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1.’1 ESTRUCTURA GENSRAL DE INMUNOGLOBULINA&.-
1.1.1.Generslidades._ i : ',

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas plasmiticas presen
tee en todos los vertebrados, en las cuales reside la actividad an
ticuerpo.

Anticuerpo ed un concepto funcional que designa a la pro-
teina que se origina en respuesta a una estimulacidén antigénica s
decuada y es capaz de combinarse especificamente con el mismo an-
tigeno que did lugar a su produceibn o con sustancias de estructu
ra muy similar. Inmunoglobulina es un concepto estructural y comw
prende a todas las proteinas que posecn unos rasgos estructurales
comunes y caracteristicos, poseen o no actividad anticuerpo reco-
rnocida. Ambos conceptos sin embargo tienden a unificarse puesto -

que todos los anticuerpos son inmunoglobulinas y tebricamente cual

quier inmunolgobulina podria funcionar como anticuerpo comtra un

posible antigeno, al menos en lo que a su capacidad de combinacif

especifica se refiere.

Los aspectos estructurales bhsicos, mantenidos a lo largo
de la evolucidén, consistem en la estructura de cuatro cadenas po-
lipeptidicas, dos ligeras (L) y dos pesadss (H), siendo su formu-
la general (H2L2)n mantenidas unidas por fuerzas no covalentes y
hgbitualmente por puentes disulfuro intercatenarios. Conformacio

- nalmente cada cadena esth constituida por un némero de dominios -
globulares, mantenidos por puentes disulfuro e interacciones no =
covalentes, de dimensiones aproximadamente constantesikis ne ILEn
base a la homologia en la secuencia de aminoécidos de las cadenas
H estas se clasifican en clases, habiéndose descrito las M, G, A,
E y D y dentro de estas en subclases p. ej. la IgG humsna presen=-
ta las IgGl, IgG2, 1gG3 e IpgG4. Asimismo les variaciones en la se
cuencia de las partes constantes de las cadenas ligeras son en ba
se de su clasificacién en tipos Kappa y Lambda (K ¥ K €1 dominio

N-terminel de £ada cadena exhibe mucha més variacién an la socuenclie qus

R D,
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loa otros dominios, pudiendo considerarse ests regidn como finica
para cada molécula y por ello se conoce como regidén variiable (V)
(VH para la cadena pesada y V; para la ligera). £l sitio de unién
al antigeno, resulta de la interaccidén entre V, y V;. De este mo-
do la diversidad de anticuerpos refleja la diversidad de las regib
nes variables. La secuencia C-terminal restante de las cadenas pe
sadas y ligeras presenta una varisbilidad mucho menor siendo inva
riante y distinta para una clssificacién deda, por ello se la de-
nomina regidn constante (C).(3). 48§ las regiones constantes de -~
las cadenss ligeras pueden exhibir una u otra de sus secuencias -
invariantes caracteristicas bien K o bien L, y las regiones o -
dominios constantes de las cadenas pesadas de por ejemplo la IgG
humana podrén ser Cyl, Cy2, Cy> b Cy4. tntre las regiones V y C de
ambas cadenas existe una regibén de aproximedsmante 10 sminoicidos
que sé denomina regibn conectante. '

A1
Cada par H-L conforma un sitio de unién para el antigeno

por 10 que la estructura de cuatro cadenas exhibe dos sitios de -

unién. Por esto la valencia minima de una inmunoglobulins es dos.

La presencis de més de un sitio combinante en 1la molecula de anti

cuerpo es de gran importencia bioldgica dado que permite la agrega
¢ién de ant{genos macromoleculsreés o particuledos. Asf, la bivalen
cia favorece el desarrollo de la fagocitosis mediada por el anti~

cuerpo y la fijacidn del Complemento en presencis de antigeno.

Corolario necesario de la especificidad de los anticuerpos
o8 su estructura heterogenea con reaspecto a los sitios combinantes.
Dado que son moléculas con al menos dosg rﬁnciones, el reconocimien
to del antigeno y la inicimcibn de una amplis goma de fenbémenos e
secundarios o independientes de la reaccibn con el antigeno como
son la fijacién del Vomplemento, la transmisién a través de membra
nas, la reactivided con factores reumatoides, la regulacidén del -~
catabolismo y la liberacidén de histamina por los mastocitos, las
%nmunoglobul}nas exhiben heterogeneidad en las estructuras relacio



hadas con ambas funciones.

Por otro lado ciektas partes de lag regiones variables ex
hiben una mayor variacién secuencial que las otras. Una represen-
tacibn de la varisbilidad frente a sus posiciones en la secuencia
muestra tres o cuatro picos dependiendo de la clase de la cadena,
A estas porciones tanto de la cadena H como de la L se las denomi
na regiones hipervariables y estin intimamente implicadas en la -
formacibén del sitio al antigeno.

l1.1.2. Determinantes Antigénicos.-

Como corresponde a moléculas de gran tamaiio, marcada com-
plejidad estructural y notable heterogenidad las inmunoglobulinas
contienen una diversidad de caracteres sntigenicos cada uno de los
cuales destaca con mayor o menor relieve, dependiendo en gran medi
da del método empleado para su demostracibn.

Ante todo las inmunoglbbulinas poseen caracteres antigeni
cog especificos de especiec que permiten diferenciarlas de las in-
munoglobulinas de otras especies animales y que son constantes pa
ra todos los individuos de una misma especie. Estos reciben el nom
bre de caracteres ISOT1PICOS o 1S0TIr0S., A estos pertenecen los -
determinahtes de las clases de cadenas H(M,G,A,D,E) y de los tipos
de cadena I (KyA) y pueden ser detectados por anticuerpos prepa
rados en otras espeies. Algunos de estos caracteres son comparti-
dos en mayor o menor grado por otras especies dando lugar a.la -
existencia de reacciones cruzadas, cuya intensidad es tanto msyor
cuanto més préximas filogeneticamente se encuentren.

Hay otros caracteres antigénicos demostrsbles en las inmu
noglobulinas, cuya presencia y distribucibén varisn notablemente -
de unos a otros individuos de una especie dada, estando esta va--
yriacidén determinada por mecanismos genéticos, de tal manera que -
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Yos caracteres antigénicos correspondientes se heredsn, en pene-——
ral, de una forma autosbémica simple, sin relacién con ottos carag
teres hereditarios conocidos, tales como los grupos séricos y los
grupos sanguineos. Estos ceracteres, que crean un poliformismo -
dentro de ls especie, reciben el nombre de caracteres ALOT1P1UCO3
o ALOTIPO3, dobre estos nos detendremos posteriormente,

Otros caracteres antigénicos, distintos de todos los snte
riores gue marcan diferencias entre unas y otras moléculas de las
inmunoglobulinas de un mismo sujeto y dudosamente también entre -
individuos, reciben el nombre de caracteres 1DIOT1PICOS o 1D1OTI-
POS., Estos estan localizados en la regidn vaeriable y pueden reque
rir una combinacibén especifica H-L para su expresidn.(4,5)

La tabla ne 1 (6) recoge los marcadores alotipicos de las
inmunoglobulinas de conejo y su asociacibén con las clases de cade
nas H y los tipos de cadenas L, Los determinantes alotipicos que
se comportan como controlados por genes alélicos estan expuestos
COmo un Egrupo. . '

Como se evidencis en la tabla n2 1 el polisorfismo genéti
co o alotipia se observa en lss cadenss L de conejo de ambos tipos
Kappa y Lambda y en las regiones constantes Cy de la IgG, igh e =
Igh. Ademfis un conjunto de diferentes marcadores slotipicos se lo
caliza en las regiones V,,, Los mismos marcadores de la regidn Vi
estln presentes en todas las clases de cadenas H estudiadas IgG
IgM, IgA o IgE lo que viene a indicar que el mismo conjunto de ge
nes VH es compartido por todas las clases de cadenas pesadas.

1.2, BIOSINT#SIS DE INMUNOGLOBULINAS,-

l.2.1. Ganeralidades.-

] En los mamiferos los anticuerpos son producidos por unas

¥
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Especifidades alotopicas en las_inmunoglobulinas de_conegjo

Cadena o seg Especifida— . .
mento de c3-{Locus |des conoci—[localizacion |Alelismo
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Cy de dn diz COZNE Met[Thr(215) s
Cy de ety el5 Fe The/Ata [309) si
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Cor b4 169 t70 171 £72 173 Cox ]
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Tabla n2 1,



- -
células espa-ializadas llamadas linfocitos B. El linfocito B en
su estadio de diferenciuscibn terminal recibe el nombre de célula
plasmitica que estéd caracterimada por la sintesis y secrecidén de
inmunoglobulinas en gran intensided. Estas células gue estan am-
pliamente distribuidas en los orgonos linfoides tales como el ba
zo, ganglios linfaticos y médula bsea, contienen, en sus estados
diferenciados todo el complejo aparato intracelular asociadc con
la biosintesis y secrecidén de proteinas. Las casdenas pesadas y.li
geras de la molécula de anticuerpo completa son sintetizados a lo
largo de la tupida red del reticulo endoplasmitico rugoso, ensam-
bladas dando lugar a una molécula de inmunoglobulina completa, ¥
transportadas al exterior de la célula. un el entorno extracelu-
lar los anticuerpos desarrollan una auwplia coleccidn de funciones
biolbgicas e interaccionan con otras moléculas a fin de ejercer su
papel protector en la economia del organismo.(?7).

Un aspecto caracteristico de los linfocitos B es la presen
cia de inmunoglobulina, de fscil deteccidn, sobre su superficie(B)
gue actua como receptor para el antigeno (9), tras esta interaccion
¥ quizé con la cooperscién de linfocitos T y macrofagos, proliferan
y diferencian con la produccién de "células de memoria®™ y "células
secretoras de inmunoglobulinas a alta velocidad o células plasmiti
cas". El mecanismo inequivooo por el que estas células son estimu
1sdas para dividirse y diferenciarse, por el momento se desconoce. -

Bajo circunstancias normales, la inmunoglobulina que secre
tan las células plasmiticas es homogenea y contiene el par Vy-V
idéntico al expresado en el linfocito precursor original, De esta
forma la especificidad de anticuerpo del linfocito es preservada
en su progenie, exactamente como habia predicho ld teoria de se--
leccidén clonal de Burnet (10). #gimismo una célula plasmitica dada
en general expresa solamente un CH ¥y un CL.

8% las células plasméticas secretoras de IgG e IgA se deri
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van de linfocitos B con Igli o 1gD en su membrana debe haber un cem
bio ("switch") en la expresidén genética de las inmunoglobulinas du
rante el desarrollo de tales clonos. ixperimentos en los que la ad
ministracién de anticuerpos anti-IgM in vivo provocan la abolicién
de 1la éparicién de IgG e IgA sugiere fuertemente la existencia de
este tipo de switch.(11l)

l.2.2. Divefsidad de Anticuerpos.-

Los genes estructurales de las cadenas de inmunoglobdilinas
constituyen uns familia multigénica. Las secuencias de DNA que co
difican la mitad N-terminal de las cadenas ligeras de las inmuno-
globulinas, convencionalmente, se las ha llamado genes Vi, ¥ las -~
que codifican la mitad C-texminal, que se encuentran separadas de
los genes V; en células embrionarias (12), genes C. Durante la di
fercnciacidn de les linfocitos parece que ocurren uns serie de -
acontecimientos de resgrupacidn especifica por los que urno de los
miltiples genes V se situa en continuidad de un gen C.(13). ve ha
visto sin embargo gque este reagrugamiento de los genes V y C no -
produce una secuencia totalménte contigua del ‘DNA que porta los ge
nes Vy C en un sentido lineal sino que el gen de la cadena-L acti
vo de las células de mieloma contiene una secuencia intervrumpida
en, o cerca de, la regién de unidén ce las regiones V y C.(13,14),

Actualmente se sabe que hay une sola copia de cada clase
de gen de la regibén constante, por tanto el origen de la diversie
dad de anticuerpos, es decir como un tinico animal dé4 cuenta de su
capacidad para producir alrededor de un millon de anticuerpos dife
rentes, es un problema que reside en la generacion de las difexsn
tes regiones variables.

Existen tres teorias que traban de ex,licar este fendmeno
de acuerdo con la "“teoria de la linea garminal", la diverssdad ie
anticuerpos esté codificada por un amplio nimero de genes de la -
L
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regibn varisble presentes ya en la célula inmedura (germinal) y es
heredada por todas las células productoras de asnticuerpoi(15).

La teoria de mutacién somltica mantiene que en las células
germinales existe un nimero relativamente bajo de genes codificen
tes de las regiones variables, que son heredados por las células
-producforés de anticuerpos y que ls diversidad se genera por muta
<¢ibén de estos‘genes.(ls).

Un tercer modelo postula que el reagrupamiento de segmen-
tos de genes de la regién varisble durante la diferenciacidn de. -
las célu;aé productoras de snticuerpos geners la diversidad de an
ticuerpos,.(17-19).

E.Kebat y T.T.Wu (17) mostraron que las diferencias de ami
_nofcidos eran nés probables que tuviesen lugar en determihnadas pqgl
ciones de la regiones varisbles de las cadenas de anticuerpo que
en otras, Estes regiones se denomimaron hipervariables y los seg-
mentos con menor fracuencia de alteracién regiones armazon. Kabat
¥ Wu predijeron que los aminoécidos de los segmentos hiperveriables
conformaba los sitios de unién al antfigeno, prediccidn que poste-
riormente fue confirmsda pér difraccién de rayos-X. Ademas Kabat
y Yu propusieron gque los segmentoa de DNA que codifican las regio
nes hipervariables esthn separadbs de agquellos que codifican los
aminoacidos armazon, postulando que los segmen:os hipervariables’
se insertarian individuslmente entre las regiones asrmazon para for
mar un gen dela regidén variable completo en las células producto
ras de anticuerpos.

Sin embergo S.Tonegawa y W.Gilbert (20) por secuenciacibn
de los nucleotidos de un gen de la regidn variable de células eme
brionarias de ratdn encontraron que las secuencias hipervariasbles
estaban ya situadas de una forma continua en este estado de dife-
r?nciacién resultado incompatible con lo sugerido por Kabat y Wu
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ya gque suponia que estas secuencias no se encontrarian contiguas
en las cllulss germinales aunque posteriormente se insertasen en-
tre las regiones armazon en las células maduras.

