~ - - Cadena L
12500 - - - Citocromo ¢
i il 11
Figura 25

I.-Preparaciones de FcY sin reducir; Il,-Marcadores;

I111.-Preparaciones de FcY reducido.

4,1.6. Modificacidn gquimica de grupos carboxilo.
La naturalezo de las reacciones quimicas implicodas

en la modificaciédn de grupos carboxilo utilizando carbodiimi-
das solubles en agua (248) puede verse en la Figura 26.
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Figura 26, Reaccidn de modificacién de grupos carboxilo medig

da por carbodiimidas, B=base; XH=nucledfilo.
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La Figura 27 representa el cutso de la reacccidn de
modificacidn de grupos carboxilo en el fragmento Fc, en fun--
cidn del tiempo. En ordenadas puede verse la cantidad de HCl/
1 M affladido durante la primera media hora de reacciédn para --

mantener el pH constante a 4,75,

26 |

moles(:lo") de HC! anadidos

L 1 | I | T
5 10 15 20 25 30
t(min)

. Figura 27
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La Figura 28 es una inmunoelectroforesis de las --
preparaciones del Fc nativo y modificado a distintos tiempos.
El antisuero utilizado fue un suero espec{fico anti-cadenas Y
humanas. Observese la pureza de las preparaciones as{ como el

cambio de movilidad experimentado,

Figura 28

o

Un exhaustivo estudio de las caracter{siticas de 1la

reaccidn seguido as{ como de los detalles estructurales de <=~

los fragmentos modificados ha sido yao descrito (146, 240),
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4.2, ESTUDIO DE FUNCIONES BIOLOGICAS.

4,2,1. Interacciédn con receptores celulares.

4.2,1.1. Aislamiento de_neutrdfilos_humanos.

Las células obtenidas segin se describién en 3.2.1.1.
rinden preparaciones con una poblacién del 90-95% de pureza -
en neutréfilos de acuerdo con su morfologfa tras tincidn con
azul de toluidina. Asimismoa, las preparaciones presentaron ha
bitualmente una viabilidad del 95% medida por exclusidn de --

azul tripano.

4.2,1.2. Formacién de_rosetas.
La siguiente Tabla muestra la capacidad de formg-~-
cidén de rosetas de 1IgG anti-eritrocito con neutrdfilos huma--

nos. Como control se utilize IgG anti-albdmina humana.

% FORMACION DE ROSETAS

Cone x 106 (a) 1gG=aE 19G-0A

6.8 10(*3) 3(1)

13.6 28(#s) 2(h)

23.3 50(5) o 2(h)

. 35.5 (b) 75(*4) 3(*1)
46.0 97(3s5) 2(1)

67.0 2(*1)

94.0 ‘ 2(%*0)

(a) Micromoles de protefna utilizados para sensibili
zar 1 ml de eritrocitos al 0.5%.
(b) Dosis utilizada para los experimentos de inhibi-

cidn,
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4,2.1.3, Inhibicién_de la_formacidn_de rosetas.

Lo Figura 29 muestra el comportamiento del Fc nati-
vo y modificado a distintos tiempos en lo que respecta a su =
capacidad de inhibir lo formacién de rosetas.

Como puede verse, en presencia de Fc¢ nativo y Fc=-1"!

6-.1.0'.5 M el némero

y en un intervalo de concentraciones de 10”
de rosetas disminuyé apreciablemente en una forma dosis-depen
diente., E1 50% de inhibicién correspondié, en ambos casos a -
una concentracidén de 3 x 10"6 M. Fc-10' y Fc=30' redujeron al
20%, oproximadaomente, el ndmero de rosetas sin evidencia de -
dependencia con la dosis. Este valor fue tomado como fondo de
actividad. Fc-5' sélo mostrd alguna actividad residucl a con-
centraciones tan elevadas como 10-4 M,

La parte inferior de la figura muestra los tantos =
por ciento de inhibicién a la concentracién intermedia de -~

107° M,

4.,2,2, Interaccidn con el factor reumatoide.

Lta eleccidén de la dosis subaglutinante de IgG se rea
1izé a simple vista, La dosis utilizoda fue de 50 x 10-6 umoles/

ml de eritrocitos al 1,6%.

La Figura 30 muestra la aglutinacidn, de eritrocitos
sensibilizados, por factor reumatoide segidn diluciones seria-
dos de éste. En la figura que se muestra el t{tulo lo determi
na la dilucién del suero en el tubo 8 (1/5120). A y B son los

dos controles descritos en 3.2.2.4,

Figura 30
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Figura 29.- Comportomiento del Fc nativo y modificado a distintos
tiempos en la inhibicidn de la formacidn de rosetas.
En la parte inferior se detalla esto a una cocentra--
cién intermedia (10-5 M).
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4,2,2.2. £nn1gx£12n_dg la_ aglgtlngclog.

Por debcjo de concentraciones 10 M no se observé/
diferencia alguna de comportamiento entre la proteina nativa/
y la modificada en diferente extensidn (datos no mostrados).-
Por encima de esta concentracién se cbservé una gradual inca-
pacidad para inhibir la aglutinacién segin aumento el tiempo/
de modificacién. La Figura 31 muestra ésto graficamente. En -
la fotografia superior la concentracién de proteina es, en to
dos los casos, 10-5 M. En la inferior 5 veces superior. C es/
el tubo control cuya aglutinacidn se trata de inhibir. Ay B

son los controles ya mencionados,

Figura 31

C0000C0C

Fc-1 Fc- Fc-10"  Fe- 30
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4.2:3. Interaccidn con la Proteina A del S. aureus.

