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Para muchos términos, se usan las siglas en inglés dado su uso extendido dentro
del campo de la investigacién del complemento.

aHUS
AKI
AMD
ANCA
AUC
C1-INH
C3G
C3GN
C4BP/C4bp
CHO
CR1
CR2/Cr2
CRP
Crry/p65
DAA
DAF/Daf
DAMPs
DDD
ECM
ELISA
f/f0

FB

FBS

FD

FH
FHL-1
FHR

Fl

GAGs
GBM
Gd-lgAl
GWAS
HBS
HEK
HisTag
HRP
HRV3C

Atypical Hemolytic Uremic Syndrome
Acute Kidney Injury

Age-Related Macular Degeneration
Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibody
Analytical Ultracentrifugation
C1-Inhibitor

C3 Glomerulopathy

C3 Glomerulonephritis

C4b-Binding Protein

Chinese Hamster Ovary

Complement Receptor type 1
Complement Receptor type 2
C-Reactive Protein

CR1-Related Y protein

Decay Accelerating Activity
Decay-Accelerating Factor
Damage-Associated Molecular Patterns
Dense Deposit Disease

Extracellular Matrix

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Coeficiente de friccion

Factor B

Fetal Bovine Serum

Factor D

Factor H

Factor H-like 1

Factor H-related

Factor |

Glycosaminoglycans

Glomerular Basement Membrane
Galactose-Deficient IgAl
Genome-wide association study
HEPES-Buffered Saline

Human Embryonic Kidney

Etiqueta de polihistidina

Horseradish Peroxidase

Human Rhinovirus 3C protease
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HS
HUVEC
IgAN
IL-1B
LPS
MAC
MAC-IP
MASP-1/2
MBL
MCP/Mcp
MCS
MDA
MW
ORF
PBS
PCR
PEG
PRM
PTX3
PVDF
RCA
RT
SAMPs
SCR
SDS-PAGE
SLE
TED
VA
VBS
VC

VL

WB
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Heparan Sulfato

Human Umbilical Vein Endothelial Cells
IgA Nephropathy

Interleucina-1

Lipopolisacarido

Membrane Attack Complex

Membrane Attack Complex-Inhibitory Protein
Mannan-Binding Lectin Serine Protease-1/2
Mannan-Binding Lectin

Membrane Cofactor Protein

Multiple Cloning Site

Malondialdehido

Molecular Weight

Open Reading Frame
Phosphate-Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction
Polietilenglicol

Pattern Recognition Molecules
Pentraxina 3

Polyvinylidene fluoride

Regulators of Complement Activation
Room Temperature

Self-Associated Molecular Patterns
Short Consensus Repeat

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis

Systemic Lupus Erythematosus
Thioester-containing Domain
Via Alternativa
Veronal-Buffered Saline

Via Clasica

Via de las Lectinas

Western Blot
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La existencia de proteinas relacionadas con el factor H (FHR) en el raton se
conoce desde hace algun tiempo, pero aln no esta claro su equivalencia funcional,
si la hay, con las FHR humanas. Este conocimiento es relevante para modelar en
ratones enfermedades que implican a las FHR humanas. Combinando
cromatografia de afinidad y estrategias protedmicas hemos confirmado la
presencia en plasma de ratén de FHR-B, FHR-C y FHR-E. De acuerdo con datos
previos, hemos visto que FHR-B compite con la regulacion por el FH murino en
ensayos de hemolisis con glébulos rojos de cobaya, y que también lo hace en
ensayos de hemolisis con eritrocitos de oveja, mientras que FHR-C y FHR-E no
compiten en ambos. FHR-B se une a C3 nativo y a los fragmentos activados C3b,
iC3b y C3dg. Analisis de ultracentrifugacion analitica sugieren que FHR-B esta
parcialmente dimerizado. El sitio de union de C3b en FHR-B est4 ubicado en la
regién C-terminal, mientras que el putativo dominio de dimerizacién de FHR-B
probablemente involucra la region N-terminal. El estudio de la secuencia de
aminoacidos sugiere que la proteina FHR-B de ratdn presenta un dominio de acido
sialico en sus regiones C-terminales. Sin embargo, nuestros andlisis indican que
este sitio de union de acido sialico no es funcional. FHR-B se une fuertemente a
los tejidos de ratén opsonizados con fragmentos activados de C3 donde promueve
la activacion del complemento y una mayor deposicion de fragmentos activados
de C3. Curiosamente, un anticuerpo policlonal para FHR-B generado en conejo
reacciona de forma cruzada con FH, FHL-1 y FHR-1 humanos, pero no con otros
FHR humanos. En conjunto, nuestros datos ilustran que la proteina FHR-B de
raton comparte importantes similitudes estructurales y funcionales con la proteina
FHR-1 humana. Nuestros datos abren la posibilidad de que mutantes de FHR-B
que mimeticen las caracteristicas de los mutantes de FHR-1 asociados a patologia
tengan similares consecuencias patoldgicas en ratén.
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The existence of factor H-related proteins (FHRS) in mouse is known for some
time, but it is still unclear their functional equivalence, if any, with the human
FHRs. This knowledge is relevant to model in mice diseases implicating the human
FHRs. By combining affinity chromatography and proteomic strategies we
confirm the presence in mouse plasma of FHR-B, FHR-C and FHR-E. In
agreement with previous data FHR-B competes mouse FH regulation in guinea pig
red cell hemolysis assays, but also in the sheep hemolysis assay, while FHR-C and
FHR-E do not compete in both. FHR-B binds native C3 and the activated
fragments C3b, iC3b and C3dg and ultracentrifugation analyses suggest that
FHR-B circulates partially as a dimer. The C3b-binding site in FHR-B is located
in the C-terminal region, whereas the putative FHR-B dimerization domain likely
involves the N-terminal region. Amino acid sequence examinations suggest that
mouse FHR-B present a sialic acid domain in their C-terminal regions. However,
our analyses indicate that this sialic acid binding sites is not functional.
Recombinant FHR-B strongly binds to mouse C3-opsonized tissues where
promotes complement activation and further deposition of C3 activated fragments.
Interestingly, a polyclonal antibody to FHR-B raised in rabbit cross-react with
human FH, FHL-1 and FHR-1, but not with other human FHRs. In whole, our data
illustrates that mouse FHR-B share important structural and functional similarities
with the human FHR-1 protein. Our data open the possibility that FHR-B mutants
that mimic the characteristics of disease-associated FHR-1 mutants have similar
pathological consequences in mice.
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3.1 El sistema del complemento.

El sistema del complemento de identifico por primera vez como la fraccion
termolébil del plasma humano que “complementaba” a los anticuerpos en el
reconocimiento y lisis de bacterias. Aunque inicialmente solo se le consideraba un
elemento de apoyo para la efectividad de las inmunoglobulinas, hoy en dia se
reconoce ampliamente que el sistema del complemento es un componente crucial
de la respuesta inmunitaria innata, jugando un papel decisivo como la primera
barrera de defensa contra infecciones, asi como participando en otros procesos
bioldégicos como la eliminacion de células apoptoticas y necroticas, el
procesamiento de inmunocomplejos, la modulacion de la inmunidad adaptativa o
en los procesos de angiogénesis y poda sinaptica durante el desarrollo embrionario
(Ricklin, et al, 2016; Walport, 2001; Stevens et al, 2007). El papel crucial del
sistema del complemento se ve reforzado dada la variedad de situaciones
patolégicas asociadas a la deficiencia 0 mal funcionamiento de este. Las
observaciones clinicas, los resultados de los estudios GWAS y los conocimientos
obtenidos de los modelos animales de enfermedad mejorados han renovado el
interés por el sistema del complemento. Ahora se asume que el sistema del
complemento contribuye a una lista cada vez mayor de enfermedades inmunitarias,
inflamatorias y relacionadas con la edad, donde los trastornos renales ocupan un
lugar especialmente importante (Harris et al, 2012; Goicoechea de Jorge et al,
2018; Ricklin & Lambris, 2013; Sanchez-Corral et al, 2018). El sistema del
complemento esta constituido por mas de 50 proteinas presentes en el plasmay en
las superficies celulares. La mayoria de las proteinas circulantes se producen en el
higado, aunque también hay biosintesis de proteinas del complemento
extrahepética en muchos otros tejidos y células como fibroblastos, linfocitos T y
B, adipocitos y células endoteliales (Morgan & Gasque, 1997). Tras la activacion
del complemento, se producen reordenamientos estructurales, cortes proteoliticos
y el ensamblaje de complejos proteoliticos y liticos. De este modo, el complemento
puede estar presente de manera ubicua en una forma inactiva pero lista para
activarse localmente rapidamente (Bajic et al, 2015). La proteinas del
complemento se organizan en tres vias de activacion del sistema: la via clasica, la
via de las lectinas y la via alternativa.

3.1.1 Vias de activacion del sistema del complemento:

Tanto la via clasica como la via de las lectinas se inician cuando moléculas
de reconocimiento de patrones (PRM), que forman complejos con zimogenos de
serin proteasas, se unen a su ligando. En la via clasica (VC), que es la primera via
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que se descubrio, la molécula activadora es un complejo antigeno-anticuerpo y las
proteinas implicadas son el complejo C1 (formado por Clqg, C1sy C1r), C4y C2.
La union de los dominios globulares de Clq con la porcion Fc de las
inmunoglobulinas del complejo antigeno-anticuerpo o con CRP, SAP o PTX3
inician una serie de cambios conformacionales y enzimaticos dentro del complejo.
Estos cambios van a permitir la activacion de C1s, que hidroliza C4 en C4ay C4b,
y C2 en C2ay C2b, dando lugar a la formacion del complejo C4b2b o convertasa
de C3 de la CP sobre la superficie activadora. Este complejo corta C3 a C3ay C3b.
Tanto C3a como C4a son anafilotoxinas proinflamatorias que facilitan la llegada
de anticuerpos y células inmunitarias al sitio en el que se ha activado el
complemento. Por otro lado, la unién del fragmento C3b en la convertasa de C3
origina el complejo C4b2b3b o convertasa de C5. Este complejo genera moléculas
de C5b que participan en la via litica o terminal del sistema del complemento
(Arlaud et al, 2002; Arlaud et al, 2002).

En la via de las lectinas (VL) las moléculas activadoras son residuos de manosa
presentes en la superficie de algunos microorganismos. El inicio de la via ocurre
por unos complejos homélogos a C1 que contienen lectinas de unién a manosa
(MBL) o reconocen PRM de patdgenos (ficolinas y colectinas), que activan las
serin proteasas MASP-1y MASP-2, lo que da lugar a la formacion de convertasas
de C3 y C5 idénticas a las de la CP y que van a desembocar en la via terminal del
complemento (Fujita, Matsushita and Endo, 2004).

En la via alternativa (VA) la proteina central es C3 y comienza con la activacién
espontanea de esta molécula. En este proceso C3 sufre un cambio conformacional
en el que expone un enlace tioéster capaz de interaccionar con una molécula de
H>0O dando lugar a C3(H-0) (Bexborn et al, 2008). Este fenOmeno, que se conoce
como tick-over, genera una activacion basal constante de esta via que permanece
“al ralenti” hasta que aparece un estimulo activador que empuja el equilibrio del
sistema hacia la activacion, permitiendo que la respuesta sea mas rapida. La
proteina C3(H20) generada en este proceso es estructuralmente similar a C3b y
contiene un sitio de union a factor B (FB). Cuando FB se une, factor D (FD) corta
FB en los fragmentos Ba y Bb. El fragmento Ba se libera al medio mientras que el
fragmento Bb permanece unido a C3(H20) proporcionando el elemento serin
proteasa al complejo y constituyendo asi la convertasa de C3 C3(H20)bBb. Esta
convertasa une C3 generando C3ay C3b, que a su vez va a formar parte de nuevas
convertasas de C3 (C3bBb), lo que genera un bucle de amplificacion que puede
resultar en una activacion rapida y abundante si el sistema no es debidamente
controlado. De hecho, se considera que este bucle de amplificacion supone hasta
el 80% de la activacion total del complemento (Harboe et al, 2004). Estas
convertasas de C3 de la VA pueden unirse a superficies de manera covalente donde
puede activar mas C3, depositando mas convertasas sobre esa superficie.
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El evento central en el ensamblaje y la regulacion de la convertasa de C3 de la VA
es la activacion de C3 a C3b. Este proceso se caracteriza por un dramatico cambio
conformacional en el que el dominio que contiene el tioéster (TED) en el C3 se
reubica en una posicién distante cerca del dominio MG-1, abriendo la estructura
del C3 y exponiendo una extensa superficie molecular inaccesible hasta este
momento (Janssen et al, 2006; Gros et al, 2008). Este cambio conformacional, que
en el C3 se desencadena o por el tick-over o por la escision proteolitica del dominio
a/NT también es compartido por las proteinas homologas C4 y C5. Al comienzo
de la investigacion estructural del complemento, quedo claro que era precisamente
este reordenamiento en la molécula C3 el responsable de generar una nueva
superficie, exponiendo el sitio de unién del FB (Goicoechea de Jorge et al, 2017).

El ensamblaje de la convertasa de C3 de la VA, C3bBb, se inicia por la interaccion
dependiente de Mg?* entre C3b (o la molécula similar a C3b, C3(H20)) y FB, que
circula como una proenzima inactiva en el plasma. Esta interaccidén implica tanto
el fragmento N-terminal Ba como el C-terminal Bb de FB e induce un cambio
conformacional a un estado abierto de FB que puede a su vez ser reconocido por
la forma proenzimatica inactiva de la proteasa FD. En particular, esta interaccion
activa el FD a través de la liberacion de su bucle auto-inhibitorio y procede
entonces a escindir el FB. Tras la proteodlisis especifica de FB, el fragmento Ba se
libera del complejo y se forma C3bBb, la convertasa de C3 activa (Forneris et al,
2010). La convertasa C3bBb es un complejo molecular inestable con una vida
media corta, medida en aproximadamente 90 segundos (Pangburn &
Miiller-Eberhard, 1986). La baja afinidad del fragmento Bb por el C3b asegura que
el ensamblaje de la convertasa es reversible. Posteriormente, se demostro que la
nueva superficie expuesta durante la activacion del C3 y la generacion de la
molécula C3b es también el sitio donde se unen los reguladores del complemento
a C3b para controlar el decay de la convertasa de C3 y para mediar la inactivacion
proteolitica del C3b.

La union de una segunda molécula de C3b a la convertasa de C3 de la VA en un
contexto de alto depdsito de C3b genera un cambio en la afinidad de la convertasa,
pasando C5 a ser su ligando preferente. La convertasa de C5 de la VA (C3bBb3b)
participa en la via terminal del sistema del complemento (Lachman, 2009; Harris
et al, 2012).

3.1.2 Via terminal:

Como hemos explicado, la activacion por cualquiera de las tres vias va a
desembocar en una via terminal comun a través de la formacion de la convertasa
de C5, ya sea C4b2b3b (CP y VL) o C3bBb3b (VA). Estas convertasas cortan C5
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generando C5ay C5h. C5a es una potente anafilatoxina proinflamatoria que se une
a los receptores de anafilotoxinas C5aR y C5L2 de gran variedad de células y que
participa en procesos como la permeabilidad vascular, liberacion de histamina y
especies reactivas de oxigeno, adhesion al endotelio y quimioatraccion de
macrdfagos, mastocitos y neutréfilos. Por su parte, C5b se mantiene unido a la
convertasa de C5, lo que estabiliza un sitio de unién a C6 que se genera en C5b
por la reorganizacion de sus dominios, comenzando con ello el ensamblaje del
complejo de ataque a la membrana (MAC). Durante la formacién del MAC no
tienen lugar cortes proteoliticos, sino que los distintos componentes del
complemento se van uniendo de forma secuencial. Después de la union de C6 a
C5b se unen C7, C8 y C9. La proteina C9 polimeriza formando un poro en la
membrana constituyendo asi el MAC C5b-9 completo que, una vez formado,
puede producir la lisis celular (Laursen et al, 2012).

En la figura 1 se representa un esquema de las tres vias de activacion del sistema
del complemento.

3.1.3 Activacion del complemento en el raton:

Aunque lo anteriormente descrito se refiere a la activacion del sistema del
complemento en humanos, aplica también para el funcionamiento del sistema del
complemento en el ratdn ya que este sistema esta evolutivamente muy conservado
entre mamiferos (Mayilian et al, 2008). En ratones el complemento también se
activa por las tres vias descritas a través de las mismas proteinas homologas en el
raton. Aunque existen diferencias entre especies, estas se refieren sobre todo a los
reguladores del sistema y seran descritas méas adelante. Con respecto a las
diferencias en la activacion, hay que destacar la deficiencia de C5 de algunas lineas
de raton (no en C57BL/6) y una menor activacion de la convertasa de C5 de la CP
por una union méas débil del C4b a C5; sin embargo, en el raton la VA también
supone un 80% de la activacion total del complemento (Banda et al, 2010; Pouw
et al, 2015). En ratdn, se observan diferencias entre generos que no se observan en
humanos. Los ratones hembra tienen una funcionalidad normal al nivel de la
activacion de C3. Sin embargo, todas las vias estan altamente disminuidas al nivel
de la activacion de C5, lo que sugiere una diferencia especifica de la via terminal.
Esto concuerda con las cuantificaciones de C6 y C9, que muestran niveles muy
reducidos en las hembras (Kotimaa et al, 2016).
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3.2 Reguladores del complemento.

Como hemos explicado previamente, la activacion del sistema del
complemento, al depender en gran medida del bucle de amplificacién de la VA,
tiene una naturaleza “explosiva” que garantiza una respuesta rapida y abundante.
Es por esto que el sistema debe estar debidamente regulado ya que una activacion
descontrolada del sistema podria resultar peligrosa para los tejidos del organismo,
generando situaciones patoldgicas. Los reguladores de este sistema juegan un
papel crucial en la proteccion de las células del individuo contra el complemento,
ya que permiten discriminar las superficies propias de las extrafias, garantizando
la efectividad de la activacion contra agentes extrafios y protegiendo a las células
del huésped. Por otro lado, permite el mantenimiento de la homeostasis del
sistema, de tal forma que tras una activacion se evite el consumo total de sus
componentes. En la actualidad, se esta prestando mayor atencion a comprender la
regulacion de las diferentes vias, especialmente la VA, que es la principal via por
la que el sistema dafia células y tejidos.

3.2.1 Reguladores de la via clasica, via de las lectinas y via terminal:

En el sistema existen gran cantidad de proteinas reguladoras que actuan a
distintos niveles sobre las tres vias de activacion y que estan distribuidas tanto en
plasma como en las superficies celulares. Por ejemplo, la proteina inhibidora de
C1 (C1-INH) es una proteina plasmatica que inhibe al comienzo de la VCy de VL
inactivando Cls 'y Clr, y MASP-1 y MASP-2; otras proteinas plasmaticas como
vitronectina, clusterina o la proteina de membrana CD59 (MAC-IP), actdan sobre
el paso final de la activacion inhibiendo la formacion del MAC sobre las
superficies celulares. Por otro lado, las anafilotoxinas C3a, C4a y Cb5a son
controladas por las carboxipeptidasas plasmaticas (Noris & Remuzzi, 2013; Zipfel
& Skerka, 2009).

3.2.2 Reguladores de la via alternativa:

Entre medias, otras proteinas controlan otros pasos de la cascada de
activacion, aungue sin duda el punto sobre el que se ejerce mas control es la
formacion de la convertasa de C3y su bucle de amplificacion. La regulacién de la
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convertasa de C3 de la VA esta disefiada o bien para proporcionar una mayor
estabilidad al complejo C3bBb aumentando asi su actividad (reguladores
positivos), o bien para acelerar su decay y reducir su actividad (reguladores
negativos). Dentro de los reguladores positivos fisioldgicos de la convertasa de C3,
properdina es el Unico que se ha caracterizado con precision (Chen et al, 2018).

La mayoria de los reguladores negativos se encuentran en el cluster de genes RCA
(Regulators of Complement Activation) tanto en humanos como en raton,
localizado en el cromosoma 1 en ambas especies. En el ser humano, el RCA esta
dividido en dos regiones: la primera codifica los genes de factor H (FH) y de las
proteinas relacionadas con FH (FHR) y la segunda contiene los genes de la proteina
de union a C4 (C4BP), el factor acelerador del decay (DAF), el receptor de
complemento 1 (CR1), el receptor de complemento 2 (CR2) y de la proteina
cofactora de membrana (MCP).

En el raton, el RCA esta formado por tres regiones: la primera codifica los genes
de FH vy las proteinas FHR, la segunda contiene los genes de C4bp, Dafl, Daf2, y
la ultima region codifica los genes de la proteina Y relacionada con CR1
(Crry/p65), Cr2 y Mcp (esta ultima expresada solamente en testiculos). Esto nos
da una idea de la homologia que existe en esta regidn entre ambas especies (Pouw
et al, 2015).

En ambas especies, todas las proteinas codificadas en el RCA muestran una
estructura similar. Estan formadas por unos dominios de estructura globular
conservada de unos 60 aminoéacidos llamados SCR (Short Consensus Repeats)
(Krych-Goldber & Atkinson, 2001; Reid & Day, 1989). Distintas funciones, tales
como la actividad reguladora o la union a superficies celulares o a proteinas del
complemento, se corresponden a diferentes dominios SCR en cada regulador. Esta
organizaciéon modular de las proteinas reguladoras del complemento es muy
importante a la hora de su estudio, ya que aporta el marco idoneo para el disefio de
proteinas recombinantes hibridas usando dominios SCR de distintas proteinas.

Tanto la formacion de la convertasa como su amplificacion estan reguladas por
estas proteinas del RCA. El contexto del conjunto de reguladores presentes en el
lugar de la activacion sera lo que determine el progreso de la amplificacion de la
convertasa. Las proteinas del RCA regulan las convertasas mediante dos
mecanismos: bien acelerando el decay de la convertasa 0 mediante la competicion
con FB por unirse a los mismos residuos de C3b o uniéndose directamente a él
(Lambris et al, 1996; Oran & Isenman, 1999); o bien actuando como cofactores de
la serin proteasa factor | (FI) induciendo un cambio conformacional en el C3b que
permite su proteolisis por el Fl en distintos sitios (Blom et al, 2003).

Los estudios estructurales han demostrado que la actividad de los reguladores
negativos FH, DAF, MCP o CR1 implica la interaccion con una superficie en el
C3b que se solapa con la superficie que media la interaccion con FB. En cambio,
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la actividad de la properdina, que estabiliza el complejo C3bBb, requiere su
interaccion con una region diferente de C3b, que implica el dominio C345C
(Alcorlo et al, 2013; Pedersen et al, 2017) . La estructura cristalina del C3b en
complejo con los cuatro primeros dominios (SCR1-4) del FH proporcionoé la base
molecular para comprender los mecanismos reguladores: la actividad cofactora, la
actividad aceleradora de decay (DAA) y la competicion con FB, mediante los
cuales los reguladores del complemento reducen la activacion del complemento y
protegen las células propias (Wu et al, 2009).

3.2 El FH del complemento y la familia de FH.

Uno de los reguladores mas importantes y mejor caracterizados por su
asociacion con patologia es el FH. Tanto en humanos como en ratén, FH se
encuentra circulando libre en plasma, a una concentracion de entre 76 y 247 pg/ml
en humanos. Mediciones propias de niveles en suero de ratones C57BL/6 wild-type
arrojan una concentracion de 126 + 20 pg/ml. En ambas especies, FH es una
glicoproteina soluble de cadena simple con un peso molecular de
aproximadamente 150 kDa sin glicosilaciones. Su funcion como regulador de la
convertasa de C3 esta muy conservada entre especies y lo hace de la siguiente
manera: actuando como cofactor de FI en la inactivacion proteolitica de C3b,
compitiendo con factor B por la union a C3b y acelerando el decay de la convertasa
(Martin Merinero et al, 2017; Pangburn et al, 1977; Weiler et al, 1976; Whaley y
Ruddy, 1976). Como hemos indicado, FH es una proteina glicosilada, aunque esta
glicosilacion no afecta a la funcion de la proteina, sino que parece que juega un
papel en la solubilidad y en la vida media de la proteina en circulacion in vivo
(Schmidt et al, 2008; Schmidt et al, 2011).

Tanto en ratones como en humanos, el FH estd formado por 20 dominios SCR.
Una diferencia entre especies es la existencia en humanos de una variante de
splicing circulante en plasma, denominada FHL-1y que consiste en los 7 primeros
dominios SCR de FH (Ripoche et al, 1988). Las proteinas en ambas especies son
homologas y muestran una identidad de secuencia a nivel de aminoacido elevada,
del 63%, mientras que entre dominios individuales la identidad puede alcanzar el
78% (Vik et al, 1988).
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3.2.1 Funcién de FH;:

La funcién de FH en ambas especies estd conservada ya que se ha
demostrado que el FH humano puede regular el complemento en ratén (Ding et al,
2015; Fakhouri, 2010). Ademas, sus regiones reguladoras y de unién a polianiones
se han mapeado hasta los mismos dominios (Cheng et al, 2006). El extremo
N-terminal (SCR1-4) es el Unico sitio de interaccion con C3b con actividad
reguladora en la molécula, actuando como cofactor de FI y acelerando la
disociacion de la convertasa (Sharma and Pangburn, 1996). La region de
reconocimiento de superficies en el extremo C-terminal (SCR19-20) de la
molécula es de gran importancia. A traves del SCR19 FH une C3b unido a
superficies, pero es el SCR20 el que confiere especificidad a la proteina al unirse
a los azUcares especificos de las células propias (Meri & Pangburn, 1990). Esto se
consigue mediante un bolsillo de union a &cidos siélicos en el SCR20 de la proteina
cuyos residuos clave en la interaccion con el azlcar estan conservados entre ambas
especies (Blaum et al, 2015). Es principalmente a través de este dominio que FH
reconoce residuos polianiénicos que conforman SAMPs (self-associated
molecular patterns), como glicosaminoglicanos (GAGSs), heparan sulfato (HS) y
residuos de cidos sialicos de glucoproteinas. Es de esta manera que FH distingue
las células propias de las extrafias, ya que su afinidad por C3b unido a membranas
aumenta en presencia de estos ligandos y permite la union.

Estos SAMPs se encuentran de forma ubicua como parte de las estructuras del
glicocalix en los tejidos de los mamiferos. Las variaciones en la composiciéon y
distribucion de los SAMPs, por los que el FH muestra diferentes afinidades,
contribuyen a restringir la activacion del complemento a sitios concretos,
protegiendo otros lugares del dafio por complemento (Langford-Smith et al, 2015;
Varki, 2011; Clark et al, 2013).

En cuanto al mecanismo de union a C3b, los datos sugieren que FH adopta una
conformacion tipo bisagra doblandose por el centro de la molécula. Esta forma se
ve facilitada por la disposicién compacta de los dominios centrales SCR10-15 que
acercan las regiones N- y C-terminal y les permiten interactuar con sitios distintos
sobre la misma molécula de C3b. La estructura propuesta de flexion de FH también
facilitaria la interaccion simultanea de FH con glicanos adicionales a traves de los
SCR6-8, aumentando la capacidad de FH para discriminar entre superficies
activadoras del complemento (Makou et al, 2013; Kopp et al, 2012). La estructura
cristalina de los complejos C3d-FH19-20 ha revelado que la interaccion del
FH19-20 con el C3d implica principalmente al SCR19, mientras que el SCR20
puede contribuir con un punto de anclaje adicional a una molécula secundaria de
C3b (Kajander et al, 2011).Lo méas importante es que el sitio en el dominio TED
del C3b reconocido por el FH19-20 es diferente del reconocido por la region
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FH1-4, lo que apoya alin mas la posibilidad de que tanto la regién N-terminal como
la C-terminal del FH se unan simultaneamente a la misma molécula de C3b.

Por ultimo, se ha demostrado que in vivo el reconocimiento de superficies por FH
a través del dominio C-terminal ocurre a traves de mecanismos similares en raton
y humanos, ya que mutaciones en estas regiones desencadenan patologias
similares (Pickering et al, 2007).

3.2.2 Secuestro de FH como mecanismo de evasion:

Los patdgenos han desarrollado una amplia gama de mecanismos de
evasioén para escapar del ataque del complemento, y algunos de estos mecanismos
se asemejan a la forma en que los componentes del complemento interactlian en
superficies propias. Curiosamente, los imitadores microbianos de los reguladores
del complemento como el homdlogo del virus de la viruela (SPICE) y el el
homologo RCA del herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (Kaposica) se unen
en la misma orientacion y disposicion extendida que los reguladores en la
plataforma de unién del C3b (Forneris et al, 2016; Gautam et al, 2015). Mas
adelante, se explica con mas detalle el secuestro de FH por parte de patdgenos
como mecanismo de evasion y el papel de las proteinas de la familia de FH en la
defensa contra ellos.