Posteriormente Kabat, Wu y Bilofsky (19) modificaron su -
teoria sugiriendo que en las células embrionarias pourian hsllar-
se secucenciag inespecificas entre los segmentos de nucleotidos que
codifican las regjiones armazon, los genes de la regidén variablec-
completa se ensamblarian. entonces por eliminacidén de estas secuen
‘cias inespecificas e insercién de los minigenes hiperveriables en
tre los segmentos armazon. :

Sin embargo Tonasgawa y Gilbert en células de embribn de -
ratén de 12 dias no encontraron ninguna de estas secuencias y pos
teriormente tampoco enconti®é diferencia mlguna en los putrones de
mapeo pgenético de los genes de esperma de ratbén res;ecto a los de
embrién de 12 dias saliendo al paso de la objecidn que Kabet mani
festb sobre el material embrionario (autenticidad o no de linea -
germinal) utilizado inicialmente por Tonegawa y Yilbert.(21)

Los estudios genéticos de Tonegawa y sus colegas han mos-
trado que la regidn variable de una cadena ligera de ratén esta e
codificada por dos segmentos genéticos separados. Uno de estos co
difica los aminobcidos 1 a 97 6 98 y el otro codifica el resto de
los 111 auinopcidos de ls regidn variable. cste pequefio segmento '
se ha denominado J poruge une las regiones constantes y variable
de las cadenas de anticuerpo. Observaciones estas que han sido co
rroboradas por otros autores (Veigert y col.(22)), identificando
11 de estas regiones J cada una de estas codificadas probablemente
por un gen diferente. Asimisuo las regiones variables de las cade
nas pesadas parecen estar compuestas de dos segmentos distintog -
(23). Esta regidén coincide con el tercer segmento hipervariable-de
las cadenas’ ligeras del ratdn, su funcionalidad mbs atractiva es
que pueda estar implicado en la generacibén de la diversidad de an
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ticuerpoé.
) i

La contribucién especifica de los genes de la linea permi-
nal y de la mutecidn somética como actuantes en la weneracién de
la diversidad de anticuexrpos hafl"Bido y son uno de los objetos de
investigacién en el campo de la inmunogenética. Hasta sproximada=—
mente 1974 la evidencia experimental indicaba que habia muy pocos
genes de anticuerpo en la linea germinal y que la mutscibén sombti
ca eXpdicaba la mayor parte de la diversided de los snticuerpos =
en base sobre todo a los datos de secuencia que se tenian sobre -
cadenas £ que representan un 5-~10% del total de las cadenas ligeras
en el ratén.(24). Sin embargo, con respecto al nfimero de genes va
risbles de la cadena Kse han establecido, en base a las similitu~
des en secuencia de sminolcidos de las cadenas K, 50 grupos de ge
nes que codificaridn todas les cadenasK,(22). A su vez estos gru-
pos pueden subdividirse en otros seis o siete subgrupos ceda uno
de los cuasles puede requerir un gen distinto para la regién varia

ble.(25) -

Aunque existe un creciente acuerdo sobre la existencia de
media docena de genes por cada grupo de cadenas i ain quedan impor
tantes cuestiones sobre si: son suficientes genes para explicar to
dz o casi toda la diversidad de los snticuerpos o si ls mutacibn
somética, que se sabe gue tiene lugar, es el primer mecanismo sub
yacente & la diversidad. Todes las moléculas de anticuerpos estén
formadas por 2 cadenas ligeras idénticas mis dos cadenss pesadas
idénticas. Si la combinscién es al azar entonces 1000 genes dife-
rentes para las cadenas ligeras més olros 1000 para las pesadas -
serian suficientes para producir un millén de moléculas de anti-—-
cuerpos diferentes, que es citado habitualmente como el nimero mi
nimo que un snimal individual es capaz de producir (21).

Weigert y sus colaboradores (22) bashndose en sndlisis eg

tadisticos de las secuencias de aminofcidos de cadenas K conocidas
]
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concluyeron que kas proteinas podrian dividirse en 50 grupos, si
6 6 7 penes se necesitsn para codificar los miembros de cada grupo
serian alrededor de 350 genes de la regidén variable para las cade
nasK. Esta es una de las estimaciones mls altas establecidas hag
ta la fecha y Weigert piensa que & genes en la linea germinal -~
dan cuenta de slrededor del 10% de la diversidad de onticuerpos y
el resto se deberia a la aportacidn de otros mecanismos. Estos o~
tros incluirian la mutecidén somética y la combinacién entre un n
mero de genes J y- genes de la regidn variable. lo obstunte, algu-
nos investigadores piensan que no todos los grupos de cadenas K -
han sido identificados (26), u Potter relega la mutascibén somética
a un segundo nivel con respecto al nimerc de genes de la linea -

germinal,.(26,27)

‘ 1.2.3. Distribucién de los genes de las cadenas polipeptidicas_de

las inmunoglobulinas.-
l.2.3.1. Gmes de las cadenas ligersS.-

La cadena ligera es sintetizada como un precursor mis lar
g0 gque el que secreta la célula plasmitica conteniendo en su re--
gidn NH,~terminal un péptido adicional marcadamente hidrofébico.

o (28). La marcada hidrofobicidad de esta secuencia extra favorece.-

ria la interaccién del precursor con nembrans celulares de una na
nera similar a la funcibn del "dominio hidrofébico" de proteinas
unidas a membranas (por ejemplo glicophorina).

_ I. Schechter y Y. Burstein (28) propoen que el posible pa-
pel fisioldégico de esta secuencia extra es dirigir la mayor parte
de las moléculas precursoras al retféulo endoplasmico donde son -
escindidas, dando una Gln como extremo Nﬂa—termihal que se cicle
dando lugar a &Acido pirrolidon-carboxilico para producir la cade
na I medura destinada para ser secretada.

El gen funcionsl, es una célula plaswmé .ica, para una cace
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na,ligera esta compuésbo por una regién precursora, seguida de una
regibn de 93 bases de DNA, que no se transcribe, gen de la regibén

variable (V4 J), 1250 bases de UNA no codificante y por Gltimo el

gen de la regibn constante.(29).

Tonegawa ha denominado s las secuencias de DNA que no se
transcrlben intrones (por reglon 1ntragenlca o intracis stron)por -
lo que la estructura del gen para la cadena L seria lider (45)-in
tron(93)~variable(306)-intron(1250)-constante(348).

Tonegawa hipotetiza que la mayor parte de los genes de cé
lulas superiores estén consitufdos por UNA informacional interca~
lado con secuenciams silenciosas. £l cistron eucaridtico es por tan
to una unidad de transcripcién que contiene regiones alternas que
son excluides del mmnsaje (intrones) y regiones que se expresan
(exones)(12). Recientes trabajos apoyan una estructura genética =
de sste tipo en cagos tales como : el "gen" que codifica el RNA -
ribosomal 285 de la drosophila melanogaster (30,31) genes de las
cadenas Ade inmunoglobulinas de ratén (12,14), genes de la pglobi
na de conejo y ratdén (32, 33), genes de la ovoalbumina de gallina
(34) genes del tRNA de levadura.(35). '

De esta forma el gen es un mosaico: las secuencias corresg
pondientes para expresar una funcibén se mantienen en uns matriz -
que puede ser hasta 10 veces mis larga que los componentes cocifi
cantes. ' '

La figura nimero 2 esquematiza los modelos hipotéticos pa
ra los segmentos de DNA de los gene§)cde ratbén. Estos segpentos ge
néticos son reagrupados a nivel de DNA presumiblemente en linfoci
tos diferenciados. Como con los genes K, el reagrupamiento de DNA
se dirige a unir los segmentos V y J. Hay al menos dos caiainos -
para unir los segmentos J j C a nivel nucleotidico: a) Un segundo
rgagrupamiento de DNA situa al segmento J2 més cernano al segumento

-
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¢, Recientemente Honjo y Kataoka (37) han sugerido que dos o més
reagrupsmientos de DNA pueden ocurrir en los linfocitosidurante
el cambio en lz sintesis de una s otra clase de inmunoglobulina.
La unién final de V y C tiene lugar por splicing del HLA mensaje~
ro (38). b) Un RNA nuclear de gran tamafio con los segmentos J ineg
pecificos es procesads por enzimas del splicing del mRNA.

t1.2.3.2. Genes de las cadenss pesadas.~ -

En principio la distribucidn exonica de la regidn variable
de las cadenas pesedas no tienen poruge ser distintss a la Que ex
hibe la regién variable de las cadenas ligerss y en este sentido
hay datos parciaies que confirman ests suposicibébn (39). Reciente~
mente Tonegawa (40) por digestién del DNA de células de mieloma de
ratén MOPC 21 con la enzima de restriccibén Eco Rl e hibridacidn de
los fraguentos obtenidos con cDNA preparade a partir del mRNa de
‘la cadena MOPC 21 }-1 ha demostrado la existencia de cuatro exones
que codifican para los dominios Cyl, Cy2, Cy3 y para la regién goz
ne, distribuidos como indica la figura n2 3.

La unibén de los genes V y C en el RNA nuclear puede expli
car algunc de los aspectos problemticos de la expresidén genética
de lss cadenas pesadas de inmunoglohulina. Durante la respuesta -
inmune hay un cembio en la produccién de Igit a IgG que parece ser
el resultedo de un cambio de la cadena pesada dentro de clonos -
tnicos (41). Se ha visto que un paciente con mieloma produce vy -
idénticos en secuencia para IgM e IgG (42), otros estudios han mog
trado que una célula produce regiones Yy idénticas en asociacién
con Cu y Cy (43). De esta forma,‘upa célula expresa un gen VH y es
te mismo gen V puede, a tiempos diferentes, asociarse con Cp,s Cy
y C§, ¥ es posible gue pueda tener una asociacibén posterior con
Cy ya que se ha visto que una misma secuencia VH esta presente en
la IpG e IgA de un paciente con mieloma IgG-IgA. Rabbits (38), ba
géndose en 21 procesado de mRNA nuclear heterogeneo ha propuesto
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un hipotético esquema para la expresibén de las cadenas pesadas de
inmunoglobulina que la figura nbmero &4 representa.

Un dnico gen VH se selecciona del pool de genes VH Y por
un proceso de réagrupamiento del DNA este gen VH,se situa en proxi
midad e un gen CH‘ A continuacién se produce una primera transcrig
cidén de la unided genética activa de lo- gadena pesada para prodp
¢ir un precursor RNA(nuclear) que contiene la regién Vg ¥ las dife
rentes clases de genes CH‘ La célula ahora puede producir a partir
de una especie precursora de RNA nuclear, la misma regién V4 asocia
da con cualquiera de las clases CH por procesos de looping out de
las secuencias intercalsdas,y unidén de las regiones VH ¥y GH segui
da de degradgcidén del HNA que no se traduce. Por tanto una f{inica
célula utilizando de esta forma un mRNA precursor podria producir
simultanea o secuencialmente una, dos o tres especies de mkBA que
contienen una misma secuencia VH con diferentes secuencias C.

En la figura n2 4 cl orden de los genes Cy es hipotético
y para simplificarlo no se han incluido los genes CH de las subcla
ses ni la distribucibn exbnica dentro de estos.

1.2.4, Sintesis y ensamblaje de las moléculas de cuzstro cadenas
(HL5)

Las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglbulinas son sinte
tizadas independientemente en los poliribosomss de‘célﬁlas de teji
dos inmunes y de céluas de mieloma (44). .

Los poliribosomas responsables de la sintesis de las cade
nas pesadas y ligeras sedimentan a alrededor de los 300 i3 y 200..8
respectivamente, y por visualizacidén direnta de estos mediente mi
croscopia electronica, los poliribosomas estén compuestos de 1l a

18 ribosomas para las cadenss pesndas y de 4 a 5 para las ligeras
\
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Qus). Experimentos en los que células de mieloma son expuestas a
amino&cidos marcados radiactivemente durante periodos cortos de--
muestran un crecimiento secuencial de la cadena polipeptidica des
de el extremo N-terminal (46).

Después de la sintesis de las cadenas pesadas y ligerss -
tiene lugar el ensamblaje en estructuras de cuatro cadenas H2L2.

£n el caso de la lgA e Ilgli este ensamblaje prosigue por la
pdicidén de la cadena J y la formacién de estructuras poliméricas.
En la mayor parte de los casos el ensamblaje es acompafiado o segui
do de la adicién de hidratos de carbono en varios puntos de la ca
dena poliptpidicas '

En la mayoria de lss especies en que el ensamblaje biosin
tético ha sido la estructura de custro cadenas se mantine unida -
por puentes disulfuro y uniones no covalentes. fxperimentalmente
es facil estudisr el primero (pero no el 4ltiuo) y definir el ore
den en la formacidn de los pu=ntes disulfuro. cste orden veria en
las inmunoglobulinas ~omo conjunto pero es caracteristico ¥y consé
tantes para una clage o sublcsse de inmunoglobulina dada (46).

. . El1 primer puente disulfuro inte.medio formado en el ensamblaje de
la estructura H2L2 puede ser bien el H2 6 bien el H-L. La conver-
8ién a 1la molécula de 4 cadenas tiene lugar bien por la adicibn de
cadenas ligeras a Hz o por la dimerizacidén de H-L, '

En la practica suspensiones de células son incubadas guran
te tiempos relativamente cortos y posteriormente se aislan las in
munoglobulinas intraceluleres y lus subunidades de inmunoglobuli
nas y se caracterizan por electroforesis en gel.

En el ratbén la mayor parte de las IgG se formsn via inter
mediario H2 mientras que la Igl se ensambla a partir de las subuni
dades H-L. Es interesante tener en cuenta que el patrbdn de forma-
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tidn de puentes disulfuro deniro de la célula se corielacions con
su labilidad a condiciones reductoras,(46). asi, en moléculas en
lss que el ensamblaje es via H=L los pucntes disulfuro H-H son mas
susceptibles ¢ la reduccidn que los H-L y viceversa. De esta forme
por simple estudio de la susceptibilidad a la reduccibén de una in
munoglobulina es posible predecir su ruta biosintética.

El orden de las interacciones no covalentes entre las cade
nas es més dificil de definir. ©in embargo una faceta de las cade
pps H y L de inmunoglbbulinas es sus fuertes interacciones no co=~
valentes que hasta incluso pueden dar una estructura funcional ‘=
H2L2 capaz de unirse al antigeno en ausencia de uniones covalentes.

En base a esto, en una mezcla de cadenas pesadas y ligeras
dentro de la célula, una prediccién razonable seria la formacidn
inmedieta de entidades H > unidas no covalentemente, acoplandose
las cadenas H y L en posiciones favorsbles a la formacién de loz
puentes disulfuro intercstenarios, ‘

1.2.5. Secrecién de Inmunoy;lobulinss y adicidén de hidistos de car

DONo o =

Ciopi y Lenunox (47) demostraron que la sintesis de inmuno-
globulinas tiene lugar en polisomas asociados con el retfculo endo
plasmico., Lz liberacibn vectorial de las inmunoglobulinas en la -
cisterna del reficulo endoplésmico, también ha sido evidencizda
(48)., Los dstos de fraccionamiento celulsr, junto con los apilisis
de hidratos de carbono (49, SO, S51) y de microscopia.electidnicer
seguidacde”rautoradiografia de inmunoglobulina marcada con galac
tosa ha demostrado el paso de inmunoglobulina desde el reticulo «
endopléasmico rugoso al aparato de Golgi (52). Los valores de vida
media del trsnsito de lss inmunoglobulinas desde el luger de sinte
8is al exterior oscilan entre 90 y 150 minutos (49). saproximadsa-
mente dos tercios de este tiempo 1lo pasa en el reticulo endoplésmi
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80 Tugoso y el resto en el eparato de Golgi.