La Figura 32 muestru la diferencia de interaccidn,-
entre la proteinc nativa y las modificadas, con lao Proteina A
del S. aureus. Como puede verse, sélo a 30 minutos de modifi-
cacién, cuando la protefna ha sufrido importantes cambios con
formacionoles (146, 240), se observa una diferencia de compor
tamiento. Los porcentajes se refieren a la cantidad de protei
na eluide con el tompdn Gly/HCl pH 3 respecto a la cantidad -

de proteina total cargada en la columna,
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Figura 32,
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4.3. LOCALIZACION DE GRUPOS CARBOXILO.

4.3,1. Obtencidn de Fc,l.

Ya que las técnicas que posteriormente se iban a ==

utilizar requerian una extremada homogeneidad en cuanto a la/
especie molecular, se procedid o la separacidédn del FcY3 de la
preparacidn de Fc purificado o partir del digerido de IgG que
como se ha mencionado consiste en una mezcla de chl y Fc73.
La Figura 33 muestra el perfil caracteristico del -
eluido de una columna de Sepharosa~4B-CL~Protef{na A cuando a/
través de ella se pasa una mezcla de Fch y FCY3' El segundo
pico, Fch, es el que se recoge y almacena para su uso, El ==
perfil observado se corresponde con la relacidn cuantitativa/
existente entre las subclases 1 y 3 presentes en cualquier -

muestra de un pool de IgG.

A280nm T
1.0
Figura 33
0.5
o G%HCH |
10 s0 30 fraccion
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4,3,2, Modificacidn quimica radiactiva de grupos carboxilo.

Ya que las pérdidas drdsticas de funcionalidad se -
observaron entre 1 y 5 minutos de modificacidn, sélo se proce
didé o la modificacidn radiactiva durante estos tiempos, Si==-
guiendo ésta un potrdn de titulacidn similar al obtenido bajo
condiciones no radiactivas (ver Figura 27).

La actividad especlfica, por cadena, resultd ser de
730 uCi/mmol para el Foyl-1' y 1570uCi/mmol para el FcYI-S'./
La relacién entre ombas actividades fue 2.15, valor éste que/
se correlaciona con la relocidn de residuos de glicina incor-

porades a los tiempos de modificacidn mencionados (146).

4.3,3., Purificacién de péptidos.

La Figura 34a muestra el perfil cromatogrdfico de/
un digerido triptico correspondiente al Fch modificado quimi
camente. Los mapas peptidicos para el Fch—l' y para el Fch—S'
fueron idénticos. Esto puede reflejar el hecho de que la modi
ficaciédn de los grupos carboxilo no afecta el comportamiento/
cromatogréficos de los pdptidos en el sistema particular des-
crito en 3.3.5.1.2.. Una solucidn alternativa seria pensar --
que los mismos grupos se han modificado a ambos tiempos de --
recccidn.

El perfil de péptidos radiactivos, Figura 34b, apo-
ya esta ltima hipdtesis ya que para ambos tiempos de modifi-
cacién se observaron ocho picos radiactivos. Como puede obser
varse, la cantidad de radiactividad incorporada aumenté con -
el tiempo de modificocidn. Una excepcidn a ello la constitu--

yen los péptidos T6 y T7.
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correspondiente al Fch modificado quimicomente,
(b) Pertfil de péptidos radiactivos.
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La crematogrofic l{quida en capo fina mostré (datos
no presentados) que el pico excluido Tl de la cromatografia -
de combio de ién contenfa cinco péptidos radiactivos, tanto -
en el digerido procedente de chl—l’ como de Fch-S'. Esta --
mezcla fue resuelta por cramatografia liquida de alta presidn.

La Figura 35 muestra el perfil radiactivo del eluf-
do de la columna Zorbax C8 cugndo a través de ella se pasé el
pico Tl procedente del digerido triptico de Fch-S'. Puede ob

servarse la presencia de siete picos radiactivos.
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4.,3.4, Caracterizaciédn de péptidos radiactivos.
4.3.4.1, Andlisis de aminobcidos.

Lo Tabla 3 muestra la composicidn de aminodcidos -
de los péptidos radiactivos obtenidos a partir de los picos -
de las Figuras 34 y 35, correpondientes a 5 minutos de modifi
caciédn.

El incremento en los valores de glicocola es debido
a la incorporacidn de este amino 4cido como consecuencia de -
la reaccidn de modificacién con glicocola-~etil-ester. Este in
cremento proporciona una medida cuantitativa de la extensién/
de la modificaciédn de cada péptido de forma que en aquellos -
péptidos que hayan sido modificados en un sélo residuo el in-
cremento molar de glicocola puede correlacionarse directamen-
te con la extensidn de la modificacidn de ese residuo. -

Como puede apreciarse, los péptidos Tl-1 y T1l-2 pro
cedentes de la cromotogrofia 1liquida (Figura 35) presentan ---
igual composiciédn de aminodcidos. Lo mismo sucede con Tl-4 y
Tl-7 y con T1-3 y T2,

Esta se realizd con objeto de confirmor la identi--
dad de los péptidos caracterizados por andlisis de aminodci-
dos y para determinar el ndimero y posicidén de los residuos mo
dificados asi como la extensién de su modificacién.