3.2.3 Importancia de FH en superficies sin reguladores de membrana:

Como hemos visto, aunque FH es un regulador plasmatico, tiene
mecanismos en su extremo C-terminal para unirse y regular en superficies.
Normalmente este mecanismo refuerza la regulacién por los reguladores de
membrana, sin embargo, es especialmente relevante en la proteccion de superficies
no celulares que carecen de otros reguladores, como las membranas basales ricas
en proteoglicanos en los endotelios fenestrados. La membrana de Bruch que separa
el epitelio retinal pigmentario del coriocapilar, o la membrana basal glomerular del
rifdn son capas de matriz extracelular sin reguladores de complemento que estan
en contacto directo con la sangre (Langford-Smith et al, 2013). Patologias
producidas por desregulacion del complemento como glomerulopatias de C3
(C3G), sindrome hemolitico urémico atipico (aHUS) o degeneracion macular
asociada a la edad (AMD) generan dafios sobre estas superficies y en humanos se
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asocian a mutaciones o polimorfismos del gen de FH (Clark et al, 2017; Borza,
2017; Geerlings et al, 2018).

3.2.4 Asociacion de FH con patologias:

En los tltimos 20 afios, los analisis genéticos en pacientes con aHUS y C3G
han demostrado que las mutaciones en FH son la alteracion genética méas comuin
asociada a estos trastornos. Existe una correlacion genotipo-fenotipo que asocia
determinadas mutaciones en FH con aHUS o C3G (Rodriguez de Cérdoba, 2016).
Esta correlacion genotipo-fenotipo explica por qué el gen de FH estd asociado
tanto a aHUS como a C3G.

En aHUS, entre un 50 y un 70% de los paciente presentan anomalias heredadas o
adquiridas en el complemento. Las mutaciones en el gen de FH son prototipicas
de aHUS (>25% de pacientes), siendo las mas frecuentes las mutaciones missense
que alteran el sitio de unién a C3b y a polianiones en el C-terminal de FH. Estas
variantes de FH asociadas a aHUS rara vez dan lugar a una reduccion de los niveles
plasmaticos de FH y presentan una actividad reguladora normal en plasma, pero
una capacidad limitada para proteger superficies celulares de la lisis del
complemento (Sanchez-Corral et al, 2002). Otras mutaciones en aHUS, como en
los genes de MCP, CFI, C3 o FB o los autoanticuerpos también afectan a la
proteccion en superficies manteniendo la homeostasis en plasma, lo que explica la
patogénesis de aHUS (Goicoechea de Jorge et al, 2018).

En contraste con aHUS, las mutaciones prototipicas asociadas a C3G dan lugar a
deficiencias de FH o a sustituciones de aminoacidos que eliminan las actividades
reguladoras del complemento localizadas en el N-terminal de FH. Estas
mutaciones asociadas a C3G conducen a una activacion sin limites del
complemento en el plasma, provocando depdsito de complemento en la membrana
basal glomerular y dafios en las células glomerulares (Dragon-Durey et al, 2004;
Fremeaux-Bacchi & Licht, 2009).

La mayoria de las mutaciones y polimorfismos en genes del complemento que se
asocian con patologia tienen una penetrancia incompleta. Ser portador de estas
mutaciones supone un factor de riesgo que, sumado a determinados factores
ambientales como infecciones, embarazo, medicamentos o cirugia, puede resultar
en el desencadenamiento de la enfermedad (Ito et al, 2016; Recalde et al, 2015;
Rodriguez de Cordoba, 2016; Heinen et al, 2006; Valoti et al, 2015). Por ejemplo,
la penetrancia de aHUS esta relacionada con la edad, y a los 70 afios aumenta hasta
llegar a ser del 64% (Sansbury et al, 2014), una observacién que apoya la
existencia de factores adicionales en el desencadenamiento de la patologia. Un

38



pequerio porcentaje (3%-5%) de pacientes son portadores de mas de una variante
genética patogeénica, lo que apoya una relacion entre la carga de factores de riesgo
y la penetrancia (Bresin et al, 2013). La aparicion de la enfermedad en edades
avanzadas es consistente con la necesidad de un desencadenante ambiental
(Goodship et al, 2017).

3.3 Proteinas relacionadas con FH

A lo largo de la evolucion, en la region del cluster RCA han surgido varios
genes homologos a FH a través de eventos de recombinacion y duplicacion: los
genes de las proteinas FHR. Al igual que FH, estas proteinas estan formadas por
dominios SCR. Cuando se descubrieron, al ser homélogas de FH, se pensaba que
eran reguladores débiles del complemento (Zipfel & Skerka, 1994). En humanos
se han descrito cinco genes y seis proteinas, que se nombran desde FHR-1 hasta
FHR-5 (FHR-4 tiene dos variantes de splicing). Su longitud en cuanto a nimero
de SCR varia, desde cuatro hasta nueve. A nivel de aminoacidos, los FHR humanos
muestran unos niveles de identidad de secuencia con dominios SCR de FH que van
desde el 32% hasta el 100%. Al igual que FH, los FHR también son glicoproteinas
que presentan distintos patrones de glicosilacion en funcion de la glicoisoforma.
Por ejemplo, FHR-1 aparece como dos bandas de distinto MW en un gel
SDS-PAGE de la proteina purificada que corresponden a dos glicoisoformas.

Los FHR conservan los dominios de reconocimiento y union a ligandos de
superficie de FH, pero carecen de dominios homélogos a aquellos con funcion
reguladora en el N-terminal de FH (Figura 2). Por ejemplo, los SCR18, 19 y 20
de FH estan tan conservados en FHR-1 que solo se diferencian en dos residuos en
el tltimo SCR. Esto ha conducido a la hipotesis de que la funcidn de estas proteinas
FHR estéa relacionada con el reconocimiento de superficies, pero no actuando como
reguladores, si no como competidores funcionales de FH, ya que unirian ligandos
de superficie similares a los de FH. Sin embargo, como y dénde se da esta
competicion se desconoce. Se piensa que, en una situacion normal, los FHR
representan un conjunto de moléculas con la capacidad de unirse a superficies y
que, mediante la competicion con FH, aportan una mejor discriminacion de las
superficies propias y ajenas, jugando una importante labor en la correcta activacion
de la cascada de complemento (Jozsi et al, 2015).

Hay que destacar la existencia en FHR-1, FHR-2 y FHR-5 de un dominio de
dimerizacion compartido en la region N-terminal. Estas proteinas circulan siempre
en plasma como homo y heterodimeros o tetrameros. La oligomerizacion
incrementa la avidez de estas proteinas por sus ligandos. La composicion de los
oligdbmeros determina las caracteristicas de union de la molécula a sus ligandos.

39



Esto se observa, por ejemplo, en las caracteristicas del perfil de elucion de una
columna de heparina (Goicoechea de Jorge et al, 2013; Tortajada et al, 2013). La
capacidad de formar diferentes oligomeros entre FHR-1, FHR-2 y FHR-5 crea un
repertorio combinatorio entre estas proteinas que probablemente proporciona al
sistema un reconocimiento mas fino de las superficies opsonizadas, segun la
composicion y densidad de carbohidratos y la velocidad de depdsito de C3.

Unién y regulacién Unién a Unién a C3b
de C3b polianiones y polianiones

Y ~150 kDa

FH

FHR1 (@) --------=- === == (100(100)(07) 37143 kDa

FHR2 = @) ------==—mm - - 24/29 kDa

FHR-3 O 6 & T 37/50 kDa
@ - @@ ------ === - - - @

FHR-4A ) T L 86 kDa

FHR-4B GD- -G ----------------- 42 kDa
FHR:S @D - - - DEDEBW- - - -- - -

4 = N-glicosilacion confirmada
¢= N-glicosilacion putativa

= N-glicosilacion no usada

Figura 2. Alineamiento de las proteinas de la familia de FH humanas. Los SCR de FH
estan numerados. El nimero dentro de los dominios SCR de los FHR muestra el % de
identidad de secuencia con el dominio correspondiente de FH. Sélo los dominios de
reconocimiento de superficie de FH se conservan en los FHR. También se indica la
localizacion de los sitios de N-glicosilacion confirmados, putativos y no utilizados.

40



3.3.1 Funciones de las proteinas FHR:

La funcion de las proteinas FHR del sistema del complemento sigue siendo
incierta. A lo largo de los afios, se han descrito distintas actividades y funciones
para cada uno de los FHR. Incluso a veces, se han descrito funciones a priori
contradictorias para una misma proteina FHR. Es por eso por lo que para ellas ain
no se ha definido un papel fisioldgico concreto.

En cuanto a ligandos descritos de estas proteinas, se ha visto que pueden unirse a
C3b y sus fragmentos iC3b y C3dg, asi como a polianiones. Las heparinas se han
identificado como ligando de FHR-1, FHR-2, FHR-3 y FHR-5. Tanto para FHR-4
como para FHR-5 se ha identificado union a la proteina C reactiva CRP, siendo
reclutados estos FHR a zonas de dario tisular (McRae et al, 2005; Mihlan et al,
2009).

También se ha visto que FHR-1 se encuentra junto con FHR-2 y FHR-4 en
particulas plasmaticas que contienen fosfolipidos, apolipoproteina Al, fibrindgeno
y proteina de union al VLS (Park & Wright, 1996; Park & Wright, 2000).

FHR-3, FHR-4 y FHR-5 muestran una débil actividad cofactora de FI a
concentraciones altas fuera del rango fisioldgico, pero FHR-3 y FHR-4B aumentan
la actividad cofactora de FH con FI en el corte de C3b de manera sinérgica
(Hellwage et al, 1999; McRae et al, 2015; Hebecker & Jozsi, 2012). FHR-5 se
detecta en depdsitos glomerulares de complemento (Medjeral-Thomas et al, 2019).
En un estudio se mostré actividad inhibidora de la convertasa de C3 por parte de
FHR-2 (Eberhardt et al, 2013). También se ha descrito que FHR-1 en ensayos in
vitro puede unirse a la parte C3b de la convertasa de C5 e inhibir el corte de C5 a
C5ay C5b, por lo tanto, inhibir el MAC, en ausencia de FH (Heinen et al, 2009).
Ademas, una proteina hibrida artificial en la que los dominios reguladores del FH
(SCR1-4) estaban unidos a los dominios N-terminal de FHR-1 (SCR1 y SCR2),
inhibia la via terminal, lo que se explicaba por la integracion de los dominios de
FHR-1 (Michelfelder et al, 2018). Asimismo, los experimentos in vivo confirman
un papel de FHR-1 en la inhibicion de la via terminal: cuando se trasplantan células
madre neurales transformadas con CFHR1-lentivirus en el parénquima cerebral de
ratones con trastornos del espectro neuromielitico, se bloquea la deposicion de
C5b-9 y se limita la infiltracidn inflamatoria. In vitro, los experimentos muestran
que el FHR-1 de las células madre protege a las propias células madre, asi como a
los astrocitos enddgenos (Shi et al, 2016).

Ensayos hemoliticos han mostrado que tanto FHR-1 como FHR-5 contrarrestan la
funcién de FH, lo que se ha atribuido normalmente a una competicion por la
interaccion entre FH y C3b/iC3b (Goicoechea de Jorge et al, 2013). También se
ha observado que FHR-3 también une C3b y también podria competir con FH por
unirse a esta proteina (Fritsche et al, 2010). Por otro lado, se han demostrado
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actividades como activador del complemento para FHR-1 y FHR-4, uniéndose a
C3b y permitiendo el ensamblaje de una convertasa de C3 activa (Hebecker &
JOzsi, 2012; Csincsi et al, 2017). FHR-5 puede competir con FH por unirse a CRP,
PTX3 y ECM, resultando en aumento de la activacion del complemento (Csincsi
et al, 2015).

Hay trabajos que describen un papel de FHR-1 independiente del complemento
como factor desencadenante de inflamacion. FHR-1 puede unirse a celulas
necraticas y apoptoticas por el N-terminal, donde induce el inflamasoma NLRP3
en monocitos humanos, lo que desencadena la liberacion de citoquinas
proinflamatorias. La union preferente de FHR-1 a través de su region N-terminal
a superficies lipidicas oxidadas, como las que se encuentran en las células
necréticas y apoptoticas, modula a FHR-1 para que actie como inductor del
inflamasoma NLRP3 en monocitos. La activacion de NLRP3 escinde la pro-IL1§
y libera IL-1p. Esta activacion esta mediada por la union del C-terminal del FHR-1
al receptor acoplado a proteina G ADGRE2:EMR2 (EGF-like module-containing,
mucin-like, hormone receptor-like 2) en los monocitos. Las células necroticas y
apototicas presentan DAMPs (damage-associated molecular patterns) que son
reconocidos por FHR-1, pero no por FH, FHR-2 ni FHR-3. En este contexto,
FHR-2, a través de la dimerizacién con FHR-1, puede reducir la unién de FHR-1
a células necrdticas y la liberacion de IL-p (Irmscher et al, 2019).

Hay que destacar que recientemente el estudio por parte de nuestro grupo de los
mutantes de FHR-1 asociados con patologias relacionadas con el sistema del
complemento nos ha permitido arrojar mas luz sobre la funcion de esta proteina y
los mecanismos patologicos en estas enfermedades.

3.3.2 Asociacion de las proteinas FHR con patologia:

Las proteinas FHR han cobrado especial relevancia en los Gltimos afios, ya
que se han descubierto mutaciones en los genes CFHR asociados con
enfermedades relacionadas con desregulacion del complemento. Estas variantes
genéticas en los FHR humanos muestran una correlacion genotipo-fenotipo con
las enfermedades a las que se asocian. Existen basicamente tres situaciones
asociadas a patologia que nos proporcionan informacién valiosa sobre la relacion
estructura/funcion de las proteinas FHR:

1) Genes hibridos entre CFH, CFHR1 y CFHR3 que afectan al dominio
C-terminal. Estas mutaciones se asocian con aHUS. Por ejemplo, las
mutaciones que dan lugar a las proteinas hibridas FH(1-19)::FHR-1(5)
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2)

3)

0 FH(1-19)::FHR-3(1-5) que no pueden regular complemento en
superficie (Heinen et al, 2006; Roman-Ortiz et al, 2014; Sanchez-Corral
et al, 2004; Venables et al, 2006). Otro ejemplo son las mutaciones que
dan lugar a la proteina hibrida FHR-1(1-4)::FH(20) o que intercambian
los residuos del SCR5 de FHR-1 por los del SCR20 de FH, que reducen
la regulacion del complemento compitiendo la unién de FH al endotelio
(Valoti et al, 2015; Martin Merinero et al, 2021).

Estos reordenamientos no son inusuales ya que la region contiene
grandes duplicaciones gendmicas, lo que la hace muy propensa a los
reordenamientos gendmicos mediante eventos de gene conversion y de
recombinacion homologa no alélica. Estos datos ilustran el papel critico
que desempefia la regién C-terminal de FH en la proteccion de las
superficies propias contra el dafio del complemento y que esta region en
FH no puede ser sustituida por la region C-terminal de FHR-1 o0 FHR-3.
Ademas, reflejan que FH y FHR-1/FHR-3 tienen diferentes
especificidades de union. La observacion de que la proteina hibrida
FHR-1::FH altera la regulacion del complemento también indica que
FHR-1 carece de la actividad reguladora del complemento adecuada
para sustituir a FH (Hebecker et al, 2013; Herbert et al, 2012).

Delecion de los genes CFHR3-CFHR1 6 CFHR1-CFHRA4. La delecién
ACFHR3-CFHRL1 se trata de un polimorfismo comin en humanos, con
frecuencias alélicas que oscilan entre 0 y 0,55 en diferentes poblaciones
(Holmes et al, 2013), que se origind a partir de un unico evento de
recombinacion homéloga no alélica que implica una regién duplicada
de CFH y CFHR1. Llamativamente, la ACFHR3-CFHR1 esta
fuertemente asociada a un menor riesgo de C3G (Marquez-Tirado et al,
2022) AMD (Hughes et al, 2006; Jézsi et al, 2015) e IgAN (Kiryluk et
al, 2013; Bernabéu-Herrero et al, 2015), dos condiciones frecuentes que
afectan a la retina y al rifidn, respectivamente. Por el contrario, la
ACFHR3-CFHRL1 es un factor de riesgo para el SLE (Zhao et al, 2011),
aHUS (Zipfel et al, 2007) y la microangiopatia trombética relacionada
con trasplante de células madre hematopoyéticas asociada a la
generacion de autoanticuerpos anti-FH (Jodele et al, 2013).

Duplicaciones del dominio de dimerizacién. Los mutantes de dominios
de dimerizaciébn muestran penetrancia completa en los portadores y
herencia dominante. Ademas, se asocian con C3G, ya sea DDD o
C3GN. Por ejemplo, el mutante que genera una proteina
FHR-1(SCR123412345) (Tortajada et al, 2013) o FHR-1
(SCR1212345) (Marquez-Tirado et al, 2022) y el que genera una
proteina FHR-5(SCR12123456789) (Goicoechea de Jorge et al, 2013;
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Gale et al, 2010). Otro ejemplo es la mutacion que genera un gen hibrido
que produce una proteina FHR-5::FHR-2 (Chen et al, 2014). Estas
duplicaciones en el dominio de dimerizacion producen una
multimerizacion anormal con oligdbmeros de mayor orden, lo que
aumenta la avidez de las moléculas por los ligandos, lo que a su vez
aumenta la competicion con FH (mayor funcién desreguladora de estas
proteinas).

Ademas de estas variantes determinadas genéticamente, situaciones que afectan a
los niveles de estas proteinas también son importantes. Por ejemplo, altos niveles
de la proteina FHR-4 se asocian con el desarrollo de AMD (Cipriani et al, 2020) o
altos niveles de FHR-1 se asocian con peor prognosis en pacientes de C3g
(Mérquez-Tirado et al, 2022), mientras que la concentracion de FHR-1 relaciona
inversamente con el indice de filtraciéon glomerular en pacientes de ANCA
vasculitis y se asocia con los niveles de inflamacion y marcadores de progreso de
la enfermedad. Datos de investigaciones recientes demuestran que los niveles de
FHR-1 también aumentan en IgAN (Medjeral-Thomas et al, 2017; Tortajada et al,
2017).

Algunos estudios sugieren que los niveles de las proteinas FH/FHR estan
regulados activamente en caso de infeccion (Esparza-Gordillo et al, 2004;
(Narkio-Méakela et al, 2001) y existen evidencias de que los niveles de FHR
también pueden estar alterados en otras situaciones patolégicas como autismo o
sindrome de Rett (Artuso et al, 2011; Corbett et al, 2006). Los cambios en los
niveles de FHR pueden explicar la naturaleza episddica de algunas enfermedades
asociadas a la desregulacion del complemento en las que las recurrencias suelen
asociarse a infeccion (por ejemplo, C3G o IgAN). La posibilidad de que los niveles
de FHR se vean afectados por las condiciones fisiologicas y patoldgicas justifica
la realizacién de mas estudios, ya que se podria predecir que un aumento local de
la concentracidn de los FHR permitiria, a través de una mayor competencia de los
FHR, un aumento rapido de la activacién del complemento.

También es de resaltar que FHR-1 se ha encontrado unido cerca de zonas
necréticas glomerulares en pacientes de ANCA vasculitis y cerca de zonas
necraticas en placas de pacientes con ateroesclerosis (Irmscher et al, 2019)

El aHUS es una enfermedad ultra rara caracterizada por AKI, trombocitopenia y
anemia hemolitica microangiopatica. Entre un 50 y un 70% de los pacientes con
aHUS tienen una deficiencia subyacente del complemento, heredada o adquirida,
que conduce a una actividad desregulada de la VA en las superficies de las células
endoteliales. Aunque las mutaciones en aHUS probablemente afectan a la union
de FH a la mayoria de las superficies propias, FHR-1 compite la funcién de FH
solo en un subconjunto de esas superficies, y este subconjunto no incluye la
superficie de las células endoteliales. Las pruebas que apoyan esta afirmacion
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incluyen los ensayos hemoliticos en eritrocitos de carnero en los que la unién de
FH no puede ser competida con FHR-1 y la incapacidad de la proteina hibrida
FH::FHR-1 asociada a aHUS (en la que el C-terminal de FH ha sido sustituido por
el C-terminal de FHR-1) de proteger las superficies celulares de la lisis del
complemento (Heinen et al, 2006; Tortajada et al, 2012). Es por eso por lo que los
mutantes con ganancia de funcion en el C-terminal por intercambio de SCR o
aminoacidos con FH ganan la capacidad de competir en estas superficies, como
hemos explicado anteriormente.

C3G es un grupo heterogéneo de patologias renales asociadas a desregulacién del
complemento y clasificadas histologicamente  por  glomerulonefritis
predominantemente de C3. En la C3G del DDD, los depoésitos aparecen en la
GBM, mientras que, en la C3GN, su localizacion es predominantemente mesangial
y/o subendotelial. También se dan fenotipos intermedios entre la DDD y la C3GN.
Estudios anteriores han demostrado que el control de la activacion del
complemento esta alterado en los pacientes con C3G y que la desregulacion del
sistema del complemento puede ser el resultado de la pérdida de actividad de FH
(Licht et al, 2006) o de mutaciones ganancia de funcion en C3 que confieren a la
convertasa de C3 de la VA resistencia a la inactivacion por FH (Martinez
Barricarte et al, 2010) o de mutantes ganancia de funcion en los FHR como hemos
explicado anteriormente. La diferencia en la desregulacion del complemento entre
las dos patologias es que en aHUS la desregulacion se da a nivel de las superficies
endoteliales, siendo FH incapaz de regular el deposito de C3; mientras que en C3G,
la desregulacion se da en fase fluida, siendo FH incapaz de regular el consumo
completo de C3 en plasma.

La IgAN es una forma comudn de glomerulonefritis primaria caracterizada por
complejos inmunes que contienen IgA1 deficiente en galactosa (Gd-IgAl) y que
se depositan en el mesangio glomerular produciendo una enfermedad renal
progresiva. La IgAN también estd fuertemente asociada a la delecion
ACFHR3-CFHRL1. De forma similar a la AMD, la proteccion contra la IgAN de la
que se ha informado conferida por la falta de FHR-3 y FHR-1, también puede estar
relacionada con la generacion de superficies propias alteradas. La patogénesis de
la IgAN se modela actualmente como una secuencia de multiples acontecimientos,
siendo uno de ellos la generacion de autoanticuerpos que reconocen los epitopos
que contienen GalNAc en el Gd-IgALl. Es posible que los complejos inmunitarios
que contienen Gd-l1gA1l depositados en el mesangio se asemejen a las superficies
de los patogenos, en las que puede producirse una competicion entre los FH y los
FHR. Se especula que esta competicion se veria reforzada por el deposito de los
fragmentos activados de C3 generados por la activacion de la VL. La ventaja de
los individuos portadores de la delecion ACFHR3-CFHRL1 seria tener menos FHR
que interfieran en la regulacion por parte de FH de la activacion del complemento
inducida por estos complejos inmunes Gd-IgAl-antiglicanos en el rifidn (Jozsi et
al, 2015).
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El complemento también desempefia un papel importante en el SLE, una
enfermedad autoinmune grave caracterizada por la presencia de autoanticuerpos
que provocan lesiones tisulares en multiples drganos. Aqui, en contraste con la
AMD vy la IgAN, la delecion ACFHR3-CFHRL1 representa un importante factor de
predisposicion, lo que sugiere que en este caso la disminucion de la competicion
FH/FHR resulta deletérea. Se han propuesto dos posibilidades para explicar esta
asociacion. Una se basa en la capacidad del FHR-1 para inhibir la actividad de la
convertasa de C5 y la formacion del complejo de ataque a la membrana (MAC),
un papel del FHR-1 que actualmente resulta controvertido. La segunda explicacion
estd relacionada con la posibilidad de que los portadores de la delecion
ACFHR3-CFHR1 generen autoanticuerpos contra el FH, de forma similar a la
situacién en el aHUS, donde estos anticuerpos se asocian a la deficiencia en
homocigosis del FHR-1. La asociacién fenotipica contrastada del SLE con la
delecion ACFHR3-CFHRL1, opuesta al efecto protector observado para la IgAN y
la AMD, puede sugerir también que una cierta activacion de la VA podria ser
beneficiosa en el SLE. Por ejemplo, la delecion ACFHR3-CFHR1 puede dar lugar
a una menor opsonizacion y eliminacion por opsofagocitosis de los autoantigenos
debido a una mayor regulacién del complemento por parte de FH en las células
apoptoticas. En ese contexto, el aumento de los niveles de autoantigenos puede
promover la produccién de autoanticuerpos patogénicos que reconozcan estas
dianas (Jézsi et al, 2015).

3.3.3 Papel de FHR-1 y los mutantes de FHR-1 en aHUS y C3G:

Como ya hemos explicado, los reordenamientos gendmicos que implican a
FHR-1 que dan lugar a genes hibridos o a duplicaciones internas predisponen a
aHUS y a C3G. Entre estos, las mutaciones en el C-terminal de FHR-1 son
prototipicas del aHUS, mientras que las mutaciones que conducen a la duplicacién
de los dominios de dimerizacion de FHR-1 se encuentran exclusivamente en C3G.

La caracterizacion funcional de algunas de las variantes asociadas a aHUS sugiere
que estos mutantes de FHR-1 son patogénicos porque obtienen la capacidad para
competir la union de FH a C3b. De acuerdo con esta idea, recientemente hemos
informado que el FHR-1 wild-type carece de la capacidad de unirse a los acidos
sialicos, lo que impide la competicion por la union a C3b entre el FH y el FHR-1
en superficies propias a baja densidad, y que los mutantes del FHR-1 asociados a
aHUS son patogénicos porque adquieren la capacidad de unirse a los acidos
sialicos por el dominio C-terminal. Ademas, también hemos descrito la interaccion
entre el FHR-1 y el C3 nativo, y hemos postulado que el FHR-1 unido a la
superficie promueve la activacion del complemento atrayendo el C3 a la superficie
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celular. Mediante este mecanismo, FHR-1 puede promover activacion del
complemento localmente sobre las superficies con depdsito de C3 a las que se ha
unido, atrayendo mas C3 y creando un gradiente de concentraciones mas altas de
esta proteina en la vecindad de los depositos que puede ser activado a C3b por las
convertasas en esa superficie. (Merinero et al, 2021).

Por otro lado, dado que el FHR-1 comparte el dominio de unién a C3b C-terminal
con el FH, se ha asumido que el FHR-1 compite la union del FH al C3b depositado
en las superficies. Con respecto a los mutantes por duplicacion de los dominios de
dimerizacion asociados a C3G siempre se ha postulado que este seria el mecanismo
patogénico de estas proteinas por el aumento de avidez que provoca la
multimerizacién. Esta suposicion se ha apoyado normalmente en ensayos de
competicion en placa de ELISA recubiertas de C3b cuyo significado fisioldgico
resulta controvertido. Un trabajo publicado recientemente refuta este mecanismo,
concluyendo que la competicion por C3b entre FHR-1 y FH esta restringida a los
mutantes de FHR-1 asociados con el aHUS, y que las proteinas FHR-1 wild-type
y los mutantes con dominios de dimerizacion duplicados asociados a C3G no
compiten la unién de FH a C3b en superficies fisiologicas. En este trabajo también
demuestran que el FHR-1 promueve la formacion de la convertasa de C3 al
interactuar con el C3b en fase fluida, promoviendo la activacion del complemento
y la deposicion de C3 a través de la VA. Este efecto es contrarrestado por la
actividad reguladora de FH, ilustrando que el equilibrio entre los niveles de
FHR-1/FH determinan el resultado de la activacion/regulacion del complemento.
El FHR-1 también se une al C3 nativo. Dado que la concentracién de C3 en el
plasma supera ampliamente la de C3b circulante, es de esperar que el ligando
preferente del FHR-1 sea el C3. Este C3 podria entonces activarse aumentando la
concentracion local de los sustratos para formar la C3 convertasa. Por lo tanto,
proponemos que el mecanismo patogénico de las mutaciones de FHR-1 asociadas
a C3G se basan en una mayor avidez por las superficies opsonizadas de C3, lo que
aumenta la promocién de la activacion del complemento en estos sitios y
sobrepasan la regulacion de FH (Marquez-Tirado et al, 2022).