Uno de los pfincipales problemas resueltos es la alta se-
lectividod del mecsnisuo de secrecidn. Algunos autores piensan -
que lag proteinas secretoras poseen "secuencias de reconocimiento
para el transporte" (53) o0 que los hidratos de carbono pueden ser
1la sefial de la proteina para su secreciée (51). ©in embargo, los
estudios de secuencia de aminoadcidos no han identificado ninguna
secuencia de transporte y wuchas prbceinas’incluyendo.las cadenas
ligeras de inmuhoglobulinas carecen de carbohidrato y sin embargo
son secretzdas (54). La explicacidn més simple y probsble es que
los mRNAs para las protefnas secretoras contien una secuencia de

. hucleotidos, que no gse traduce, con afinidad para los ribosomas -
unidos a membrsnas o subunidades ribosomales.(55)

Los oligosacaridos son unidos en diversos puntos a lo lax
go de las regiones constantey de las cadenas pesadas de las inmu-
noglobulinag, Lo mayor parte de las uniones son de las que afectan
al nucleo (core~-type) mediante enlaces N-glicosidicos a una Asn -

.via hexosaminas N-acetiledas. La subclase IgAl y la IgD humana -
aparentemente son las linicas que contienen también uniones tipo--

' mucina (O-glicosidico a Ser)(56). La idea mas generalizada es que

glicosiltronsferasas egpecificas unen la mayoria de los azucares
a las proteinas en una forma prensamblada por transferencia de -
oligosacarido-dolichol u olipgosacarido-retinol en el sparato de -
Golgl (57,58) y se piensa que la adici6én de los azucares termina-
les tiene lugar a nivel de la membrsna plasmitica durante su se--
~crecién.

Baséndose en el examen de las secuencias de aminoicidos -
de numerosas glicoproteinas tarshall (59) propuso que la secuencia
tripeptidica aégptora de tipo nuclear Asn~X-Ser/Thr (donde X pue-
de ser un aminodcido cualquiera) es condicién necesaria pero no -
quficiente para el enclaje de la mayor parte de los oligosacaridos"
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a proteinas unidos por unidn N-glicosidica, Uns smplia gamma de -
factores pueden dar cuenta de las variaciones en el prado y loca-
lizacién de la glicosilacibén que incluyen la presencia o ausencia
de transferasas apropiadas, compartimentalizacidn intracelular o
restricriones impuestas por el plegamiento polipeptidico.

Si bien es cierto gue las immunoglobulinas exhiben un al-
to grado de microheterogeneidad en el contenido de carbohidrato =
existen relativamente pocas secuencias basicas., Lstas se pueden -
clasificar como estructuras complejas (clase A) que contienen éci
do sialico terminal y fucosas y estructuras mas simples (clase B)
que contienen un predominio de manosa y hexosaminas. i03 oligosa-
caridos de 1la clase B se encuentran predominantemente en la regibn
C=terminal (dominios CHB y cHu) de las cadenas pesadas mienbras -
que las estructuras complejas se encuentran frecuentemente en el
dominio C. 2.

1.2.6. Inmunoglobulinas poliméricas.-

El aspecto més carascteristico en el ensamblaje de inmuno-
globulinas poliméricas es la conversidn de la subunidad 75 (H2L2)
_a polimeios justo antes, o simultaneamente a su secrecién (46,60),

La IgM 7S intracelular sislada no polimeriza espontaneamen
te a menos que previamente se haya tratado con agentes reductores
lo que sugiere que los residuos de cisteina responsables de la -
unidén intersubunitaria estén bloqueados en el interior de la célu
la. La liberacibén de este blogueo, quizid con la participacidn de
una enzima que medie el intercsmbio disulfuro, puede formar la ba
se de un mecanisuo de control para la etapa de polimerizacidn fi..
nal.

Otros acontecimientos que tienen lugar durante la polime-
nizacidn, justo antés de la secrecidén de inmunoglobulinas poliméri
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kas son la incorporacidn de 1s cadena J a la molécula de inmuno--
globulina (61) y la adicidn de los restos de hidratos de carbono
terminales (60).

El hidrato de carbono no desempefia un papel critico en la
polimerizacibén dedo que ias_monoméricas de IgA e lgli, precursores
de los poliheros secretados, se pueden polimerizar in vitro en -
forma de subunidades gue carecen de fucosa y son deficientes en -
galactosa (60). Sin embargo la cadena J desempeiia un ﬁapel impor-
tante en el ensamblaje de las inmunoglobulinas poliméricas.(62)

La polimerizacibn sblo tiene lugar cuendo tanto la cadena

J como una enzima intercambiadora de disulfuro purificada estén -

presentes. La importancia de la enzima intercambiadora de disulfu

ro se evidencié por el hecho de que & bajas concentraciones de las
subunidades IgM e IgA pueden polimerizar en presencia de esta en-

zipa 8l adicionar la cadena J. Altos niveles de esta enzima se -

han encontrado en el sparato de Golgi ¥y en la membrana plasmbtica

mientras que si bien-se halla también en el reticulo endoplésmico

rugoso es inactiva. La cadena J no desempefia un mero papel catali

zador en la polimerizacibn ya gque todas las cadenas J liberadas de
- IgM por reduccibn se reincorporan al polimero re-ensamblado(60).-

En base a estos experimentos la cadena J se presenta como un re——

querimiento estructurcl esencial para la polimerizacién de inmuno

globulinas.(60).

Por otro lado teniendo presente que la cadena J se despla
za desde su sitio de sintesis, por la misma ruta que lo hacen las
cadenas pesadas y ligeras, es decir a través de elementos membra-
nosos de la célula, un importante factor en el control de la poli

merizacibn puede ser la carencias de interacciones no-covalentes sig
nificativas entre la cadéna J y las' subunidades intracelulares -
7S, Este control puede ser debido sl hecho de que los residuos de
cisteina, responsables de los puentes disuliuro inter-subunitarios,
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dstén blogueados dentro de la célula lo que sugiere obviasmente un
papel para las enzimas intercambiadoras de disulfuro.

Una intrigsnte cuestidén es por qué la Igl secretada es -
uniformemente un pentamero mientras que la lghA es una mezcla hetg
rogenea de dimero y wonomero. La linica respuesta gue se ha dado a
este hecho es que en las células secretoras de Igri la sintesis de
la cadena J y de lass subunidades Igh 7?3 estd equilibrada de tal -~
manera que ninguna se produce en exceso, mientras que en las cé;g
las secretoras de lgA hay una deficiencia en la sintesis de cade-
na J, lo que puede producir la secrecidén de IgA en forma monomégi
ca.(63)

Por otra parte se han realizado experimentos a fin de deter
minar la participacidén de interacciones no covalentes entre las ~
subunidades de IgM. Asi la reduccidn parcial y alquilacidén de Igh
contiene material que sedimenta a 193 en condiciones no disocian-
tes y que es disociado por SDS a material oligomérico (probablemen
te dimeros) y subunidades 738. £s decir la lgh 783 alquilada puede
asociarse con IgM oligomérica a través de fuerzas no covalentes -
para formar moléculas que sedimentan a 195, por el contrario las
. formas monomérica y dimérica de lgA sedimentan separadamente. La
conclusidn obvia es que en la polimerizacidén tanto de lgi como de
Igh el paso inicial es la formacidn de un dimero con la inclusién
de la csdena J. Para la IgM la posterior polimerizacién es promovi
da por interacciones no covalentes entre el dimero y subunidades
monoméricas. £n el sistema de la IgA tales interacciones son presu
miblemente infrecuentes por lo que la polimerizacibén posterior no
esta favorecida.

l.3. ESTRUCTURA DE INMUNOGTOBULINAS Y FUNCIONES EFSCTORAS .-
1.3.1, Agpectos generalesg,.—

Las inmunoglobulinas se han revelado como uno de los efec
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Yores mscromolcculares de funcionalidad més diversa de la nuztura-
leza. Sin embargo, aﬁn teniendo presente la bundante lileratura -~
sobre estructura de inmunoglobulinas asi como de sus receptores de
1la superficie celular, virutvlmente no se sabe nada acerca de las
especificidades de tales interacciones a nivel molecular ni de los
mecanismos por 1os que las inmunoglobulinas median sus funciones
efectoras.

Practicamente todas las actividades efectoras -se han loca
lizado en las estructuras de la porcidém ¥Fc de las wmoléculas de -
inmunoglobulina, pudiendo estar implicado‘en las mismas la porcibm
oligosacérido.

Bn este sentido las inmunoglobulinas sirven como sefiales
especificas para la activacidn de mecanismos menos especificas que
tienen como fin la eliminacién de antigenos extranos. Las estruc-
turas Fc han evolucionado asimismo para proveer de un marcado gra
do de flexibilidad fisioldgica en la respuesta inmune. Asi variss
clases de inmunoglobulinas pueden ser compartimentalizadas en teji
dos secretorios, pasar de la madre al feto y neonato, regular su
vida media en circulacibn y sistemas linféticos. Estas estructuras
.ds la regibn constante son responsables de las que han sido deno-
minadas "funciones secundarias" de las inmunogibulinas (64). bado
que sin estss estructuras no habris integracidén de la actividad -
de unibn al antigeno con procesos biologicamente relevantes, no -
es suficiente considerar la unién al antigeno y las sctividades -
efectoras en términos de funciones primaria y secundaria.

Si bien es cierto que s8dlo hay datos limitados sobre las
estructuras de la regidén constante responsables de funciones efec
toras es posible definir algunos aspectos de la proteina y oligo-
sacarido que han sido conservsdos durante la evolucidén de inmuno-
globulinas y que son por tonto importantes. Las porciones de la -
chena polipeptidica a las que los oligosaceridos estén unidos -
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gon marcadamcnte conservativas entre las clases de inmunoglobuli-
nas.(65). Los anilisis cristalogrificos de rayos-X de las protefi-
nas de micloma New (66) y 11603 (67,68) evidenciaron que algunas —
estructuras (secundsria y terciaria) de la molécula ce inmunoglo-
bulina se mantenian también invariantes. For ejemplo, los &ngulos
de plegamientos en las cadenas H y L incluyen invarientes Gly con
Pro Ser o Thr por su extremo amino, También se manifiesta como -
invariante el nimero relativo de restos hidrofébicos por molécula
(69). Los datos de analisis de secuencia primaria han demostrado
asimismo que los enlaces- disulfuro intracatenarios, si bien scon -
diferentes para distintas especies, se correlacionan posicionalmen
te para dar estructuras tridimensionales globsles de las cadenas K
yK 831 como en las regiones conslantes y variables de las cadenas
H que son marcadamente similares.

Esta conclusién es:d ademis soportada por datos de micros
copia electrdénica (70) y representa la hipbtesis expresada por -
Edelman y Gall en 2969 (71) de que las moléculas de inmunoglobuli
ne se mantienen en una serie de dominiocs relativamente independien
tes cada uno compuesto por una o més de las regiones de homologia
secuencial. Asi para las cadenas ligeras hay dos dominios, uno com
- puesto por la regidén varisble V y el otro por la regién constante
C. Como muestra la figura n2 1 la cadena pesada tiene 4 dominios
de aproximadamente 110 restos de aminodcidos cada uno. Uno lo for
ma la regidn variable Vy mientras que los olros tres lo forman las
regiones de homologia constante Cyl, Cy2, Cy3 (para la IgG, Cyl,
Cy2, Cy3). Cada dominio contiene un Unico puente disulfuro intraca
tenario y est& unido a su dominio conbiguo por unos tramos de cade
na polipeptidica menos plegada haciendo "a la molécula més suscep
tible a la digestidn por proteasas en estas regiones interdominio.
Las cadenas pesadas de Igli e Igll poseen un domipio C-terminal adi
cional lo que supone un potvencial adicional de diversificacidén run
cional (62). kstos estudios sugieren dos puntos muy importantes.en
la estructura y evolucién de las moléculas de inmunoglobulina. Pri
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ﬁero, las regiones de homdlogia pueden tener estructuras tridimen

sionales similares cada una constituida por un dominio globular -

coumpacto, hipbtesis sustentada por datos de cristalografia de ra-

yos-X (66,72). Segundo, la presencia de homolopia interna sugiere

que los genes, tanto de las cadenas H como de las L, evolucionaron
por duplicactdn de un gen ancestral que codificaria para una cade

na polipeptidica con el tamafio de una finica unidad de homologia -

(73) implicacién que recientemente ha sido corroberada por Tone-~

gawa (40). :

Intuitivemente siempre se ha tratado de inferir s los cam
bios conformacionales en los sitios de unién al anti eno como 1la
base de la trsnsmisibén de informacidén mediada por el antigeno des
de las porciones Fab a las fc, que supone un mecanismo alostérico

" de trensmisién de esta informacidn. sin embargo lgs alteraciones
conformacionales resultsntes de la unidn al antigeno en inmunoglo
bulinas no se han podido interpretar inequivocamente., Los datos de
dispersién rotatoria Optica y dicroismo circular de los fragmentos
Fab y Pc suponen gue estos fragmentos poseen estructuras globula-
res similares a las gque poseen en inmunoglobulinés intactas.(74).
Sin embargo los fragmentos pFc’humanos, al contrario que los pFc’

- de conejo, sufren alteraciones gignificativas en su estructura se

cundaria tras su escisién de la IgG intacta(?5). Dado que tanto -
los dominios Vj como los Cy, aislados se pueden combinar in vitro

con cadenas H intactas se supone que al menos los fragmentos pro-
teoliticos més grundes mantienen sus estructuras nativas tras la

digestidén enzimética.

Estudios comparativos de viscosidad intrinseca y tiempos
de relajacién térmica entre IgG y sus fragmentos Fab y Fc son con
sistentes con la presencia de estructuras globulares similares -
(semi-rigidas) unidas por "goznes" flexibles(76). Esta interpreta
¢idn no es universal ni inequivoca para las inmunoglobulinas ni -
’
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%ampoco implica que estas estructurss sean indénticas dentro de -
una molécula.

Aunque hay evidencia generalizada de que las inmunoglobuli
nas son flexibles, al menos en su estructura general, recientes -
estudios indican que sQtiles diferencias en flexibilidades inter
nas (dentro y entre los dominios) pucden ser importantes para la
expresibn de sus actividades efectoras.(77). £n este aspecto es -
interesante resaltar que desde un punto de vista evolutivo se va
alcanzando un mayor grado de flexibilidad en .la molécula de inmuno
globulina sepgin se va ascendiendo on la escala evolutiva.(78).