La Figura 36 muestra el cromotograma perteneciente
a un estandar que contiene O.5 nmoles de la Pth de cada aming
dcido especificado. A partir de los tiempos de retencidn sefig
lados fue posible, por comparacién, caracterizar cada residuo
particular.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4

La identidad de los péptidos contenidos en Tl-1 y Tl1-2 as{ co



*D10002T76 DT ®p OOTYI}O
-= 48358 [® UOCD UQTIDDOTJIpOoW DI SpJ} ATO ep DpoJOdJodUT PDOPTIUDD DT UBANTIUT ATH 8p S8JOTDA
s0 (p) °*@jusWDATIDEdSES ZEE~-TLE A ylg-96e soptidad sor ubiuajuod £ upToDTIUSBNOes Jyod sOpDD
Mmﬂucmnﬁ uoJsend ‘JoutwJseisp opnd 8§ ou 9-T11 A g~11 5opTrided sor @p SOpPTOpOUTWD 8p u9IsTsod
woos o {o) *ejuswonrjoedsss uro A usy ep sOT usAnioul n1o A dsy ep SedoIpA so7 (q) °oTouend
~~25 8p SISTTDUD SO ©p SOPDATJSP SBJOIDA SO UDDIPUT BS STSPIURJIDD UJ *Tow Jod SONPISed use

A

SOpDP UD3}S3d SBJOTDA SO07 *,G-17"2d4 ®p SOATIODIPDJ sopT3dpd SOT ep SOPTODOUTWD &P UOTOTSOdWo) -'E DIGDY
OZE~BTE PIP-O1b O9E-9SE SGZ-6P2 PEE-LZE 6VE-SKPE Opb-Obv Z6E-12E L2-95Z 9vv-Obb 6PE-SVE TOE-€62 TOE-E62 sU ONPIsey
(1)8°0 ’ (o't  (1)o'r Guy
(1) duay
(1)t'r (1)6°0 (1)0°% (1)6°0 (1) (1) s
(1) STH
. (1) oyd
(1)o't {1)6°0 (e) (1)6'0 (2)oz (e)6't 4AL
; (1)o°1 (v)o't (1)r°1 (z)0'2 (z)o'z neq
8 (1)er0 (1)6%0 (1) 11
v {(1)6'0 (1)2'0 Ion
(t1)s*o0 (0)vy'0 (O)v'0 (1)o't (1) (9) {(1)8°'0 oA
. {1) 115}
(2)8'0 (1) oty
(o)r't (0o)s'o (1)6'0 (0)8'0 (O)p'O (0O)o'1 (1)1°e (2) {1)6°1 (0)o't (O)E"'T (O)1°1 Auvaﬁw
(1)o*'t " (1)1*'1  (2) {2) (1)6'0 (1)O0'1 oud
(t)o'r (0o)ero (z)r°e (0)ero (1)etv (e)o'e (v) (€) (o)ero  (1)6't  (€)8*2z (€)8'2 ?::8
(o)r'o (1)o°t (O)E‘O (e)ve  (2) (1) (E)v e (o)ero (T)T°T (1)6'0 Jes
(o't ('t (V)o°t {2) (o)o'r  (1)6°0 Tyl
{o)p’0 (1)6°0 (O)r'o (O)2'1 {o)ero  (0)ero  (v) (2) (o)e‘o ('t (O)1-y Aavamq

21 91 sl vi €1 el ST (5)97TL (5)STL peTL E-T4 -1l -1 OpPTIpOUTUY



~106

-1 A3

skq

00’1

Il
oyqg

8 -
W
< ” o
diy oid %
o
teA

Hld ®Pe2 8p sejowu 4°Q
91dH 30 dYONVYLS3

9c winbig

€8'9

1K)

< Y8y

€t

w Eﬁvw

»
Aip UL

usy

9e'Z

[.1: B

orL

b

$6°0

dsy

u013334u}



H»Uu Tep JT34pd D SOPTUBIQO SOATIOIDIPDJ SOPT3ded SOT ep DIDSUBNses ep SISTIPUY =-'p DIQD]
(ovv)Ato A[0-0ug~405-No-185-TeT-u0s L-TL A p=1L -
ovy ovy
(€1r)dsv SKA-T5v-Tor-JuL-net oL
(28€)n19 h viv (e} 4
'{9¢€)dsy mjiﬁucm?cwqu:G..o..a-SwLGncm?,_om..iw..a.;uﬂoa3>..c2nm: Sy~495-0ud-JAL1~eUd-A 19 9-11
z6€ * 1L€
(9s€)n19 $A3-341-3 o yczuiw.:ma Gl
09€ 96t
(svE)NTO , 4 Tdo>..5w-o._a..3@ 2L £ e-1L
6bE ShE
< ‘.I N PO —
— (ggE)n1O sX3- w 1I~0Jg-01v=0Jdgd-ne~p1y £1
pEE LZE
(s1€)N1 sAq-2X1~ *w ol A L.
oze g81E
(e62)n1o m._qn._x._.o..&-..omuc...?..N.TSoncGu:ww. 2-ul £ 1-u
10€ £
Ammmv:.ﬁw m>.._l.~d>lc.n0.uo...&lnm<l .nICLomlAU>lnm<lﬁa>l~0>l.~o>l N JYLle TDA=NTO~0dd=-uyy] c-11
vie * 952
(6ve)dsvy Buy-J85-071- ﬁnm sy vl
cs2 mqm
SOQVOIATAOW SONAIS3Y VION3INDIS 0aIld3d

(292) J4od A ubwyoH Jod ejuswoLTIA

-=-54d D3TJUOS®P DY UOD OPUBNOD @p DIS® O-T1 ovﬁucwaqu pupd pisendoud pbiduenses n7
*O1dH Jod 23UBWD3O8JLTP SOPDOTJTIUSPT SONPISES SO UDDTPUT SDYIBT4 SDY‘OpPOOT4Tpow




-108-~

mo la de Tl=-4 y T1-7 confirma, junto con los datos de la com-
posicién de aminodcidos, la existencia de cinco péptidos en/
el pico exclufdo T1,

Se confirmé, asimismo, la identidad de los péptidos/
presentes en T1=-3 y T2,

El pico T7a contenia principalmente un péptido no -
radiactivo que abarcaba los residuos 275-288., Lo radicctivi--
dad de este pico era debida a la coelucidn de pequefias canti-
dades del péptido presente en T7.