Los resultados de estos dos trabajos son importantes porque proporcionan una
explicacion a la relacion que se observa entre los mutantes del C-terminal de
FHR-1y el aHUS y entre los mutantes de FHR-1 con dominios de dimerizacién
duplicados y la C3G. Ademas, ponen de manifiesto que la promocion de la
activacion de la VA por parte de FHR-1 no implica la competicion con el FH por
la union a C3b. En lugar de esto, es la atraccion de C3 y C3b en fase fluida por el
exceso de FHR-1 unido a la superficie lo que lleva a la formacion de la convertasa
C3 de la VA, lo que supera la regulacién de FH y promueve la desregulacion del
complemento.
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3.3.4 Importancia de las proteinas FHR en superficies sin reguladores de
membrana:

Como hemos visto, estas patologias con las que se relaciona a los FHR
también se asocian con FH y se dan en muchos casos sobre las superficies de matriz
extracelular que carecen de otros reguladores de membrana, como la GBM en lo
rifiones o la membrana de Bruch en la retina.

Parece que en estas superficies es especialmente importante el equilibrio entre FH
y los FHR, y por tanto van a ser muy sensible a situaciones que desplacen este
equilibrio hacia la activacion, como mutaciones de pérdida de funcion en FH o de
ganancia de funcién de los FHR. En este sentido, no parece casual que los
episodios de reagudizacion de la enfermedad en pacientes con aHUS y con C3G
portadores de mutaciones en FHR se produzcan con frecuencia de forma
simultanea a episodios de infeccion y fiebre.

La GBM y la membrana de Bruch son buenas superficies candidatas para la
competicion entre FH y FHR (Clark et al, 2014). Se ha demostrado que FH,
FHL-1, FHR-1y FHR-5 se unen a componentes de la matriz extracelular (ECM),
el principal constituyente de la GBM y la membrana de Bruch, y que FHR-5 inhibe
la actividad cofactora de FH asociada a superficies al competir su unién a la ECM
(Csincsi et al, 2015).

Existen moléculas adicionales en células apoptoticas, en depdsitos de la retina y
en otras estructuras que pueden sostener esta competicion FH/FHR. Uno de estos
ligandos son los epitopos de malondialdehido (MDA), que se originan por la
peroxidacion de lipidos de membrana debido al estrés oxidativo. Se cree que los
epitopos MDA contribuyen al reclutamiento de FH a la superficie de las células
apoptoticas, donde el FH neutraliza sus propiedades proinflamatorias y detiene la
activacion del complemento (Weismann et al, 2011). En AMD esta situacion
puede ser especialmente relevante, ya que en la retina se generan continuamente
células apoptoticas que deben ser eliminadas eficazmente. EI FH se une a los
epitopos del MDA a través de los SCR 6/7 y 19/20, lo que puede explicar la
asociacion tanto del polimorfismo 402H con un mayor riesgo, como de la delecion
ACFHR3-CFHR1 con una fuerte proteccion contra la AMD. En consecuencia, se
ha demostrado que la variante de riesgo 402H de FH presenta una menor unién a
MDA en comparacion con la variante 402Y y se han aportado pruebas que sugieren
que FHR-1 podria competir con la union de FH a MDA (Weismann et al, 2011).
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3.3.5 El papel de las proteinas FHR en la defensa contra infecciones:

Como hemos explicado anteriormente, existen patdgenos que han adquirido
la capacidad de unirse a FH desde los fluidos del organismo y apropiarse asi de su
funcion protectora. Las evidencias recientes sugieren que las proteinas FHR
pueden aumentar la activacion del complemento tanto directamente como
compitiendo con FH por la union a ciertos ligandos y superficies, por lo que pueden
jugar un papel crucial en la defensa contra patdgenos con este mecanismo de
evasion (Jozsi, 2017).

Los mecanismos inmunitarios innatos y adaptativos trabajan juntos para eliminar
eficazmente los microorganismos invasores y desarrollar memoria inmunolégica.
A su vez, los patdgenos han adquirido diversos mecanismos durante su
coevolucidn con sus organismos anfitriones para evadir las respuestas inmunitarias
de los mismos (Ricklin et al, 2010). La union de FH a partir de los fluidos
corporales supone una ventaja para la supervivencia de los patégenos en el
hospedador. Algunos ejemplos destacado de proteinas que secuestran FH son
OspE de Borrelia burgdorferi, Shi de Staphylococcus aureus , PspC de
Streptococcus pneumoniae y fHbp de Neisseria meningitidis. Por otro lado, la
superficie sialilada de Neisseria gonorrhoeae une FH y proporciona un ejemplo
de mimetismo patogénico de los glicanos del huésped. Aparentemente, numerosas
proteinas microbianas, no relacionadas entre ellas, se dirigen a los mismos
dominios conservados de FH, que implican a sitios de union a ligando.
Recientemente se determin0 y caracterizo un sitio de union a patdégenos en el SCR
20 de FH. De este modo, los patdgenos pueden imitar los ligandos de superficie
del hospedador. La unién selectiva de FH humano es una de las razones por las
que ciertas infecciones estan restringidas a humanos. Por ejemplo, infecciones por
estreptococos del grupo A, N. meningitidis, N. gonorrhoeae y Haemophilus
influenzae. Por el contrario, las bacterias que infectan a varios hospedadores, como
B. burgdorferi, se unen al FH de varias especies. La importancia de la union del
FH para la supervivencia de las bacterias esta bien documentada en el caso de N.
meningitidis, y la fHbp es una de las dianas de la vacuna contra esta infeccion.

Estas observaciones sugieren que los FHR pudieron surgir durante la evolucién
como sefiuelos que contrarrestan el secuestro de FH de los fluidos corporales del
hospedador por parte de los patdgenos. En particular, en los FHR los dominios
conservados son homologos a los del FH que median la unién a ligandos y
superficies, tanto propios como extrafos, por lo que es probable que los FHR
compartan la capacidad de unirse a los microorganismos. Los FHR también se han
descrito en varias especies como primates, ratones, ratas y peces; estos FHR
también carecen de los dominios reguladores. Se ha demostrado la union del
FHR-1 a patdgenos y proteinas microbianas que de otro modo se unirian al FH (y
en algunos casos también al FHL-1), como en el caso de varias proteinas de
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Borrelia sp, Leptospira interrogans, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, N.
gonorrhoeae, Plasmodium falciparum, C. albicans y Aspergillus fumigatus. Hasta
ahora, en la mayoria de los estudios, no se ha demostrado ningun papel funcional
del FHR-1 cuando se une a los microorganismos. FHR-1, FHR-2 y FHR-5 se unen
a B. burgdorferi y se demostréo que el FHR-1 no influye en la opsonizacion
bacteriana ni en la supervivencia en el caso de este microorganismo. Por otro lado,
se demostré que la FHR-1 unida a C. albicans facilita la interaccion con los
neutrofilos humanos y promueve las respuestas antibacterianas de los neutréfilos.
Se ha descrito un papel importante en infecciones para FHR-3. Un estudio GWAS
relaciono el gen CFHR3 con la infeccion por N. meningitidis. Un estudio funcional
posterior descubrié que el FHR-3 se une a este patdgeno y compite con el FH para
unirse a la fHbp de N. meningitidis, por lo que actta como un inhibidor competitivo
del FH y potencia la activacion del complemento. EI FHR-3 y el FH se unen con
afinidades similares a la fHbp, pero las afinidades relativas difieren entre las
variantes de la fHbp. En conjunto, los genes tanto del hospedador humano (al
determinar los niveles de FH/FHR-3) como del patégeno (al determinar las
variantes de fHbp que se unan preferentemente a FH) influyen en la susceptibilidad
a la enfermedad (JOzsi, 2017).

3.3.6 Las proteinas FHR en el raton:

En el raton, al igual que en humanos, se han encontrado cinco genes de FHR
en el cluster génico RCA, en el locus 1932 en ambas especies, pero solo existe
evidencia a nivel de transcrito de tres de ellos: FHR-B, FHR-C y FHR-E (Vik et
al, 1990). La nomenclatura mas aceptada para los genes y proteinas de los FHR de
raton es de la A, a la E (en humanos del 1 al 5) en funcidn de su posicion genémica:
telomero/Cfh/Cfhra-Cfhre/centromero (Hellwage et al, 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Comparacion del cluster génico RCA de humanos y de raton. En ambas
especies se localiza en el locus 1932 del cromosoma 1. En ambas especies, aparecen cinco
genes relacionados con FH, aunque en el ratén dos de ellos estan sefialados como
pseudogenes (Cfhr-a 'y Cthr-e).

Su longitud en cuanto a niumero de SCR varia, desde cinco hasta catorce. A nivel
de aminoacidos, los FHR murinos muestran una identidad de secuencia mucho
mayor con el FH de raton que los FHR humanos con el FH humano, y va desde el
85 hasta el 100% en algunos SCR. Los FHR de humanos y de raton son
evolutivamente homélogos ortélogos, aungue se desconoce qué funciones estan
conservadas en el ratén. Al igual que en humanos, los FHR murinos conservan los
dominios de reconocimiento y union a superficies, pero carecen de dominios
reguladores (Figura 4). Los residuos méas importantes que forman el bolsillo de
union a &cido sialico del SCR20 del FH humano (también presente en el SCR5 de
FHR-1 humano) estan conservados en el SCR20 del FH de raton y en el dltimo
dominio de todos los genes de FHR en el ratén. La proteina FHR-E, de la que no
se tiene evidencia a nivel de proteina (Hellwage et al, 2006), es la Unica que
conserva los residuos del dominio de dimerizacion de las proteinas humanas
FHR-1, FHR-2 y FHR-5.

Hasta ahora, no hay mucha informacion con respecto a la funcion de las proteinas
FHR de raton. Muchos de los trabajos sobre estas proteinas replican experimentos
realizados con FHR humanos, utilizando en muchos casos como ligandos proteinas
humanas.
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Figura 4. Alineamiento de las proteinas de la familia de FH de raton. Los SCR de FH
estan numerados. El nimero dentro de los dominios SCR de los FHR muestra el % de
identidad de secuencia con el dominio correspondiente de FH. Al igual que en los
humanos, solo los dominios de reconocimiento de superficie de FH se conservan en los
FHR. También se indica la localizacién de los sitios de N-glicosilacion confirmados y
putativos.

Un trabajo (Antonioli et al, 2018) describe a FHR-A y FHR-B como potentes
antagonistas de FH en eritrocitos de carnero. La lisis de los globulos rojos normales
de carnero se produce también en presencia del inhibidor recombinante FH19-20,
mientras que la activacion de la fase fluida del complemento no se ve afectada.
Tanto el FH como el inhibidor FH19-20 tienen una afinidad ~7 veces mayor por
las superficies recubiertas de C3b y altas cantidades de acido sialico.
Curiosamente, tanto FHR-A como FHR-B parecen ser antagonistas mas potentes
de FH en este ensayo que el inhibidor recombinante FH19-20. La proteina FHR-C
no compite la funcion de FH en estas superficies celulares. Ademas, se realizaron
ensayos de competicién utilizando FH para demostrar que la incubacién de los
globulos rojos de carnero con FH antes de la adicion de FHR-A o FHR-B evita la
hemolisis de las células. Mutantes en el dominio C-terminal de FHR-B pierden la
capacidad de desregular en el ensayo hemolitico. Se observo también en este
trabajo, que tanto FH como FHR-A y FHR-B de raton unen C3d. Datos de
cromatografia exclusién molecular para analizar la proteina FHR-B nativa
sugieren que FHR-B puede ser capaz de formar complejos de orden superior.
FHR-A es muy similar a FHR-B (95% de identidad de secuencia entre SCRS), pero
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tiene dos dominios adicionales correspondientes a los SCRs 8 y 9 de FH, que
podrian permitir que esta proteina compitiera mas eficientemente a FH por la union
a C3b en superficies celulares. Las afinidades de union al C3d de los FHR de raton
se correlacionan directamente con su actividad funcional en los ensayos
hemoliticos.

En otro trabajo (Cserhalmi et al, 2017) observan que FHR-B se une a C3b humano
y compite la unién del FH humano. FHR-B es capaz de soportar el ensamblaje de
una convertasa C3 funcional a traves de su union a C3b. Ademas, une PTX3 de
raton, lo que resulta en un aumento del depdsito de C3 debido al aumento de la
activacion del complemento del suero. FHR-B aumenta el depdsito de C3 sobre la
pentraxina CRP, ECM de Matrigel y ECM de HUVEC cuando son expuestos a
suero de raton. También aumenta el depdsito de C3 sobre células necroticas y sobre
células de la linea B de raton. FHR-B aumenta la lisis sobre eritrocitos de carnero.
Una de las funciones del sistema del complemento es la limpieza de células
muertas por opsofagocitosis. La union del FH a las superficies de células
necraticas y apoptéticas contribuye a la generacion de cantidades suficientes de
opsoninas sin que haya una activacion del complemento excesiva, para evitar la
lisis directa de las celulas y la consiguiente inflamacion. Como hemos visto
anteriormente, FHR-1 también une células necroticas, activa complemento y
aumenta la opsonizacién sobre las mismas (Csincsi et al, 2017; Chen et al, 2016).
En este trabajo, postulan que FHR-B también uniria células necroticas para activar
complemento y aumentar la opsofagocitosis de estas células.

En un trabajo sobre la capacidad del FHR-1 humano por unirse a células necréticas
y provocar una activacion del sistema inmunitario independiente del complemento
(Irmscher et al, 2019), utilizan el FHR-B para ver si replica la funcion de la
proteina humana. Observan que FHR-B se une a macréfagos alveolares necréticos
de raton y que FHR-B aumenta la liberacion de IL-p por los monocitos de raton
expuestos a suero de raton.

3.4 Modelos animales

El raton es la herramienta experimental elegida por la mayoria de los
inmundlogos. El estudio de su respuesta inmunitaria ha aportado una enorme
informacion sobre el funcionamiento del sistema inmunitario humano. Los ratones
son el pilar de la experimentacién inmunoldgica in vivo, y en muchos aspectos,
reflejan notablemente la biologia humana. Esta homologia se refleja en los trabajos
de secuenciacion de ambos genomas que revelan que solo 300 genes
aproximadamente parecen ser exclusivos de una u otra especie. Sin embargo,

53



debido a los 65 millones de afios de evolucion que separan a ambas especies,
existen también diferencias significativas.

A pesar de la conservacion de genes entre las especies, existen diferencias
significativas entre los ratones y los humanos en el desarrollo, la activacion y la
respuesta del sistema inmunitario, tanto en la rama innata como en la adaptativa.
Estas diferencias no deberian sorprender, ya que estas dos especies que divergieron
hace millones de afios de afios, difieren enormemente en tamario y esperanza de
vida, y han evolucionado en nichos ecoldgicos muy diferentes en los que hay que
hacer frente a retos inmunol6gicos muy distintos (Mestas & Hughes, 2004).

Sin embargo, debido a que hay tantos paralelismos, ha habido una tendencia a
ignorar las diferencias y, en muchos casos, a suponer que lo que es cierto en los
ratones -in vivo veritas- es necesariamente cierto en los seres humanos. Al hacer
tales suposiciones, corremos el riesgo de riesgo de pasar por alto aspectos de la
inmunologia humana que no se dan, o no pueden modelarse, en los ratones. En
este subconjunto se incluyen diferencias que pueden impedir que un ensayo
preclinico exitoso en ratones se convierta en un ensayo clinico exitoso en humanos.

Claramente, con tantas situaciones que se trasladan bien entre ambas especies, y
con la relativa facilidad con la que se pueden manipular genéticamente los ratones,
los modelos de ratdn seguiran proporcionando informacion importante durante
muchos afio. A medida que las terapias para las enfermedades humanas se vuelvan
cada vez mas sofisticadas y especificamente dirigidas, cada vez sera mas
importante comprender las posibles limitaciones de extrapolar los datos de los
ratones a los humanos. La literatura esta plagada con ejemplos de terapias que
funcionan bien en ratones pero que no proporcionan una eficacia similar en
humanos.

La mayoria, si no todas, de las diferencias entre la inmunologia del raton y la
inmunologia humana se han desarrollado porque proporcionan alguna ventaja
selectiva. Con toda probabilidad, estas adaptaciones son una respuesta a los nuevos
retos patoldgicos de microorganismos, que tienen tiempos de generacion muy
cortos y altas tasas de mutacion. Asi, tanto el sistema inmunitario en su conjunto,
como algunos de sus componentes individuales estdn moldeados por la seleccion
natural. Los ratones evolucionaron en un entorno bastante diferente al de los
humanos y han estado expuestos a diferentes antigenos, patdgenos, por lo que cabe
esperar que sus sistemas inmunitarios hayan evolucionado de forma diferente. Los
ratones no solo viven en nichos ecoldgicos diferentes, sino que son también mucho
mas pequefios y tienen una esperanza de vida significativamente menor. Por tanto,
muchos de los cambios en humanos pueden ser para ajustarse al mayor tamaiio del
organismo y para proporcionar mayor controles y equilibrio para combatir la
elevada carga de mutaciones somaticas que necesariamente se generan en los
animales mas longevos.
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El primer paso para probar la eficacia de un nuevo medicamento es normalmente
testarla en un modelo animal de la enfermedad diana. Si es un medicamento para
una enfermedad relacionada con el sistema del complemento, el modelo animal de
eleccion sera el raton. Sin embargo, trasladar los resultados a la situacion en
humanos requiere de un gran conocimiento de las similitudes y de las diferencias
entre el sistema del complemento humano y del ratén, particularmente su
regulacion (Pouw et al, 2015). A continuacidn, se describen algunos ejemplos de
modelos animales que han contribuido a un mejor entendimiento del sistema del
complemento en general y del papel de las proteinas de la familia de FH en
patologia en particular.

El modelo de ratén knockout Cfh -/-, deficiente en FH, desarrolla DDD espontanea,
caracterizada por depdsitos de C3 en la GBM, con el consiguiente desarrollo de
glomerulonefritis (Pickering et al, 2002). Mientras que otro modelo de raton
transgénico Cfh ASCR16-20 desarrolla sintomas de aHUS, lo que pone de
manifiesto la importancia del C-terminal de FH en la regulacion y en el desarrollo
de esta patologia (Goicoechea de Jorge et al, 2007). En humanos, la deficiencia de
FH se asocian con DDD y enfermedad renal; lo que se traslada al modelo de ratdn
Cfh -/-. aHUS se asocia con una regulacion en superficies reducida, sobre todo las
mutaciones en el C-terminal de FH. El modelo de raton Cfh ASCR16-20 desarrolla
sintomas asociados a aHUS. Esto demuestra que in vivo, el reconocimiento de
superficies por FH a través de su C-terminal ocurre mediante mecanismos
similares en ratones y humanos; y que alteraciones en esta region desencadenan
patologias renales similares (Pouw et al, 2015).

Ratones transgénicos Cfh(1-5)::CFH(6-8)::Cfh(9-20) que tienen los SCR del 6 al
8 del FH humano desarrollan sintomas similares a AMD (los ratones no tienen
mécula) antes y mas pronunciadamente que el Cfh -/-, presumiblemente porque el
primero mantiene niveles de C3 en plasma mientras tiene la regulacion en la retina
afectada. Sin embargo, en el modelo, tanto el haplotipo 402Y como el 402H
producian sintomas de AMD, mientras que en humanos solo el 402H se asocia con
AMD. Ninguno de los dos FH quiméricos era igual de efectivo que el FH wild-type
en reconocer y proteger la membrana de Bruch en el raton, probablemente porque
la composicion de polianiones en esta superficies es diferente entre ratones y
humanos (Ufret-Vincenty et al, 2010). Ademas de tratar a los ratones Cfh-/- con
FH humano, se generaron ratones que expresan FH humano completo en su
totalidad en lugar del FH de raton, incluyendo tanto el haplotipo 402H como el
402Y, dando como resultado dos cepas humanizadas; CFH-H:Cfth -/- y
CFH-Y:Cfh -/- (Ding et al, 2015). En apoyo de los resultados obtenidos sobre la
administracion de FH humano, la expresion de FH humano en ratones
Cfh-/- demostré que el FH humano es capaz de regular el complemento de raton
eficientemente. En un modelo de artritis reumatoide, el competidor rFH19-20
empeora la enfermedad (Banda et al, 2013). En ratones MLR-Ipr/lpr, que es un
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modelo de SLE, la deficiencia de FH exacerba los sintomas renales (Bao et al,
2011).

En cuanto a modelos de raton que involucren a las proteinas FHR en esta especie,
no se tiene mucha informacion. Existe un modelo animal Cthre -/- (Li et al, 2020)
que en condiciones estandar tiene niveles de C3, C5, C3a y C5a normales, por lo
que el FHR-E no parece tener un papel en la activacion espontanea de la VA. Tras
la estimulacion del modelo con LPS aumentan los niveles de C3, C5, C3ay Cba,
asi como de marcadores de inflamacion, coagulacion y AKI. Estos resultados
parecen indicar que FHR-E tendria un papel protector en infecciones, evitando una
inflamacion excesiva. FHR-E competiria reguladores positivos como properdina
en situaciones de activacion de la VA.

Ademas, se ha descrito ausencia de FHR-C en tres cepas distintas proclives a SLE
(MRL-Ipr/lpr, NZB/NZN, LG/J) y en una cepa proclive a DM (diabetes mellitus)
(ratones NOD). Los niveles de expresion a nivel de mRNA de FHR-B es menor
en el higado de los ratones Cfh -/- con DDD que en ratones wild-type (Mehta et al,
2014).

Se ha descrito recientemente un modelo de raton doble knockout Cfh/Cfhrs -/- que
desarrolla C3G espontanea al igual que el modelo ya descrito Cfth -/-. Por el
contrario, el knockout Cfhrs -/- no desarrolla enfermedad renal y presenta
regulacion normal de C3 en plasma y rifion. Estos resultados parecen indicar que
en el contexto de desregulacion del complemento extrema (i.e. deficiencia total de
FH) la accion de los FHR es irrelevante (Malik et al, 2021).

3.5 Objetivo general

Las proteinas FHR humanas representan un grupo de moléculas cuya funcién o
funciones precisas dentro del sistema inmunitario ain no han sido descritas con
exactitud. Se les han atribuido funciones heterogéneas e incluso contradictorias
entre ellas. En los dltimos afios, han cobrado especial importancia, debido a que,
cada vez con mayor fuerza, se encuentran asociadas con patologias humanas.

Se postula que los FHR podrian estar implicados en una regulacion mas precisa de
la activacion del complemento en contextos especificos o sobre determinadas
superficies extrafias o propias que hayan sido alteradas durante procesos de
inflamacion, recambio celular, patologia, cambios por la edad, etc. Parece que
estas proteinas podrian jugar un papel importante en el delicado equilibrio que
existe entre activacion del complemento e inhibicion para mantener la homeostasis
y prevenir una activacion exacerbada.
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Lo mismo puede decirse de las proteinas FHR de raton en cuanto a su funcién
concreta dentro del sistema del complemento. Existe un nimero muy limitado de
estudios en relacion al papel que estas proteinas tienen en modelos animales de
enfermedad.

Nuestro objetivo es extender estos estudios hacia una caracterizacion funcional y
estructural completa de las proteinas FHR de raton, en la busqueda de homologos
funcionales entre las dos especies. Este conocimiento es relevante a la hora de
generar modelos animales de enfermedades en las que estan implicadas las
proteinas FHR humanas.
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1. Determinar qué proteinas relacionadas con factor H estan presentes en el
plasma de raton.

2. Caracterizar funcional y estructuralmente las proteinas relacionadas con
factor H de raton.

3. Buscar homologos funcionales de la proteina FHR-1 humana entre las
proteinas FHR de ratén.
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5.1 Desarrollo de anticuerpos contra las proteinas de la familia de FH

Ante la ausencia de reactivos comerciales que nos permitiesen detectar o
purificar las proteinas FHR de raton, se decidio disefiar un anticuerpo policlonal
contra estas proteinas. Teniendo en cuenta que cuando se compara la secuencia
aminoacidica de los FHR de raton con la de FH, los alineamientos muestran altos
porcentajes de identidad de secuencia entre dominios SCR individuales (con un
valor medio del 88% por SCR), es probable que existan epitopos comunes entre
FH y los FHR de raton.

5.1.1 Antisuero policlonal contra FH de ratén:

Primero, se purifico la proteina FH de ratdn a partir de ratones C57BL/6
wild-type usando una columna de inmunoafinidad montada en el laboratorio a
partir del anticuerpo monoclonal 2A5 (cedido por el laboratorio de Claire Harris,
Universidad de Cardiff).
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Figura 5. Perfil de elucion en una columna de exclusion molecular del FH de raton,
comparado con el FH humano. También se compara la proteina de raton con la proteina
humana en un gel SDS-PAGE.
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La proteina purificada de esta manera se concentrd utilizando los filtros para
centrifugacion Amicon ® Ultra-4 30K (Merck Millipore, #C7719) y se gel-filtrd
utilizando la columna de exclusion molecular Superdex® 200 10/300 GL (GE
Healthcare, #GE17-5175-01). EIl perfil de elucion y la proteina purificada en
SDS-PAGE se compararon con el FH humano para validar la proteina purificada,
debido a la alta homologia (Figura 5).

Seguidamente, tras obtener cantidad suficiente y con la ayuda del laboratorio de
Mercedes Dominguez (Instituto de Salud Carlos Ill), se inoculé la proteina
purificada en un conejo en dos eventos de inmunizacion. El animal fue sacrificado
y sangrado, y se obtuvo el antisuero policlonal anti-FH de ratén. Se comprobé que
este reactivo detectaba proteinas a la altura tedrica de los FHR en un plasma de
raton C57BL/6 Cfh -/- mediante western-blot (WB) tras electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE), mientras que usando un plasma
de raton C57BL/6 Cfh/Cfhr -/- no se detectaban estas bandas (Figura 6). De modo
que el anticuerpo policlonal anti-FH detecta epitopos compartidos en el resto de
las proteinas de la familia. La banda inespecifica que aparece debajo del marcador
de 75kDa corresponde a albdmina.

Plasma C57BL/6
Plasma Cfh -/-
Plasma Cfh/Cfhrs -/-
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Figura 6. WB con el antisuero de conejo anti-FH de raton. En el plasma Cfh/Cfhr -/- no
se detectan bandas que si aparecen en el wild-type.
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Las inmunoglobulinas del antisuero se purificaron por inmunoafinidad utilizando
una columna montada en el laboratorio de proteina A. Estas inmunoglobulinas
purificadas se inmovilizaron en una matriz de sefarosa CNBr-activada 4B (GE
Healthcare) y se cred una columna de inmunoafinidad en el laboratorio con el
anticuerpo policlonal anti-FH de raton.

5.1.2 Antisuero policlonal contra FHR-B de ratén:

Mediante cromatografia de inmunoafinidad utilizando la columna de
inmunoafinidad con el anticuerpo policlonal anti-FH de raton se purifico la
proteina FHR-B recombinante a partir de sobrenadante de cultivo celular usando
la reactividad cruzada del anticuerpo. La proteina purificada de esta manera se
concentré utilizando los filtros para centrifugacion Amicon ® Ultra-4 30K (Merck
Millipore, #C7719) y se gel-filtr6. Con la ayuda del laboratorio de Mercedes
Dominguez (Instituto de Salud Carlos I11) se inoculd la proteina purificada en un
conejo en dos eventos de inmunizacion. Seguidamente el animal fue sacrificado y
sangrado, y se obtuvo el antisuero policlonal anti-FHR-B de ratén.

El antisuero se valido mediante por WB tras SDS-PAGE. Las proteinas se
transfieren a una membrana de PVDF (Biorad, #1620177) mediante transferencia
hdmeda en buffer Tris-Gli 1X, metanol 20%, a 100V durante 1 hora en frio. La
membrana se aclara en tampon de lavado (Tris 50mM, NaCl 150mM y 0,05%
Tween 20) y se bloguea con tampodn de lavado con 5% de proteina lactica en polvo.
Tras lavar, se incuba con el antisuero 1 hora a RT y agitacion en tampén de lavado
con 3% de BSA. La incubacion con el anticuerpo secundario se da durante 30
minutos a RT y agitacion. Las membranas se revelan con el reactivo
quimioluminiscente Clarity™ Western ECL (Biorad, #170-5061) y se detectan en
el lector de quimioluminiscencia Chemidoc™ (Biorad). Para la validacion se
usaron plasmas de ratones C57BL/6 wild-type y de ratones knockout Cfh -/- y
Cfh/Cfhr -/-, asi como la proteina FHR-B de raton purificada. El antisuero
policlonal anti-FHR-B de raton detecta bandas a la altura de los FHR tanto en el
suero wild-type como en el suero del knockout Ctfh -/-, mientras que estas bandas
no aparecen en el suero knockout Cfth/Cthr -/- (Figura 7). La banda inespecifica
que aparece debajo del marcador de 75kDa corresponde a albumina.
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Figura 7. WB con el antisuero de conejo anti-FHR-B de raton de muestras de plasma de
raton y la proteina FHR-B purificada.