1.3,2. Diferenciacidn funcional de los dominios de la regibdn cong
tante de las inmunoglobulinag.-
1.3.2,. Funciones de los dominios CL ¥y Cyl.-

Dorrington y Painter (79) han propuesto una de-las teoriasg
més 1égicas para la significacidn y funciones bioldgicas de los do
minios Cyl v Cp. Estos autores teorizaron que las primeres regio
nes de homologia constantes actuan como "espaciasdores" entre el si
tio de unidn al sntigeno y los otros dominios de la regidén Fc. No
- obstante la implicacién funcional de estos dominios por el momens
to se desconoce.,

l.3.2.2. Funciones de los dominios CHZ.-

La activacidén del sistema del Complemento es una de las =
funciones efectoras més importantes de las inmunoglobulinas. £n el
dominio Cy2 de la IgG reside la capacidad de activar el Complemen
to por la via clésica medida como unién al primer componente de -
este sistema., Esta actividad tieme restricciones de clase y subcla
se., Asi mientrss que por ejemplo las IgGl y 3 humanss, IgGl e IgG2
a de rata IgG2 de cobayo, IgGl e IgG2b de ratdn exhiben la capaci
dad de fijar Clg, las IgG2 y 4 humanas, 1gG3 e 1gG2b de rata,lgGl
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¥ 3 de cobayo e IgG3 de ratdn no manifiestan dicha activided o --
exhiben una afinidad por el Clg muy baja.(80)

Pa otro lado, diversos estudios han mostrado que la regidn
Cy2 y las estructuras interdominiec (con inclusién de los carbohi-
dratos) estén implicadas en el control de las velocidades catabbd-
licas de IgG(80). Las vidas mediss de los fragmentos C y2 y_Cr 3
rediactivamente marcados indican claramente que el dominio Cy 2 -
tiene la misma vida media que la 1gG y que las estructuras de in-
munoglobulinas implicadas en la activacidén del Complemento y adhe
8idén a receptores Fc de mecrofsgos estén probablemente separadas.
Es probable que tantc el carbohidrato interdominio como las estruc
turas Ql’z estén implicados en el control catabdlico de IgG pero
el grado de implicacibén no es conocido.(80)

1.3.2+3. Funciones de dominios Cy3 ¥ Cxhte-

El dominio Cy3 se ha demostrado que esté implicado en la
unién a los receptores Fc de macrofagos. Diversos investigadores
han sislado fragmentos de Fc humano correspondiente & los residuos
342-433 y 407-416. Mientras que estos péptidos inhiben la unién de
eritrocitos, recubiertos de IgG, a receptores Fc de monocitos huma
nosg los frapgmentos pFc’de la IgG de cobayos no se unen a fagocitos
mononucleares humanos.(B8l). Si bien una especificidad de especie
no se descartaria se encuentra mayor confusién por el hecho de que
eritrocitos recubiertos con Facb de IgG de conejo se unen a macro
fagos alveolares de cobayas.(82). No obstante parece ser que para
una 6ptima unién s los receptores Fc se requiere la cooperacién -
de las estructuras Ct2 y Cy3. Asimismo las pruebas de unidén a la
proteina A de Stophylococcus aureus indican que se unen especifi=-
camente los fragmentos Cy2-Cy3 pero no el Cy2 aislado.(83).

1.4, JNMUNOGLOBULINAS DEL CONEJO,~

[
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v En el conejo se han detectado 4 clases de .inmnoglobuli-
nas: G, A, My E, de las que s0lo la IgG presenta 2 subclases una
de las cuales, el componente menor,esth normalmente en cantidades
muy pequefias en el suero. La tabla n2 2 recoge las propiedades fi
sicas mAs importantes de las moléculas IgM, Igh e IgE del conejo.
La tabla n2 1 recoge los marcadores alotipicos de las in-
munoglobulinas de conejo y su asociacidn con las clases de cade--
nas H y los tipos de cadena L. Los determinantes alotipicos que -
se comportan como contrglados por genes aldlicos estfin expuestos
COmo un grupo. ' ‘ '

Como se evidencia en la tabla n? 1 el polimorfismo genéti
co o alotipia se observa en lag cadenas L de conejo de ambos tipos
Kappa y Lambda, y en las regiones constantes CH a8 la IgG,.IgM e
Igh. Adembs un conjunto de diferentes marcadores alotipicos se lo
caliza en las regiones Vg« Los mismos marcadores de la regién Vh
estfin presentes en todas las clases de cadenas H estudiadas IgG,
IgM, IgA e IgE, 1lo que viene a indicar que el mismo conjunto de =
genes VH es compartido por todas las clases de cadenas pesadas,.

1.5, INMUNOGLOBULINA G DE CONEJO.—
1.5.1. Descripcibn.-

Esta clase de inmunoglobulina representa casi el 90% de -
las inmunoglobulinas en el suero del conejo normal. Las moléculas
de IgG de conejo son capaces de fijar Complemento de cobayo, son
las Gnicas de entre el resto de las clases de inmunoglobulinas, ca
paces de atravesar la barrera placentaria, y son asimismo capaces
de fijarse a la piel de cobayas produciendo-anafilaxis.cutanea pa
siva tras la introduccidén del antigeno.

‘La tabla n® 3 recoge las propiedades principsles de las -
IgG de custro especies de mamiferos. ‘
’



TARLA N 2. PROPIEDADES DE LAS INMUNOGLOBULINAS OEL CONEJO

p‘m.
INPUNDGLOBULINA w050 CHO ESTRUCTURA COEF.SED,  _MOV,ELECT,  FL FISIOL,
Igh 3.0 11 5(HaL, )35 Dominios/p 195 p,, suero
IgA 3.7 7 2(Hglp)434CS3400ms . /28 18 B calostro
1ge® 2,0 11.5 Hply; S Dominics/€ .85 Yrépida  suero
IaG Ver apartade n% 1,5,

e .-

Ht cadenas pesadass Licadenas ligeras; J:cadens J(15000 D)3 CSicomporente secratorio
.70000 O; %: datos daducidas pof analogia con la IgE humanaj CHQ: contenido en ¥ en Hidratos

de carbono.

-1~

P



‘N

-2 -
Table B—susciases oe 'to6) en
YTy v Blaslan_d¢
Subglases Puentes “dsulfutn’ s d pucto Vida meda
Esnecns e T olercainatias & adultes « suerg omplements
pormatest Tder) (das)
{ CONEJO 16 0-1% 55-8 +
. ]
: . . . i
; Y9 6! P
{Componenie menot}
("] 03—t 1
COBAYD 162 . (3= H

naTON 7 19 6 é F[: Q-4 5 -

e - %E ’ ¥ B ' * |
1g62n g I £8-8 % +

+1

L 12) (2] 4 - ‘
CABMLO Jg Ga + :

=aGb mc} u-:s} + 1

T } -

g G} TSy 108} 6 -

1] <ty




-33 -

! La vida media de la Igh del conejo en circulacidn es apro

ximadamente de 6 dias. i

Esta inmunoglobulina posee un coeficiente de sedimentacibn
de 7S, un peso molecular de 150000-160000 Dalton. Porter en 1958
(84) demostrd que la digestibén de esta molécula com papaina produ
ce tres fragmentos, dos Fab y un Fc, con propiedades diferentes.
El Feb posee capacidad de unién al antigeno (ab por antigen~bine
ding), tiene un peso molecular de sproximsdasmente 45000 Dalton, es
univalente y carece de la capacidad de precipitar sntigenos macro
moleculares o aglutinar antigenos particulados pero en exceso pue
de bloguear la aglutinacidén o precipitacién de sntigenos por anti
cuerpos bivalentes. Este fragmento comprende la cadena L completa
¥ la mitad N-terminal de una cedena H, designada como fragmento Fd
unidas por fuerzed no covalentes y por un puente disulfurc. Por =
el contrario el fragmento F¢ (¢ por su posibilidad de cristalizar
ge) es la regién efectora para el Complemento, presents una gran
homogeneidad y comprende las mitades C-terminales de las dos céqg
nes pesadas que abarcan los dominios Cye ¥ GHB ¥ la regibn gozne.

La pusceptibilidad de una regibn particular en el medio =
de la cadena H, 8 la ruptura enzimhtica por papasina, pepsina y o-
tras enzimas, hizo penssr que esta regién tendria que estar poco
protegida y se la designbé como regidém gozne o bissgra, ya que &
esta regibén permite la flexibilided de los doa fragmentos univa-——-
lentes, Fab, en el espacio uno en relacidén coh el otro, entendien
dose que el punto de apoyo estd situado en ests zona., Esta flexi-
bilidad facilita la unidn bivalente de un finico anticuerpo a un -
antigeno particulado o slternativemente ls unidn de dos antigenos
particulados, de las misma especificdad, con el antiguerpo,

Cada cadena L estf unida a la H por un puente disulfuro y
por fuertes uniones no covalentes. En la molécula nativa las cadg
nas H estén unidas una con otra a través de un enlace disulfuro y
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uniones no covalentes en el Cy> de la porcidén Fc de la molécula..
‘ El tamafio de la cadena L en vertebrados s través de la es~

cala filogenética es bastante (22000-23000 Dalton). Ademis hay -

fuertes homologias en las secuencias de aminohcidos de las cadenas
L, aplicable agimismo a las cedenas H, Iguslmente homologias de~

finidas son observadas cuando se comparan las secuencias de lag -

cadenas H y L. Lo gque sugiere gye haya gen ancestral comin para -

todas las inmunoglobulinas.(85)

Es evidente que la cadena L, puede ser entendida como com
puesta por dos regiones, de aproximadamente el mismo tamaiio, son
seme jonzas estructurales entre las dos mitades siendo la princi--
pal de estas los puentes disulfuro intracatenarios que estén loca
lizados aproximadamente entre lag Cys 20 y 85 y entre las Cys 135
¥ 195 dando lugar a la existencia de dos asas o bucles compuestos
cada uno por 60-65 aminodcidos y de los cuales uno se encuentra -
en la regibn variable y el otro en la constante. Una quinta Cys -
forma un puente disulfuro con otra Cys de la cadena H., La mitad -
N-terminal de la ¢adena se conoce como la regibn variable Vi 7 la
mited C-terminal como Cy, (C de constante), Los términos usadog -
para denominar estas regiones son los de "dominio o unidad de hoe
mologia". La cadena H de la IgG de conejo esté comstituida por cua
tro dominios de sproximadamente 115 aminoécidos cadaluno.

El locus de controla los determinantés antigénicos de la re
gién Cy de la IgG del conejo (86,87). £l locus es designado de en
base gque un sdlo gen controla al segmento CH de la cadena pesada.
Se han identificado dos genes alélicos att 4 a'2. Las cadenas pesa
das de alotipo dl1 poseen una Met en la regidn gozne en 18 poSi--
cién 225, adyacente a la hemicistina qye forma el enlace disulfu-
ro intercatenario H-H. Las moléculas de alotipo dl2 poseen Thr en
el lugar de Met en esta posicibn. Los marcadores slotipicos en las
Fegiones VH Yy CH de una Ginica molécula de IgG estén determinados
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por genes situados en un mismo cromosoma pero separados.

Dubiski en 1969 (86) demostrd la existencia del locus e -
como controlador de varios determinantes slotipicos los el4 3 =
el5. Por otro lado Hamers y Hamers-Casterman han demostrado la e-
xistencia de nuevos determinantes slotipicos en slgunas, no todas
las moléculas IgG de conejo con determinantes al en la regibn VH.
Estos son el A8 y AlO localizados en el segmento Fc, cuya relacidn
con los grupos d y e no ha sido ain establecida.

1.5.2. Rotura enzimtica por papaina y pepsing.-

Empezando con el trabajo de Parfentjev en 1936(88) muchos
investigadores han tratedo a las inmunoglobulinass con enzimas y -

estudiado las propiedades de los principales fragmentos producidos.

A finales de la década de los 50 Porter (84,89) realizé unos traba
- jJos que supusieron un importsnte avance en inmunoquimica, asi como
una base para estudios de estructura de macromoleculas.

La Fig, n? 5 nos muestra los fragmentos principales obte-
nidos por la digestibén de IgG por pgpsina,papﬁina y BxCR.

El tratamiento a 37°C de la lgG de conejo a pH neutro con
papaina cristalizada en relacifn 0.1-1% en peso y en presencia de
agentes reductores, producia la ruptura de la molécula en tres =
fragmentos de sproximadamente el mismo peso molecular 45000-50600
Dalton (84,89). Dos de los fragmentos se designaron como Fab y el
tercero como Fc. Anteriormen@e descritos. ;

La pepsina produce asimismo, grandes fragmentos, que con-
servan la capacidad de unibén al antigeno (90). Esta proteolisis -
se lleva a cabo a pH ligeramente fcido 4.0-4.5; dado que a pH su~
periores la enzima se inactiva espontaneamente, y a pH mAs bajos
gl mantenimiento de la eatructura de la inmunoglobulina comienza
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b perderse, exponiendo numerosas secuencias de la cadena polipep-
tidica susceptibles a la digestibn por la enzima. La digestién se
lleva a cabo durasnte 18-24 horas a 3700.

Aungque la pepsina; al igual que la papaina rompe la inmu~
noglobulina por ls regibn gozne, esta produce un fragmento bivalen
te con preferencia sobre el monovalente, porque rompe por un pép—
tido situsdo & la derecha del puente disulfuro inter H-H, mhs prd
ximo a la extremidad C-terminal que el que es atacedo por accidn
de la papaina. Este fragmento se designé como ¥ (ab)2 y tiene un
peso molecular aproximado de 96000 -Daltoh y un coeficiente de se-
dimentacibén de 4.63. Siendo bivalente; es tan efectivo como la =
IgG intacta en la precipitacibén o aglutinacibén del antigeno.(90,
91).

En contraste con la IgG humana un {inico puente disulfuro
inter H-H mentiene unidos los dos fregmentos Fabl(92,93).

El fragmento Fc es degradado por la pepsina, en péptidos
heterogeneos cuyos tamafios dependen de las condiciones y duracidn
de la digestidg. Uno de estos fragmentos, de peso moleculsr 27000
Dglton, no estd unido por enlaces covalentes, y se ajusta muy a--
proximadamente a los dominios CHB de la molécula de inmunoglobuli
na(94) y se le conoce como sl fragmento pFc

8i dos fragmentos de Fab’de diferentes moléculas de IgG -
se unen quimicamente para darnos F(ab)2 hibrido, este es funcio-~
nalmente monovalente, sin embargo frente a una mezcla de los dos
antigenos que produjeron las dos especies de 1gG, se comporta co-
mo bivalente en el sentido de que posee sitios combinantes frente
a las dos clases de antigenos.(95)

1.5.3. Proteolisis limitada de la IglG por otras enzimas y agentes
. quimicos.~ '



- 38 -

' Otras enzimas, dist.ntas dé la papaina y pepsina, rompen

la IgG produciendo fragmentos de interés, mis o menos similares a
los producidos con papaina y/o pepsina.

Asi, la ficina produce frasgmentos idémticos, por varios cri
terios, a los producidos por la papiina,

Givol, por digestién triptica produjo fragmentos en cierto
modo similares a los producidos por la papaina, si preyiamente la
IgG estaba suavemente reducida y aminoetilada.(96)

las catepsinas D y E de conejo, obtenidas del pulmbén y mé
dula bsea respectivamente, rompen la IgG en fragmentos muy aproxi
madamente iruales al fragmento F(éb)2 producido por la pepsina.

(97,

Connell y Porter (98) tras el tratemiento de la IgG del e
conejo com plasmina humana o de conejo a pH neutro obtuvieron un
fregmento que suponia toda la IgG excepto los dos dominios CHB, -
cuando previamente la molécula de inmunoglobulina estuvo expuesta
a pH 2.5 durante una hora. La ruptura tiene lugar entre la Lys =

- 326 y la Ala 327. El fragmento obtenido, denominado Facb, retiene

la capacidad para formar precipitados especificos y fija Complemen
to.