Por tanto, se obtuvieron 10 péptidos radiactivos a/
partir del Fch modificado tanto a 1 como a S minutos. Estos/
diez péptidos contenfan 13 residuos modificados distribuidos/
de la siguiente manera: 6 en el dominio CY2: Asp 249, Glu 258,
Glu 269, Glu 293, Glu 318 y Glu 333 y 7 en el dominio CY3: -
Glu 345, Glu 356, Asp 376, Glu 380, Glu 382, Asp 413 y el re-
siduo COOH-termianl de la molécula, Gly 446,

4,3.4.2,1. Cuantificacién del marcaje.

Ya que los mismos residuos resultaron modificados a
1y S minutos de reaccidn, era 18gico suponer que los efectos
tan drdsticos observados sobre la funcionalidad entre ambos -
periodos de tiempo (146 y apartado 4.2.1.3.) eran debidos a =
una diferencia meramente cuantitativa de la extensidn de su =~
marcaje,

La actividad especifica de los residuos marcados, =

después de 1 y 5 minutos, determinada segin se describié en
3.3.6.2.2. se-muestra en la Tabla 5. »

Se pueden distinguir dos tipos de residuos: (a) Aque
llos cuyo marcaje no aumenta con el tiempo de modificacién y/
que son: Glu 269, Glu 318 en Cy2 y Asp 413 en Cy3; (b) Aque--

1los que presentan un aumento significativo en su actividad -



-109-"

especifica entre 1 y 5 minutos, Son: Asp 249, Glu 258, Glu --
293 y Glu 333 en el cY2; Glu 345, Glu 356, Asp 376, Glu 380,/
Glu 382 y el residuo COOH-terminal Gly 446 en CYB'

La actividad espec{fica total estimada por suma de/
las actividodes especificas de los residuos individuales, To=-
bla 5, parc cada proteina, resulté ser el 46 y el 45% respecti
vamente de la calculada a partir del Fch modificado a 1 y 5/
minutos (apartado 4.3.2.). Sin embargo, la relacidn de activi
dades especificas a esos tiempos, estimada por ambos métodos/

es practicamente la misma, 2.1.

Actividad especifica Incremento
Residuos S (uCi/mmol) relativo
modificados 1 minuto 5 minutos 55/51
Asp 249 11 32 2.9
Glu 258 17 : 34 2.0
Glu 269 52 56 1.1
Glu 293 40 92 2.3
Glu 318 53 66 1.2
Glu 333 3 10 3.3.
Glu 345 13 65 5.0
Glu 356 16 36 2.3
Asp 376 14 43 3.1
Glu 380 20 45 2.3
Glu 382 14 27 1.9
Asp 413 47 51 1,1
Gly 446 38 120 3.2
TOTAL 338 712 2.1

Tabla 5
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4.3,5. Andlisis de accesibilidad.

Estos andlisis se realizaron con el objeto, si no =
tanto de confirmar la exposicidn al solvente de algin residuo,
si{ o0l menos con lao idea de poder descartar alguno de ellos. =
Yo que la interpretacién de los datos es problemdticq al te--
ner que recurrir a la representacién en un planoc de unas coor
denadas espacicles, los datos obtenidos no se tomaron nunca/
como excluyentes sino que se utilizaron, y no en todos los cg
sos, a titulo de mencién de la confirmacidén de clédn dato ex-
perimental conocido,

La Figura 37 muestra dos ejemplos opuestos que son/
representativos de lo anteriormente mencionado. Asp 249 no --
presenta al exterior de su Ca ningdn &tomo de su cadena late-
ral, Sin emborgo, Glu 269, uno de los residuos que se modifi-
ca extensivamente a 1 minuto de reaccidn, presenta su cadena/
completa sin tener dtomos adyacentes y por tanto muy accesi--
ble al solvente. La representacidn es a escala (IZ - 1l cm) y/
como se describid en 3.,3.7. el radio de la esfera considerada

a partir del Ca correspondiente es de 73.
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La IgG obtenida por cromatografic en OEAE~-celulosa/
resultd pura en base a los criterios utilizados.

La accién de la papaina sobre la IgG permite obte=~-
ner el fragmento Fc tras cromatografia en DEAE-celulosa y fil
tracidén en gel. La presencia de una banda a un peso molecular
de aproximadamente 50000 Dalton, en geles de poliacrilomida -
presencia de SDS, banda que aparece en la zona de 25000 Dal--
ton cuando la muestra es reducidqg as{ como su comportamiento/
en inmunodifusidn e inmunoelectroforesis confirman como F¢ la
especie molecular purificada,

La modificacidn quimica se realizd en condiciones =
tales que el proceso resultara altomente selectivo y no se =--
produjeran reacciones secundarias, en Tyr e Hys, detectables/
por andlisis de amino dcidos (146). La cindtica observada fue
semejante a la obtenida previamente (146) y practicamente ---
idéntica a la descrita originalmente por Hbare y Koshland ===
(249) para compuestos carboxflicos libres en solucién,. Asimis
mo, las condiciones de modificaciédn se escogieron para evitar
cambios conformacionales notables a tiempos pequefios de reac-
cién (146).