5.2 ldentificacion de FHR en plasma de ratén

Para los siguientes experimentos se utilizd plasma de raton C57BL/6
knockout del gen Cfh -/-. Mediante cromatografia por inmunoafinidad con un
anticuerpo policlonal de conejo contra factor FH de raton, purificamos los FHR a
partir de ese plasma de raton. Las proteinas eluidas fueron desnaturalizadas,
analizadas por SDS-PAGE vy el gel fue tefiido con azul Coomassie. Se realizaron
pequefas extracciones de cada banda de deteccion, y se llevé a cabo un protocolo
de digestidn de tripsina, nLC-MS/MS y analisis de datos de acuerdo con lo descrito
en Cristobo et al, 2011. La identificacion de proteina mediante nLC-MS/MS se
realizd en el Laboratorio de Protedmica y Gendmica del CSIC-CIB, miembro de
la red ProteoRed-ISCII]I.

A modo de control, se repitié la metodologia anterior utilizando de nuevo plasma
de ratones C57BL/6 knockout del gen Cfh -/-, pasandolo esta vez por una columna
de inmunoafinidad montada en el laboratorio inmovilizando un anticuerpo control
policlonal desarrollado en conejo contra una proteina humana no relacionada con
el sistema del complemento. Las proteinas eluidas se analizaron de la manera
anteriormente descrita.
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5.3 Disefio y clonaje de las construcciones recombinantes de FHR

Para trabajar con proteinas individuales purificadas se opt6 por producirlas
de manera recombinante. Con este fin, a partir de la secuencia del cDNA de
distintas proteinas, se disefiaron y se clonaron en distintos vectores una serie de
proteinas wild-type, asi como varias construcciones de proteinas hibridas.

Se obtuvieron los siguientes plasmidos de con las construcciones de diferentes
proteinas o fragmentos de los siguientes proveedores: FHR-1 humano (UniProt
Q03591) y FH de ratdon (Uniprot P06909), procedentes de GeneCopoeia™,
insertados en el vector pEZ-MO02. Los dominios C-terminal de FHR-B de ratdn
(UniProt Q4LDF6), factor FHR-C (UniProt QOKHD3), y los dos ultimos dominios
C-terminal del factor FHR-E (UniProt Q61406), fueron disefiados con GeneArt™
Gene Synthesis (Thermo Scientific™) e insertados en un vector pMA-T. El factor
completo FHR-B de ratdn se obtuvo de GenEZ™ ORF (Genscript™) insertados
en el vector pcDNA3.1+/C-(K)-DYK.

Las construcciones hibridas con el dominio N-terminal (SCRs 1, 2 y 3) de FHR-1
humano y el dominio C-terminal (Gltimos dos SCRs) de FH, FHR-B, FHR-C y
FHR-E de raton se disefiaron teniendo en cuenta la literatura previa sobre las
proteinas FHR de ratén y la informacion obtenida previamente en los experimentos
de deteccidn de las proteinas nativas en la sangre del raton. Estas construcciones
hibridas se fabricaron usando diversidad de estrategias de clonaje.

5.3.1 Construccion hibrida con el N-terminal de FHR-1 humano y C-terminal de
FH de raton:

La construccion hFHR-1(1-3)::mFH(19-20) se disefi6 generando
secuencias de restriccion Agel Unicas en las secuencias del FHR-1 humano entre
el SCR3 y el SCR4 (Figura 8.A) y del FH de raton entre el SCR18 y el SCR19
(Figura 8.B), mediante mutagénesis dirigida dando lugar a codones sinénimos,
ambas en el vector pEZ-MO2. El cribado de los clones positivos se hizo mediante
digestion del nuevo sitio de corte Agel generado.
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Vector pEZ-M02 hFHR-1 B) Vector pEZ-M02 mFH

/@ ............. @@

Agel o Agel
JCLITL
[EAATOCARAGATTCTACG0NARATETGGGEEECEE LR
CACCTCAATGCAAAGATTCTACGGGAAAATGTGGGCCCCCTCCACTT [GTGCCGAGACTCAACGONAAATGTGGGCCT CC]
GTGOAGTTACOTTTCTAAGATGCCCTTTTACACCCOOB06AG0TOOA et LD L T A e L ST P U LT T e

FTTACOTTTCTARGATOUCCUTTTACACECaG0G0) + t w f t t + } t
C A iutag hCPHR1 Ry GTTTCACGGCTCTGAGTTETCOCTTTACACCCGOAGGAGGTGGA

CACGGCTCTGAGTTGURETT'IACACCCGGAGG]
[~ Mutag mCFH Rv

Mutag mCFH Fw

Secuencia hFHR-1
original f
|
|

Secuencia mFH
original

ﬁ hM ‘Wﬂ P\ W MM lwﬂlwﬁ M Ml (\l

Secuencia hFHR-1 Secuencia mFH '| ) ‘
mutada Agel ‘H mutada Agel .
M fAIIAL \" H\ \h ﬂ | ' M “J ﬂjﬂd\\ .fj\ibk‘\ |

Figura 8. Esquema de mutagénesis dirigida sobre los vectores originales pEZ-M02
hCFHR1 (A) y pEZ-M02 mCFH (B). Se muestra la localizacion de la mutacion entre
SCRs en el esquema del vector y el resultado de secuenciacién que confirma la mutacion.

A continuacion, las construcciones pEZ-M02 hFHR-1 Agel+ y pEZ-M02 mFH
Agel+ se digirieron con las enzimas de restriccion Sacl y Agel; Sac | tiene un sitio
de corte Unico antes del ORF. Se purifico el fragmento con los SCR1, 2 y 3 del
FHR-1 humano digerido con esta pareja de enzimas de restriccion y se insertd
dentro del pEZ-M02 mFH SCR19-20 abierto con las mismas enzimas (Figura
9.A). La construccion hFHR-1(1-3)::mFH(19-20) se subclondé al vector de
expresion pCl-Neo amplificando la construccion por PCR usando primers que
incorporaban sitios de corte Nhel en el extremo 5’ y Mlul en el extremo 3’ de la
secuencia. Estas secuencias de restriccion se encuentran en la region de clonaje
MCS (Multiple Cloning Site) del vector pCl-Neo. La construccion también fue
subclonada al vector de expresion in-house pCMV en la region de clonaje MCS
que contiene los sitios de corte Unicos Nhel y Mlul (Figura 9.B). El cribado de
clones durante todos los pasos del clonaje y de los subsiguientes subclonajes se
hizo mediante PCR con primers especificos de la construccion a cribar. Tanto los
clones positivos como las construcciones finales se secuenciaron integramente
para confirmar la ausencia de cambios no deseados en la secuencia.
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pEZ-M02
hFHR-1 mut
pEZ-M02
mFH mut

1kB

— 11 Kb
8 KD

PEZ-M02 hFHR-1(1-3)-mFH(19-20)

Start
5 ...GCTTGGAAGGAGTTCGAACCATG... 3’

pEZ-M02
“HFHR-1(1-3) mFH(19-20)

Insertion Nhel Fw
5’ CATGCAGCTAGCGCTTGGAAGGAGTTCGAACC 3’
Nhel

PEZ-M02 hFHR-1(1-3)::mFH(19-20)
Stop
§'...TAG...AACCCAGCTTTCTTGTACAAGTGGTTGA... 3’

Insertion Miul Fw
pCl-Neo/pCMV 3 GAAAGAACATGTTCACCAACTTGCGCAACGATG 5’

hFHR-1(1-3)::mFH(19-20) Miul

Figura 9. A) Esquema del clonaje de la construccion hibrida hFHR-1(1-3)::mFH(19-20)
a partir de los fragmentos generados por digestion de las dianas desde los vectores
originales. B) Esquema del subclonaje de la construccion  hibrida
hFHR-1(1-3)::mFH(19-20) a los vectores pCl-Neo y pCMV y esquema del disefio de los
primers utilizados.

5.3.2 Construcciones hibridas con el N-terminal de FHR-1 humano y C-terminal
de los CFHR de raton:

Las construcciones con el dominio N-terminal de FHR-1 humano y el
C-terminal de los FHR de raton [i.e. hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5),
hFHR-1(1-3)::mFHR-C(13-14) y hFHR-1(1-3)::mFHR-E(4-5)] se generaron
subclonando la region correspondiente al C-terminal de cada uno los FHR de raton
desde el vector pMA-T. Las construcciones de los dominios C-terminal de los FHR
de ratdn se obtuvieron a traves del servicio de biologia sintética de Invitrogen
(Thermo Fisher Scientific) y se suministraron en el vector de clonaje pMA-T. Se
disefiaron para que la secuencia estuviese flanqueada por Agel y Mlul en los
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extremos 5’ y 3’ respectivamente. Los fragmentos a insertar se obtuvieron por
digestion con Agel y Mlul y se insertaron en el vector pCI-Neo con la construccion
hFHR-1(1-3)::mFH(19-20) digerida con la misma pareja de enzimas. Las
construcciones también fueron subclonadas al vector de expresion in-house pCMV
(Figura 10). El cribado de clones durante todos los pasos del clonaje y de los
subsiguientes subclonajes se hizo mediante PCR con primers especificos de la
construccion a cribar. Tanto los clones positivos como las construcciones finales
se secuenciaron integramente para confirmar la ausencia de cambios no deseados
en la secuencia.

MFHR-B (SCR4-5)  mFHR-C (SCR 13-14) mFHR-E (SCR 4-5)

Agel Miul Agel Miul Agel Miul

99@ Miul
o Neo/pCMV
- H(19

pCl-Neo/pC
hFHR-1(1-3)::mFH(19-20)

pCl-Neo/pCMV
hFHR-1(1-3)::mFHR-E(4-5)

Figura 10. Esquema del clonaje de las construcciones hibridas
hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5), hFHR-1(1-3)::mFHR-C(13-14) y
hFHR-1(1-3)::mFHR-E(4-5) a partir de las construcciones en el vector pMA-T con el
C-terminal de cada uno de los FHR de raton.

5.3.3 Construccion completa del FHR-B de raton:

La construccién del cDNA completo de FHR-B de ratdn se obtuvo a través
de la libreria de cDNA de GeneScript y se suministré en el vector de
pcDNA3.1+/C-(K)-DYK. Ante la falta de reactivos especificos para purificar la
proteina de manera eficiente, se decidio insertar una etiqueta de polihistidina
(HisTag) seguida de una diana para la proteasa HRV3C. La diana se insert6 en
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dominio N-terminal de la proteina, entre la secuencia del péptido sefial y la del
SCR1 de la proteina. Se utilizé el kit de mutagénesis dirigida con Q5® (New
England Biolabs, #M0493S) + KLD Enzyme Mix (New England Biolabs,
#MO0554S). Para ello, se disefiaron primers no solapantes siendo el reverse el que
hibridaba con el final del péptido sefial y el forward el que hibridaba con el
principio del SCR1 de la proteina. Cada uno de los primers contenia una parte de
la secuencia HisTag/HRV3C a insertar (Figura 11.A). La construccion
HisT/HRV3C mFHR-B se subclond al vector de expresién pCMV amplificando la
construccion por PCR usando primers que incorporaban sitios de corte Nhel en el
extremo 5’ y Mlul en el extremo 3’ de la secuencia. Estas secuencias de restriccion
se encuentran en la region de clonaje MCS del vector pCMV (Figura 11.B). El
cribado de clones durante todos los pasos del clonaje y de los subsiguientes
subclonajes se hizo mediante PCR con primers especificos de la construccién a
cribar. Tanto los clones positivos como las construcciones finales se secuenciaron
integramente para confirmar la ausencia de cambios no deseados en la secuencia.

A) Secuencia pcDNA3. 1+/C-(K)-DYK mFHR-B
5 ...GCATGGCTTTCTACTGCTAAAGGGGAAGAAAAGACATGCTCACCTCC... ¥

Péptido sefial mFHR-B SCR1 mFHR-B

Secuencia poliHis tag + proteasa HRV 3C
5 GGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCGGTGCACTTGAAGTCCTCTTTCAGGGACCC 3

Inser HisTag mFHR-B Fw

5 GGTCCACTTCAAGTCCTCTTTCAGGGACCCGAAGAAAAGACATGCTCACCTCC 3'

Inser HisTag mFHR-B Rv

5 GCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCCCCTTTAGCAGTAGAAAGCCATGC 3

pCMV
HisT/HRV3C mFHR-B

2 peDNA3.1+/C-{K)-DYK
& mFHR-B Kit
mutagénesis
« Q5@ + KLD

o

Figura 11. A) Disefio de los primers para insertar la secuencia poliHis tag/HRV3C en la
construccion del FHR-B de ratdon. B) Esquema de la insercion de la secuencia poliHis
tag/HRV3C en la construccion del FHR-B del y el subsiguiente subclonaje de la
construccion en pCMV.
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5.3.4 Mutante monomeérico de la construccion hibrida con el N-terminal de FHR-1
humano y el C-terminal de FHR-B de raton:

La construccion hibrida con el dominio N-terminal de FHR-1 humano y el
C-terminal de FHR-B de ratén hFHR-1(1-3)::Mfhr-B(4-5) es dimérica al llevar el
N-terminal del FHR-1 humano. Para estudiar la importancia de la dimerizacion en
la funcién de esta proteina, se replico el mutante monomérico cambiando los
residuos descritos en Goicoechea de Jorge et al (2013) que son indispensables para
la dimerizacidn. Estos cambios son: Tyr34Ser, Ser36Tyr, Tyr39Glu. Se utilizo el
kit de mutagénesis dirigida con Q5® (New England Biolabs, #M0493S) + KLD
Enzyme Mix (New England Biolabs, #M0554S). Para ello, se disefiaron primers
solapantes que hibridaban en la region a mutar que amplificaban el vector entero
e introducian las mutaciones sobre la construccion hFHR-1(1-3)::Mfhr-B(4-5) en
pCl-Neo (Figura 12). La construccién se subcloné al vector de expresion pCMV
amplificando la construccion por PCR usando primers que incorporaban sitios de
corte Nhel en el extremo 5° y MIul en el extremo 3’ de la secuencia. Estas
secuencias de restriccion se encuentran en la regién de clonaje MCS del vector
pCMV. Tanto los clones positivos como las construcciones finales se secuenciaron
integramente para confirmar la ausencia de cambios no deseados en la secuencia.

Secuencia original pCl-Neo hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5)

R1 dimer mutant Fw

5 CTTACTACTGTGAAGAGAATTTTGTGTCTCCTTCAAAATCAT 3'

@ v P T 6 E V F Y, Y S8 € E Y, N F V § P S K S F
...CAGGTTCCTACAGGGGAAGTTTTCTATTACTCCTGTGAATATAATTTTGTGTCTCCTTCAAAATCATTT...
3' TCCAAGGATGTCCCCTTCAAAAGAGAATGATGACACTTCYS

R1 dimer mutant Rv
l Kit mutagénesis Q5® + KLD

Secuencia pCl-Neo/pCMV mut hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5)

Q A P T G E A F 8, Y Yy, C E Ex N F A s P S K § F

...CAGGTTCCTACAGGGGAAGTTTTCTCTTACTACTGTGAAGAGAATTTTGTGTCTCCTTCAAAATCATTT...

Figura 12. Disefio de los primers para introducir las mutaciones Tyr34Ser, Ser36Tyr,
Tyr39Glu en los residuos clave para la dimerizacion en el SCR1 de FHR-1 humano en la
construccién hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5) en pCI-Neo.
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5.3.5 Construccion hibrida con el N-terminal de FHR-1 humano y el FHR-B de
raton completo:

Se disefid una construccion hibrida con el dominio N-terminal del FHR-1
seguido del FHR-B de ratén completo, para dar lugar a la construccion
hFHR-1(1-2)::mFHR-B. Para el clonaje, se utilizé el sistema In Fusion® HD
Cloning (Takara Bio, # 639648). En este sistema el fragmento a insertar se produce
mediante PCR y se liga en un vector que previamente ha sido abierto también
mediante PCR. Inserto y vector se ligan utilizando el reactivo In-Fusion® del Kit.
En primer lugar, el fragmento a insertar se amplificé desde la construccion original
pEZ-M02 hFHR-1. Los primers disefiados amplificaban la secuencia
correspondiente al comienzo del FHR-1 humano hasta el final del SCR2,
incluyendo el péptido sefial de esta proteina. En segundo lugar, el vector a abrir se
amplifico desde la construccién original pcDNA3.1+/C-(K)-DYK mFHR-B,
dejando fuera la secuencia correspondiente al péptido sefial de esta proteina.
Ambos fragmentos se purificaron y se ligaron el reactivo In-Fusion® del kit para
dar lugar a la construccion pcDNA3.1+/C-(K)-DYK hFHR-1(1-2)::mFHR-B
(Figura 13). La construccion se subclon6 al vector de expresion pCMV
amplificando la construccion por PCR usando primers que incorporaban sitios de
corte Nhel en el extremo 5° y Mlul en el extremo 3’ de la secuencia. Estas
secuencias de restriccion se encuentran en la region de clonaje MCS del vector
pCMV. EIl cribado de clones durante todos los pasos del clonaje y de los
subsiguientes subclonajes se hizo mediante PCR con primers especificos de la
construccion a cribar. Tanto los clones positivos como las construcciones finales
se secuenciaron integramente para confirmar la ausencia de cambios no deseados
en la secuencia.
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hR1(SCR 1,2)inserRv

pEZ-M02 hFHR-1 \
Inserto

CloneAmp 4% el
HiFi PCR Vector) i
Premix K\ »

/ In-Fusion® HD
premix

mFHR-B pcDNA inserhR1 Fw

pcDNA3. 1+/C-(K)-DYK
hFHR-1(1-2):mFHR-B

PCDNA3.1+/C-(K)-DYK
mFHR-B

Figura 13. Esquema del clonaje de la construccién hFHR-1(1-2)::mFHR-B utilizando el
sistema In-Fusion®. Se muestra el disefio de los primers para extraer el inserto de la
construccién del FHR-1 humano y el de los primers para abrir el vector de destino
pcDNA3.1+/C-(K)-DYK mFHR-B.

5.3.6 Construccion hibrida con el N-terminal de FHR-1 humano y el N-terminal
de FHR-B de raton:

Para estudiar el comportamiento del dominio N-terminal de la proteina
FHR-B, se disefi6 una construccion hibrida con el dominio N-terminal del FHR-1
seguido del dominio N-terminal del FHR-B de raton para dar lugar a la
construccion hFHR-1(1-2)::mFHR-B(1-3). Para su clonaje, se partio de la
construccion hFHR-1(1-2)::mFHR-B y se disefiaron primers que amplificasen la
construccion desde el principio hasta el final del SCR3 del FHR-B. Estos primers
incorporaban sitios de corte Nhel en el extremo 5’ y Mlul en el extremo 3’ de la
secuencia, ademas de un coddn STOP en este extremo. Estas secuencias de
restriccion se encuentran en la region de clonaje MCS del vector de expresion
pCMV, de modo que la construccion se insertdé directamente en este vector
(Figura 14). El cribado de clones durante todos los pasos del clonaje y de los
subsiguientes subclonajes se hizo mediante PCR con primers especificos de la
construccion a cribar. Tanto los clones positivos como las construcciones finales
se secuenciaron integramente para confirmar la ausencia de cambios no deseados
en la secuencia.
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P
-_— hFHR-1(1-2)::mFHR-B(1-3)
PCR, digestion
y clonaje

hFHR-1(1-2)::mFHR-B

Figura 14. Esquema del clonaje de la construccion hFHR-1(1-2)::mFHR-B(1-3) en el
vector de expresion pCMV. Se muestra el disefio de los primers para extraer el inserto de
la construccién pcDNA3.1+/C-(K)-DYK hFHR-1(1-2)::mFHR-B

5.3.7 Construccion hibrida con el N-terminal de FHR-B de raton y el C-terminal
de FHR-1 humano:

Para estudiar el papel del dominio N-terminal del FHR-B de raton en la
dimerizacion de la proteina, se disefid una construcciéon hibrida en la que el
N-terminal del FHR-1 humano se sustituye por el N-terminal del FHR-B de raton,
para generar la construccion mFHR-B(1-3)::hFHR-1(4-5). Para ellos se disefiaron
dos parejas de primers. La primera abria el vector pcDNA3.1+/C-(K)-DYK
HisT/HRV3C mFHR-B, amplificando todo el vector desde el final de Ila
construccion insertando BsiWI hasta el final del SCR3 del FHR-B de raton
insertando Agel, eliminando los SCR4 y SCR5 de la proteina. La segunda pareja
amplificaba el fragmento correspondiente a los SCR 4 y SCR5 del FHR-1 humano
desde el vector pEZ-M02 hFHR-1 original e insertaban los sitios de corte Agel y
BsiWI en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. Tras la purificacion y digestion
con sendas enzimas de restriccion, ambos fragmentos se ligaban para dar lugar a
la construccion HisT/HRV3C mFHR-B(1-3)::hFHR-1(4-5). El clonaje, insertaba
un sitio de corte Agel (ACCGGT) entre el SCR3 de FHR-B y el SCR4 de FHR-1
que introducia los aminoéacidos treonina y glicina a la secuencia puente entre estos
dominios. Para delecionar esta secuencia se utilizé el kit de mutagénesis dirigida
con Q5® (New England Biolabs, #M0493S) + KLD Enzyme Mix (New England
Biolabs, #M0554S), disefiando primers para hacer una PCR inversa que amplifica
el vector entero exceptuando la secuencia a delecionar (Figura 15). La
construccion se subclond al vector de expresion pCMV amplificando la
construccion por PCR usando primers que incorporaban sitios de corte Nhel en el
extremo 5’ y Mlul en el extremo 3’ de la secuencia. Estas secuencias de restriccion
se encuentran en la region de clonaje MCS del vector pPCMV. El cribado de clones
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durante todos los pasos del clonaje y de los subsiguientes subclonajes se hizo
mediante PCR con primers especificos de la construccion a cribar. Tanto los clones
positivos como las construcciones finales se secuenciaron integramente para
confirmar la ausencia de cambios no deseados en la secuencia.

Inser Agel FHR-B pcDNA Rv
< mmm B,

8,
74
N, e,
004/
pcDNA3.1+/C-(K)-DYK 4/‘2;, Del TGRB:R1Rv  Del TG RB:R1 Fw
HisT/HRV3C mFHR-B <l .
—_ pr,:zng/Ff\'g(c)'DYK —_ pCMV HisTHRV3C
inser Agel FHR-1 Fw PCR, digestion y  \(TFHR-B(1-3):hFHR-1(4) Kit MFARA(3AFAR-ES)
N clonaje TG+ mutagénesis
N e Q5@ + KLD
y subclonaje
pEZ-MO02 hFHR-1
Figura 15. Esquema del clonaje de la construccion HisT/HRV3C

mFHR-B(1-3)::hFHR-1(4-5) en el vector de expresion pCMV. Se muestra el disefio de
los primers para extraer el inserto de la construccion pEZ-M02 hFHR-1 original para
insertarlo al final de construccién abierta HisT/HRV3C mFHR-B(1-3) en
pcDNA3.1+/C-(K)-DYK. También se muestra el disefio de los primers para delecionar
la secuencia Agel (ACCGGT) insertada en el anterior paso.

5.4 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

5.4.1 Expresion de las proteinas recombinantes en células de mamifero:

Las construcciones hibridas disefiadas y clonadas en los vectores de
expresion pCl-Neo y pCMV se expresaron en sistemas de expresion heteréloga en
celulas de mamifero, para mantener los patrones de glicosilacion. Se probaron los
dos vectores en dos sistemas de expresion que utilizan distintas células y distintos
reactivos de transfeccion del DNA plasmidico. En primer lugar, se utilizaron
células CHO adherentes del laboratorio transfectadas con el reactivo jetPRIME®

77



(Polyplus, # PPLU114-07). En segundo lugar, se utilizé el sistema de transfeccion
FreeStyle 293™ (Invitrogen, #K900001), que utiliza células en suspension
HEK?293 FreeStyle™ modificadas y el reactivo de transfeccion 293fectin™. Los
resultados de expresion con cada uno de los sistemas para una proteina de
referencia se observan en la Figura 16.A. El sistema con células HEK293
FreeStyle™ tiene mejor rendimiento utilizando el vector pPCMV. Ademas, es un
sistema libre de suero, lo que facilita la purificacion a partir del sobrenadante y
evita la contaminacion con componentes del sistema del complemento presentes
en el suero afadido.

5.4.2 Purificacion de las proteinas recombinantes:

Usando este sistema de expresion se gener0d un repertorio de proteinas
recombinantes hibridas y completas de los FHR de ratdon (Figura 16.B), que se
utilizaron en los ensayos funcionales y estructurales que se realizaron a lo largo de
este trabajo. Las proteinas hibridas humano raton fueron purificadas mediante
cromatografia de afinidad utilizando una columna de sefarosa CNBr activada 4B
(GE Healthcare, #17-0430-01) con el anticuerpo de raton monoclonal anti hFHR-1
2C6 desarrollado en el laboratorio inmovilizado. Las proteinas marcadas con una
etiqueta de polihistidina se purificaron con columnas HisTrap HP (GE Healthcare,
#17524701), aplicando al sobrenadante 45mM de imidazol, tampdn de lavado, y
eluyendo con 250mM de imidazol. Se realizo la diélisis de la proteina contra PBS,
tras lo cual se digirio con proteasa HRV3C durante la noche a 4°C, y se cargo de
nuevo en la columna HisTrap HP donde la proteina sin marcar se separd de la
proteasa. La dialisis de todas las proteinas se hizo contra PBS en estos
experimentos. Todas las proteinas se analizaron mediante SDS-PAGE tifiendo con
azul de Coomasie.
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Figura 16. A) Resultados de expresion de la proteina de referencia
hFHR-1(1-3)::mFH(19-20) en células CHO y en células HEK293 FreeStyle™. Las
proteinas purificadas en los sistemas son equivalentes en cuanto a tamafio en un gel
SDS-PAGE. B) Tincién con azul de Coomasie de todas las proteinas recombinantes
producidas y utilizadas en los ensayos funcionales y estructurales.
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5.5 Purificacion de C3 y C3b de ratén

Se purificd C3 de ratdn a partir de plasma-EDTA de ratones C57BL/6
siguiendo el protocolo descrito en Ruseva & Heurich, 2014. En primer lugar, se
afiade politetilenglicol (PEG) disuelto al 20% en tampon MonoQ-A (KH2PO4
10mM, EDTA 5mM, benzamidina 1mM, pH 7,8) al plasma-EDTA hasta una
concentracion del 4%. Esta disolucion se centrifuga 15 minutos a 17000g a 4°C y
se descarta el pellet. Se afiade mas PEG al 20% hasta una concentracion final del
15% vy la disolucion se mezcla durante 1 hora a 4°C. Esta disolucién se centrifuga
de nuevo y el precipitado se resuspende al volumen original de plasma en tampon
MonoQ-A. Se equilibra una columna MonoQ® 5/50GL (GE Healthcare,
#GE17-5166-01) con tampon MonoQ-A y se pasa la muestra. Con un gradiente de
elucion hasta el 50% con tampon MonoQ-B (NaCl 1M, KH2PO4 10mM, EDTA
5mM, benzamidina 1mM, pH 7,8) se eluye la muestra y las fracciones que
contienen C3 se dializan frente al tampdon MonoS-A (fosfato sddico 20mM, pH
6,0). Se equilibra una columna MonoS® 4.6/100PE (GE Healthcare,
#GE17-5180-01) con tampdn MonoS-A y se pasa la muestra. Con un gradiente de
elucidn hasta el 50% con tampdn MonoS-B (NaCl 1M, fosfato sédico 20mM, pH
6,0). El C3 eluido de la columna se gel-filtra utilizando la columna de exclusion
molecular Superdex® 200 10/300 GL (GE Healthcare, #GE17-5175-01).

Para producir C3b, parte del C3 purificado se digiere con FH de ratén y FD
humano (por cada 1pg de C3, 0,75ug de FB y 0,3ng de FD) en presencia de MgCl»
5mM durante 1 hora a 37°C. Practicamente todo el C3 se corta a C3b, lo que es
indicador de una presencia minima residual de C3(H20) en la preparacion de C3.

Ambas proteinas se analizaron mediante SDS-PAGE tifiendo con azul de
Coomasie.