El tratamiento de la IgG de conejo con papaina, a muy ba
jas concentrafiones y corto tiempo de incubacidén, produce con bajo
rendimiento, otro fragmento que resulta de la ruptura por la re--
gibn gozne de una de las dos cadenas H y que supone un segmento -
completo de Fab y el Fc un fragmento similar derivado de la IgGl
humana se ha denominado Fabe (99,100).

Aungue las cadenas H de coneJjo poseen cuatroc o cinco Met,
la ruptura por el bromuro de ciandgeno tiene lugar facilmente por
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t1a Met localizada en la regién C~terminal préxima a la regién goz
ne, produciendo un fragmento designado F(ab)2 que es ligersmente
mayor al F(ab)z, en el que log dos fragmentos FPab’estén unidos
por el puente disulfuro que une las dos cadenas H, Las moléculas
con 8lotipo dll poseen una Met adicional en la posicibén 215, jus
to en el N-terminal del puente disulfuro inter H-H, y en condicio
nes suaves el BrCN rompe también por esta posicibn dando lugar a wn
fragmento monovalente 3.5S5 ademés del 5S producido en las molé~
culas de alotipo d12 en estas mismas condiciones. (101,102)

1,5.4. Contenido en hidratos de carbono de la cadena pesada . ~
de la IgG del conejo.-

El principal oligosacarido presente en todas o casi todas
las moléculas de la IgG de conejo estd unido @& una Asn de la por
cién Fc, en la posicién 297, posicibn que se corresponde con la
de unién de un oligosacarido similar en la IgGl humana. El oligo
sacarido comprende 5 glucosaminas, probablemente acetiladas, 2 -
galactosas, 5 manosas y aproximadamente una fucosa y un resto de
fcido sihlico.(103)

Un segundo hidratos de carbono presente aproximadamente
en el 40% de las cadenas del conejo est& unido covalentemente a
una Thr de la regidn gozne en la posicién 225.(104)

~Pro-Thr-Cys~Pro=Pro-Pro-Glu-
HO _

Esta Thr esté& associada sl alotipo d1l2, y en moléculas de
alotipo d1l1 esté sustituida por una Met. Este oligosacérido es-
t4 constituido por una galactosamina, probsblemente su N-acetil
derivado, que se une a la Thr, una galactosa; y 2 restos de &cido
sidlico,

Fanger y Smyth (104) relaizaron la interesante observacién
lde que una molécula de IgG es asimétrica con respecto a este hi-
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'dratos de carbono que g6lo se une a una cedenz H.

Aproximadamente el 15% de las cadenas H de la IgG de co-
nejo normal poseen un tercer hidrato de carbono gque es pegueiio y
contiene glucosamina, cuya localizacién no est& perfectamente -
delimitada, si bien se sabe que estl situado en la regibdn VH.(loﬁ)

1.6, PAPEL;DE 10S PU.NTES DISULFURO EN LA ESTRUCTURA DE PHOTEINAS.

Genericamente las proteinas se pueden clasificar en a) -
aquellas que poseen puentes disulfurc (+S-S-), b) aguellas que ~
poseen grupos sulfidrilo (-SH), c) otras, menos numerosas, tienen
8 la vez ambos grupos y d) otras que no contienen azufre: gluca-
gbén, histonas, coldgeno, fibroina de 1a seda.(106)

En el seno de una proteina el papel de los grupos 5-8 y
~-SH difiere conaiderablemente, Asi los grupos -SH establecen unio
nes de baja energia, bien como puentes de hidrogeno, si existen
grupos aceptores en posicidn sdecusda o bien como uniones hidro-
fébicas debidas al caracter spolar del -SH en la forma protonada. .
- Los grupos =S~ exhiben una slta reactividad quimica con tendencia
a formar uhiones covalentes. Los grupos -S~S- son estables y re~
lativaemente poco reactivos, contribuyen a la geometris espacial
de la molécula restringiendo las pogibilidades de repliegue de la
cadena polipeptidica dando ademés una gran rigidez a la estructu
ra tercisria al mismo tiempo que le confiere una estabilidad adi

- cional, La importancia estructural de los puentes disulfuro es -
bien reconocida hoy dia, sunque su papel no se ha precisado més
que para dos proteinas, la insulina y la ribonucleasa, Em la ma-
yor parte de las proteinas su funcibn es todavia discutidae

Los grupos -5-S- y los -SH pueden dar reacciones de inter
cambio produciendo modificaciones conformacionales mhs o menos -
importantes,
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1.6.1. Longitudes y angulos de enlace de los puentes disulfuro y
de los grupos tioles.- ' _ i

La tabla n2 3 recoge algunas caracteristicas de los enla
ceg del azufre comparados ‘con los del oxigeno., Y la tabla n2 4
los &ngulos de enlace del azufre con algunos Atomos.

Los orbitales de valencia del azufre no son puros px y -
py sino que son hibridos, el Angulo X-S-X‘no es de 90°. La hibri
dacién de los orbitales de unidn 3p del azufre c¢on sus 38 estd ~
favorecida en enlaces entre azufre y carbono, especialmente con
orbitales 8P, del carbono. La gran diferencia de éngulos entre -
el C-S-H y el C-S-C comparados con el C-O-H (109%) y ¢-0-C (110°)
muestra que en el caso del oxigeno no hay sumento de hibridacién
al sustituir el enlace O«H, en cambio si la hay en el azufre. Es
to se podrfia explicar porgue el S es mucho més miclebfilo que el
02. Las mismas considersciones muestran por que los disulfuros -

son tan estsbles, debido a que la longitud del enlace S-S en los
disulfuros es muy similar a la del enlace 8-C en' los sulfuros, -
asi como los &ngulos de enlsce B-S-C y C-S-C.

Los disulfuros difieren de 1los sulfuros en que tienen ~—-
una restriccién en la rotacién libre de los Atomos vecinos al S-
8 con una barrera de sproximadamente 10-20 Kcal.(107). Una posi-
ble explicacidn es que el enlace disulfuro en su estado fundamqg
tal puede presentar un cierto caracter de doble enlace resultan-
te de la interaccibén de los electrones de orbitales p de un &tomo
de azufre con los orbitales del &tomo adyacente. También podris
deberse a la repulsidn de dos pares adyacentes de electrones p.
(108). Debido a esta restricecidn hay un &ngulo preferido de los
dos ejes S-C de un disulfuro simple de 90° (&ngulo diedrico) ver
figura ne 6. la restriccifn no es suficiente para permitir la se
paracién en isomeros cis~trans aunque estos se han obtebido en -
’el caso de trisulfuro.(107). Los anflisis de difraccibén de rayos
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Pabla noi CARACTERISTICAS DE L0S ENLACES DE AZUFRE
COMPARADOS CON LOS DEL OXIGENO i

Pardmetro Enlace XwAzufre X=0xigeno
4
Longitud de enlace X=H. 1,33 D.96
(A) X X-X 1.8-109 -
' X=-C 1.82 1.43
Energia de disociacién X-H 8g 100
( keal/mol ) X=X 73 40-45
X=C 73 a7
Electronsgatividad B | 2.6 3.5

(Li=1)

Tabla n2 5, ALGUNDS ANGULDS DE ENLACE CON EL AZUFRE

Compuasto Enlace Angulo de enlace
Sulfuro de hidrfgeno  HeS=H 92%20°
Tiol alifético H=S=C 100°
Sulfuro alifético C-5-C 10s°
Tiol eromitico H-5-C 109°
Disulfuro 5-5-C 103°- 107°

Trisulfuro 5=5=5 105°
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'y muestran también que hay una forma de enlace S-S seleccionada
por encima de las otras en cristales de cistina y algunas protei
nas.(109)

La presencia de puentes disulfuro impondré, por tanto, -
restricciones en la geometria de la molécula. Bi se considera co
mo f£ija la unién C-S horizontal, la posicién permitids de los o-
tros &tomos de C y 6§ estarf reducida a trazar un cono por rotacidn
de 1la unién C-S fija. Por tanto, la presencia de puentes 5-~8 impo
ne torsiones importentes s la cadena polipeptidica.

Segin Fieser (110). la unidn S-S en proteinas est& apoya
da por la formacidn de enlaces de Hidrbégeno. De esta forma, los
&tomos no pueden ya girar y quedan fijos en una posicién determi
nada. Fieser admite la existencia de estos enlaces de hidrogeno
para explicar la diferencia de poder rotatorio entre la Cys y la
HomoCys. Este hecho es importante para interpeetar lass variacio=-
nes de poder rotatorio en el curso de la desnsturalizacién de -
proteinas que contienen puentes S-S susceptibles de romperse por
cualquier agente desnaturalizante.

l.6.2. Reaétividad quimica de los puentes disulfuros.~

La mayorias de los agentes que reaccionan con los puentes
disulfuro producen la escision de estos. Por oxidacidn completa
se produce &cido sulfénico y por reduccidén completa, tioles.

Esta ruptura puede ser homolitica (1) o heterolitica(2)
R3* + RR* (1)

R~S-S-R’ .—-—-—<<::
_ st + RST (2

A su vez la heterolitica puede resultar de un ataque por agentes
plectrbfilos (3) o nuclebfilos (4).(111):



Fig. n2 6,

a) Representacién espacial
de los angulos y longitu
desa de enlace del puente
disulfuro




'R=S-8=-R" + E*-—-,-—-—) BR-S-E + RZ5%(3)
R-S-S-R* 4+ N —————» R-S-N 4+ RS~ (4)

1.6.2.1. Rupturs homolitica.=-

Solo se producen radieales libres por irradiacién. La rup
tura es mis facil en solucibén acuosa debido al ataque por el H -
formaedo por la fotolisis inicial del sgua, R-S-S-R‘+H*—» HSH +
R28% Debido a la formacién de radicales libres los disulfuros pue
den catalizar gfan nfimero de reacciones de radicales libres por
irradiscibn, De particular interés es la adicién a dobles enlaces,
asi los disulfuros arombticos se asdicionan a olefinas por irradia
cién, cosa que no ocurra con disulfuros alifaticos.(112)

1,6,2.2. Ruptura electrbfila.«

-+ L&E1 ataque sobre disulfuros produce inicialmente el ibn -
sulfenilo R-S que en soluciones neutras o alcalinas se combina
con iones hidroxilo libres para formar el - Acido sulfénico que es
inestable y da lugar a fcido sulfinico y tioless,

" RSSR% E'-—> RSE + R2SY (ién sulfenilo)
2R%S*+ 20H7y 2R%SOH —» RZSH + R*SOH
(ac. sulfénico) (ac. sulfinico)
Loa iones metflicos tales como el Hgg
el puente disulfuro segiin este mecenismo de escisién(113):

2A¢* + 2RSSR’ —» 2RSAg + 2Rt
2R*s'+ 20H~ -~y RZSOH + RSH
RISH + Ag* — RZSAg + H

¥ o1 Ag escinden

~ 3Ag*+ 2RSSR+ 208 ——> 3RSAg + RZSOH + H'

! La velocidad de ruptura electrofilica por estos iones me



'tAlicos muestra una gran dependencia seghn el disulfuro:
Homocistina ) GSSG ) Cistina’) Cistamina i

La ruptura con iones H ocurre s6lo en medios fuertemente
fcidos, donde debido a la escasez de OH™, el R-S¥ puede permane-
cer como ién estable. Asf en HCl ON tenemos (114):

RSSR*H' -> RsH + RZs* |
R%S*+ XSSX’- RZSSX+XS (mezcla de disulfuros)

1.6.2.%. Ruptura nuclebdfila.-

Los agentes nucleofilos reaccionan con los disulfurcs =
por desplazamiento de una unidn tiol RS~
RSSR’+ Y~ —b RSY + R25~

La S-nucleofila de ¥ sigue el siguiente orden (115):
hidruros) arsenito y fosfina’) tiol alcalino?) tioglicolato)p-nitro
genol) tiomefato ) tiocianato. No obatante en proteinas pueden in
tervenir efectos culombicos dependientes del pH sobre grupos car
gados prdéximos al disulfuro, efectos estéricos de sustituyentes
sobre el atomo de carbono.que soporta el puente disulfuro, pudien
do alterarse el orden expuesto,

La tabla nlmero 6 recoge las reacciones mas importantes
de los puentes disulfuro.

1.6.2.4, Reduccibén de los pueﬁtes disulfuros.-
La reduccidén de los puentes disulfuro por compuestos tid
licos de bajo peso molecular es con mucho el procedimiento mis -

selectivo para la ruptura de los puentes disulfuro.

El 2-mercaptoetanol ha sido uno de los agentes mhs utili
tados para este fin (116). Los grupos tibdlicos producidos en la

B e e e e 4
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“TABLA N®6. REACCIONES OE

INTERES DOE LOS DOISULFURGS

REACCION

AGENTE REACTIVO

Oxidacidn HCOOH

Extansién del :

puents S=§ Hgg"

Intsrcembio de

disulfuros ReS=S=R

fezcla de - -

disulfuros S- ?" o
o

Produccién de oN

Lantionine

Reaccidén can

sulfito s03~

Hidrélisis

alcalina o™

PROOUCTC REFERENCIA
2 R-SO4H Hire,1967 (116)

2(R-S¥g) = R5-Hg SR
ProteS=S=R ¥ R=5=S=Prot”

e -
ot s-5-P-07+ SRt |
°’
- ?‘ ’
NEHCMy S ¢ SeCry-CHY
‘ Yow®
SEMLU, S CiecU e Wy s e L4 SCH

Prat<s-s03 & FRYSS

:cuc\g-s-f-)cw{‘a@\.c“‘&
_ F -
§ + HECH ™G~ HE-CH(SS

David y col,1974(117)

Smithies y col.
1965 (1ig)

Neumann y col,
1967 (119)

Castsimpoolas y
Wood 1964 (120

Azari 1966 (171)

Omnaly 1966 (122)
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molécula de proteina rapidamente se reoxidan en el aire para vol
ver a formar los puentes disulfuro. lia slquilacidn, por iodoacé-
tico o iodoacetamida, de los grupos -SH formados es uno de los
procedimientos més utilizados para prevenir la reoxidacibén de

los puentes reducidos dado que la S-carboximetilcisteina formada
es estable a la hidrélisis écida, pudiendo detectarse por andli
8is de aminoicidos. No obstante la carboximetilacién puede darse
ademés en los grupos tioeter, imidazol, -OH fenélicos, y aminos,

Las S-carboximetilaciones de cisteina se llevan a cabo en

~un rango de pH comprendido entre 7 y 8.5. A este pH los grupos -
tiblicos reaccionan mucho més deprisa que el resto de los grupos
nucleéfilos en proteina, en el rango 7-10 de pH los grupos amino
se alquilan por iodoacetamida aunque su mayor modificacién se pro
duce por encima de 8.5, los residuos de histidina reaccionan pre-
ferentemente a pH 6, y la metionina se modifica por halosacetstos
a8 pH &cidos 2-3, Es decir si bien es cierto que a pH 7-8.5 las -
carboximetilaciones de otros grupos estén muy dismimiidas no por
ello se deben descartar.(123) ‘

Asimismo, tanto el ditiotreitol (DTT) como el ditioeritri
tol (DIE), los isbmeros treo y eritro del 2.3-dihidroxi-l.%4-ditiol
butano, producen la reduccidn completa de los puentes disulfuro -
en varios minutos a pH 8 (124) segiin el siguiente proceso.