La moditicocidn quimica radiactiva realizada a 1 y/
5 minutos de reaccidn exhibié una cinética andloga a la des--
crita para condiciones no radiactivas. De las 12 cadenas late
rales 4cidas modificadas, 9 correspondieron a residuos de Glu,
Esto se debe, probablemente, a la mayor longitud de las cade-
nas laterales de este ominodcido con respecto a las de Asp,/
lo que resulta en una mayor accesibilidad de sus grupos carbo
xile (259).

Al evaluar la contribucién espec{fica de cada grupo
modificado a la pérdida de capacidad anticomplementoria o de/

unidn a receptores celulares es importante tener en cuenta la
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extensién de la modificacidn de cada cadena lateral al tiempo
en que no se observa alteracidn funcional (1 minuto) y al ---
tiempo en que la funcionalidad es obolida drésticomente (5 mi
nutos). Esto es totalmente necesario ya que el nimero de resi
duos modificados a esos tiempos de reaccidn es, como se ha --
mencionado, el mismo.

Los andlisis de ominodcidos de las protefnas modi-
ficadas mostraban que el incremento molar de Gly, por cadena/
de Fc, era 3 a 1 minuto de modificacidn y 7.6 a 5 minutos ==~
{(146). Ya que en ambos casos el nlmero de residuos modifica=--
dos es 13, eso significa que la extensiédn media de lo modifi-
cacidn por residuo es 23 y 59% respectivamente. Obviamente, -
no todos los grupos se modifican en la misma extensidn ya que
su reactividad no tiene por qué ser la misma, ademds de no =--
serlo su accesibilidad, Sin embargo, lao cuantificaciédn del --
porcentaje de modificacidn de cada residuo es problemdtico ya
que la actividad especifica de los grupos marcados parece sub
estimar la extensidn de la modificaciédn. As{, mientras que 1la
Y1 modificado es 730 uci/

mmol para 1 minuto y 1570 uCi/mmol pora 5 minutos, estos valo

actividad espec{fica por cadena de Fc

res se ven reducidos a 338 y 712 (Tabla S) cuando se suma la/
actividaod espec{fico de cada residuo particular, Es decir, s
ta segunda valoraciédn subestima los datos en aproximadomente/
un SO%.

No se ha encontrado explicacidn convincente para es
to discrepancia de valores yo que una pérdida de marca como -~
consecuencia de la deamidocién producida durante la secuencig
cién parece ser un hecho improbable.

Sin embargo, hay que tener presente que la estima--
cién de los rendimientos repetitivos para péptidos de pequefio

tamaffio es 1o suficientemente inexacta como para producir un -
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error significativo en lc valoracidn de las actividades espe-
c{ficas individuales que, logicomente, afectaran a sus volo--
res absolutos., Este error no debe afectar a los valores del -~
incremento relativo de captacidn de radiactividad entre 1 y 5
minutos ya que el procedimiento seguido y los cdlculos reoli-
zados para un residuo dcdo fueron idénticos para ambos tiem--
pos de reacciédn. Esto queda confirmado por el hecho de que el
incremento relativo total entre ambos perfodos de modifica-i~
¢idén, calculado a partir de la contribucién de cada residuo,/
2.1, es idédntico al encontrado por estimacidén de la radiacti-
vidad incorporoda tras la modificacidn y muy semejante al va-
lor obtenido a portir del ndmero de Gly incorporadas después/
de cada tiempo de modificecidn, 2.4. Lo pequedia desviaciédn --
respecto al valor obtenido en los casos anteriores puede ex-—=
plicarse si se tiene en cuenta el error siempre inherente al/
cdlcule de Gly a partir de andlisis de aminodcido.

En consecuencia, los valores de S obtenidos no se -
pueden tomar formalmente como una medida de la extensién de -
la modificacidn, De ah{ que, siempre que proceda, se haré men
cidn al incremento relativo de la actividad espec{fica parti-
cular, ya que va a ser este pardémetro el que va a correlacio-
nar con la pérdida de funcionalidad observada.

De los 13 residuos modificados, 6 estdn localizados
en el dominio CH2 puesto que esta regidn es la que Une el Clg
es probable que la modificacidn de sus residuos dcidos es di-
rectamente responsable de la pérdida de capacidad anticomple-
mentaria,

Glu 269 y Glu 318 no aumentan la extensién de su mo
dificacién después de 1 minuto de reaccién (Tabla 5), Esto su
giere que ambos grupos han reaccionado en su totalidod en 1 -

minuto. Ya que o este tiempo no se observa unc alteracién fun
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cional significativae se debe concluir que o bien las cadenas/
laterales de ambos residuos no estdn implicodos en lo capaci-
dad de acctivacidn del complemento o que su modificaciédn no es
suficiente para abolir tol capacidad,

Glu 333 no se marca apreciablemente incluso después
de 5 minutos de reaccién. Este hecho queda confirmado por el/
bajo incremento de Gly observado en el péptido T3 (Tabla 3) -
con respecto a la mayorf{a de los otros péptidos. Los andlisis
de accesibilidad realizados muestran que aunque su cadena la-
teral estd expuesta al solvente, es muy probable que su grupo
carboxilo esté formando un par iédnico con la Lys 320 (107).Por
tanto es poco probable que este residuo esté involucrado en -
la activaciédn del complemento. ,

Lo cadena lateral del residuo Asp 249 estd relativa
mente oculta a juzgar por nuestros andlisis de accesibilidad,.
Ademds, estd muy préxima al grupo guanidinio de la Arg 255 =--
con la que probablemente esté formando un enlace iédnico (107).
De esta manera, aunque la radiactividad incorporoda aumente -
significativamente entre 1 y 5 minutos, su participacidn en -
la activacién de complemento parece improbable.