5.6 Ensayos hemoliticos

La actividad funcional de las proteinas recombinantes fue testada mediante
ensayos hemoliticos con eritrocitos de cobaya (TCS Biosciences, #PB029) y
eritrocitos de carnero (Durviz, #RSS0001). Las células fueron lavadas varias veces
con tampén VBS-EGTA (barbital 2,5mM, barbital sodico 1,5mM, NaCl 145mM,
MgCIl 27mM, y EGTA 10mM, pH 7,4). Se incubd un volumen de eritrocitos
durante 1 hora en un bafio a 37°C con suero de ratén C57BL/6, con o sin proteinas
recombinantes. Los blancos se prepararon en un tampon VBS-EDTA (barbital
2,5mM, barbital sodico 1,5mM, NaCl 145mM, y EDTA 20mM, pH 7,4). Tras la
incubacioén, se par0 la reaccion con tampon VBS-EDTA. La suspension de
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eritrocitos se centrifugd durante 5 minutos a 3000g a 4°C, y la absorbancia del
sobrenadante se midi6 a 414nm.

5.7 Ultracentrifugacion analitica (AUC)

Para estudiar la estructura cuaternaria analizamos la velocidad de
sedimentacion de diferentes proteinas mediante AUC, como se describe en
Val-Calvo et al, 2018. Se cargaron las muestras de proteina en PBS (320ul) en
cubetas de 12mm. Para los ensayos de desnaturalizacion, se procedio a la dialisis
con glicina 100mM, 100mM, NaCl 150mM, pH 2,5 o NH4sOH 150mM, NacCl
150mM, pH 10,5. Los ensayos se llevaron a cabo a 48.000 rpm en una
ultracentrifugadora analitica XL-1 (Beckman-Coulter) equipada con sistemas de
deteccion de absorbancia UV-VIS e interferencia Raleigh, y con un rotor An-50Ti.
Se registro la interferencia Raleigh y la absorbancia a 230nm y 260nm de los
perfiles de sedimentacion. Se analiz6 la distribucion de los coeficientes
diferenciales de sedimentacion aplicando el método de minimos cuadrados a los
datos de velocidad de sedimentacion (SV) utilizando el modelo de Lamm c(s) de
distribucion continua, como se implement6 por SEDFIT (Schuck, 2000). La AUC
se realizo en el Laboratorio de Interacciones Moleculares (CIB-CSIC), AENOR
ER-0286/2009.

5.8 Ensayos de unién y competicién por ELISA

Para los ensayos de union, se sembraron placas de poliestireno de fondo
plano 96 pocillos (Corning, #3590) a 4°C durante la noche con 50pl en cada pocillo
con los distintos antigenos (i.e. C3 'y C3b nativo purificado, tanto de humano como
de raton o FHR-B de raton) en tampdn PBS. Las placas se lavaron tres veces con
tampon de lavado (Tris 50mM, NaCl 150mM y 0,2% Tween 20) y se bloguearon
con tampon de lavado con 1% BSA a RT durante 1 hora. Las placas se lavaron de
nuevo antes de afadir las proteinas cuya union se quiere valorar. Estas proteinas
se afiaden diluidas en tampon de lavado con 1% BSA y se incuban durante 1 hora
a RT. Se lavaron las placas antes de afiadir los anticuerpos primarios. Se usaron
distintos anticuerpos primarios: anticuerpo monoclonal en raton anti-FHR-1 2C6
marcado con biotina a una dilucion 1/5000, anticuerpo monoclonal en ratdn
anti-FH de raton 2A5 marcado con biotina a una dilucion 1/500, un anticuerpo
policlonal en conejo anti-FHR-B de raton 1/5000 o un anticuerpo anti-C3 de raton
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marcado con HRP diluido 1/25000 que se revela directamente. Estos anticuerpos
se diluyen en tampon de lavado con 1% BSA, y se incuban durante 1 hora a RT.
Las placas fueron lavadas e incubadas durante 30 minutos a RT con distintos
anticuerpos secundarios 0 reactivos: estreptavidina conjugada con HRP o un
anticuerpo de cabra anti-1gG de conejo conjugado con HRP (DAKO, #P044801-2).
Por ultimo, las placas se revelaron durante 3 minutos con una de solucion TMB, y
se procedid a detener la reaccion con de acido sulfarico 0,1M. Se determinaron los
valores de densidad dptica a longitud de onda 450 nm.

Para los ensayos de competicion, se sembraron placas de poliestireno de fondo
plano 96 pocillos a 4°C durante la noche con 50ul del antigeno C3b de raton nativo
purificado en tampon PBS. Las placas se lavaron tres veces con tampén de lavado
y se bloquearon con tampon de lavado con 1% BSA a RT durante 1 hora. Las
placas se lavaron de nuevo antes de afiadir las proteinas utilizadas, siendo estas FH
de raton nativo, FHR-B recombinante o la proteina hibrida con el dominio
C-terminal de FHR-B, hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5). Estas proteinas se afiaden
diluidas en tampon de lavado con 1% BSA y se incuban durante 1 hora a RT. Se
lavaron las placas antes de afiadir los anticuerpos primarios. Se usaron distintos
anticuerpos primarios: anticuerpo monoclonal en ratén anti-FHR-1 2C6 marcado
con biotina a una dilucion 1/5000, anticuerpo monoclonal en ratén anti-FH de
raton 2A5 marcado con biotina a una dilucion 1/500 o un anticuerpo policlonal en
conejo anti-FHR-B de raton 1/5000. Estos anticuerpos se diluyen en tampén de
lavado con 1% BSA, y se incuban durante 1 hora a RT. Las placas fueron lavadas
e incubadas durante 30 minutos a RT con distintos anticuerpos secundarios o
reactivos: estreptavidina conjugada con HRP o un anticuerpo de cabra anti-l1gG de
conejo conjugado con HRP. Por ultimo, las placas se revelaron durante 3 minutos
con una de solucion TMB, y se procedié a detener la reaccion con de &cido
sulfurico 0,1M. Se determinaron los valores de densidad dptica a longitud de onda
450 nm.

5.9 Ensayos de inmunofluorescencia

Los rifiones de ratones C57BL/6 Cfh/Cthr -/- fueron cedidos por el
laboratorio de Mathew Pickering (Imperial College de Londres). Ademas, se
extrajeron rifiones de ratones C57BL/6 wild-type y de C57BL/6 Cfh -/-, que se
lavaron con PBS. Posteriormente se sumergieron en Tissue-Tek® O.C.T.
Compound (Sakura, #4583) y los bloques fueron congelados inmediatamente
después en un bafio de isopentano enfriado con hielo seco. Los bloques se
mantuvieron a -80°C hasta realizar cortes de criostato de 5um a -18°C (Leica CM
1800), que fueron colocados en portaobjetos Superfrost Plus (Thermo Scientific,
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#J1800AMNZ). Los portaobjetos se mantuvieron a -20°C durante no més de dos
horas hasta poder continuar el protocolo de inmunofluorescencia ese mismo dia.
Una vez se retomo el protocolo, se atemperaron las muestras, se lavaron con PBS
durante cinco minutos a RT, y se fijaron con acetona a -20°C durante diez minutos.
Se marco el borde de las preparaciones con un rotulador histolégico hidrofébico
Immedge™ (Vector Laboratories, #NC9545623) con el objetivo de reducir la
superficie de las muestras y los volimenes utilizados antes de lavarlas con PBS de
nuevo. A partir de este punto, se realizaron los diferentes experimentos como se
describen a continuacion:

Para el experimento de union de proteinas, los cortes de tejido se trataron con de
neuraminidasa de Clostridium perfringens (Sigma-Aldrich, #N2876-25UN)
diluida 10U/ml en PBS durante 90 minutos a 37°C, después de lo cual se lavaron
con PBS. Los controles se incuban en las mismas condiciones con PBS. A
continuacién. Se afiadieron 50l de diferentes proteinas diluidas en PBS 1% BSA
durante 40 minutos a RT. En los experimentos en los que no se estudiaba el efecto
de la neuraminidasa, las proteinas se incubaron directamente. Después de lavar con
PBS, se procedio al blogueo con PBS 3% BSA durante veinte minutos a RT.
Ademas, se utilizo el kit de bloqueo para biotina Biotin Blocking System (DAKO,
#X0590). Las proteinas hibridas se detectaron con un anticuerpo monoclonal
anti-FHR-1 2C6 conjugado con biotina diluido 1/200, y el FHR-B se detect6 con
el anticuerpo policlonal anti-FHR-B de raton diluido 1/2000, ambas diluciones en
PBS 1% BSA e incubadas durante 40 minutos a RT. Después de aclarar con PBS,
se revelo con estreptavidina-Alexa488 diluida 1/1000 o con un anticuerpo de cabra
anti-IgG de conejo conjugado con Alexa488 diluido 1/2000, ambas diluciones en
PBS 1% BSA e incubadas durante 40 minutos a RT. Finalmente, las secciones de
tejido se montaron con Mowiol®.

Para detectar el FHR-B enddgeno o el depdsito de C3 enddgeno, bloqueamos los
cortes con PBS 3% BSA durante veinte minutos a RT. Después de lavar, se detectd
el FHR-B con el anticuerpo policlonal anti-FHR-B de raton diluido 1/2000 en PBS
1% BSA incubando durante 40 minutos a RT. Después de lavar se incubd con un
anticuerpo de cabra anti-1gG de conejo conjugado con Alexa488 diluido 1/4000 en
PBS 1% BSA durante 40 minutos a RT. El depdsito de C3 se detectdé con un
anti-C3 de ratdn conjugado con FITC diluido 1/2000 en PBS 1% BSA incubando
durante 40 minutos a RT. Por ultimo, las secciones de tejido se montaron con
Mowiol®.

Para el experimento de activacion de complemento sobre glomérulos, se prepar6
una dilucién al 10% de suero humano deplecionado completamente de FHR-1,
FHR-2 y FHR-5 y deplecionado al 75% de FH en tampon VBS-EGTA (barbital
2,5mM, barbital sédico 1,5mM, NaCl 145mM, MgCIl 27mM, y EGTA 10mM, pH
7,4). A esta dilucion de suero se le afiadio también una cantidad suficiente de FH
humano (0,25ug/ml) para evitar una activacion inespecifica de complemento. Se
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afadié también FHR-B a distintas concentraciones, o un exceso de FH humano
(1uM) 0 EDTA (20mM) como controles de la activacion de la VA. Estas mezclas
se incubaron sobre los cortes 30 minutos a 37°C. Después de lavar con PBS, la
biotina enddgena se bloquea con el kit Biotin Blocking System (DAKO, #X0590).
Tras lavar, se detecto el FHR-B con el anticuerpo policlonal anti-FHR-B de raton
diluido 1/2000 en PBS 1% BSA incubando durante 40 minutos a RT. Después de
lavar se incubd con un anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo conjugado con
Alexa488 diluido 1/4000 en PBS 1% BSA durante 40 minutos a RT. El depoésito
de C3 humano se detecto con el anticuerpo monoclonal anti-C3 humano (que no
reconoce C3 de raton) 12.17 conjugado con biotina diluido 1/200 en PBS 1% BSA
incubando 40 minutos a RT. Después de lavar se incubé con
estreptavidina-Alexa488 diluida 1/1000 en PBS 1% BSA durante 40 minutos a RT.
Por ultimo, las secciones de tejido se montaron con Mowiol®.

Se tomaron fotos de todos los experimentos con un microscopio de fluorescencia.
El anélisis de las imagenes se llevé a cabo con el programa ImageJ.

5.10 Ensayos de actividad cofactora

Para testar la actividad cofactora de la proteina FHR-B de raton, se realiz6
un ensayo proteolitico de C3b en fase fluida usando proteinas purificadas
modificando el experimento descrito en Martinez-Barricarte et al, 2010. En este
ensayo, se usé C3b humano a 270nM, FI humano a 40nM y FHR-B a distintas
concentraciones diluidas en tampén HBS (HEPES 20mM, NaCl 150nM, pH 7,5)
e incubadas a 37°C durante 45 minutos.

Para testar la actividad sinérgica de FHR-B sobre la actividad cofactora de FH, se
siguid el mismo protocolo descrito, afiadiendo a la mezcla distintas cantidades de
FH (25nM, 7nM y 3,5nM).

El resultado de la prote6lisis de C3b en los distintos ensayos se analizé mediante
SDS-PAGE del producto de la digestion, tifiendo con azul de Coomasie. Se analizd
la protedlisis de la cadena o’ de C3b y la generacion del fragmento proteolitico
o’ 43, asi como la cantidad de cadena p de C3b mediante densitometria de las bandas
usando el programa Image Lab™ asociado al lector de geles Chemidoc™ (Biorad).
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5.11 Analisis por WB de las proteinas humanas con el anticuerpo anti-FHR-B

Se analizaron sueros y proteinas recombinantes humanas por WB tras
SDS-PAGE con el anticuerpo policlonal anti-FHR-B de raton desarrollado en el
laboratorio siguiendo la metodologia ya descrita. En este experimento se utilizé un
suero humano normal y un suero homocigoto control para la delecion
ACFHR3-CFHR1, asi como las proteinas recombinantes FHR-3 y FHR-1 humano
purificadas.

5.12 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con las herramientas estadisticas
del programa GraphPad Prism 6. Se llevaron a cabo analisis ANOVA de un factor,
eligiendo como limite de la significacion un p-valor < 0,05.

5.13 Anadlisis filogenético

Para los analisis filogenéticos se obtuvieron las secuencias de las proteinas
de la familia de FH humanas y de raton de la base de datos online Uniprot
(accesible a través de https://www.uniprot.org). Como control, se incluyeron en el
analisis las secuencias de la proteina C4bp humana y de ratén. Las secuencias se
alinearon usando el software online MAFFT (accesible a traves de
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/), lo cual gener6é un arbol filogenético
previo. Los alineamientos generados se analizaron con el software online
especifico IgTree (accesible a través de http://www.igtree.org/), que infiere arboles
filogenéticos a partir de un alineamiento mediante un algoritmo estocastico usando
una estimacion por maxima verosimilitud con 10000 ciclos de bootstraping. Los
datos se representaron utilizando el software FigTree (accesible a través de
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), que representa graficamente arboles
filogenéticos.
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6.1 Deteccion de proteinas FHR presentes circulando en plasma en el raton.

Existen cinco genes de proteinas FHR en el raton y hay evidencia de que
tres de ellos se expresan: FHR-B, FHR-C y FHR-E. Se ha demostrado que FHR-B
y FHR-A compiten la regulacion por FH, aunque no existe evidencia de la
expresion de FHR-A. Para averiguar qué proteinas FHR de raton se encuentran
circulando en plasma, se disefi6 el siguiente experimento para identificarlas.

Usando una columna de inmunoafinidad con el anticuerpo policlonal anti-FH
desarrollado en el laboratorio y aprovechando la reactividad cruzada de este
anticuerpo con las proteinas FHR, se purifico el conjunto de FHR a partir de un
suero de raton C57BL/6 Cfh -/-. Se llevo a cabo una identificacion completa de las
proteinas eluidas de la columna mediante espectrometria de masas nLC-MS/MS
(Figura 17.A). De esta manera, se identificaron péptidos de tres proteinas de la
familia de FH de raton: FHR-B, FHR-C y FHR-E. No se detectaron peptidos
correspondientes a la proteina FHR-A de ratdn. Ademas, se identificaron otras
proteinas en el eluido de la columna. Para investigar mas a fondo por qué aparecen
estas proteinas inespecificas disefiamos un experimento control, en el que usamos
una columna de inmunoafinidad montada en el laboratorio inmovilizando un
anticuerpo control policlonal desarrollado en conejo contra una proteina humana
no relacionada con el sistema del complemento. Las proteinas eluidas de esta
columna se analizaron de la misma forma (Figura 17.B). De ambos experimentos
solo se muestran las trece proteinas con mejor score Mascot. Gracias a este
experimento podemos discernir las reactividades especificas del anticuerpo
anti-FHR-B en el primer experimento de los contaminantes inespecificos que se
unen a la matriz de la columna. Estas proteinas contaminantes son
mayoritariamente proteinas abundantes del suero como inmunoglobulinas o
albumina. C1qg aparece como contaminante en ambos experimentos, lo que se
explica por la propia funcién de la proteina al unirse a los complejos
antigeno-anticuerpo. Hay que destacar que en el primer experimento también se
detectan C3, C4b y properdina de manera especifica. En la Figura 17.C se muestra
un esquema de la localizacion y cobertura de los péptidos identificados de las
proteinas FHR-B, FHR-C y FHR-E, asi como la cobertura total de la proteina.
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Score

A) UniProtID Proteina PSMs (Mascot)
Suero de ratén Cth -/-
P01027 Complement C3 298 7645
l P11680 Properdin 208 6496
P03987 |g gamma-3 chain C region 213 5837
E9Q8B5 Complement Factor H-related protein C 165 5141
P01029 Complement C4-B 183 4908
PO7724 Serum albumin 128 3018
Q02105 Complement C1q subcomponent subunit C 129 3773
) | Q61406 Complement factor H-related protein E 136 3566
Ac p_ollclonal P01864 lg gamma-2A chain C region secreted form 118 2807
anti-mFH P28665 Murinoglobulin-1 90 2371
Q00896 Alpha-1-antitrypsin 1-3 92 2257
P14106 Complement C1q subcomponent subunit B 65 2235
Q4LDF6 Complement factor H-related protein B 101 2207
B UniProt ID Proteina PSMs  ScO
) (Mascot)
Suero de ratén Cfh -/-
PO7724 Serum albumin 196 6754
l P01872 lg mu chain C region 131 4507
P11276 Fibronectin 86 2044
Qo211 Serotransferrin 79 2341
Q02105 Complement C1q subcomponent subunit C 7 2334
Po80se Complement C1q subcomponent subunit A 70 2298
Q61838 Pregnancy zone protein 74 2201
— QO1X72 Hemopexin 45 1386
Ac policlonal PO1867 lg gamma-28 chain C region 39 1134
anti-human P03087 Iy gamma-3 chain C region u 936
P01843 Ig lambda-1 chain C region 25 859
P32261 Antithrombin-lll 34 820
P01837 Immunoglobulin kappa constant 19 769
C)

FHR-B (96 )X000)(06 X(85X(89)  65%

FHR-C 06X XEOEEE(EEEODEY  43%

FHR-E 69%

Figura 17. A) ldentificacion por nLC-MS/MS de las proteinas eluidas al pasar un suero
de raton Cfh -/- por una columna de inmunoafinidad con un anticuerpo policlonal anti-FH
de raton. Se presentan las proteinas con mayor Score. B) Identificacion por nLC-MS/MS
de las proteinas eluidas al pasar un suero de raton Cfh -/- por una columna control. Se
presentan las proteinas con mayor Score. B) esquema de la localizacion y cobertura de
los péptidos identificados de las proteinas FHR-B, FHR-C y FHR-E, asi como la
cobertura total de la proteina.
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En resumen, se identificaron péptidos correspondientes a las proteinas de raton
FHR-B, FHR-C y FHR-E en el plasma de ratén. Los péptidos identificados para
cada proteina tienen una cobertura alta de la proteina total. Por primera vez se
identifica FHR-E presente en sangre de raton. A pesar de que FHR-A es el que
tiene mayor identidad de secuencia con FH, no se encontraron peéptidos
correspondientes a esta proteina en ninguno de los experimentos. La presencia de
estas proteinas en otros tejidos no se ha estudiado, aunque las proteinas solubles
del sistema del complemento son plasmaticas.

6.2 Ensayos hemoliticos

Para testar la capacidad de regular o desregular complemento de las
distintas proteinas recombinantes disefiadas, se realizaron diferentes ensayos
hemoliticos de la VA sobre distintas células. En estos ensayos se prueba la
capacidad que tiene una proteina de modular la actividad hemolitica del
complemento inherente en el suero de raton a través de la VA.

6.2.1 Funcion de los dominios C-terminal de las proteinas FHR de ratén:

En un primer ensayo, se testaron las proteinas hibridas disefiadas con el
dominio N-terminal (SCRs 1, 2 y 3) de FHR-1 humano y el dominio C-terminal
(Gltimos dos SCRs) de FH, FHR-B, FHR-C y FHR-E. Se us0 suero litico obtenido
de ratones C57BL/6 wild-type y se tituld la lisis que produce sobre eritrocitos de
cobaya. ElI complemento de ratdn no reconoce los eritrocitos de cobaya como una
superficie propia debido a los marcadores de superficie presentes en estas células
y los lisa de una manera dosis-dependiente a la cantidad de suero utilizado. Este
contexto es til para probar la capacidad moduladora del complemento de las
proteinas ya que nos permite obtener un punto de partida en el que la lisis de los
eritrocitos es parcial, de modo que se pueden observar tanto la regulacién como la
desregulacion de la actividad litica del complemento. En la figura 18.A se presenta
esta titulacion con el suero y el punto elegido para el siguiente ensayo. Por lo tanto,
para los siguientes ensayos se utiliza un 15% de suero de raton para partir de un
punto de lisis de los eritrocitos alrededor del 30%. En la figura 18.B se presentan
los resultados del ensayo hemolitico probando las proteinas hibridas. Se observa
que solo las proteinas con el dominio C-terminal de FH y de FHR-B de raton son
capaces de desregular el complemento y aumentar la actividad litica. Con la
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proteina con el C-terminal de FH de raton se alcanza una lisis maxima de
aproximadamente el 80% a wuna concentracion de 1uM, alcanzandose
practicamente la lisis maxima a una concentracion de 250nM. Con la proteina con
el C-terminal de FHR-B de raton se alcanza una lisis maxima de aproximadamente
el 90% a una concentracion de 1uM, alcanzandose practicamente la lisis maxima
a una concentracion de 125nM; la mitad que para la proteina con el C-terminal de
FH de raton. ElI dominio C-terminal de FHR-B de ratdén tiene un efecto

desregulador muy potente; mas incluso que el que proporciona el C-terminal de
FH.
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Figura 18. A) Titulacion de un suero de raton C57BL/6 wild-type sobre eritrocitos de
cobaya en un ensayo de valoracion de la VA. B) Efecto desregulador de las proteinas
hibridas con el C-terminal de las proteinas de la familia de FH de raton sobre la hemolisis
producida por un 15% de suero de raton C57BL/6 wild-type sobre eritrocitos de cobaya
en un ensayo de la VA.
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Las proteinas hibridas con el C-terminal de FHR-C y FHR-E no tienen capacidad
de modular la actividad del complemento, ya que no se observa ningun efecto
sobre la lisis a ninguna concentracidn. Notese que para FHR-C se us6 un punto de
concentracion maxima a 1,54M que no se muestra en la figura. Se utilizé también
FH y se observa que la actividad litica sobre estas células esta regulada por esta
proteina, ya que se reduce la lisis al 0% con tan solo 125nM de FH. Se utiliz6 tanto
FH de raton como FH humano pero su actividad es equivalente.

En otro ensayo se testaron las mismas proteinas y el mismo suero sobre eritrocitos
de carnero. EI complemento de raton reconoce los eritrocitos de carnero como una
superficie propia debido a los marcadores de superficie presentes en estas células
y no lisa a ningln porcentaje de suero utilizado. En la figura 19 se presentan los
resultados del ensayo hemolitico probando las proteinas hibridas. De nuevo, se
observa que solo las proteinas con el dominio C-terminal de FH y de FHR-B son
capaces de desregular el complemento y aumentar la actividad litica. Con la
proteina con el C-terminal de FH de raton se alcanza una lisis maxima de
aproximadamente el 50% a una concentracion de 1uM. Con la proteina con el
C-terminal de FHR-B de raton se alcanza una lisis maxima de aproximadamente
el 80% a una concentracion de 1uM. Para el punto de concentracion de 0,5uM, el
efecto desregulador del C-terminal de FHR-B de raton es de més del doble que el
del C-terminal de FH (60% de lisis frente al 25%). De nuevo se observa que el
dominio C-terminal de FHR-B de raton tiene un efecto desregulador muy potente;
de nuevo este efecto es mayor que el que proporciona el C-terminal de FH. Las
proteinas hibridas con el C-terminal de FHR-C y FHR-E no tienen capacidad de
modular la actividad del complemento, ya que no se observa ningun efecto sobre
la lisis a ninguna concentracion.
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Figura 19. Efecto desregulador de las proteinas hibridas con el C-terminal de las
proteinas de la familia de FH de raton sobre la hemdlisis producida por un 15% de suero
de raton C57BL/6 wild-type sobre eritrocitos de carnero en un ensayo de la VA.
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6.2.2 Competicidn de la funcion de FH de las proteinas hibridas desreguladoras

En otra serie de ensayos, se probd la capacidad que tiene FH de competir la
desregulacion producida por las proteinas hibridas hFHR-1(1-3)::mFH(19-20) y
hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5) y revertir a una situacion de control de la actividad
del complemento sobre eritrocitos tanto de cobaya como de carnero. En la figura
20.A se observa de nuevo como sobre eritrocitos de cobaya el FH reduce la lisis
inicial producida por un 15% de suero de ratdn, mientras que las proteinas hibridas
la aumentan. La concentracion utilizada de cada una de las proteinas depende de
su efecto desregulador, de modo que para la hibrida con el C-terminal del FHR-B
de ratdn la cantidad necesaria para tener una lisis equivalente de entre el 60% y el
80% es menor (250nM para el C-terminal de FH y 100nM para el C-terminal de
FHR-B de ratén). En este escenario de lisis aumentada, FH es capaz de regular el
efecto desregulador de complemento de hFHR-1(1-3)::mFH(19-20) vy
hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5), reduciendo la lisis de un 60-80% a un 20-25% a
100nM.
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Figura 20. A) Efecto del FH de raton sobre la desregulacion producida por las proteinas
hibridas con el C-terminal de las proteinas de la familia de FH de raton sobre la hemolisis
producida por un 15% de suero de raton C57BL/6 wild-type sobre eritrocitos de cobaya
en un ensayo de la VA. B) Efecto del FH de raton sobre la desregulacion producida por
las proteinas hibridas con el C-terminal de las proteinas de la familia de FH de raton sobre
la hemdlisis producida por un 15% de suero de raton C57BL/6 wild-type sobre eritrocitos
de carnero en un ensayo de la VA.

En la figura 20.B se observa de nuevo como sobre eritrocitos de carnero no hay
lisis inicial producida por un 15% de suero de ratén, pero si como las proteinas
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hibridas la aumentan. EI FH de ratdn tiene un efecto regulador mucho mas fuerte
sobre la desregulacion producida por el C-terminal de ella misma que sobre la
desregulacién producida por el C-terminal del FHR-B de raton. Con el C-terminal
de FH de raton se pasa de un 55% de lisis producida por 2uM de la proteina a un
0% usando 0,8uM de FH, mientras que para el C-terminal de FHR-B de raton se
pasa de un 65% de lisis producida por 1uM de la proteina a un 20% usando la
misma cantidad de FH Al igual que sobre eritrocitos de cobaya, FH es capaz de
regular el efecto desregulador de complemento que tienen estas dos proteinas.