R~5-5-R '+ HS~CH,~(CHOH)-CH-SH &>

RSH +- RZS~5~CH_,~( CHOH) ,~CH ,~SH (a)
El disulfuro producido en la reaccidén (a) evoluciona para
formar el disulfuro citlico estericamente favorecido, reaccidén -

(b)

s’
é cﬁ‘g\s /
— 1
CH, 1 + RSHY
Ly ,c?: U o’cg?\/é‘”'"
Ho' \CI\H b Ho H
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Otros agentes como las trialquilfosfinas,(tris-hidroximg
til-fosfina y tris-carboxietil-fosfina), borohidruro sbdico. dibg
rano son capaces ssimismo de producir la reducci6n del puente di
sulfuro si bien une forma menos selectiva que los ditioles ante-
riormente considerados. £n este sentido Cecil y Weitzman (125) ob
tuvieron por electroreduccién la reduccién completa de los enlas
ces disulfuro de la insulina, ribvonucleasa, quimotripsins, trip-
sina, ¥y albumina.bovina. )

1,6.3. Papel de ios puentes disulfuro sn inmunoglobulinag.~

Los puentes disulfuro desempefian un papel estructural de
terminante en las proteinas nativas. Las condiciones estericas -
del enlace S-S imponen restPicciones importentes & la cadena poli
peptidica en el estsblecimiento de la estructura terciaria, con-
firiendo una gran rigidez. El garacter covalente del enlace S-S
supone una contribucién importente a la estsbilidad de la estruc
tura macromolecular,

Del ¢studio de los puentes disulfuroc em la insulina y ri
bonucleasa se ha derivado la clasificacién de estos puentes en -
"intracatenarios" como es el caso de los existentes en la ribonu
cleasa; & "intercatenarios®™ como se da en la insulina,

Todas las inmunoglobulinas poseen smbos tipos de puentes,
La importancia de los enlaces disulfuro inter e intracatenarios
en la estructura y funcidn de las inmunoglobulinas ha sido objeto
de investigacién dutante casi dos décsdas. Como resultado de mu~-
chos estudios parece evidente que la mayor parte de las esctivida
des efectoras de las inmunoglobulinas son inhibidas por la reduc
cién de los puentes disulfuro. Asi, la capacidad de fijacibn de
Complemento se pierde tras la reduccibn suave de los puentes (125
127), no obstante en lo que respecta a esta actividad efectora
hay trabajos que indican que tras la reducidn del Fc de la IgG -
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‘humana no 8dlo no se pierde esta actividad sino que aumenta (128),
1la unibén al receptor Fc de la placenta no se afecta por reducidnm
de la IgG pero el frsgmento Fe suavemente reducido por &ercaptqg
tamol no produce dicha unidén.(129) Estudios de unibén de la Igk -
humana a mastocitos muestran que la reduccidn de 4 & 5 de los puen
tes disulfuro mas lébiles ~“depleciones sus propiedades citotré-
picas (130), y resultados m&s recientes (131) sugieren que la =
unién de IgG humana a los receptores Fc de neutrofilos humsnos re
quiere asimismo Fc¢c no reducido. Similarmente, la reducidn suave

y posterior alquilacién de 1 6 2 puzntes disulfuro de anticuerpos
IgG de conejo y muridos produce un ripido aclaramiento de las -
macromoléculas de circulacidn(80), '

En general, la pérdida de las funciones efectoras de las
inmunoglobulinas tras la reducién de los puentes disulfuro se pien
s8s gue estd relacionsda con un incremento en la flexibilidad es
tructural de los dominios de la regidn constante. Isenman y col.
(127) sugieren que 1ls reducidén de los disulfuros incrementac .ls
‘flexibilidad segmental de los dominios de la lgG lo que determina
_ria que las porciones Fab bloqueasen mbs facilmente el gitio de
unién al Clq. En este mismo estudio se mostrd que la porcibn Fe
de la IgG4 humana (subclase que no fija Complemento) une Clg tan
to como el Fc de la IgGl, lo que sugiere que el Fab de la lgGh4 -
blogquee la unidn de Clg, en la molécule completa, por impedimento
estérico entre las regiones Fab y Fc. Por otro lado Takatsu y col
(130) evaluaron la afinidad de la IgE reducida hacia célules blan
co y sugirieron que las conformaciones del Fab pueden influenciar
en la conformacién de los sitios de unidn locelizados en la regiénm
Fe.

Recientemente Romams 7y col. (132) han sugerido un incre-
mento de la flexibilidad interna dentro de los dominios Fc de an
ticuerpos no zglutinentes dirigidos contra antigenos de la supexr

ficie de eritrocitos que, tras la reduccién se comportan como a-
r .
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fglutininas, Este cambio se interpretd como debido al sumento de

la separaci6én de los sitios combinantes (distencia de lps extre
mos de la forma =Y) que permite de esta forms la unién entre cé
lulas adyacentes. La importancia de la rigidez intradominio ha
sido sugerida también por Chan y Cathou (133) analizando los pexr
files de depolarizacibn de la fluorescencie de la IgG reducida
¥ no reducida.

La susceptibilidad diferencisl de los puentes disulfuro
de la IgA e IgM, la extremada labilidad de los disulfuros de la
IgE e 1gD, y el polimorfismo observado con los puentes interca-
tenarios (p. ej» la IgGl humana tiene 2 mientras que la IgG3 11)
sugieren papeles bioldgicos para tales puentes. Sin embargo, aln
no hay datos suficientes para formar firmes conclusiones, En ge-
nersal los enlaces disulfuro parecen desémpeﬁar un papel integral
pero indirecto en la estabilizacibn de estructuras de inmunoglo-
bulipa implicadas en actividades efectoras asi como en la estabi
1lizacién de los sitios combinantes del antigeno.(134.80) '

-1.7. EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO,-

En la sangre de 1és vertebrsdos existen diversos sistemas
de activacidén necesarios para la supervivencia de 1os mismos. Eg
tos sistemas, clasificados en 1969 por Mc Farlane (135) como -
"gistemss plasméticos activados en cascada", entre los que ademéa
del Complemento estén incluidos los sistemas de coagulacibém y fi
brinolisis, generadores de kininas y el de la remina-angiotensi-
na, dependen todos ellos, al menos en parte, de la activacibén se
cuencisl de una serie de zimbgenos protecliticos,

El Complemento es el mis eomplejo de todos ellos y es de
interes por diverses razones. Primero, como ya se evidenci ha-
ce 80 afios (136), el sistema del Complemento es responsable de -
la destruccién y eliminacidn de sustancias extrafias al orgonismo

}rincipalmente bacterias y virus. Esto ocurre hsbitualmente tras

~
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'la interaccién de los anticuerpos con las sustancies u organig--
mos extrafios, y el Complemento actua, asi como el mecanismo efec
tor en la defensa inmune contra la infeccidén. El Complemento pue
de ser activsdo por polisacaridos complejos (137) tales como los
presentes en las paredes de leveduras y badterias, antes incluso
de reacciones con los anticuerpos, por lo que puede consituir uns
defensa inmedista contra la infeccidén antes del desarrollo de la
inmunidad (138). '

Begundo, receﬁtores para pfoteinas del Complemento acti-
vadas, tales como el componente C3 del mismo (C3b) estin presen=-
tes en la membrana de macrofagos, linfocitos y algunas otras cé-
lulas. como las polinucleares (139,140), existiendo evidencia, -
aunqué incompleta, de que los receptores para C3 en el linfocito
pueden desempefiar un papel importante en la interaccién de las -
diferentes clases de linfocitos o sus células precursoras (141).
La interaccién entre linfocitos B y T es necesaria para la expre
8ibén de la respuesta inmune y es posible que el complemento pueda
desempefiar un papel central en la respuesta inmune ademls de ac—
tuar como principal mecamismo efector.-

Tércero, se ha encontrado que varies proteinas del Comﬁlg
mento estén codificadas por genes que se hallan en el locus del
"principal complejo de histocompatibilidad" tento en el hombre -~
como en el ratén (142), El significado bioldgico de estos hallaz
gos, no esté claro, pero se ha sugerido (143) un posible papel =
como proteinas de superficie a algunas de lss proteinas del Com—
plemento, como todas las otras proteinas codificadas por este ——
comple jo genético. '

El Sistema del Complemento incluye alrededor de 20 protgi
nas séricas, la mayor parte de las cuales forman parte de la se-
cuencia de activacidén, estando incluidas asimismo las proteinas

rde control que actuan inhibiendo diferentes pares o inactivando
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los componentes del sistema

: MOVILD, CONCTR. FRAGMENTOS DE
VIA CLASICA . PESO MOLECULAR  ELECTRF. SERICA ESCISION
g/ml
Ciq 390 000 oy 190
Cir 188 000 ¢ *
Cis 110 000 - ol 120
c4 209 000 - s 430 C4a,C4b,C4c,Cad
- C2 117 000 81 30 C2a,C2b
c3 210 000 B4 1300 C3a,C3b,C3c,C3d
cs 206 000 1 75 Csa,CSb
cé 95 000 2 60
€7 .- 120 000 1 *
cs 163 000 C oty - *
c9 79 000 .3 160
VIA ALTERNATIVA
B 100 000 . . B2 240 "Ba,Bb
D , 23 500 X 1-5
P (properdina) 223 000 ) LI 25
PROTEINAS DE CONTROL :
C1-INH 105 000. xXe 180
€3b-INA 100 000 " B2 25
g 150 000 é4 450

* no se conoce
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B.- Actividades biologicas del sistema del complemento,

COMPONENTE 0

FRAGHENTO FUNCION BIOLOGICA

C1 Incrementa la asociacion de complejos Ag-Ac

C14,C1423 Neutralizacion virica

c4b Inmunoadherencia y aumento.de la fagocitosis

C3a Liberacion de histamina
Incremento de la permeabilidad capilar
Contraccion de musculo liso
Liberacion de enzimas lisosomales

C3e Inducion de leucopenia y leucocitosis

C3b Activacion de la via alternativa del complemento
Inmunoadherencia via receptores sobre linfocitos y celulas
fagociticas
Aumento de la opsonizacion
Aumenta la inducion de la formacion de anticuerpos
Incrementa la citotoxicidad celular dependiente de anti-
cuerpo :
Induce la liberacion de leucocitos de la medula osea

€3d Inmunoadherencia via receptores sobre macrofagos y linfo-~
citos

C5a Liberacion de histamina
Contraccion de muscule liso
Incremento de la permeabilidad capilar
Quimiotaxis de leucocitos polimorfonucleares, monocitos
y macrofagos

Csb Opsonizacion de hongos

cé Promueve la coagulacion sanpguinea

C567 Quimiotaxis de leucocitos polimorfonucleares,y monocitos
Inician la lisis de celulas proximas no sensibilizadas

Ci-6 Inactivacion de endotoxinas

Ci-8 Producen una lenta ruptura de la membrana

C1-9 Producen una rapida ruptura de la membrana

Lisis de micoplasmas, protozoos, bacterias, virus, celulas
infectadas por virus,. celulas tumorales
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talgunos de los componentes,

La importancia biolégica del Bistema ée puede,ipor otra
. parte centrar en el hecho de que probsblemente se halle en los in
_vertebrsdos conservéndose a lo largo de la evolucién (144) en -~
tal medida que algunos componentes son intercsmbisbles entre es-
pecies tan "“distantes" como ranas y cobayos.(145).

La complejidad del Sistema puede ser debida tanto a ios

miltiples papeles desempefiados por algunos de sus componentes =—-—

- (ver tabla n2 8) como al hecho de que pueda ser activado rapida-
mente cuando se precise pero nunca accidentalmente,

El sistema del Complemento puede sér dividido en cuatro
unidades funcionales, dos vias para su activacibn (via clésica y
via alternativa), un mecahismo de amplificacién para aumentar en
eficiencia de las vias de activacién y una ruta efectora comin -
. por la que las secuencias de activacién son dirigidas y de la que
- e derivan las actividades biolbgicas.

Las proteinas de la via clésica se simbolizan por la letra
C y un nimero que designa el compohente del complemento (Cl, C2,
C4, etc). El estado activado del componente se indica con una ba
rra sobre el nimero (ps ejs CI). Los fragmentos excindidos por'=
una letra minuscula junto al simbolo del componente (p. ej. C3a,
¥y O3b) y si el fragmento es inactivo ademés se le pone una i (pe
ej. C3bi). Provisionslmente la via alternativa se simboliza con
letras en vez de con nimeros manteniendo las otras convencionesa
utilizadas para los componentes de la via clésica.

1.7. 1. V.’La clésicao-

La tabla n¢ 7 'recoge algunas de las caracteristicas fi-
sico-quimicas de los componentes de la via clésica. Esta via esta
’ .

C Nen
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cconstituida por 5 proteinas, los tres suscomponentes del Cl, -~ ;
‘Clg, Clr y Cls que pueden formar un complejo trimolecular en pre :
gencia de iones calcio (146), C4 y C2. La iniciacién dé esta rutsa
tiene lugar como consecuencia de la unidn del Clq a complejos an
tigeno-anticuerpo o agregados inespecificos de inmunoglobulina -

IgG2 que contengan IgM o IgGl-IgG3 o IgG2 (147). Asimismo, la - ,
unidén y activacidén del Cl puede llevarse a cabo por la proteina ?
c~reactiva acomplejada con polisacaridos tipo C de neumococos -
(148) y otros complejos poliamidn-policatidn (149). )

. i
La activacibén del ClL precisa del complejo Cl intacto dews |
pendiente de calcio, la interaccibén de sl menmos dos sitios de uw }
nién a Clqg y es dependiente asimismo del tiempo y la temperatura. i
!