Tanto Glu 258 como Glu 293 aumentan la extensidn de
su modificaciédn entre 1 y 5 minutos de reaccidn. Sus cadenas/
latercles estdn expuestas al solvente. Glu 258 estd préximo -
al azdcar formando, probablemente, un puente de hidrégeno con
un residuo de galactosa (107). La cadena lateral del Glu 293/
emerge de lu superficie de la molécula. Parece, por tanto, pro
bable que lo modificacién de uno o de los dos residuos puede/
ser responsable de la inactivacién funcional del dominio CY2/
después de la modificacidn de sus cadenas laterales 4cidas, -
Sin embargo, hoy que tener en cuenta que esta modificacidn se

suma o la antes mencionada de Glu 269 y Glu 318, As{, es posi
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ble que la inactivaciédn funcional sea el resultado de una can-
celacidn acumulativa de cargas negativas mds que a la modifica
cién de un solo grupo.

Glu 258 y Glu 293 estdn en la cara C del dominio CYZ
(107, 114). Glu 269 estd en el recodo que une la segundo banda
8 de la cara C con la primera banda de la capao 2, pero muy pré
ximo a aquella. De esta manera es probable que algin érea de -
esta cora C pueda estaor primariamente. inveolucrada en lo activa
cién de complemento.a trovés de contactos que comprometan el -
establecimiento de enlaces salinos,

La participaciédn de enlaces hidrofdbicos, ademds de/
las interacciones de carga, en la activaciédn del complemento -
ha sido ya mencionada (138, 141, 142, 143, 147, 148). Es proba
ble que su papel sea estabilizar los puentes salinos por exclu
sién del solvente. Presumiblemente este segundo paso permiti--
rfa 1o activaciédn del Clq.

El érea precisa del C_,2 o la que se une el Clg estd,

como ya se menciond, aldn en dud:. El &rea sugerida por Burton/
y col, (132) incluye los residuos Glu 318 y Glu 333 que como -
se ha discutido anteriormente parecen no jugar un papel funcio
nal significativo en nuestro sistema experimentsl. Sin embargo,
el resf{duo Glu 293 estd inclufido en el segmento descrito por -
Brunhouse y Cebra (131) como involucrado en lao unidén del Clq./
Ya que en la interaccién entre macromoléculas suelen partici--
par &reas relotivomente distontes unas de otras, parece ocioso
el atribuir a un residuo o g un segmento corto la propiedad de
sitio efector., M4s 18gico parece pensar que una de las dreas /
comprometidas sea una que rodee al Glu 293,

La uniédn del 2, S-diaminotolueno, un inhibidor del -~
Clq, al segmento del CY2 que abarca Ser 326 a Leu 326 (Sutton,

comunicaciédn personal) sugiere que este 4rea, correspondiente/
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al asa de la banda B sugerida por Burton y col. (132) puede =-
ser importante. Glu 269 estd cerco de ella de forma que, aunque
su sola modificaciédn no induce inactivaciédn funcional, puede -
contribuir a la unidén del Clq.

Es conocido que la unidn de la Protefna A al Fc no -
inhibe la activacién de complemento (214), Se sabe tombién de/
la capacidod del Fch para medicr tal activacidn mientras que/
la 1gG4 correspondiente es incapaz de interoccionar con Cl, =~
probablemente debido a su conformacién en "T" . (89).

Estos dotos, sumados o la reconocida incapacidad de/
moléculas mutantes carentes de la regién gozne parao unir Cl y/
activar 1a vio clésica del complemento sugieren que la interac
cidn Fc-Clg debe tener lugor en las partes mds méviles del do-

minio CY2 que estdn situadas en su zona NHz-terminal (107,102).
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A juzgar por el patrén de comportamiento observado/
en la Figura 32 la reaccidn de lo Proteina A del S, aureus --
con el fragmento Fc parece ser independiente de la modifica=-~
cidn de grupos carboxile. Asimismo, la interaccidn parece no/
requerir un elevado grado de integridad conformacionol ya que
adn a 10 minutos de reaccidn la interaccidn observada es ~-=
igual a la mostrada por la protefna nativa.

Esta segunda apreciacidn se basa en las variaciones
detectadas en los espectros de dicroismo circular a tiempos -
superiores a 5 minutes de reacciédn (146)., En ellos se observo
una disminucidn en las bandas a 225 nm, g 291 nm correspon---
diente a Trp y en la zona entre 250 y 270 nm osignada esen---
cialmente a Tyr (260). Puede también apreciaorse una pérdida -
de estructura fina en esta regidn., En conjunto resulto un es-
pectro semejante ol que produce la suma de los espectros de -
CY2 més CY3 que como se sabe no reproduce totalmente el espec
tro del Fc nativo, sobre todo en la regién 220-240 nm (77).