6.2.3 Efecto de los diferentes dominios de FHR-B de ratén en la funcion
desreguladora:

Se disefid otro ensayo hemolitico sobre eritrocitos de cobaya para
comprobar que influencia tienen cada uno de los dominios N-terminal y C-terminal
de FHR-B en el efecto desregulador de complemento de la molécula. Utilizando
de nuevo la lisis producida por un 15% de suero de ratbn como punto inicial, se
comprobo el efecto que tenian las proteinas hibridas hFHR-1(1-3)::mFHR-B(1-3)
y hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5). En la figura 21 se observa que, al contrario que
con la molécula con el C-terminal de FHR-B, no se detecta efecto desregulador
para la molécula con el N-terminal de FHR-B de ratén. Este efecto desregulador
de complemento esta conferido inicamente por el dominio C-terminal.
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Figura 21. Efecto desregulador de los diferentes dominios de FHR-B de raton sobre la
hemolisis producida por un 15% de suero de raton C57BL/6 wild-type sobre eritrocitos
de cobaya en un ensayo de la VA.
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6.2.4 Funcion desreguladora de la proteina hibrida FHR-B dimérica, monomerica
y la proteina completa:

Se disefid otro ensayo hemolitico sobre eritrocitos de cobaya para
comprobar el efecto que tiene la molécula completa de FHR-B y compararla con
la dos proteinas con el dominio C-terminal desregulador de FHR-B. una siendo
dimérica y otra monomérica. De esta manera se puede discernir si la proteina
completa tiene un efecto desregulador similar al dimero o al monémero. Utilizando
de nuevo la lisis producida por un 15% de suero de raton como punto inicial, se
comprobo el efecto que tenia la proteina FHR-B de raton y las proteinas hibridas
hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5) en su forma dimérica original y en forma
monomeérica (al llevar mutaciones en los residuos que forman la dimerizacion en
el SCR1 en el dominio N-terminal del FHR-1 humano). En la figura 22 se observa
que la proteina FHR-B completa tiene un efecto desregulador equivalente a la
proteina hibrida dimérica, sobre todo a 0,25uM, 0,5uM y 1uM; mientras que a
125nM el efecto desregulador de la proteina completa es aproximadamente la
mitad que para la proteina hibrida dimérica. Por el contrario, la proteina
monomérica no tiene efecto, lo que demuestra que la estructura dimérica es
necesaria para la funcion desreguladora de estas proteinas. Estos datos sugieren
que la proteina FHR-B probablemente tenga una estructura cuaternaria dimérica y
que esta seria necesaria para su funcion.
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Figura 22. Efecto desregulador de la proteina hibrida FHR-B de raton dimérica,
monomeérica y la proteina completa sobre la hemdlisis producida por un 15% de suero de
raton C57BL/6 wild-type sobre eritrocitos de cobaya en un ensayo de la VA.
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6.2.5 Comparacion funcional entre los dominios C-terminal de FHR-B de ratén y
FHR-1:

A continuacién, para la busqueda de homologias funcionales entre los FHR
humanos y de raton, se disefiaron ensayos hemoliticos sobre nuestras dos
superficies de trabajo (i.e. eritrocitos de cobaya y de carnero) para comparar el
efecto desregulador de la proteina FHR-B de raton y el FHR-1 humano. En el
primer experimento, representado en la figura 23 se compara el efecto
desregulador de los dominios C-terminal de FHR-1 humano y FHR-B sobre
eritrocitos de cobaya; utilizando de nuevo la lisis producida por un 15% de suero
de raton como punto inicial. Se observa de nuevo que el dominio C-terminal del
FHR-B de ratdn tiene un gran efecto desregulador del complemento, aumentando
altamente la lisis, ya que se alcanza una lisis maxima de aproximadamente el 85%
a una concentracion de 2uM, alcanzandose practicamente la lisis maxima a una
concentracion de 250nM. Este efecto es mucho mayor que el efecto desregulador
del FHR-1 humano sobre esta superficie a través de su C-terminal. En este caso se
alcanza una lisis maxima de aproximadamente el 50% a una concentracion de
2uM, alcanzandose practicamente la lisis maxima a una concentracion de 500nM.
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Figura 23. Efecto desregulador comparado de los dominios C-terminal de FHR-B de
raton, FH de raton y FHR-1 humano sobre la hemolisis producida por un 15% de suero
de raton C57BL/6 wild-type sobre eritrocitos de cobaya en un ensayo de la VA.
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En un segundo experimento, representado en la figura 24 se compara el efecto
desregulador de los dominios C-terminal de FHR-1 humano y FHR-B de raton
sobre eritrocitos de carnero; utilizando de nuevo la lisis producida por un 15% de
suero de raton como punto inicial (que en este caso es cero). Se observa de nuevo
que el dominio C-terminal del FHR-B de ratdn tiene un gran efecto desregulador
del complemento, aumentando altamente la lisis, ya que se alcanza una lisis
méaxima de aproximadamente el 70% a una concentracion de 2uM. Se observa una
diferencia muy notable entre el C-terminal del FHR-B de raton y el FHR-1
humano, ya que esta ultima proteina no desregula complemento sobre esta
superficie a ninguna concentracion. Estos datos reflejan que existe una diferencia
de afinidad entre el FHR-B de raton y el FHR-1 humano por los ligandos de
superficie de eritrocitos de cobaya.

Hay que destacar que estos experimentos se repitieron en las mismas condiciones
utilizando suero humano normal y los resultados obtenidos fueron equivalentes.
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Figura 24. Efecto desregulador comparado de los dominios C-terminal de FHR-B de
raton, FH de ratén y FHR-1 humano sobre la hemolisis producida por un 15% de suero
de ratobn C57BL/6 wild-type sobre eritrocitos de carnero en un ensayo de la VA.

En resumen, estos ensayos ponen de manifiesto que FHR-B es el unico FHR de
raton que tiene la capacidad de desregular complemento a través de la VA. Esta
desregulacion se da por la union de esta proteina a ligandos de superficie a traves
del dominio C-terminal. La desregulacién por FHR-B compite con la regulacion
de FH. El dominio N-terminal no participa en el proceso de desregulacion.
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Ademas, la dimerizacién de FHR-B es necesaria para que se dé la competicion.
Esta capacidad desreguladora de complemento sobre algunas superficies es
compartida entre el FHR-B de ratén y el FHR-1 humano, aunque en el caso del
FHR-B, el efecto es més fuerte y sobre mas superficies que FHR-1.

6.3 Analisis estructural mediante Ultracentrifugacién Analitica

Los experimentos hemoliticos anteriores sugieren que la proteina FHR-B se
encuentra en forma dimérica, pero no hay evidencia directa de este fenémeno. Para
comprobar la estructura cuaternaria de la proteina FHR-B completa, se llevaron a
cabo experimentos de velocidad de sedimentacion mediante Ultracentrifugacion
Analitica (AUC), en el Servicio de Interacciones Moleculares del CIB Margarita
Salas (CSIC). La AUC consiste en un conjunto de métodos que permiten la
determinacion del tamafio, la forma global aproximada, y el grado de
homogeneidad de proteinas y otras macromoléculas bioldgicas en disolucion.
Estos métodos estan especialmente adaptados para la detecciony la caracterizacion
de las interacciones que dan lugar a la formacion de complejos macromoleculares
(Lebowitz et al, 2009). En un experimento de velocidad de sedimentacion las
macromoléculas se someten a un campo centrifugo elevado tal que la fuerza de
centrifugacion es mayor que la de difusion, por lo que existe un transporte neto de
material hacia el fondo de la celda. Es un método hidrodinamico de transporte que
permite fraccionar las macromoléculas en base a las diferencias en coeficiente de
sedimentacion (una funcion de la masa, la densidad y la forma macromolecular).
Esto nos proporciona informacion sobre el grado de homogeneidad o
heterogeneidad de las especies macromoleculares que sedimentan.

6.3.1 Analisis de la proteina FHR-B de raton:

En la figura 25 se presentan los resultados del experimento de velocidad de
sedimentacion del FHR-B de raton. También se analizé el FHR-1 humano y un
FHR-1 mutante que contiene mutaciones en los residuos que forman la
dimerizacion en el SCR1 en el dominio N-terminal. En la figura 25.A se observan
dos picos correspondientes al FHR-B. En funcion de su coeficiente de
sedimentacion y de su peso molecular se determina que los picos corresponden
respectivamente a una forma monomérica y a una dimérica del FHR-B de raton.
De modo que esta proteina circula en un equilibrio 40:60 entre formas
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monoméricas y diméricas. También se presentan las formas monoméricas y
diméricas del FHR-1 humano. La posicion de estas proteinas no coincide con las
formas del FHR-B debido a una diferencia de peso molecular, siendo las formas
del FHR-B ligeramente mas grandes debido a un mayor nimero de glicosilaciones.
En la figura 25.B se representa un experimento disefiado para determinar
cualitativamente la fuerza de la interaccion entre los mondmeros. En este
experimento las cuatro proteinas utilizadas en el ensayo anterior se dializaron
frente a soluciones extremadamente acidas (pH 2,5) o extremadamente basicas (pH
10,5) para ver si la interaccion proteina-proteinas resistia estas condiciones. Ante
estas condiciones, las proteinas FHR-B rompen su interaccion con ellas mismas y
todas las moléculas se desplazan a la forma monomérica. Este fendmeno no se
observa para los dimeros de FHR-1, que resisten estas condiciones y mantienen su
interaccion. Cuando estas mismas proteinas usadas en el experimento anterior se
dializan de vuelta a condiciones fisiologicas, se revierte el equilibrio entre formas
monomeéricas y diméricas del FHR-B. Esto sugiere que la interaccion es débil, pero
existente, y que en el estado nativo se mantiene un equilibrio, con una fluctuacion
constante entre las formas monoméricas y diméricas. Adicionalmente, se
analizaron los coeficientes de friccion (f/f0) de las proteinas. Este coeficiente es
una medida de la elongacion de la particula, siendo para la mayoria de las proteinas
globulares entre 1y 2, mientras que para particulas mas elongadas como los acidos
nucleicos los valores f/f0 estan sobre 4 o por encima. El valor medio de f/f0 en los
distintos experimentos para los dimeros de FHR-B de raton es igual 1,35; mientras
que valor medio de f/fO en los distintos experimentos para los dimeros de FHR-1
humano es de 1,65. Esto es indicativo de que los dimeros de FHR-B de raton tienen
una forma mas globular que los dimeros de FHR-1 humano.
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Figura 25. A) Analisis de velocidad de sedimentacién por AUC de las proteina FHR-B
de ratén y FHR-1 humano, tanto en forma dimérica como en forma mutante monomérico.
B) Analisis cualitativo de la fuerza de interaccion por AUC de la proteinas FHR-B de
ratobn y FHR-1 humano, tanto en forma dimérica como en forma mutante monomérico
(representado con las flechas azules y rojas respectivamente). EI experimento se llevo a
cabo en diferentes condiciones (pH 7,4; pH 2,5y pH 10,5) para comparar la fuerza de la
interaccion de los dimeros.

6.3.2 Analisis del dominio N-terminal de la proteina FHR-B de raton::

En la figura 26 se presentan los resultados del experimento de velocidad de
sedimentacion utilizando la proteina hibrida HisT/HRV3C
mFHR-B(1-3)::hFHR-1(4-5). Esta proteina se analizd para ver si formaba dimeros
similares a los que se dan en la proteina FHR-B de raton completa. También se
analiz6 la proteina hibrida hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5), tanto en forma dimérica
como en forma mutante monomérico. Se observa que la proteina hibrida con el
N-terminal de FHR-B de raton se encuentra en forma monomeérica y dimérica en
una proporcién 40:60, al igual que la proteina FHR-B completa. La interaccion

100



entre moléculas que permite la dimerizacion en el FHR-B se da a través del
dominio N-terminal, entre los SCRs 1, 2 y 3. Los monomeros y dimeros de
mFHR-B(1-3)::hFHR-1(4-5) tienen un tamarfio similar a los mondémeros y dimeros
de FHR-1 humano, mientras que no se corresponden al tamarfio de los monémeros
y dimeros tanto de FHR-B completo como del hibrido
hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5). Esta diferencia es debida al peso molecular de las
proteinas y sus diferentes glicosilaciones: en el FHR-B de raton las cuatro
glicosilaciones estan en el dominio C-terminal.
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Figura 26. Analisis de velocidad de sedimentacién por AUC de las proteinas hibridas
HisT/HRV3C mFHR-B(1-3)::hFHR-1(4-5) y hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5), tanto en
forma dimérica como en forma mutante monomeérico. La posicion de la proteina FHR-1
humana, tanto en forma dimérica como en forma mutante monomérica se representan con
las flechas azules y rojas respectivamente para comparar.

En resumen, estos ensayos ponen de manifiesto que la estructura del FHR-B no es
monomeérica, si no que coexisten en equilibrio formas monomeéricas y diméricas
en proporcion 40:60. Esta dimerizacion se da por un mecanismo diferente al de
FHR-1 humano y la interaccion entre unidades es mucho més débil en el caso de
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los dimero de FHR-B. Al igual que en el FHR-1 humano, el dominio de
dimerizacion de FHR-B esta en el dominio N-terminal, entre los SCRs 1,2y 3. La
diferencia en los coeficientes de friccion entre FHR-B de raton y FHR-1 humano
son indicativos de una diferente conformacién en los dimeros de estas proteinas,
siendo las moléculas diméricas mas globulares en el caso de FHR-B de raton.

6.4 Ensayos de union por ELISA

Para analizar la union que tienen las proteinas FHR de ratdn a ligandos se
disefiaron una serie de experimentos de unién en placa. Se analiz6 la union de las
distintas proteinas hibridas de los FHR de raton a través de sus dominios de union
C-terminal; asi como también la union del fragmento N-terminal de la proteina
FHR-B de raton. También se comparé la union de FHR-B de raton y de FHR-1
humano a los distintos ligandos. Los ligandos que se analizaron fueron C3by C3
de raton, ya que estos son los principales ligandos de estas proteinas a través del
dominio C-terminal.

6.4.1 Unidn de los dominios C-terminal de las proteinas FHR de raton a C3/C3b
de ratén:

En el primer ensayo, se analizé la union de las proteinas hibridas disefiadas
con el dominio N-terminal (SCRs 1,2 y 3) de FHR-1 humano y el dominio
C-terminal (ultimos dos SCRs) de FH, FHR-B, FHR-C y FHR-E tanto a C3b como
a C3 de raton. En la figura 27.A se observa la unién de estas proteinas a 5ug/ml
de C3b de raton sembrado en la placa. Solo las proteinas con el C-terminal de FH
y de FHR-B de raton son capaces de unir C3b de ratén a través del dominio
C-terminal. Ademas, el C-terminal de FHR-B se una con una mayor afinidad que
el C-terminal de FH. EIl C-terminal del FHR-B de ratdn alcanza la union maxima
a250nMy la curva representada tiene una Kd (concentracion de proteina necesaria
para tener un 50% de union) de 24nM en este experimento. En la figura 27.B se
observa la union de estas proteinas a 5pug/ml de C3 de raton sembrado en la placa.
Se observa que solo las proteinas con el C-terminal de FH y de FHR-B de raton
son capaces de unir C3 de ratdn a través del dominio C-terminal. De nuevo, el
C-terminal de FHR-B se une con una mayor afinidad que el C-terminal de FH a
C3, que lo hace de una manera mucho mas débil que a C3b. El C-terminal alcanza
la union méxima a 250nM vy la curva representada tiene una Kd de 19nM en este
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experimento. Las concentraciones de unién méxima al ligando son similares entre
C3b y C3, sin embargo, los valores de Kd de FHR-B en la unién a C3 es mayor
que para la unién a C3b en este experimento.
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Figura 27. A) Union de las proteinas hibridas con el dominio C-terminal de las proteinas
de la familia de FH de raton a C3b de raton sembrado en placa. Valores de absorbancia a
450nm normalizados a 1,0. B) Union de las proteinas hibridas con el dominio C-terminal
de las proteinas de la familia de FH de raton a C3 de raton sembrado en placa. Valores de
absorbancia a 450nm normalizados a 1,0.

6.4.2 Union de los diferentes dominios de FHR-B de ratén a C3/C3b de ratén::

En otro ensayo se analizo la unién diferencial del FHR-B de raton a C3b 'y
C3 a través de su dominio C-terminal y N-terminal. Se utilizaron las proteinas
hibridas con el dominio N-terminal (SCRs 1, 2 y 3) de FHR-1 humano seguido del
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dominio C-terminal (SCRs 4 y 5) o N-terminal (SCRs 1, 2 y 3) de FHR-B de raton;
asi como también la forma monomeérica de la proteina hibrida con el C-terminal
del FHR-B. En la figura 28.A se observa la unién de estas proteinas a 5pug/ml de
C3b de raton sembrado en la placa. Aunque el dominio N-terminal presenta algo
de unidn, esta es mucho menor a la del dominio C-terminal de FHR-B. Ademas,
se observa que la proteina hibrida monomeérica con el C-terminal del FHR-B de
ratbn no tiene uniéon a este ligando, por lo que la dimerizacion se antoja
indispensable para el aumento de avidez por los ligandos.

A) Unién a 5 pg/ml mC3b
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Figura 28. A) Unidn de las proteinas hibridas con el dominio N-terminal o C-terminal de
FHR-B y del mutante monomérico a C3b de ratdn sembrado en placa. Valores de
absorbancia a 450nm normalizados a 1,0. B) Unién de las proteinas hibridas con el
dominio N-terminal o C-terminal de FHR-B y del mutante monomérico a C3 de ratén
sembrado en placa. Valores de absorbancia a 450nm normalizados a 1,0.

En la figura 28.B se observa la unidn de estas proteinas a 5pug/ml de C3 de
raton sembrado en la placa. De nuevo se observa que, aunque el dominio
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N-terminal presenta algo de union, esta es mucho menor a la del dominio
C-terminal de FHR-B. De nuevo se observa que la proteina hibrida monomeérica
con el C-terminal del FHR-B de raton no tiene union a este ligando.

Para probar que la union de FHR-B de raton a C3 en los experimentos anteriores
no es un artefacto, se disefio un experimento adicional. En el siguiente experimento
se sembro la proteina FHR-B de raton en placa a una concentracion de 5ug/ml.
Detectamos la union de cantidades crecientes de C3 de raton purificado usando un
anticuerpo policlonal contra esta proteina (Figura 29). Confirmamos con este
resultado que el C3 de raton en fase fluida se una al FHR-B inmovilizado en placa
de manera dosis dependiente.

Unién a 5 uyg/ml mFHR-B

1.04
0.84
0.61
0.41
0.21

Unién de C3 (AU 450nm)

0.0-

0 50 100 150  20(
[C3] nM

Figura 29. Union de C3 de raton en fase fluida a la proteina FHR-B de raton sembrada
en placa. Valores de absorbancia a 450nm normalizados a 1,0.

6.4.3 Unidn de los dominios C-terminal de FHR-B de raton y FHR-1 humano a
C3/C3b de raton:

En un ensayo adicional, se compar6 la union a C3b y C3 del dominio
C-terminal del FHR-B de raton con el mismo dominio del FHR-1 humano. Este
ensayo nos proporciona informacion directa de como unen cada uno de estos
dominios su ligando preferente, que es C3b/C3. Se utilizaron en este ensayo dos
proteinas: el FHR-1 humano completo y la proteina hibrida con el dominio
N-terminal (SCRs 1, 2 y 3) de FHR-1 humano seguido del dominio C-terminal
(SCRs 4 y 5) de FHR-B de raton. En la figura 30.A se observa la unién de estas
proteinas a 5pug/ml de C3b sembrado en la placa. Los datos de concentracion de
proteina utilizada se representan en escala logaritmica para visualizar mejor las
diferencias. Se han ajustado curvas de union especificas con pendiente de Hill que
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se ajustan con un valor de R? del 0,99. Los datos de Kd de los dominios C-terminal
de FHR-B de raton y FHR-1 humano sobre C3b son 5,65nM y 14,02nM
respectivamente. La diferencia en las Kd entre ambas proteinas es estadisticamente
significativa (p-valor 0,002). Los datos en esta figura estan normalizados al valor
de union maxima de cada una de las proteinas a C3. En la figura 30.B se observa
la union de estas proteinas a 5pg/ml de C3 sembrado en la placa. Los datos de Kd
de los dominios C-terminal de FHR-B de raton y FHR-1 humano sobre C3 son
5,43nMy 12,34nM respectivamente. La diferencia en las Kd entre ambas proteinas
es estadisticamente significativa (p-valor 0,012). Por lo tanto, la afinidad del
FHR-B de raton por los ligandos C3/C3b es mucho mayor a la que tiene el FHR-1
humano. Es importante sefialar que FHR-B ( al igual que FHR-1) une de manera
equivalente C3 y C3b. La union de cada una de las proteinas a los ligandos
humanos o de raton es similar, de modo que en las figuras se representan la media
de los valores de union de las proteinas a C3/C3b humano y de raton.

A) Unién a 5 pg/ml C3b B) Unién a 5 pg/ml C3
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Figura 30. A) Union de FHR-B de raton y FHR-1 humano a través de sus dominios C-terminal a C3b
sembrado en placa. Valores de absorbancia a 450nm normalizados al maximo de unién a C3. B) Union de
FHR-B de raton y FHR-1 humano a través de sus dominios C-terminal a C3 sembrado en placa.

En resumen, estos ensayos ponen de manifiesto que FHR-B es el unico FHR de
raton que une C3b o C3. Esta union se da a traveés del dominio C-terminal de esta
proteina. Ademas, la dimerizacion es necesaria para la union de esta proteina a
estos ligandos por el aumento de avidez de las moléculas diméricas. La afinidad
del FHR-B de raton por C3b y C3 es mucho mayor que la que tienen FH de raton
y FHR-1 humano por estos ligandos.
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6.5 Ensayos de competicion entre FH y FHR-B de raton por la unién a C3b:

Con el objetivo de analizar si el FHR-B de ratdn es capaz de competir a FH
por la unién a C3b en superficie, se disefiaron ensayos de unién/competicion en
placa de ELISA. En estos ensayos se utilizaron proteinas purificadas: C3b de raton
nativo, FH de raton nativo, FHR-B recombinante y la proteina hibrida con el
dominio C-terminal de FHR-B, hFHR-1(1-3)::mFHR-B(4-5). Se utilizd un
anticuerpo monoclonal anti-FH de ratén para detectar la union de esta proteina al
C3b sembrado en la placa.

En un primer ensayo (Figura 31.A) se analizé la union de FH de raton a C3b
sembrado a distintas cantidades a modo de titulacion para elegir las condiciones
de los siguientes experimentos. Las curvas de union para ambas condiciones son
paralelas; de hecho, al ajustar una curva mediante regresion no linear, los valores
de Kd son similares, lo Gnico que varia es el maximo al que llega la sefial de union.

Eligiendo como condiciones del siguiente experimento 5ug/ml 6 2,5ug/ml de C3b
sembrado, se analiz6 la union de 15nM de FH en presencia o ausencia de
cantidades crecientes de FHR-B de raton (Figura 31.B). Se observa que con
5ug/ml de C3b sembrado, 2uM de FHR-B es capaz de competir la union de 15nM
de FH de manera estadisticamente significativa, aunque la pérdida de unién de FH
es muy baja (de 0,729 AU a 0,625). De hecho, el p-valor, aun siendo
estadisticamente significativo en estas condiciones, estd rozando el valor de
significacion estadistica (0,0429 < 0,0500). Utilizando como condiciones de
partida 2,5ug/ml de C3b sembrado, FHR-B es capaz de competir mejor la unién
de 15nM de FH a C3b. Todas las concentraciones de FH muestran significancia
estadistica (p-valor 0,0090). Aunque de nuevo, la pérdida de union de FH es muy
baja (maxima diferencia de 0,666 AU a 0,582 AU).

En un ultimo experimento, se eligié sembrar 5ug/ml de C3b en la placa y analizar
la union de 7,5nM de FH en presencia o ausencia de cantidades crecientes de
FHR-B de raton o de la proteina hibrida con el dominio C-terminal de FHR-B
(Figura 31.C). La idea de estos experimentos era reducir la cantidad del FH
utilizado en el experimento y aumentar la concentracion utilizada de las otras dos
proteinas para maximizar el efecto de competicion. Se observa que tanto FHR-B
como la proteina hibrida con el C-terminal son capaces de competir la union de
7,5nM de FH a C3b. FHR-B lo hace mejor, ya que lo hace de manera
estadisticamente significativa (p-valor 0,0070) a las tres concentraciones
utilizadas. De nuevo, la pérdida de union de FH es muy baja (maxima diferencia
de 0,687 AU a 0,618 AU), a pesar de usar menos FH y més FHR-B. En el caso de
la proteina hibrida, el efecto es estadisticamente menos significativo (p-valor
0.0229). De nuevo, la pérdida de union de FH es muy baja (maxima diferencia de
0,687 AU a 0,603 AU).
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Figura 31. A) Unién de FHR-B de raton y FHR-1 humano a través de sus dominios
C-terminal a C3b humano y de ratén sembrado en placa. VValores de absorbancia a 450nm
normalizados al méximo de unién a C3. B/C) Unién de FHR-B de ratén y FHR-1 humano
a través de sus dominios C-terminal a C3 humano y de raton sembrado en placa. El
analisis estadistico realizado fue un ANOVA de un factor. (*) representa p-valor < 0,05.
(**) representa p-valor < 0,01.
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En resumen, estos experimentos muestran una pequefia perturbacion sobre la unién
de FH a C3b por parte de la proteina FHR-B de raton a altas concentracion. Aunque
hay reduccién de la union de FH a su ligando C3b, la pérdida de unién es muy
baja.

6.6 Experimentos de unién por inmunofluorescencia

Para analizar la funcién de las proteinas FHR de raton sobre superficies
fisioldgicas de este animal, se disefiaron experimentos de union y deteccion en
secciones de rifidbn mediante inmunofluorescencia. Estos experimentos
proporcionan informacién muy valiosa sobre los ligandos de unién, la localizacion
de la union y la posible funcién de las proteinas en condiciones ex vivo. Se
utilizaron cortes de secciones de rifion de ratones C57BL/6 wild-type, de un
modelo knockout del gen de FH C57BL/6 Cfh -/- y de un modelo doble knockout
de todos los genes de la familia de FH C57BL/6 Cth/Cfhr -/- (rifiones cedidos por
el laboratorio de Mathew Pickering, Imperial College de Londres).

6.6.1 Presencia de FHR-B enddgeno en superficies con depdsito de C3:

En un primer experimento, se analizé la presencia de FHR-B enddgeno en
cortes de rifion tanto de animales wild-type como de animales knockout Cfh -/-,
utilizando el anticuerpo policlonal frente a FHR-B de raton desarrollado en el
laboratorio. Se analizd también la presencia de depositos de C3 en los rifiones de
estos animales, utilizando un anticuerpo policlonal que detecta diferentes
fragmentos de C3. La figura 32 muestra dos secciones de los glomérulos
analizados que son representativas de los rifiones analizados. Se observa que los
ratones wild-type no presentan depositos de C3 ni de FHR-B enddgeno, mientras
que los ratones knockout Cfh -/- si lo hacen. Tanto el deposito de C3 como el de
FHR-B es especifico del glomérulo y no se detecta sefial en el parénquima renal.
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Figura 32. Inmunofluorescencia sobre secciones de rifiones de ratones wild-type y
knockout Cfh -/-. Se detectan las proteinas endogenas presentes en los glomérulos de estos
animales. Hay deposito enddgeno de fragmentos de C3 y de la proteina FHR-B en los
ratones knockout Cfh -/-. La deteccion se lleva a cabo utilizando un anticuerpo policlonal
contra FHR-B de ratén y un anticuerpo policlonal contra fragmentos de C3 de raton.

6.6.2 Union de los dominios C-terminal de las proteinas FHR de raton a depositos
de C3:

En el siguiente experimento, se analiz6 la union de las proteinas hibridas
disefiadas con el dominio N-terminal (SCRs 1, 2 y 3) de FHR-1 humano y el
dominio C-terminal (4ltimos dos SCRs) de FH, FHR-B, FHR-C y FHR-E en cortes
de rifién tanto de animales wild-type como de animales knockout Cfh -/-. Se detectd
la union usando el anticuerpo monoclonal anti-FHR-1 humano 2C6. Se analiz6 de
nuevo la presencia de depositos de C3 en los rifiones de estos animales. La figura
33 muestra secciones de los glomérulos analizados que son representativas de los
rifiones analizados. De nuevo, se observa que los ratones wild-type no presentan
depositos de C3 enddgeno, mientras que los ratones knockout Cfh -/- si lo hacen.
De todas las proteinas hibridas, solo aquellas con el C-terminal de FH o FHR-B de
raton son capaces de unirse a los glomeérulos con deposito enddgeno de C3 de los
ratones Cfh -/-. La union de estas dos proteinas es especifica del glomérulo y no se
detecta sefial en el parénquima renal. La union del dominio C-terminal del FHR-B
de raton por esta superficie es aproximadamente diez veces mayor a la del dominio
C-terminal de FH de raton.
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Figura 33. Inmunofluorescencia sobre secciones de rifiones de ratones wild-type y
knockout Cfh -/-. Se detecta la union de las proteinas hibridas con el dominio C-terminal
de las proteinas de la familia de FH de raton. Se observa union de las proteinas con el
C-terminal de FH y FHR-B de raton sobre los depdsitos enddgenos de C3. La deteccion
se lleva a cabo usando un anticuerpo monoclonal contra la region N-terminal de FHR-1
humano.