Se ha sugerido que la unién de Clq produce un cambio es-
térico en la proenzima (Clr) que permite su propia activacién au
tocatalitica., El CIr convierte Cls a Cls tras la ruptura de un E
enlace peptidico presente en una regidén con un puente. disulfuro
intracatenario, lo que explica el porque no se libere ningin frag

- mento (150). El Cls aislado puede asimismo ser activado a 6ls -
'traa el tratamiento proteolitico con tripsina o plasmina (151).-
El sitio activo del Cls se ha caracterizado como una serin-estera
sa en base a su actividad esterolitica susceptibilidad a la inhi
bicién irreversible por diisopropil fluorofosfato (DFP) e inhibi
cibén competitiva por esteres de aminoicidos sintéticosw

El Cls escinde al C4 generando C4a que es un péptido de
bajo molecular y C4b que continua la secuencia de reaccibn del -
Complemento. El C4b puede desencadenar diverses funciones: a) se
puede unir irreversiblemente a inmunocomplejos y membranas celu-
lares a través del sitio de unibén producido que de otra forma de
caeria a la fase fluida como C4i, b) unién a un receptor inmuno
adherente de una variedad de células a través de un sitio estable
sobre el C4b (152), c¢) interaccién con CI lo que permite una més
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refieiente ruptura del C2 (153), d) unién al C2 activado para for
mar la C3.convertasa de la via clésica, C4b2a, e) en el estado de
.agociacién C4b-C2a, interaccidédn con C3b para formar C4b C2a GBb'
que es la CS-convertasa de la via clésica. La ruptura de C2 por
CI en dos fragmentos C2a y C2b, y la asociacibn del fragmento me
- yor C2a con el Cib, en presencla de iones magnesioy conduce a la
formecibn de lg C3-convertasa de la via clhsica. sta enzlma su~
fre un deqaimiento dependiente de la temperatura con una vida me
dia & 37°Gfde.5 a 10 minutos debido & la liberacibén del fragmento
unido C2a. E1 C4b residual es capaz de volver a formar una nusva .
C4b C2a convertasa mé&iante la ruptura de 02 adicional por CIs.-
(154) '
 La accién de la O3 convertasa sobre C3 determina la libe
racién de un péptido de bajo peso molecular el C3a con actividad
de anafilatoxina y de C3b parte del cual se gueda unido al com~-
plejo C4b2a formando el complejo equimolecular C4b2a3b con acti-
vidad de cs-convertasa.(lss)

. La ruptura del C5 en CS5a, un péptido de bajo peso molecu
lar con actividad asimismo de anafilatoxina, y C5b que permanece
unido a la.superficie activadora supone el filtimo paso enziméti-
co en la activacién del complemento tanto por la via clésica co-
mo por la altermativa,

El evento final, comin a ambas vias, supone la formacibn
del complejo C5b6789 aparemtements poxr un proceso de autoensem——
blaje (156), en cuyo proceso de formacibén parte del mismo se ine
serta dentro de la membrana celular (157,158) causando de esta -
forma las lesiones en la membrans puestas de menifiesto por estgb
dios de mitroscopia electrdnica.(159)

De las cuatro proteasas de la wia clésica, CIr, CIs,CH2
y CE23, las 2 primeras son claramente serin-esterssas, y las -
!

R D
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iotrags 2 en que el sitic catalitico se piensa esta situado en el

C2 puede también ser de este tipo., Sin embargo resulta extrafio -
que estas sean relativamente resistentes a DFP y mis aln que el
gitio activo de estas esté ubicado en la cadena de 70000 Dalton

mientras que en las otras proteasas del tipo serin-esterssas se

hallen en las cadenas de 20000-30000 Dalton(160). Todas estas =
proteasas de la via clésica cuya ectividad ha sido estudiada en

solucibén probablamente in vivo se hallan unidas al anticuerpo o
superficie celular. Esto parece ser un aspecto esencial ya que -
tanto el plasmo como otros fluidos fisolégicos contienen altas -
concentraciones de inhibidores proteoliticos y la activacibén tie
ne que depender del exceso local de proteasas sobre inhibidores

(143).

Un papel clave en la significacibn biolbgica del sistema
del Complemento puede ser adscrito a las etapas de activacién =
del C3 y C5. Los polipeptidos C3a y C5a liberados inducen proce-
gos8 inflamatorios debido a sus actividades anafilstoxica, quimio
factiza y movilizente de leucocitos, causan dilatacién de los va
sos capilares, liberacidén de fluidos edematosos y acumulo local
de células polimorfonucleares y mononucleares fagociticas. Por =
otro lado el C3b unido a ls membrana de ciertas particulas puede
ser reconocido por ciertas células que portan receptores para ==
C3b (grenulocitos y fagocitos mononucleares) pudiendo dar lugar
a una opsonizacibén. Las reacciones bioldgicas generadas por C3a
C5a y C3b pueden determinar la eliminscién de células invasoras
por lo que su accibén seria benéfica para el orgsnismo, sin embar
go también pueden conducir a serios dafios tisulares inmunopatolp
gicos(161).

Cada paso de activacidn de la secuencia del Complemento
puede ser interrumpido por mecanismos de inhibicibén dependiendo
en grsn medida de las condiciones bajo las que la activacibn del
Jmismo se haya iniciado. Asi el Cl activado por inmunocomplejos o
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+ esponteneanente (en edema angionenurbtico hereditario) es inhibi
do por la accibn del Cl-inhibidor que actua asimismo sobre kali-
ereina, factor Hageman activado, y piasmina (162,163). Una caren
cia del mismo no s8lo determina una activacidén parcial del Comple
mento sino también de los Sistemas de coagulacién sanguinea y de
las kininas. Asimismo hay evidencia de que slgunos enzimas proteo
1iticos como la plasmina.activan al Cl lo que muestra una estre-
cha interelacién entre el sistema del Complemento y otros siste-
mas de proteinas plasmiticas.

1.7.2; Via alternativa,—-

La via alternstiva del Complemento, puesta de manifiesto
hace més de 20 sfios por Pillemer y asocisdos (137,164) incluye -
un grupo de proteinas plasméticas que son capaces de formar las
C3 y C5 convertasas, La expresifén de esta ruta es dependiente de
un mecanismo feed-back positivo por el que el C3b, fragmento prin
cipal de la escisibn del C3, interaccibdn con los factores B y D
para geherar una C3 convertessas adicional., Como consecuencia de ~

. la excigién del C3 se producen las C3 y C5 convertasas de la via
clhsica como de la alternativa, igualmente adherencia de C3b a ~
células que porten receptores especificos para este fragmento y
la generacién de C3 convertasa adicionsl (dependiente de C3b).(154)

La tabla n? 7 recoge asimismo algunas de las propiedades
fisico~quimicas de los componentes de la via alternativa.

Muchas sustancias son capaces de activar ésta ruta.Estas
incluyen polisacaridos como el zymosan (137), endotoxinas (165)
dextranos sulfatedos (166), eritrocitod de conejo (167), estronas
de eritrocitos humanos (168). La activacién puede darse asimismo
por ciertas clases de inmunoglobulinas, agregados de F(ab)2 de -
la IgGl de cobayos (169) al igual que el F(ab)a de la IgG de co-
’nejo (170), sgregados de IgA de mieloma humana (171) as{ como an
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’ticuerpos humanos anti-sarampién de la tlase l1gG son capaces de
activar el complemento por la via slternativa tras la unién del
anticuerpo a las células infectadas por el virus del sarampion,
(172). ' '

Hasta 1978 los aspectos esenciales de los conceptos pre-
viasmente publicados, referentes e esta via, eran los siguientes,
Primero, la enzima inicial de esta ruta es una C}-cdnvertasa de
baje actividad que requiere para su formacibén C3, factor B(C3-pro
activedor) factor D(C3-proactivador-convertasa) y Mga*, pero no
properdina. Segundo, la funcidn de ls engima inicial es depositar
C3b sobre la superficie activadora donde actua como subunidad de
la C3-convertasa unida (C3b,Bb). Tercero, &l incrementsr el nime
ro de moléculas de C3b unidas, la C3-convertasa unida adquiere la
actividad de escindir al C5. Cuarto, la properdina nstiva entra
en la rute en la secuencia final y es activada tras la unibn a la
C3/C5 convertasa unida. La properdina increments la actividad en
zimética apsrente al disminuir la velocidad de decaimiento espon
taneo de la enzima.(173,175).

Diveros hallazgos diurante los dos afios anteriores a la -
fecha citada contribuyeron a una mejor comprensién de la dinfmica
molecular de esta ruta. Asi Whley y Ruddy (176) identificaron o-
tra proteina de 1H como un componente que produce el desensambla
Je ectivo de la C3-convertasa, demostrando ademés que lafld acele
ra la accién del C3b-Inactivador sobre el C3b, al exponer les se
cuencias aminofcidos de la cadena @ del C3 susceptibles a la ac-
cibn proteolitica del C3b.INA, Mis afin Pangburn y col. en 1977
(177)evidenciaron que la accidn del C3b-inactivador sobre el C3b
en la fagse fluida requerfia de una forma absoluta la presencia de

Qiﬂ. Por otro lado Fearon y Austen (178) observaron que tanto el
C3b como la C3-convertasa depositeda sobre la superficie de acti
vadores estln relativamente protegidas de la destruccidén por pro
?einas reguladoras. Posteriormente (179,180) se demostrd que la
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! proteccibn d31‘05b unido es debida a una limitacidén de la 1H pa
ra unirse a C3b, adembs de que la restriccién del control puede
ser genersde por modificeciones quimicas definidas de un no-acti
vador que como consecuencia de estas se constituye en activador.
Eptos hallazgos syudaron é explicar la capacidad conocida de los

" activadores de amplificsr la ruta en presencia de proteinas con-
troladoras (reguladoras).

Se han propuesto miltiples mecanismos para describir los
eventos moleculares iniciales de la ruta que precede la depesi—
c¢ién de C3b y su amplificacibén. Lachmann y Halbwacha (1975) (181)
propusieron que uns generacidn continua, de bajo nivel, de C3b en
el suero es responsable de la deposicién de C3b sobre los activa
dores, Fearon y Austen (1975)(182) sugirieron papel para la pro-
perdina activada P en la iniciscidén y otro (183) propusieron que
distintes estructuras de superficie de los activedores son recond
cidas por los componentes de la enzima inicial. La funcién de re
conocimiento se asigné s una proteina parcislmente purificada -
"factor iniciador" (IF)(174): Entonces la identidad de la B1H co

- mo proteina de control no se conocia. Sin embargo shora estactla
T0 que cualquier teoria para la iniciacién de la ruta alternati-
va ha de tener en cuenta las funciones de las proteinas reguladé
ras.

Recientemente Schreiber y col. (184) han demostrado que
la funcionalidad de 1la via alternativa del suero puede ser repro
ducida por 6 proteinas aisladas (C3, factor B, factor D, elH,CBb—
" INA y Properdina,en sus respectivas concentraciones séricas). La
activscién de la ruta en la mezcla de las proteinas aisladas es
similar a la producida por el suero tanto cualitativa como cuan-
titativamente. Sélo 5 de estas proteinas son esenciales para la
iniciacién y amplificacidén de la ruta, dado que los eventos de
estas fases pueden tener lugar en susencia de properdina, He eg-
,tas 5 proteinas, tres (C3, factor B y factor D) se requieren para

el
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"la generacién de 1a enzima inicial y de la enzima smplificafte de
la ruta, las otras dos proteinas ( ﬁlﬂ ¥ C3bINA) son reguladores

de la C3~convertasa y actuan suprimiendo la formacidén de la C3--

convertssa en la fase fluida y blogueando la formacién de la enzi
ma sobre la superficie de los sctivadores.

Estos resultados descartaron virtualmente la existencia
de un factor iniciador (IF) como un componente de la ruta alter-
nativa que estos mismos autores previamente habian propuesto.rts-
tos autores dicen que esa proteina "parcialmente purificada" IF
probablemente es .iidéntica al C3bINA, El requerimiento de un fac
tor inicisdor IF en el sistema de la properdina provino del he--
llazgo de una proteina sérica hasta entonces no identificada que
se halla en circulacidén en pacientes con glomerulonefritis hipo-
complementemicas crdnicas (185). Esta proteina, denominada factor
nefritico (C3-Nef), en presencia de los apropisdos cofactores sé
ricos generaba una C3-convertasa dependiente de Mga*que, una vesz
formada actuasba sobre C3 en presencia de EDTA (185). Uno de los
cofactores, una pseudoglobulina labil al calor, posteriormente -
fué identificado con el factor B (186), los otros eran C3 nativo
y ol factor D (187). EL C3-Nef es una-glicoproteina con un punto
igoelectrico comprendido entre 8,75 y 8.95, con un peso molecular
de 150,000 Dalton y actualmente se sabe. que es una inmunoglobuli
na de la clese IgG con capacidad enticuerpo frente al factor B -
activado (Bb)(188) y de esta forma estabiliza a la convertasa de
1la accibén desensamblante del piH.

Recientemente se ha aspartado evidencia de que este factor
estabiliza asimismo a la C3 convertasa de la via clésica.(189).

La adicién de un antisuero anti-factor nefritico a un sue
ro humano normal producia la liberacién de un factor que era esen
cial para le activacidén del sistema de la properdina por zymosan
}nulina ¥ eritrocitos de conejo (173,167). Egte factor denominado
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+IF seria homélogo al C3-Nef de pacientes con glomerulonefritis -
hipocomplementémica crbnica, :
Schreiber y col, (184) proponen,ademas, un modelo que da
cuenta de la dindmica molecular subyacente & la activacibén del -
sistema del Complemento por la via alternativa (F¥ig n¢ 7). La ac
tivacién de la ruta puede ser entendida como constituida por des
etapas: una de iniciascidén y otra de amplificacibn. La iniciacidn
ea inespecifica, tanto que no requiere la presencia de inmunoglo
bulina ni de ningin factor de reconocimiento de estructuras simi
lares & anticuerpos. Por otro lado esta parece desarrollarse en
dos pasos, el primero supone la unibén sl azar del C3b, a través
de su sitio de unién labil, a un activasdor y un segundo que supo
ne una interaccidn discriminatoria del C3b unido con las estruc-
“turss de superficie que le rodean. Los eventos al azar son el re
sultedo de la accién de la C3-convertasa inicial que €5 una enzi
ma de la fase soluble. Se supone que el C3 nativo y el factor B
formen un complejo reversible dependiente de Mga+que si es acti~
vado por el factor D, produce la enzima que escinde el C3, la -
~ C3Bb que es la C3-convertasa de la fase fluidas, La magnitud de -
la deposicién del C3b resultante de la accibén de esta enzima so-
bre C3 es baja debido a la pequefia cantidad de enzima producida
en un tiempo dado y a la baja eficiencia de unién que es caracte
ristica de 1la deposicibén de C3b en la fase soluble, La intersce-
c¢ibn diseriminatoria tiene lugar tras la unién de C3b. Cuando se
une 8 una sustancia no activadera el C3b es capaz de unir BlH y
resulta inactivado por los efectos combinados del C3bINA y slH.-
Cuando se une & un activador el control es restringido porque la
unién de @1H a C3b esta disminuida o anulada. Como consecuencia
de la fese discriminatoria de la iniciacién tiene lugar la forma
c¢ibn de la C3-convertasa sobre el sctivador y comienza la supli-
ficacidén a través de la C3~-convertasa de la fase sdlida fijeda,-
El C3b depositado sobre la superficie activadora (p.ej.zymosan)
Isirve como sitio de anclaje al factor B, que tfas la activacibn

i
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C3-CONVERTASA de la FASE FLUIDA
{c3,B,D)

control c3 control restringido

C3b EASE FLUIDA cag® ACTIVADSR 5,-C3b

O NO ACTIVADOR g
. :
BIH . 8.0 |
C3bINA : ;
ca
C3b[ SI‘C3b[ ‘Bw - -S.—C:E-B— S|'C3snB s Rl
C3bINA - l _
. : -
proteasa - } -
P 3 C5 e ,rC5b-9
’i S
C3c g‘
proteasa
S,-C3d S,-C\?b,-P.B-”L =S,-C3b,BP
- C3bINA
P+C3c

¥ig. n2 7. . .

dinamica molecular de la via alternativa del Complemen-
to. (representacion esquematica)
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‘proteolitica por el factor D, se une méhs firmemente &l C3b dando
lugar 8 la C3-convertasa de la fase sélida. La primera parte de
la formacién de esta enzima es ssimismo dependiente de M52+ e La

interaccién proteins-proteina entre el C3b y el factor B expone
en este un enlace que es reconocido por el factor D liberando un
péptido de 30600 Dalton de peso molecular el Ba y deja firmemen
te fijsdo el Bb de 63000 Dalton al C3b unido & la superficie ac-
tivadora dando lugar asi a la C3-convertasa de la fase gblida. No
ohstante esta convertasa tiene uns vida media muy corta (2 minu-
tos a 37°C en presencia de tampones con Mgz+o EDTAY(190). La ac~
¢ibén de la properdina activada o del factor nefritico sobre esta
convertasa aumenta la actividad enzimética aparente de la misma
al disminuir el decaimiento espontaneo de la enzima. Esta enzima
a diferencia de su homdloga de la via clésica exhibe cierta capa
cidad para escindir al CS5. No obstante la C5-convertasa propiamen
te dicha se forma como consecuencia de la deposicibn de més molé
culas de C3b sobre el complejo anteriormente formsdo provenientes
de la amccién de la 03 convertasa sobre (3. Properdina estabiliza
asinmismo @ esta enzima de una forma andloga & como lo hacia sobre
la C3 convertasa(l9l). La capascidad del C3b para distinguir entre
activadores y no activedores comstituye una nueva funcidén ded -
C3b y confiere un potencial discriminatorio sobre la ruta.