Las dos sugerencios mencionadas son totalmente com-
patibles con los datos de cristalograffa de rayos X (107) en/
l10s que se muestrc que el fragmento B de lao Protefna A, su --
frogmento activo, se une a la zona de cohtacto CY2-CY3 involu
crondo residuos de ombos dominios. A lo estabilidad del unico
contacto que presumiblemente tiene lugar en condiciones fisio
ildgicus contribuyen solamente cuatro puentes de hidrégeno: ==
Ser 254~-Gln 128, Asn 434-Asn 130, Leu 432-Tyr 133, Gln 3ll=--
Asn 147, Como puede observarse no hay participacidn de ningidn
residuo &cido; de ah{ que la modificaciédn quimica realizada -~
no altere el comportomiento funcional del fragmento Fc.

Es probable, ademds, que debido al pequefio tamafio -
del contacto (579 Xz de &rea accesible recubierta en el Fc, =

107) &ste sea independiente de los cambios conformacionales -
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que hayan tenido lugar como consecuencia de la modificacién,

E1l hecho de que residuos tales como Asp 376 y Glu =
380, que participan en la estabilizacién de la zona de contac
to CY2-CY3 (107), hayan resultados modificados es una prueba -
adicional de que la reaccidn con la Protefna A no involucra -
la participacién de los restos 4cidos del Fec y es relativamen
te independiente de la conformacién nativa,

La pequeffa variacién observada a 30 minutos de reac
cidn, apenas un 25% de disminuciédn en lo capacidad de inter-
accidn, podrfa tener ‘dos explicaciones: que fuera una conse=-
cuencia de los extensos cambios conformacionales observados a
este tiempo de modificacién o que a este tiempo se hubieran -
modificado los residuos Asp 415 y/o Glu 430 que son recubier-
tos por el Fragmento B durante la formacidén del contacto y ==
que podrion de alguna forma alterar poco significativamente -
el entorno necesario para aquel, Esta dltimo parece poco pro-
bable debida al carécter esencialmente hidrofébico del contac
to 1.

La investigacidn de la interaccidn entre factores -
reumatoides generales e 1gG humana ha estado siempre complica
da por la presencia de anticuerpos heterdlogos y anticuerpos/
anti~alotipo dentro de la poblacién de los factores reumatoi-
des,

Este problema podria soslayarse, en cierta manera,/
si se utilizara como anticuerpo sensibilizante una IgG de una
especie filogeneticamente préxima a la humana (por ejemplo, -
babufno, 233). E1 hecho de que en nuestro ensayo se haya uti-
lizado anticuerpo IgG de conejo no invalida nuestro sistema -

experimental ya que la contribuciédn de los anticuerpos antia-
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lotipo y heterélogos a la aglutinacidn de los eritrocitos sen
sibilizados no excede nunca del 1% (t{ftulo 1/32 de un suero -
normal frente a 1/10480 de nuestro suero patoldgico),

Lo que si continda haciendo problemdtica cualquier/
interpretacién de la reaccidn del facter reumatoide es la di-
versidad de especificidades presentes en su poblaciédn. El he-
cho experimental de una disminucidn progresiva en la capacidad
de inhibir la aglutinaciédn por parte del fragmento Fc de la -
IgG humana modificado a distintos tiempos no es, por tanto, =~
facilmente interpretable,

Este comportamiento funcional observado podr{a ser/
consecuencia de tres hechos: o) De un progresivo aumento del/
nimero de restos modificados; b) De una progresiva cancela=<+=-
cién de la carga de ciertos residuos particulares; c) De cam-
bios conformacionoles asociados a la modificaciédn., La distin-
cién, con nuestros daotos, es imposible aunque presumiblemente
el comportamiento funcional vendria marcado por la suma de =--
los tres efectos. E1 que exista una frecuente contribuciédn de
la cdrga 6 la constitucidén de determinantes antigénicos supo-
ne que la perturbaciédn de &sta puede alterar la estructura de
dichos determinantes en muchos casos y en consecuencia la aofi
nidad de los correspondientes anticuerpos, En cualquier caso,
la multiplicidad de determinantes que interaccionan con el ==
factor reumatoide y el desconocimiento de su localizaciédmn mo-
lecular hacen que nuestros datos no permitan establecer una -
correlacidn entre la estructura y la funcidn de este sistema.

Una posterior investigociédn utilizando foctores reu
matoides monoclonales de diversas especificidades podr{ia con-
tribuir a uno localizacidn mds precisa de los diversos deter-—
minantes antigénicos del Fc implicaodos en la reaccidn com el/

factor reumatoide,
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La modificacién quimica de los grupos écidos del —--
fragmento Fc suprime casi totalmente la copacidad de unién a/
receptores celulares de neutréfilos ya a los 5 minutos de mo-
dificacidn.

Como se ha comentado en la Introduccién, los estu--
dios realizados utilizando dominios aislados sélo han conduci
do a una discrepancia de interpretcociones acerca de la locoli
zacién topogréfica del centro efector (179-182). Sin embaorgo,
lo neceisdad de una estructura cuaternaria intactec en la por-
cidn Fc parece la proposicién mejor sustentada (102, 201).

Uno de los datos mds convincente a este respecto rg
dica en el hecho de que tanto la IgG como el Fc reducidos son
incapaces de inhibir la formacién de rosetas en un ensayo com
parable al realizado en nuestro estudio (201, 250). Aunque en
ambos casos no se detectan cambios conformacionales por di---—
croismo circular, porece probable que la rotura de los enla--
ces disulfuro en la regidn gozne conduzca a alteraciones en -
las relaciones cuaternarias entre los dominios del F¢ al in--
crementarse la flexibilidad segmental en torno a la regién in
ter Cy2-CY3 {80).