6.6.3 Union de la proteina FHR-B de raton y sus distintos dominios a depdsitos de
C3 en presencia y ausencia de acidos sialicos:

Seguidamente, se analizd la unién a esta superficie de la proteina FHR-B
completa y de sus dominios N-terminal y C-terminal (tanto forma dimérica como
la monomérica) por separado, asi como también la unién de la construccion del
dominio C-terminal de FH de ratén. Se utilizaron las proteinas hibridas con el
dominio N-terminal (SCRs 1, 2 y 3) de FHR-1 humano seguido del dominio
C-terminal (SCRs 19 y 20) de FH de ratén o del C-terminal (SCRs 4 y 5) o
N-terminal (SCRs 1, 2 y 3) de FHR-B de raton; asi como también la forma
monomeérica de la proteina hibrida con el C-terminal del FHR-B. La unién a esta
superficie se analizo en presencia y ausencia de los acidos sialicos de la superficie
celular, tratando o no las secciones de rifiones con neuraminidasa (NA). Se
analizaron cortes de rifion tanto de ratones knockout Cfh -/- como de ratones
knockout Cfh/Cthr -/-. La union de las proteinas hibridas se detectd usando el
anticuerpo monoclonal anti-FHR-1 humano 2C6, mientras que la union de la
proteina completa se detecté usando el anticuerpo policlonal frente a FHR-B de
raton desarrollado en el laboratorio. Se analizo de nuevo la presencia de depoésitos
de C3 en los rifiones de estos animales.
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Figura 34. A) Inmunofluorescencia sobre secciones de rifiones de ratones knockout
Cfh -/- tratadas 0 no con NA. Se observa union de las proteinas con el C-terminal de FH
y FHR-B de ratdn sobre los depdsitos endégenos de C3, aunque la primera se pierde en
glomérulos tratados con NA. La deteccion se lleva a cabo usando un anticuerpo
monoclonal contra la region N-terminal de FHR-1 humano y un anticuerpo policlonal
contra fragmentos de C3 de raton. B) Inmunofluorescencia sobre secciones de rifiones de
ratones knockout Cfh/Cfhr -/- tratadas o no con NA. Se observa unién de la proteina
FHR-B de raton en glomérulos tratados y sin tratar con NA. La deteccion se lleva a cabo

usando un anticuerpo policlonal contra FHR-B de raton y un anticuerpo policlonal contra
fragmentos de C3 de raton.
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La figura 34 muestra secciones de los glomérulos analizados que son
representativas de los rifiones analizados. En la figura 34.A se muestra el resultado
del experimento usando las cuatro proteinas hibridas analizadas. Se observa que
solo las proteinas con el C-terminal de FH o FHR-B de raton son capaces de unirse
a los glomeérulos con depdsito endogeno de C3 de los ratones Cth -/-, pero de nuevo
la dimerizacion del FHR-B se antoja necesaria para la unién de la molécula
FHR-B, ya que la proteina con el C-terminal de FHR-B monomérica no se une.
También se muestra de nuevo que el dominio N-terminal de FHR-B no participa
en la union a los ligandos de superficie. Se observa una diferencia en la unién a
esta superficie entre el C-terminal de FH y de FHR-B de ratdn, ya que el primero
pierde la capacidad de union en ausencia de acidos sialicos mientras que el FHR-B
mantiene esta capacidad independientemente de la presencia de estos azUcares.

En la figura 34.B se muestra el resultado del experimento usando la proteina
FHR-B completa. Se observa que el FHR-B de raton es capaces de unirse a los
glomérulos con depdsito enddgeno de C3 de los ratones Cfh/Cfhr -/-. De nuevo se
aprecia que la union de esta proteina a los depoésitos de C3 en esta superficie es
independiente a la presencia de acidos sialicos. La union de las proteinas es
especifica del glomeérulo y no se detecta sefial en el parénquima renal

6.6.4 Activacion de complemento mediada por FHR-B sobre glomérulos de raton:

En el siguiente experimento, se analizo la capacidad del FHR-B de raton de
activar el sistema del complemento a través de la VA y aumentar el deposito de
C3 sobre superficies propias. Para ello, se estudio el deposito de C3 que se genera
al usar un 10% de suero humano normal (NHS) deplecionado de FH y FHR sobre
glomérulos de rifiones de ratones knockout Cfh/Cthr -/-; y si la proteina FHR-B de
raton es capaz de aumentar el deposito de C3 humano de una manera
dosis-dependiente. La union del FHR-B de raton se detectd usando el anticuerpo
policlonal frente a FHR-B de raton desarrollado en el laboratorio. Se analiz6
también la presencia de depositos de C3 humano en los rifiones de estos usando el
anticuerpo monoclonal anti-C3 humano desarrollado en el laboratorio. La figura
35 muestra secciones de los glomérulos analizados que son representativas de los
rifones analizados, asi como también muestra los valores de fluorescencia media
de todos los campos analizados. En la figura 35.A se muestran los controles del
experimento. En primer lugar, se aprecia el depdsito de C3 humano que provoca
un 10% de NHS deplecionado de FH y FHR. Seguidamente, se muestra la unién
de 0,25uM de FHR-B de raton, lo que provoca un aumento del depoésito de C3
humano sobre los glomérulos. De nuevo, se aprecia que la unién del FHR-B de
raton es especifica del glomérulo y no se detecta sefial en el parénquima renal. El
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depdsito de C3 humano sobre esta superficie se da a traves de la VA, ya que afiadir
EDTA o 1uM de FH humano inhiben la activacion y el consiguiente deposito. En
la figura 35.B se muestran los resultados del experimento y el efecto que tienen
cantidades crecientes de FHR-B de raton sobre la activacion de la VA. En primer
lugar, se muestra que un 10% de NHS deplecionado de FH y FHR no genera
depdsito de C3 cuando se controla la activacion con 0,25ug/ml (1,67nM) de FH
humano. A partir de estas condiciones iniciales, se analizo el efecto en la activacion
de cantidades crecientes de FHR-B de ratdn. Se observa que 0,25uM, 0,50uM y
1,00uM de FHR-B de raton aumentan proporcionalmente el deposito de C3
humano sobre esta superficie, a partir del punto en el que el FH humano afiadido
era capaz de controlar la activacién y evitar el deposito.

La relacion entre la concentracion de FHR-B afiadida y el depdsito de C3 se
observa en la figura 35.C, asi como el andlisis de la regresion lineal entre la sefial
de FHR-B unido y la sefial de C3 humano depositado en el glomérulo. El valor de
r? del ajuste de la regresion lineal es igual a 0,81.

En resumen, estos ensayos ponen de manifiesto que el FHR-B enddgeno se
encuentra unido a los depositos de C3 enddgenos en modelos animales de
enfermedad con deposito de esta proteina en los glomérulos. Esta unién se da a
través del dominio C-terminal del FHR-B; y aunque FH también se une a través
de este dominio a las superficies opsonizadas con C3, la unién del FHR-B es
mucho mas fuerte y ademas es independiente de la composicion de acidos sialicos
de esa superficie. La dimerizacién de FHR-B es necesaria para la union a los
depositos de C3 por el aumento de avidez de las moléculas diméricas. Las
proteinas FHR-C y FHR-E no tienen la capacidad de unirse a las superficies con
depdsito de C3 a través de sus dominios C-terminal. FHR-B promueve la
activacion del complemento a través de la via terminal y el depoésito de C3 sobre
las superficies, compitiendo la funcion reguladora de FH.
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Figura 35. Inmunofluorescencia del experimento de activacion de complemento sobre
secciones de rifiones de ratones knockout Cth -/-. Se midio la sefial de fluorescencia de
varios rifiones para cada condicion del experimento analizada. La deteccion se lleva a
cabo usando un anticuerpo policlonal contra FHR-B de raton y un anticuerpo monoclonal
anti-C3 humano. A) Resultado de los controles del experimento: 10% de NHS AFH/FHR
activa complemento sobre esta superficie y deposita fragmentos de C3. FHR-B aumenta
la activacion y el deposito. La adicion tanto de FH humano como de EDTA evita la
activacion de complemento y el deposito. B) Imagenes representativas del efecto de
cantidades crecientes de FHR-B sobre el hC3 depositado en los glomérulos. C)
Representacion grafica del efecto de FHR-B sobre el hC3 depositado. También se
representa la relacion entre la sefial del FHR-B depositado en los glomérulos y el C3
depositado mediante regresion lineal. EI valor de r2 del ajuste de la regresion lineal es
igual a 0,81.

6.7 Ensayos de actividad cofactora

Dado que se ha descrito para varias proteinas FHR humanas una débil
actividad cofactora de FI (McRae et al, 2005; Fritsche et a,I 2010), se estudio esta
actividad en FHR-B de raton. Para estudiar el posible efecto de FHR-B sobre el
corte proteolitico de C3b por FI se realizaron ensayos de actividad cofactora con
proteinas purificadas. En estos ensayos se usaron C3b y FI humanos y FHR-B de
raton. En la figura 36 se presentan los resultados del experimento. FHR-B no
presenta actividad cofactora de Fl. Tanto la banda a’como la p de C3b se
mantienen constantes a lo largo del experimento, independientemente de la
cantidad de FHR-B afiadida. Aunque FI estd presente, carece de cofactor para
Ilevar a cabo el corte proteolitico de la cadena o’ de C3b.
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Figura 36. Ensayo de actividad cofactora de FHR-B. Se presentan los resultados del
experimento y de las bandas generadas en un gel SDS-PAGE. Las bandas a’como la § de
C3b se densitometraron y los valores obtenidos se representaron en la segunda gréfica.
Tanto la cadena o’ como la p de C3b se mantienen constantes a lo largo del experimento.

6.7.1 Actividad cofactora de FH en presencia de FHR-B de raton:

También se ha descrito para algunas de las proteinas FHR humanas una
potenciacion de la actividad cofactora de FH, actuando de manera sinérgica con
esta proteina (Hellwage et al, 1999; McRae et al, 2015; Hebecker & J6zsi, 2012).
Las proteinas FHR no presentan por si solas actividad cofactora de FI a
concentraciones fisioldgicamente relevantes, sin embargo, son capaces de
potenciar la actividad cofactora de FH. Para estudiar este posible efecto en FHR-B
de raton se realizaron ensayos de actividad cofactora de FH con proteinas
purificadas. En estos ensayos se usaron C3b, FH y FI de humano y FHR-B de
raton. En la figura 37.A se observa que la cantidad de cadena o’ de C3b en el
punto de partida sin FHR-B es del 100% con respecto al punto control sin FH. Se
observa una reduccion de la cadena o’ de C3b y un aumento de la cadena a’43 con
cantidades crecientes de FHR-B. La cadena § de C3b se mantienen constantes a lo
largo del experimento, independientemente de la cantidad de FHR-B afiadida. En
la figura 37. B se vuelve a observar una reduccion de la cadena o’ de C3b y un
aumento de la cadena o’s3 con cantidades crecientes de FHR-B. En este
experimento la cantidad de cadena o’ de C3b en el punto de partida sin FHR-B es
del 80% con respecto al punto control sin FH; esto es debido a que la cantidad de
FH utilizada en el experimento es mayor que en el anterior. En este experimento
la reduccion de la cadena o’ es mucho mayor que en el experimento anterior,
incluso habiendo en este una relacion molar de FHR-B sobre FH maés baja (la
mitad). Parece que la cantidad de FH presente es limitante en el corte de o’ y
generacion de o’43 final, ya que FHR-B no tiene actividad cofactora por si sola, si
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no que potencia la actividad cofactora de FH, mediante un fenémeno de sinergia.
De nuevo, la cadena  de C3b se mantienen constantes a lo largo del experimento,
independientemente de la cantidad de FHR-B afadida.
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Figura 37. Ensayo de actividad cofactora de FH en presencia de FHR-B de raton. Se
presentan los resultados del experimento y de las bandas generadas en un gel SDS-PAGE.
Las bandas a’como la B de C3b se densitometraron y los valores obtenidos se
representaron en la grafica. A) Ensayo de actividad cofactora con 3,5nM de FH humano.
B) Ensayo de actividad cofactora con 7nM de FH humano. La reduccién de la cadena o’
y generacion de la cadena o’43 €s mucho mayor que en el experimento anterior.

En resumen, la proteina FHR-B de raton no tiene actividad cofactora de Fl en el
corte proteolitico de C3b a iC3b. Sin embargo, al igual que lo descrito para varias
de las proteinas FHR humanas, FHR-B potencia la actividad cofactora de FH,
actuando de manera sinérgica junto a esta en el corte proteolitico de C3b por FI.
El corte proteolitico de la cadena o’ de C3b esté limitado por la cantidad inicial de
FH.
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6.8 Analisis por WB de las proteinas humanas con el anticuerpo anti FHR B

Con el objetivo de descubrir una posible reactividad cruzada del anticuerpo
policlonal desarrollado frente a FHR-B de raton con las proteinas humanas se
analizaron sueros y proteinas recombinantes humanas. De manera llamativa, el
anticuerpo policlonal anti-FHR-B de raton reconoce bandas inespecificas por WB
a la altura de los FHR en muestras de suero humano normal, pero no en muestras
de suero humano portador de la delecion ACFHR3-CFHR1. Utilizando las
proteinas purificadas FHR-1 y FHR-3 humanas, se determind que la reactividad
cruzada de este anticuerpo era con FHR-1 (Figura 38). Esto parece indicar que
existen epitopos compartidos entre FHR-B de raton y el FHR-1 humano.
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Figura 38. WB con el antisuero de conejo anti-FHR-B de raton sobre muestras de plasma
de humano control y de un portador de la delecion ACFHR3-CFHR1, asi como de la
proteinas FHR-1 y FHR-3 purificadas.

6.9 Analisis filogenético

Para estudiar las relaciones evolutivas entre las proteinas de la familia de
FH de ambas especies, se alinearon las secuencias de estas proteinas y se
estudiaron las relaciones entre ellas con el uso arboles filogenéticos. El objetivo
principal de estos analisis era averiguar si existian proteinas FHR en el ancestro
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comun entre humanos y ratones; y, en el caso de existir, si habia relacion evolutiva
entre FHR-1 y FHR-B a través de esa proteina ancestral. Las secuencias de las
proteinas se obtuvieron de Uniprot. Se incluyeron en el analisis las secuencias de
la proteina C4bp humana y de ratdn como grupo externo para enraizar los arboles.
Las secuencias se alinearon con MAFFT vy se genero un arbol filogenético previo
(Figura 39.A). Este alineamiento se analiz6 con IqTree, lo cual generd un arbol
filogenético mucho mas preciso sin constricciones por taxonomia (Figura 39.B).

Aunque es dificil inferir relaciones evolutivas o de homologia mediante estos
andlisis, los arboles si que ponen de manifiesto que existia al menos una proteina
FHR en el ancestro com(n entre humanos y ratones. Esta proteina ancestral comdn
dio lugar a FHR-1 (o al grupo FHR-1, FHR-2 y FHR-5) en humanos y a FHR-E
en el raton. Esto se aprecia porque en el primer arbol FHR-E aparece aparte del de
FH y el resto de FHR de ratén. La distancia es tan grande entre FHR-E y el resto
de las proteinas de la familia de FH en el raton que en el segundo analisis (sin
constricciones taxondémicas) FHR-E aparece en el clado con el resto de las
proteinas humanas, en un subclado que incluye FHR-E y el grupo FHR-1, FHR-2

y FHR-5.
A) Mouse FH (Uniprot P06909) B) Mouse FH (Uniprot P06909)
Mouse FHR-B (Uniprot Q4LDF6) Mouse FHR-B (Uniprot Q4LDF6)
Mouse FHR-C (Uniprot E9Q8BS5) Mouse FHR-C (Uniprot E9Q8B5)
Mouse FHR-E (Uniprot Q61406) Human FHR-1 (Uniprot Q03591)
Human FHR-3 (Uniprot Q02985) Human FHR-2 (Uniprot P36980)
Human FHR-4A (Uniprot Q92496) Human FHR-5 (Uniprot Q9BXR6)
Human FHR-4B (Uniprot Q92496_3) Mouse FHR-E (Uniprot Q61406)

Human FHR-5 (Uniprot Q9BXR6) Human FH (Uniprot P08603)
1 Human FH (Uniprot P08603) i Human FHR-3 (Uniprot Q02985)
Human FHR-1 (Uniprot Q03591) Human FHR-4A (Uniprot Q92496)
Human FHR-2 (Uniprot P36980) Human FHR-4B (Uniprot Q92496_3)
Human C4BP (Uniprot P04003) [ Human C4BP (Uniprot P04003)

Mouse C4BP (Uniprot P08607)

Mouse C4BP (Uniprot P08607)

Figura 39. WB con el antisuero de conejo anti-FHR-B de raton sobre muestras de plasma de humano
control y de un portador de la delecion ACFHR3-CFHR1, asi como de la proteinas FHR-1 y FHR-3
purificadas.
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7. DISCUSION
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Las proteinas FHR son un grupo de moléculas con un repertorio de
funciones heterogéneas y que a veces, a simple vista, pueden resultar
contradictorias, lo cual dificulta que se les haya asignado un papel concreto dentro
de la compleja red que es el sistema inmunitario en general y el sistema del
complemento en particular.

Dada su influencia cada vez mejor descrita en patologias, es de vital importancia
conocer su funcién dentro del sistema del complemento en humanos, pero también
la funcidn que tienen en la especie modelo en estudios inmunoldgicos: el raton.

Es por eso por lo que en este trabajo nos hemos propuesto arrojar algo de luz sobre
este grupo de proteinas en esta especie, tratando de encontrar homologias
funcionales entre humanos y raton que nos permitan trazar paralelismos y detectar
diferencias a la hora de generar y entender modelos de enfermedad de patologias
relacionadas con el sistema del complemento.

7.1 Produccion de reactivos especificos contras las proteinas FHR de ratén

El primer obstaculo al que nos enfrentamos a la hora de estudiar las
proteinas FHR de ratdn es la ausencia de reactivos especificos que reconozcan
estas proteinas. Es por este motivo por lo que la primera tarea del trabajo fue
producir reactivos especificos para detectar y purificar las proteinas FHR de raton.

Con este fin, aprovechando la homologia y la alta identidad de secuencia entre FH
y los FHR, desarrollamos un anticuerpo policlonal anti-FH de raton que reconoce
epitopos compartidos de FH con los FHR y nos permite detectar estas proteinas
como bandas inespecificas en muestras de suero de ratones wild-type, knockout
para el gen de FH y doble knockout para los genes de FH y de los FHR por WB.
La alta inespecificidad del reactivo suponia que se reconocieran otra serie de
proteinas inespecificas fuera de la familia de FH.

Este reactivo nos permitid purificar mediante cromatografia de inmunoafinidad la
proteina FHR-B de raton recombinante a partir de sobrenadante de cultivo de
células humanas. En esta muestra, en la que la cantidad de proteinas total es mucho
menor con respecto a la cantidad de proteinas en una muestra de suero de raton,
este reactivo reconocia especificamente la proteina recombinante FHR-B de raton
y lo que nos permitio purificarla en homogeneidad. Utilizando esta proteina
FHR-B recombinante purificada se desarrollé un antisuero de conejo policlonal
anti-FHR-B de raton que nos permite identificar esta proteinay el resto de los FHR
de raton en muestras de tejido (tanto sangre como cortes histologicos) de ratones
wild-type, knockout para el gen de FH y doble knockout para los genes de FH y de
los FHR en experimentos de WB y de inmunofluorescencia. No es llamativo que
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este reactivo policlonal reconozca todas la proteinas de la familia de FH, debido a
la homologia y la alta identidad de secuencia.

7.2 Deteccion de proteinas FHR presentes en plasma de raton

La cantidad de informacion sobre los FHR de raton al comienzo del trabajo
era muy limitada. De hecho, no se tenia ni siquiera la certeza de cuéntos de los
cinco genes se expresaban a nivel de proteina. Estudios previos por analisis del
genoma de las bibliotecas de cDNA sugieren que Cfhra y Cfhrd podrian ser
pseudogenes que no se expresan. Aungue FHR-E se encuentra a nivel de transcrito,
la evidencia a nivel de proteina era inexistente en los estudios previos. Es por eso
por lo que el primer objetivo del trabajo era determinar qué proteinas FHR se
expresan en el raton y se encuentran circulando en plasma.

Utilizando el anticuerpo policlonal anti-FH desarrollado anteriormente, se
purificaron proteinas de un suero de raton knockout para el gen de FH por
cromatografia de inmunoafinidad. De esta manera, aunque el anticuerpo tiene
reactividad cruzada con otras proteinas no relacionadas con la familia de FH,
obtuvimos una preparacion que contiene mayoritariamente las proteinas FHR de
raton, ya que como hemos explicado, estas son homélogas a FH y tienen una
identidad de secuencia con esta proteina muy elevada. Llevamos a cabo una
identificacion por espectrometria de masas de las proteinas eluidas de la columna
y se identificaron péptidos correspondientes a las proteinas de raton FHR-B,
FHR-C y FHR-E. Los péptidos identificados para cada proteina generan una
cobertura alta de la misma, de casi el 60% de la secuencia total. Ademas, los
péptidos identificados tienen una distribucion a lo largo de todos los SCR de las
proteinas, distribuidos homogéneamente a lo largo de toda la secuencia. Por
primera vez, presentamos evidencia de que FHR-E se expresa y lo identificamos
circulando en sangre de raton. A pesar de que FHR-A es el que tiene mayor
identidad de secuencia con FH, y por tanto deberia tener epitopos conservados con
FH en mayor cantidad, no se encontraron péptidos correspondientes a esta proteina
en ninguno de los experimentos. La presencia de estas proteinas en otros tejidos
no se ha estudiado, aunque las proteinas solubles del sistema del complemento y
los FHR humanos son plasmaticas, de modo que, aunque se pueden encontrar
unidas a superficies de tejidos especificos, su presencia mayoritaria es en la sangre.

En este ensayo se detectaron otras proteinas inespecificas al anticuerpo. Algunas
de ellas se descartaron como contaminantes tras el experimento control. Sin
embargo, hay otras proteinas del complemento que identificamos como especificas
en el primer experimento, siendo estas proteinas C3, C4b y properdina. Puede que
al menos en el caso de C3 la estemos detectando porque coeluye junto con FHR-B,
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ya que nuestros resultados han identificado a esta proteina como uno de los
ligandos de FHR-B de ratdn.

7.3 Caracterizacion funcional y estructural de las proteinas FHR de raton

Los estudios funcionales previos sobre las proteinas FHR de raton al
comienzo del trabajo eran muy limitados, de modo que nuestro segundo objetivo
fue caracterizar funcional y estructuralmente las proteinas FHR de raton que fueran
relevantes desde un punto de vista de las homologias funcionales que pudieran
existir con las proteinas FHR humanas.

Concretamente, se buscaban homdlogos funcionales de la proteinas FHR-1
humana. Estudios recientes informan de distintas funciones moduladoras del
complemento del FHR-1 humano, tanto como regulador de la via terminal (Heinen
etal, 2009; Michelfelder et al, 2018), como activador del complemento al competir
la funcion de FH (Merinero et al 2021; Marquez et al, 2022). La funcién
antagonista de FH de FHR-1 se ha denominado en trabajos anteriores funcion
desreguladora del complemento. Aungue la relevancia fisioldgica de la regulacion
de la via terminal estd en duda, ambas actividades moduladoras del complemento
descritas para FHR-1 sugieren que esta proteina puede actuar junto con FH para
regular el complemento en superficies sanas en determinados contextos, pero que
cuando la concentracién o la actividad de FHR-1 aumentan, también puede actuar
como desregulador e inductor de la inflamacion. Se han identificado mutantes de
FHR-1 asociados a las patologias relacionadas con desregulacion del sistema del
complemento aHUS y C3G. Estos mutantes tienen una clara asociacion
genotipo/fenotipo en estas enfermedades y ponen de manifiesto la importancia de
dos fendmenos clave en la realizacion de su actividad desreguladora: el
reconocimiento de superficies a traves del dominio C-terminal y el aumento de
avidez por los depdsitos en superficies por la dimerizacion. Por lo tanto, es de vital
importancia el estudio de estos dos fenGmenos en las proteinas FHR de raton.

Con el fin de estudiar el dominio C-terminal de las proteinas FHR de raton,
se disefid un repertorio de construcciones hibridas entre el dominio N-terminal del
FHR-1 humano y los distintos dominios C-terminal de las proteinas de familia de
FH de raton. Se decidi6 este disefio modular de las construcciones por varias
razones. En primer lugar, estudiar si los dominios C-terminal de los FHR de raton
sustituyen la funcion del C-terminal del FHR-1 humano. En segundo lugar,
potenciar mediante la dimerizacion a través del N-terminal del FHR-1 humano el
posible efecto modulador de complemento que tengan las moléculas con el
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C-terminal de los FHR de raton. Por Gltimo, estas proteinas presentan una ventaja
experimental a la hora de su purificacion y deteccién en ensayos al poder ser
reconocidas por anticuerpos monoclonales contra FHR-1 humano.

Para estudiar en mayor detalle la proteina FHR-B de ratdn, también se disefidé una
construccion hibrida entre el dominio N-terminal del FHR-1 humano y el dominio
N-terminal del FHR-B de ratdn para ver qué papel juega este dominio en la unién
a ligandos y superficies de esta proteina. Con el objetivo de investigar el papel del
dominio N-terminal de FHR-B en la posible dimerizacion de la molécula se creo
una construccion hibrida en la que el dominio N-terminal de FHR-1 se sustituye
por el mismo dominio de FHR-B de raton para ver si este sustituye la capacidad
de formar dimeros del N-terminal en la proteina humana. También se disefié una
construccion de la proteina FHR-B completa. Estas dos Gltimas construcciones, al
no tener el dominio N-terminal de FHR-1 humano, se disefiaron con etiquetas de
polihistidina en el N-terminal, ya que como hemos explicado los dominios
C-terminal de las proteinas FHR son importantes en su funcién. Estudios previos
con proteinas recombinantes de la familia de FH muestran que la presencia de
etiquetas de polihistidina en las proteinas no afecta a su funcién ni a su
dimerizacion (Dunne et al, 2021). Aun asi, nosotros disefiamos la etiqueta con un
sitio de corte para la proteasa HRV3C para eliminar la etiqueta después de la
purificacién y dejar solamente dos aminoacidos Gly/Pro en el extremo N-terminal.

Todas las proteinas recombinantes se expresaron mediante transfeccion transitoria
en células de mamifero. Se eligidé este sistema para producir proteinas que
mantuvieran los patrones de glicosilacion de las proteinas nativas, lo que puede
tener implicaciones para el correcto plegamiento y funcién de estas. Ademas, la
expresion en células HEK293 FreeStyle™ proporciona un método libre de suero
para expresar y purificar las proteinas FHR, evitando al mismo tiempo la
reactividad cruzada y/o la contaminacién por componentes del complemento y
otras proteinas que estan presentes en los medios de expresion basados en suero.

Para testar la capacidad de regular o desregular complemento de las
distintas proteinas recombinantes disefiadas, se realizaron diferentes ensayos
hemoliticos que miden la activacion neta de la VA del complemento sobre distintas
celulas, midiendo el porcentaje de lisis total de estas células. En estos ensayos se
prueba la capacidad que tiene una determinada proteina de modular la actividad
hemolitica del complemento del suero de raton a través de la VA. Probamos la
activacion del complemento de raton sobre dos superficies celulares modelo que
se usan en ensayos hemoliticos en estudios sobre el sistema del complemento:
eritrocitos de cobaya y de carnero.

Los eritrocitos de cobaya representan una superficie muy interesante para estos
ensayos. A pesar de que los eritrocitos de cobaya se lisan con suero humano y de

127



raton, la suplementacion con FH es suficiente para protegerlos de la lisis mediada
por la VA. Esto esta en linea con el hecho de que los eritrocitos de cobaya expresan
acido sialico 02,3 (Sun et al, 2010), que es un ligando de unién del FH. Por ello,
porcentajes de suero creciente lisan estas células de manera dosis-dependiente, ya
que, aunque existe cierta regulacion, esta no es completa. En otras superficies sin
ligandos de FH, como los eritrocitos de conejo, el suero humano y de raton las lisa
a través de la VA independientemente del porcentaje de suero utilizado. Por eso,
si se eliminan los &cidos sialicos de los eritrocitos de cobaya, el suero es capaz de
lisarlos a cualquier porcentaje utilizado (Brown et al, 1983). Ademas, se ha visto
que sobre eritrocitos de cobaya hay desregulacion de la VA del complemento por
parte de FHR-1 humano, que es capaz de competir la funcién reguladora de FH
sobre esta superficie. Por lo tanto, los eritrocitos de cobaya, a pesar de ser en
general activadores de la VA, reclutan FH a su superficie y son susceptibles de ser
desregulados por FHR-1. Por ello, estas células suponen un modelo de superficie
propia modificada que activa la VA en la que se puede dar la competicion de FH
con los FHR (Goicoechea de Jorge et al, 2013; Dopler et al, 2021).

Por otro lado, los eritrocitos de carnero no activan la VA del complemento del
suero humano o de ratdn. Esto es debido a la unién de FH a los acidos sialicos
presentes en esta superficies y su consiguiente regulacién. La eliminacion de los
acidos sialicos de esta superficie permite la lisis a través de la VA del complemento
(Fearon, 1978). Sin embargo, no se produce desregulacion de la VA del
complemento en presencia de FHR-1 humano. Esto es debido a que el C-terminal
de FHR-1 humano no une acidos sialicos y depende exclusivamente en su union
al C3b depositado para unirse a la superficie (Martin Merinero et al, 2021). Por
ello, estas células suponen un modelo de superficie propia.