El hecho de que la modificacién de mds del 60% de -
los grupos amino de la IgG de conejo, accesibles al TNBS,no =
interfiera con la caopoacidad de formacién de rosetas (250), pa
rece descartar de alguna manera la participaciédn de estos gru
pos, especiaclmente si se tiene en cuenta gque no se han detec-
tado cambio$s conformacionoles por dicroismo circular, En es~-
tos mismos estudios, la modificacién de grupos carboxilo indu
ce un ligero cambio en el espectro que afecta a la banda de =~
225 nm., E1 mismo resultado se observa en nuestro estudio con/
el Fc humano (146), La interpretaciédn de este cambio es dif{-

cil, Se ha sugerido que puede estar relacionado con la confor
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macidén de la regidn inter CY2—CY3. pero lc idea se agpoya Uni-
camente en el hecho de que dicha banda no se regenera por la/
suma de los espectros de dicroismo circular de CY2 y CY3 ais~
lados (77, 261}, En cualquier caso ha de dejarse abierta la -
posibilidad de que la inactivacidén funcional observada en ---
nuestro sistema sea, al menos en parte, debida a los pequefios
cambios conformacionales inducidos por la modificacién de gru
pos 4cidos puesto que, como se ha mencionado més arriba, pare
ce que la interacciédn IgG-receptor puede tener requerimientos
conformacionales aestrictos.

Nuestros datos son también compatibles con una par=
ticipacidn directe de algunos grupos dcidos en la interaccién
con receptores,.Como es sabido, el establecimiento de puentes/
salinos en entornos apolares contribuye o la estabilizacién -
de algunas interacciones protefna-proteina ( }. Sin embargg
la imposibilidad de relocionar el sitio efector con un domi~-~
nio particular y el hecho de que los grupos dcidos modifico--
dos se encuentren repartidos en ambos dominios no permite ha-
cer asignaciones.

Ciccimarra y col. (179) han sugerido que la regién/
que comprende los residuos 407-416 participa directomente en/
la interaccidn con receptores, Esta regién comprende el Asp -
413, que resulta modificado y cuya actividad especifica no --
aumenta entre 1 y 5 minutos. Ello sugiere que este residuo no

es, por s{ sdlo, determinante en la interaccidn.
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La modificacién quimica de prote{nas es una aproximaciédn/
experimental vdlida al estudio de las relaciones estructy
ra-funciédn siempre y cuando sea espec{fica y no produzca/
cambios conformacionales significativos que dificulten o
invaliden la interpretacién de la dependencia de la acti-
vidad con los residuos modificados.

La localizaciédn de los restos modificados as{ como/
la cuantificacidn de la extensidn de su modificacién supo
nen un mayor acercamiento ol problema y mds aln si se tie
ne en cuenta que se ha podido discernir, en algunos casos,
entre una modificaciédn acompofada de integridad funcional

y otra que conlleva una oboliciédn dréstica de actividad.

Los papeles jugodos por dominios individuales en la medig
cién de funciones efectoras parecen, en muchos casos, mds
complejos que los previstos en la Teorfo de los dominios.
€l que ciertas octividodes seon dependientes de altos 6r-
denes de estructura que involucren la participacién de pg
res de dominios o incluso la conformacién nativa de la re
gién Fc dificulta la interpretacién de algunos datas expe

rimentales.

Unas pocas cadenas laterales dcidas localizadas en, o cer
ca de, la cara C de contacto del dominio CY2 son esencia-~
les para la activacién del complemento. Los datos son, =--
asimismo, compatibles con la implicacién de éreas relati-
vamenie distantes de la superficie y que podrian incluir/
el drea alrededor del Glu 293 y quizds del Glu 258, No se
excluye la participacién del Glu 269 pero este residuo -

no parece, por sf solo, ser un contacto esencial.
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Estos datos, unidos a los existentes en la literatura, nos
permiten proponer la hipdtesis de que la unién IgG-Clq es
td primariaomente mediada por interacciones de carga que =~
podr{an ser estabilizadas, en una segunda etapa, por el -
establecimienta de enlaces no polares y por la exclusién/

del solvente en las 4reas de contacto.

Nuestros datos experimentales respecto a la interaccién -

con la Protefna A del S. aureus apoyan la idea de que 1los

. grupos écidos no participan como elementos constituyentes

60-

de la interaccidn, de acuerdo con los datos de cristclo=--
grafia de rayos X, Ademds, esta interaccidén parece no ser
afectada por los cambios conformacionales que presumible-

mente hayan tenido lugar en la zona de contacto CYZ-CYB.

El hecho de que los grupos dcidos modificados se encuen--
tren repartidos por los dominios CY2 y CY3' sumado al des
conocimiento de los centros efectores, imposibilitan la =
dsignacién de residuos concretos como participantes en la
zona de interaccién con los receptores de neutréfilos, -=-
Ello estd adn més complicado por la aparente sensibilidad
a los cambios conformacionales de la unién de IgG a los -

receptores celulares,

La multiplicidad de especificidades dentroc de la poblacidn

del factor reumatoide no permite asignar la topograffa de

de los sitios ontigénicos. Esta multiplicidad sugiere que

la reaccién mediacda por el fragmento FCY es consecuencia/
de un atributo estructural de la IgG méds bien que una ver

dadera funcién efectora.
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