Esta diferencia entre ambas superficies puede deberse a que la union simultanea
de FH a diferentes regiones de C3b (a través de sus dominios N-terminal y
C-terminal), en conjuncién con su union a los &cidos sialicos de la superficies
resulta en una interaccion muy fuerte de FH con el C3b depositado en superficies
a baja densidad. La capacidad de FH para unir C3b se multiplica por 10 en
presencia de residuos de &cido sialico (Blaum et al, 2015). Un estudio reciente ha
propuesto que el FH se une simultaneamente al &cido siélico y al C3b para regular
la activacion del complemento, a través de dos sitios de union diferentes en el
C-terminal (Hyvarinen et al, 2016). En contraste, el FHR-1 se une eficazmente a
los fragmentos activados de C3 presentes en los depositos a alta densidad de las
superficies opsonizadas, mientras que FH en este contexto se une peor (Martin
Merinero et al, 2021). Por esta razon, en eritrocitos de carnero la desregulacion de
FH por parte de FHR-1 no puede darse, ya que sus ligandos de superficie otorgan
a estas células la categoria de superficie propia, de modo que el FH se une
fuertemente a los depdsitos de C3b que se producen accidentalmente por la
activacion espontanea de C3. Sin embargo, en los eritrocitos de cobaya, a pesar de
tener acido sialico 2,3, esto no es suficiente para replicar los ligandos de
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superficie de una celula propia. En este contexto, FH se va a unir menos y peor a
los depésitos de C3 que se producen, aumentando estos en cantidad y densidad,
generando una situacién en la que el FHR-1 va a poder unirse mejor que el FH y
desregular complemento.

En nuestros experimentos con eritrocitos de cobaya, hemos observado que
entre todos los FHR de raton, solo el C-terminal de FHR-B es capaz de sustituir la
funcién del C-terminal de FHR-1 humano y competir especificamente la funcién
de FH sobre estas superficies, desregulando complemento a través de la via
alternativa. En un ensayo sobre estos eritrocitos comparando la actividad de los
dominios C-terminal de FHR-B y FHR-1 humano, se observa que el C-terminal
del FHR-B desregula mucho més sobre esta superficie, debido a una afinidad
mucho mayor a través del C-terminal.

Sorprendentemente, al comparar la actividad de los dominios C-terminal de las
proteinas sobre eritrocitos de carnero, observamos que sobre estas células FHR-B
de raton si es capaz de competir especificamente la funcion de FH y desregular
complemento, al contrario de lo que hemos explicado que ocurre con el FHR-1
humano. De nuevo, este resultado se puede explicar por una afinidad de FHR-B
mucho mayor por los ligandos de superficie o los depdsitos de C3. Sobre estas
células también se observa que solo el C-terminal de FHR-B desregula
complemento de entre todos los FHR de raton. Ademas, determinamos que esta
actividad se da exclusivamente a través del C-terminal de esta proteina y que el
dominio N-terminal no participa en el reconocimiento y desregulacién sobre
ambas superficies.

La funcion desreguladora del complemento y consiguiente promocion de la lisis
por parte de FHR-B, al igual que la de FHR-1 es una actividad antagonista de FH.
Esta funcion se da por la promocion de la VA y la activacion de su convertasa de
C3, ya que los ensayos hemoliticos disefiados estudian el efecto de las proteinas
sobre esta via. Ademas, esta desregulacion por parte de FHR-B es dependiente de
la cantidad de FH, ya que situaciones de lisis aumentada por efecto de FHR-B se
pueden controlar afiadiendo FH adicional al suero, recuperando la lisis normal o
reduciendola completamente.

Ensayos hemoliticos con la proteina FHR-B completa revelaron que esta
tiene una actividad equivalente a la proteina hibrida dimerica. De manera opuesta,
el mutante monomeérico era incapaz de desregular complemento sobre estas
superficies. Se sabe que la dimerizacion aumenta significativamente la avidez de
FHR-1, FHR-2 y FHR-5 por sus ligandos in vivo y permite que FHR-1 compita la
funcion de FH a concentraciones fisiologicamente relevantes. Esta avidez
impulsada por la dimerizacion permite a estas proteinas funcionar como
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desreguladores del complemento al actuar como antagonistas competitivos de FH
(Goicoechea de Jorge et al, 2013; Tortajada et al, 2013; Marquez et al, 2022).

De modo que, para determinar la estructura cuaternaria de la proteina se realizaron
experimentos de velocidad de sedimentacion por AUC. Estos ensayos pusieron de
manifiesto que la estructura del FHR-B no es monomerica, si no que coexisten en
equilibrio formas monoméricas y diméricas en proporcién 40:60. Esta
dimerizacion se da por un mecanismo diferente al del FHR-1 humano y la
interaccion entre unidades es mucho mas débil en el caso de los dimero de FHR-B,
ya que condiciones acidas o béasicas extremas eliminaban la interaccién entre
moléculas, siendo este fendmeno reversible. En el caso de los dimeros de las
proteinas FHR-1, FHR-2 y FHR-5, solo se pueden separar en condiciones de
SDS-PAGE y no en condiciones de pH extremo. Estos dimeros se dan en
orientacion cabeza-cola por interaccion entre los SCR1 de las dos moléculas, en la
cual los residuos Tyr34, Ser46 y Tyr39 juegan un papel vital en la estabilizacion
del complejo (Goicoechea de Jorge et al, 2013; Tortajada et al, 2013). Al igual que
en las proteinas humanas, el dominio de dimerizacion de FHR-B esta en el
N-terminal, entre los SCR1, 2 y 3, pero carecen de los residuos de dimerizacion
descritos para los FHR humanos. Los dimeros de FHR-B tienen un f/f0 de ~1,35,
lo que indica que esta proteina tiene una forma mas globular que los dimeros del
FHR-1 humano, con un f/f0 de ~1,65. La diferencia en los coeficientes de friccidn
entre FHR-B de raton y FHR-1 humano son indicativos de una diferente
conformacion en los dimeros de estas proteinas, siendo las moléculas diméricas
mas globulares en el caso de FHR-B de raton, lo que podria sugerir que estos se
disponen en orientacion cabeza-cabeza, al contrario que los dimeros humanos.

Todas estas diferencias entre los dimeros de FHR-B y los dimeros de los FHR
humanos sugieren un mecanismo alternativo de dimerizacion entre las dos
especies. Evolutivamente no es de extrafiar que la dimerizacién haya surgido de
manera convergente entre las moléculas de ambas especies. Al fin y al cabo, la
dimerizacion es un mecanismo biologico general para aumentar la avidez, la
especificidad y la diversidad del sitio de unidn. De hecho, parece que dentro de la
misma especie han aparecido mecanismos de dimerizacion alternativos dentro de
la familia de FH, ya que se han descrito fendbmenos de dimerizacion para la
molécula de FH humana, siendo capaz de formar dimeros débiles con un rango
estimado de entre 4 y 15% de dimeros presentes en concentraciones de suero
normales de FH por un mecanismo alternativo al de FHR-1, FHR-2 y FHR-5
(Dunne et al, 2021).

Para determinar los ligandos de la proteina FHR-B, se disefiaron ensayos de
unién de la proteina a C3b y C3 en placa. C3b es un ligando conocido de FH y
FHR-1. Recientemente, se ha identificado a C3 como otro ligando de FHR-1 por
el C-terminal, lo cual tiene una relevancia funcional muy importante en esta
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proteina (Martin Merinero et al, 2021). Nuestros resultados indican que FHR-B es
el unico de los FHR de raton que se une a C3b 0 a C3 a través del dominio
C-terminal. De nuevo, la dimerizacion aparece como un mecanismo indispensable
en la unidn por el aumento de avidez por estos ligandos. De manera homéloga al
FHR-1 humano, FHR-B es capaz de unir C3b y C3. Ademas, lo hace con mayor
afinidad que la proteina humana en estos ligandos. Este resultado de la afinidad
por C3b y C3 se corresponde con los resultado de los experimento funcionales y
explica por qué el FHR-B es un mejor competidor de la funcién de FH. De hecho,
puede ser la razén por la cual FHR-B es capaz de desregular complemento sobre
eritrocitos de carnero. La mayor afinidad del FHR-B por el C3b depositado hace
que sea capaz de unirse a los depositos de baja densidad que se generan
accidentalmente por la activacién espontanea de C3.

Tanto la proteina FHR-1 humana como FHR-B de raton se han descrito
como antagonistas competitivos de FH por la union a C3b (Cserhalmi et al, 2017).
Hasta ahora se tenia la idea de que seria bloqueando el sitio de union entre FH y
C3b como estas proteinas desregulan complemento sobre superficies, ya que se ha
descrito que la interfaz de union entre FHR-1 y C3b/C3d es idéntica a la que se
produce entre el dominio C-terminal (SCR19-20) de FH y C3b; y que FHR-1 no
solo compite con el C-terminal de FH por la union a C3b, sino que también bloquea
estéricamente la interaccion que el N-terminal de FH realiza con C3b, y que es
necesaria para la regulacién por FH (Hannan et al, 2016). La inhibicion
competitiva de la unién de FH a C3b por parte de FHR-1 es un asunto
controvertido.

Para estudiar la competicién por la unién a C3b entre FH y FHR-B de raton se
disefiaron ensayos en placa de ELISA para ver si cantidades elevadas de FHR-B
eran capaces de desplazar la union de FH a C3b. Aunque hay reduccion de la union
de FH por su ligando, la pérdida de union es muy baja, incluso con un exceso molar
de FHR-B 500:1 sobre FH. Ademas, la relevancia fisioldgica de este ensayo de
competicion es cuestionable, ya que sabemos que la unién de FH (pero no de
FHR-B) al C3b unido a la superficie se ve dréasticamente potenciada por la
presencia de acidos sialicos. A pesar de que el ensayo de competicion en placa de
ELISA, al carecer de acidos sialicos, confiere una ventaja artificial al FHR-B frente
a FH, se observa una inhibicién insignificante de la union de FH a C3b a
concentraciones muy altas de FHR-B. La elevada concentracion necesaria de
FHR-B para producir un pequefio efecto competitivo pone en duda la relevancia
fisioldgica de este fendmeno. Estos datos apoyan firmemente que el FHR-B no
compite con FH por la union de C3b en superficies fisioldgicas (que contienen
acido sialico) a concentraciones normales. La inhibicion competitiva no parece ser
el fenomeno principal causante de la actividad desreguladora de FHR-B. Tal vez
FHR-B se une a la molécula de C3b por un sitio de union alostérico cercano al sitio
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de unién de FH y que por tanto la reduccion de la union de FH que vemos en estos
ensayo se deba a un efecto estérico. De este modo, FHR-B podria ser un
antagonista alostérico o antagonista no competitivo de FH en la union a C3b.
Ademas, resultados preliminares (no mostrados en este trabajo) de ensayos de
competicion sobre superficies fisioldgicas parecen indicar que efectivamente el
FHR-B es incapaz de competir la unién de FH a depositos de C3.

Estudios de las proteinas FHR humanas han observado que algunas FHR
humanas, aunque no tienen actividad cofactora de FI por si solas, si aumentan la
actividad cofactora de FH en el corte de C3b de manera sinérgica (Hellwage et al,
1999; McRae et al, 2015; Hebecker & Jozsi, 2012).

Para estudiar esta funcién en el FHR-B se llevaron a cabo ensayos de actividad
cofactora de FI. Estos experimentos muestran que la proteina FHR-B de raton no
tiene por si sola actividad cofactora de FI en el corte proteolitico de C3b a iC3b.
Sin embargo, al igual que lo descrito para varias de las proteinas FHR humanas,
FHR-B potencia la actividad cofactora de FH, actuando sinérgicamente junto a
esta en el corte proteolitico de C3b por FI. El corte proteolitico de la cadena o’ de
C3b esta limitado por la cantidad inicial de FH.

Este experimento entra en conflicto con los anteriores resultados en los que FHR-B
aparece como un competidor funcional de FH, con una actividad claramente
activadora del complemento. Sin embargo, esos resultados se refieren Gnicamente
a ensayos sobre superficies, mientras que en estos ensayos de actividad cofactora
el C3b esté en fase fluida. Este tipo de funciones aparentemente contradictorias
también existen para la proteina FHR-1 humana. Estudios han observado
actividades inhibitorias de FHR-1 sobre las convertasas de C3 y C5, aunque las
altas concentraciones requeridas hacen que el impacto fisioldgico sea dudoso
(Dopler et al, 2021). En el experimento de actividad cofactora de FHR-B las
concentraciones utilizadas también son altas, de modo que la relevancia fisioldgica
estd por determinar. Como muchos otros procesos en los que estan implicadas las
proteinas FHR, parece que la concentracién de estas proteinas y el contexto
fisioldgicos son de vital importancia para que el complemento tienda hacia la
activacion o hacia la regulacion.

Dada la relacion que existe entre las proteinas FHR humanas y algunas
patologias relacionadas con la desregulacion del complemento, nos propusimos
estudiar la presencia y el efecto de FHR-B sobre superficies fisioldgicas en un
modelo animal de enfermedad. ElI modelo de raton knockout para el gen de Cfh
estd descrito como modelo para C3G ya que desarrolla DDD espontanea,
caracterizada por depdsitos de C3 en la GBM, con el consiguiente desarrollo de
glomerulonefritis (Pickering et al, 2002). Estos ratones estan disponibles en el
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animalario de nuestro laboratorio, y aunque no desarrollan fenotipo enfermo en las
condiciones de mantenimiento de nuestras instalaciones, si que tienen consumo
total de C3 en plasma y depdsito abundante de C3 en la GBM. También se usaron
rifiones de ratones knockout para los genes de Cth y de todos los Cfhr que también
presentan depdsito de C3 en los glomérulos.

Se utilizaron secciones de rifiones de estos animales para estudiar la proteina
FHR-B en ensayos de inmunofluorescencia. La razon de hacer estos experimentos
es que los glomérulos de estos ratones son superficies fisioldgicas opsonizadas con
C3 que presentan tanto fragmentos de C3 activado como polianiones fisioldgicos.
Estudiar la unién de la proteina FHR-B en un contexto fisioldgico nos proporciona
informacion muy valiosa. Estos ensayos ponen de manifiesto que el FHR-B de
raton se une a superficies de raton con depdsito de C3. Los ensayos con proteinas
hibridas mostraron que esta union se da a través del dominio C-terminal del
FHR-B; y aunque FH también se une a través de este dominio a las superficies
opsonizadas con C3, la unién del C-terminal de FHR-B es mucho maés fuerte.
Ademas, al igual que lo que ocurre con el FHR-1 humano, la union del FHR-B es
independiente de la composicion o de acidos sialicos de la superficie, lo que podria
indicar que, al igual que el FHR-1 humano, FHR-B no une estos ligandos. De
nuevo, la dimerizacion de FHR-B se presenta como un mecanismo necesario para
la union a los depositos de C3 por el aumento de avidez de las moléculas diméricas.
Las proteinas FHR-C y FHR-E no tienen la capacidad de unirse a las superficies
con deposito de C3 a través de sus dominios C-terminal.

Un ensayo de activacidn con suero sobre esta superficie mostré que, al igual que
la proteina FHR-1 humana, el FHR-B de raton, al unirse a esta superficie,
promueve la activacion del complemento a través de la VA y el aumento del
deposito de C3 sobre esas superficies, compitiendo la funcion reguladora de FH.
Este resultado, en conjuncion con el hecho de que encontramos FHR-B end6geno
unido a los depdsitos de C3 en los modelos animales con depésito de esta proteina
en los glomérulos, pone de manifiesto que FHR-B podria jugar un papel en el
desarrollo de la enfermedad. De este modo, en los animales knockout Cfh -/-, en
los que no existe regulacién por FH y el C3 se deposita sobre los glomérulos, el
FHR-B estaria implicado en el aumento o la aceleracion de estos depositos,
promoviendo el desarrollo de la enfermedad.
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7.4 Homologias funcionales entre FHR-B de ratén y FHR-1 humano

En este trabajo hemos identificado homologias funcionales entre la proteina
FHR-B de raton y FHR-1 de humanos. Aunque estos dos genes no parecen ser
homologos evolutivos, ya que los estudios filogenéticos que hemos realizado no
parecen sefialar una relacion evolutiva directa entre ambas proteinas, si que son
homologos funcionales ya que comparten ciertas caracteristicas. Algunas de estas
similitudes parecen haber aparecido por evolucion convergente, por ejemplo, el
hecho de que las dos proteinas formen dimeros, esenciales para su funcion,
mediante mecanismos diferentes. Ambas proteinas comparten también los
ligandos de union C3b y C3. Ademas, las dos tienen una actividad desreguladora
del complemento siendo antagonistas de FH, compitiendo la funcion de esta
proteina y promoviendo la activacion del complemento por unién a depdsitos de
C3b. En ambas proteinas, esta desregulacion no se da por competicidn directa con
FH por la union al ligando C3b, sino que se da porque tienen una funcién
antagonica a FH, atrayendo C3 a la superficie y promoviendo la formacion de C3
convertasas adicionales. En este caso, FHR-B actuaria de una manera similar a los
mutantes de FHR-1 con ganancia de funcién por multimerizacion, que tienen una
avidez aumentada por los depositos de C3 sobre superficies opsonizadas. También,
al igual que FHR-1, FHR-B se une a los depositos de C3 en las superficies celulares
independientemente de la presencia o ausencia de acidos sialicos.

Adicionalmente, descubrimos que el anticuerpo policlonal anti-FHR-B de ratén
reconoce bandas inespecificas por WB a la altura de los FHR en muestras de suero
humano normal, pero no en muestras de suero humano portador de la delecién
ACFHR3-CFHRL1. Utilizando las proteinas purificadas FHR-1 y FHR-3 humanas,
se determiné que la reactividad cruzada de este anticuerpo era con FHR-1. Esto
indica que existen epitopos compartidos entre la proteina FHR-1 humana vy las
proteinas FHR de raton. Esta homologia estructural probablemente se dé entre el
SCR4 del FHR-1 humano y los SCR4 de FHR-B, SCR13 de FHR-C y SCR4 de
FHR-E de ratdn, ya que tienen un porcentaje de identidad de secuencia del 75, 74
y 78% respectivamente con la proteina humana, mientras que entre el resto de los
dominios el porcentaje de identidad de secuencia ronda de media el 40%. Esta
homologia no es directa entre las proteinas, sino que se debe a lo altamente
conservado que esta el dominio SCR19 de FH entre ambas especies, y dentro de
cada especie, lo altamente conservado que esté este dominio entre FH y los FHR.
Aungue los genes de los FHR de ratdn y humano parecen ser homdlogos, las
secuencias han divergido los suficiente como para establecer homologias directas
entre los genes de los FHR humanos y los genes de FHR-B y FHR-C. S6lo FHR-E
parece ser homologo ortologo a uno de los genes en humanos, siendo este el
FHR-1, ya que su porcentaje identidad de secuencia medio entre SCRs
individuales es del 70%. Los analisis filogenéticos realizados parecen poner de

134



manifiesto que existia al menos un gen de FHR en el ancestro comdn entre ratones
y humanos, y que esté gen dio lugar a FHR-1 (o al subgrupo formado por FHR-1,
FHR-2 y FHR-5) en humanos y al FHR-E en raton. FHR-B y FHR-C parecen
haberse originado después de la especiacion a partir del FH, ya que la distancia
evolutiva entre estas proteinas es muy pequefia.

La homologia estructural entre especies es importante, especialmente al darse en
uno de los SCR del dominio C-terminal de FHR-1, un dominio encargado del
reconocimiento de ligandos de superficies y por lo tanto esencial en la funcion de
estas moléculas. Otro fendmeno muy interesante que se observa es la convergencia
evolutiva que aparece entre FHR-1y FHR-B con respecto a su estructura dimérica.
Como hemos visto, la dimerizacion es un mecanismo esencial para la funcion de
estas proteinas. De hecho, es tan importante que en ambas especies han aparecido
mecanismo de dimerizacion independientes entre ellos como ya hemos explicado
anteriormente.

7.5 Diferencias entre FHR-B de raton y FHR-1 humano

Existe una diferencia importante entre el FHR-1 humano y el FHR-B de
raton, y es que el segundo tiene mucha mas afinidad por los depdsitos de C3. Esto
se puede observar en los ensayos de unién en placa de ELISA a C3 y C3b, en los
que el C-terminal del FHR-B presenta mas afinidad por estos ligandos que el
C-terminal del FHR-1. También tenemos evidencia de ello en los ensayos de union
a superficies fisiologicas, en los que el dominio C-terminal de FHR-B se une mejor
a depositos de C3 en glomérulos que el C-terminal de FH; mientras que, en
humanos, el C-terminal de FHR-1 se une peor a depdsitos de C3 en glomérulos
que el C-terminal de FH. De hecho, el FHR-B de raton se une de una manera
equivalente a la de los mutantes ganancia de funcion del FHR-1. Ademas, esto se
evidencia también en los ensayos hemoliticos, donde FHR-B funciona como un
desregulador mas potente del complemento. De hecho, al contrario que lo que
ocurre con el FHR-1 humano, es capaz de desregular en eritrocitos de carnero, que
es un modelo de superficie propia. De las proteinas humanas, solo los mutantes de
FHR-1 con ganancia de funcion en el C-terminal (por reconocimiento de acidos
sidlicos) y no el FHR-1 wild-type ni los mutantes de multimerizacion son capaces
de desregular complemento en esta superficie.

Entonces, ¢por qué no se produce activacion del complemento sobre superficies
propias y dafio en el ratén en condiciones normales? En una situacion normal,
existe un equilibrio en la modulacion del sistema del complemento entre
reguladores y activadores. Normalmente la activacion basal del complemento a
través de la activacion espontanea de C3 esta regulada, ya que el equilibrio tiende
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hacia la regulacion para mantener la homeostasis y evitar dafio en células propias.
Manteniendo el sistema en este estado, se controla siempre la homeostasis
procesando inmunocomplejos y células apoptéticas que son opsonizadas
inmediatamente y procesadas y se acelera la respuesta en caso de necesitarla, por
ejemplo, para luchar contra una infeccion. En este contexto, aungue las proteinas
FHR-1y FHR-B suponen un factor activador de complemento, esta activacion va
a estar siempre regulada. Cuando hay un desequilibrio hacia el lado de la
activacion el sistema se descontrola y puede producir situaciones deletéreas para
el organismo. Este desequilibrio hacia la activacién promovido por los FHR puede
darse de muchas maneras: por un aumento de los niveles de estas proteinas de
manera local por situaciones infecciosas/inflamatorias o generalizada por
mutaciones; por un aumento de la actividad de estas proteinas mediante
mutaciones ganancia de funcion con reconocimiento adquirido de acidos sialicos
0 por exceso de multimerizacion; o por una modificacion de los ligandos de
superficie de las células propias en procesos de inflamacion, muerte celular u
oxidacion de epitopos de superficie por la edad. Ademas de estas situaciones, hay
otros factores que afectan al equilibrio entre regulacion y activacion: 1) la
concentracion relativa entre FH/FHR en las proximidades de la zona de activacion
del complemento; 2) la densidad espacial del C3 depositado; 3) la composicion de
polianiones de la superficie sobre la que se activa el complemento, ya que las
afinidades a los polianiones de las diferentes proteinas FHR puede variar; 4) la
velocidad del flujo a través del sitio de activacion del complemento en las
superficies en contacto con la sangre (la mayor avidez de las especies diméricas
favoreceria su interaccion con el ligando en relacion con FH en condiciones de
flujo elevado), como por ejemplo en el rifion.

Puede que una de las claves sean los niveles de las proteinas. No hemos conseguido
cuantificar la concentracion de FHR-B en sangre, pero los datos de protedmica
parecen indicar que no es la proteina FHR de raton que mas se expresa. Teniendo
en cuenta que los niveles de FH en el raton son de 126 + 20 pg/ml, puede que la
relacion entre FH y FHR-B sea suficiente para mantener el sistema bajo control.
Tal vez, al raton le conviene bioldgicamente tener un equilibrio entre regulacion y
activacién del complemento mucho mas sensible, que tienda hacia situaciones de
activacién para protegerse en un nicho bioldgico con mayor presencia de
microorganismos patdgenos. En un estudio se analizd la causa de la muerte natural
en ratones de distintas cepas (CD1, C57BL6, B6/129 y 129s4/SvJae). Las causas
de la muerte mas comunes son: neoplasias (23%), complicaciones cardiacas
(trombos, cardiomiopatias o arteritis) (18%), obstruccion urinaria (6%), nefropatia
(5%), inflamacion (3%), abscesos e infeccion (3%), neumonia (2%), megaesoéfago
(1%) y causa sin determinar (35%) (Snyder et al, 2015). Aparte de muerte por
causa sin determinar, las principales causas de muerte son neoplasias y afecciones
cardiacas; patologias en las que el papel del complemento no es tan evidente.
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Los retos evolutivos y biologicos a los que se enfrentan los ratones de laboratorio
y los ratones salvajes son distintos. En un estudio sobre la mortalidad en una
poblacion de ratones en libertad se determind que las principales causas de muerte
son la depredacion y las infecciones. En libertad, el ratio de supervivencia de los
ratones de esta poblacion era del 0,64/mes (Collins & Kays, 2014). Parece evidente
que bioldgicamente un ratén no tiene que preocuparse por patologias asociadas a
la edad o al deterioro de las superficies celulares. Tal vez, evolutivamente, al ratén
le haya supuesto una ventaja adaptativa tener un sistema del complemento muy
activo que le ayude a hacer frente a los numerosos retos infecciosos. La molécula
FHR-B promoveria una rapida activacion sobre todas esas superficies extrafias a
las que el ratdn hace frente y ademas ayudaria a combatir patégenos que secuestran
FH como mecanismo de evasion. De hecho, como ya hemos explicado, una de las
hipdtesis de origen de las proteinas FHR es por coevolucion dirigida por
microorganismos, ya que estos servirian originalmente para combatir este tipo de
microorganismo que secuestran FH. Puede que, a la larga, una proteina
desreguladora tan activa pueda tener un efecto deletéreo sobre algunas superficies
propias modificadas por efecto de la edad o sobre superficies en las que se deposite
accidentalmente C3 a un ritmo mas rapido del que FH es capaz de regular. Pero lo
que esta claro es el éxito evolutivo de esta estrategia en una especie con una
esperanza de vida tan corta.
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A lo largo de este trabajo se ha logrado una identificacion mas precisa de
las proteinas FHR de ratdn circulantes en sangre, gracias al desarrollo de reactivos
especificos para estas proteinas. También se ha logrado una caracterizacion
funcional y estructural en mayor detalle de la proteina FHR-B de raton,
identificando en ella funciones homologas a las descritas para la proteina FHR-1
humana.

Estos resultados muestran que FHR-B es un buen candidato de estudio debido a
que tiene funciones y caracteristicas homologas al FHR-1 humano. Son necesarios
més estudios que expliquen el papel de FHR-B en el desarrollo de fenotipos
patolégicos en modelos animales y su relacidon con enfermedad. La caracterizacién
completa del FHR-B y su papel en patologia ayudara a un mejor entendimiento y
desarrollo de futuros modelos animales y a un mejor entendimiento de los
mecanismos moleculares por los cuales las proteinas FHR participan en un gran
abanico de enfermedades y procesos patogénicos.

Todas las conclusiones obtenidas se presentan a continuacion:

» De las proteinas FHR de ratén, sélo FHR-B, FHR-C y FHR-E se expresan
y circulan en plasma en el raton.

» La proteina FHR-B de raton forma dimeros mediante un mecanismo
diferente al de los FHR humanos diméricos, lo que resulta imprescindible
para su funcion.

» La proteina FHR-B de raton tiene funcién desreguladora de complemento
a través de la via alternativa, promoviendo el depdsito de C3 sobre las
superficies compitiendo la funcién reguladora de FH.

» Lacompeticion por ligandos de superficie con FH parece ser un mecanismo
irrelevante en la actividad desreguladora de FHR-B.

* La union del FHR-B a superficies fisioldgicas con depdsito de C3 es
independiente de la composicion de acidos sialicos de esa superficie.

* Laproteina FHR-B de raton es homéloga a FHR-1, compartiendo ligandos,
estructura cuaternaria y la funcion desreguladora de complemento.

» Lafuncién desreguladora de FHR-B estd aumentada con respecto al FHR-1
wild-type, comportdndose de manera equivalente a los mutantes con
ganancia de funcion de FHR-1.

» La proteina FHR-B de raton tiene actividad sinérgica de la actividad
cofactora de FH con Fl en el corte proteolitico de C3b.
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