1.8. RELACIONES ENTHE EL FRAGMENTO F(ab)z DE LA 1gG DE CONEJO Y
EL, SISTEMA DEL COMPLEMENTO,-

El fragmento F(ab)2 obtenido como se indica en el aparta
do 1.,5.2, supone una porcidn de la molécula de inmunoglobulina -
que en forma aislada del resto de la molécula proporciona una in
formacién estimable de cara al conocimiento intrinseco de la ver
satilidad de funciones de la molécule completa.

En este fragmento que contiene dos sitios de unidn para
ol antigeno (90) residen las asctividades de preciptina, aglutini

T Ve
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'na y neutralizente. Otras propiedades biolégicas de la molécula
completa, como son la fijacién en la piel, trensferencia placen-
taria y actividad citofflica, se pierden tras el tratamiento de
la IgG con pepsina ya que el fragmento Fec es digerido en pequeiios
péptidos.,

En un principio se pensbé que el fragmento Fc era necesa-
rio pasra manifestar otra actividad biolégica sltamente importante
La inducién de la fijacibén del Complemento por IgG, sunque el frag
mento F(ab)2 parecia retener algunas propiedades de fijacibén del
Complemento. Observaciones estas que se establecieron cuando afin
no habia trabajos concluyentes de activacidén del Complemento por
la via alternativa y que posteriormente sirvieron para apoyer su
existencia.

En cuanto & la capacidad de fijacién del Complemento por
este fragmento, los trabajos aparecidos hasta 1971 manifiestan
una gran controversia. Asi varios autores Taranta y franklin 1961
Ishiaska y Sugahara 1962, Ovary y Taranta 1963,(192194) no halla-
ron actividad anticomplementaria alguna en agregados antigeno-—=
F(ab)a, nientras que otros como, Schur y Becker 1963, Chan, Ja--
quet y Cebra 1964 Jaquet y Cebra 1965, Isliker, Jacot=Guillarw-
mond Waldesblihl, Von Fellenberg y Cerottini 1968,(1957198) si de
tectaron dicha actividad, La fijacidn méxima de Complemento por
agregados antigeno—F(ab)2 obgervsda variaba entre un 30 y un 50%
del total de Complemento afiadido, casi generalmente de cobayos.

Reid en 1971 (170) publicd un trabajo que practicamente
supuso el fin de la controversia hasta entonces planteada eviden
ciendo la capacidad de este fragmento para fijar el Complemento,
demostrando que el fallo de las experiencias anteriores radicaba

en las condiciones de trabajo no apropisdas y adembs demostrd que

el F(ab) no unia C1 lo que corroboraba las experiencias que Isli
ker 11ev6 a cabo en 1968 segln las que el sitio de unidn de la -



+1gG a8l C1 se hallaba en la regibén Fec.(198)

Agimismo se encontr$ diferencia aprecibble en cuanto a la
fijacibn del Complementc por los inmunocomplejos de F(ab')2 i -
la formacibén de los mismos se producia durante el periodo de fi-~
jacién del Complemento respecto a la fijacién que tenfa lugsr si
los complejos estseban prevismente formados (Schur y Becker, y -
Reid)(195,170). Entre 30 y 100 veces resultaron ser més eficien
tes los inmunocomplejos previamente formsdos en cuanto a la capa
cidad de estos de fijar Complemento. Resultados similares se ob-

tuvieron con agregados del F(ab')2 de la IgGl de cobayos antigeno

como mostraron Sandberg y col. (169). Se sabe que los inmunocom~
plejos separados en el punto de equivalencia necesitan un consi-
derable tiempo de formacibén para dar una precipitacibédn méxima de

todos los complejos antigeno-anticuerpos formedos, y es generalmen
te sceptado que los complejos antigeno-anticuerpoe son més estables

con el tiempo, seg(n Meid (170) una explicacién de la diferencia
de eficiencis en la fijacidn del Complemento entre los dos tipos
de agregados quizé pueda ser el que las moléculas de F(a—;b')2 en
los complejos antigeno-enticuerpo sufren un ligero cambio confor
mecionsl durante la agregacifén después de su reaccién inicial, -
. presumiblemente répida, con @&l sntigeno y que este cambio con=--
formacional incrementa la fijacién de los Gltimos componentes.

Posteriormente #ackson y Grant en 1976 (199) llevaron a
cabo unas experiencias en las que gidieron lg cepacidad de unos
anticuerpos IgG y/o F(ab')2 de conejo frente a células P-815 tu
morales para lisar estas células utilizsndo Complementos de dise—
tintas especies., Con F(ab')2 en presencia de EGTA (complejante -

del ién ce®t , hecesario pera aftivar la via clésica), Yos Com--

plementos de carnero y conejo eran sctivados de forma diferente
por la via clésica o por la via alternativa, sin embargo los Com
plementos de rata y cobaya resultaron activados sblo por la via
'clésica. Conclusién que estaba en desacuerdo con lo mostrado por
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“Reid en 1971 y otros snteriormente. Por otro lsdo, dado que los
resultados obtenidos eran marcadamente dependientes de la fuente
del Complemento, estos autores sugirieron gue para que los datos
puedan extrepolarse a los sistemas "in vivo", es preciso que tan
to el anticuerpo como el Complemento proceden de la misma especie.

Finalmente Ffujita y col. en 1977 (200) confirmaron la ca
pacidad del F(ab')2 de la IgG del conejo como inmunoprecipitado’
con la ovoalbumina para fijar Complemento humano por la via 8le-
ternativa ademis de investigar sobre los mecanismos de esta acti
vacidn evidenciando la participacibén de los factores C3~proacti-
vador (B) y C3-proactivsdorconvertesa () en esta via, la depen-
dencia del tiempo de incubscibén de este inmunocomplejo con los -
factores séricos precisos para la activacidén de esta via, asi co
mo la corroboracién de observaciones prévias de otros investiga-
dores (Bchur y Becker 1963, Sandberg y col. 1971, Reid 1971, Ishi
zaka y col. 1972, Konno y col. 1976 (195,169,170,201,202) de que
la cantidad de Complemento fijada por inmunoglobulinss y sus frag
mentos a través de la via alternativa nunca excede el 50% del Com
plemento total presente.

f




2s OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO.-

R



- 70 -

La activscién del sistema del Complemento forma parte de
las propiedades de las inmunoglbbulinas relacionadas directamente
con la defensa inmunoldgica del orgenismo. Esta activacidn puede
ocurrir, al menos, por dos mecanismos bioquimicos diferentes deno
minados via clésica y via alternativa en las cuales losg factores
inicjales del sistema y los mecanismos efectores son diferentes,
aunque ambas coinciden a partir del componente C3,

La capacidad de activacién del Complemento por una u otra
vis presenta una cierta especificided de clase o subclase, aungue
esta no es ni mucho menos estricta.

Los sitios efectores de ls molécula de inmunoglobulina -
para la via clésica y la via alternativa si son diferentes, 81 -
menos en la gran mayoria de los cesos.

La regidén responsable de la unidén a Clg y de la activgci6n
de la via clésica reside en el dominio globular designado como -
CH2(1gG), dentro de la regién Fc de la molécula de anticuerpo.For
el contrario, el sitio efector para la via alternativa reside en
la regién Fab de la moléculs, probablemente en el dominio Cyl.

En nuestro laborstorio se estén llevando a cabo una serie
de estudios que tienen por objeto dilucidar los factores estruct
turales de la molécula de inmunoglobulina que determinsn la capa
cidad de activacidén del Complemento por anticuerpos, Hasta el pre
sente se han obtenide algunos resultsdos que se entroncan directa
mente en una linea de experimentacidén orientada a obteher la eg-
tructura y las relaciones estructura-funcién del sitio de activa
cién para la via clésica. Los requisitos estructurales de las in
munoglobulinas para ls activacibén de la via alternativa estén ca
ci absolutamente inexplorados. Por otra parte las funcionalidad =
biolbégica de la porcidn Fab, diferente de la unién al antigeno -
es desconocida. Actualmente, las diferentes actividades bioldgi-
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rcag de la molécula del snticuerpo pueden ser asignadas a una u -

otra de lazs regiones globulares (dominios) en gue la molécula es
th orgenizada, pero el dominio Cgl es la finica porcién de la mo~
lécula, cuya funcionalidad permanece oscura.

Por estas razones hemos decidido abordar el estudio de -
la via alternativa del Complemento desde el punto de vista de los
requisitos de estructura molecular precisos. £eta linea permiti-
rh explorar uno de los aspectos més oscuros de la funcibén de los
snticuerpos sprovechtindo la expériencia creciente de los estudios
que paralelamente se estén efectuando sobre la via clésica.

El estudio se llevd a cabo sobre IgG de conejo porque cons
tituye un sistema experimental més simple y apropiado que las in
munoglobulinas humanss debido principalmente & tres razones:

&) Menor nfimero de subclases de IgG que en csso de la IgG
humsna.

b) Gran parte del pool de IgG de conejo puede activar el
complemento por la via alternativa solamente,

¢) En las dos subclases de IgG de conejo el Bitio de acti
vacidén para la viae alternativa del complemento reside en la regibn
F(ad’),

La aproximacidn experimental y la estrategia metodolbgica
suponen la utilizacidén de la modificacidn quimica especifica y -
controlada, establecicndose correlaciones entre la exteysi6n de
la modificacidn, la capacidad de activacidén de la via alternati-
va ¥y los posibles cambios conformacionsles inducidos por las modi
ficaciones quimicas con repercusidn funcional,

Con esta linea de conjunto el trabajo se desarrolld segin
la siguiente estrategia experimental:
1) Aislamiento del fragmento F(ab')2 de la 1gG de conejo.

[N
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Para ello se precisan del asislamiento de la IgG del suero
de conejo por cromatografia de intercambio ibénicc en diptil-ami=
noetil-celulosa (DEAE-celulosa) y posterior digestidén proteoli-
tica de la inmunoglobulina con pepsina seguida de una cromatogra
fia de exclusidén molecular del digerido por Sephadex G-200 o Ul-
trogel AcA-44,

2) Caracterizacidén fisico-quimica del fragmento F(ab’)a.

Esta supone a) Estimacidén de su peso molecular por filtra
cifn en gel y electroforesis en gel de poliacrilamida en presen-
cia de SDS. b) Determinacibén del radio molecular del F(ab')2 por
filtracién en gel. ¢) Determinacién de su movilidad electroforé—
tica en agar. d) Determihacibén de su punto isoelectrico por elec
troenfoque. e) Obtencibén de su espectro de absorcidén. f) Obten--
¢ibn de su espectro de dicroismo circular, g) Determinacién de su
coeficiente de extincidén. h) Andlisis de aminoicidos. i) Determi
naci6én del nimero de puentes disulfuro.

3) Modificacién quimica de los puentes disulfuro,

Se pretende con ello estudiar la posible implicacién de
los enlaces disulfuro inter-y/o intra-catenarios del F(ab')2 en
la activacién de la via alternativa. El efecto de la reduccién y
alquilacidn de los enlaces intercatenarios puede informar acerca
de los requisitos de estructura cuaternaria en la regidén reacti-
va, El mismo estudio sobre los enlaces intracatenarios puede in-
formar acerca de la importancia de la regiones constantes 0 vaw-
riables en la regibn efectora y posiblemente acerca de los requi
sitos de estructura terciaria.

La metédica consiste en reducir y alquilar controladamen
te el F(ab')z, cuantificar los enlaces modificados por cuantifi-
,cacién de grupos -SH con 1—14C-yodoacetamida ¥y eventualmente,lo
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vcalizar -en la molécula la posicibén de los enlsces rotos.

4) Correlacién entre la modificacidn quimica y los efec~
, tos estructurales.

Ello supone el empleo del dicroismo circular para detec—
tar posibles cambios conformascionales en el F(ab')2 con modifica
cioneg quimicas funcionalmente gignificativas, en un intento de
perfilar Ios requisitos condormacionales de la activacién de la
via alternativa. '

5) Valoracién de ls actividad anticomplementaria.

Este punto constituye el eje del trabajo. 8e trata de es
tablecer una técnica que permita valorar, con suficiente sensibi
lidad y relativa sencillez, la capscidad de activacibén de la via
alternativa por complejos antigeno-F(ab')2 6 Fab intactos o modi
ficados, '

Con este trabajo se pretende hacer una aproximacién con-
ceptual nueva a las relaciones entre la estructura y la funcibn
de la inmunoglobulinag. '

La finalidad de este trabajo es doble: por una psrte in-
vestigar los requerimientos estructurales de las inmunoglobulinas
para activar la via altermativa y buscar un posible dominador do

) min con otros efectores y, por otra parte, adentrarnos en el estu
dio de 1la funcionalidad bioldgica de la regién Fab independiente
de la unién al antfgeno.

Y,

—e
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*%iY, OBTENCION DEL SUERO DE CONEJO NOKMAL,.—
| o i

Se obtuvo de conejos raza New Zealand procedentes del ani
malario de 1la Fundacifn Jimerez Disz. I:a sangre de estos conejos
ge extrae de la vena marginal de la oreja y posteriormente se de
ja retraer. el cofgulo de la misma durante 3-4 horas a temperatu
‘ra ambiente. A continuacién se recoge el sobrenadante y se cen—
trifuga a 3000 rpm (2280g) durante 15 minutos, se desprecia el -
sedimento y el liquido sobrensdante es el suero.

3.2+ OBTENCION DE LA IgG DE CONEJO.-

Se procede seglin una modificacidén al método de Peterson
y Sober 1962(203),

El1 suero obtenido segin el spartado anterior bien se enri
quece en su fraccidén gamma por precipitaciém con (NH4)2804 2M de
concentracién final con posterior redisolucién del mismo y difli
sis exhasustiva frente a un tampon NaZHPou 0.01M pH 7.6, 0 bien se
disliza directamente frente a este mismo tampon. .

Este suero dializado se cromatogrsfia por una resina de
cambio idnico, DEAE~celulose- (dietil-mminoetil-celulosa) DE-1l
Whatman, en columnas de 2.6 x 30 c¢m & & x 40 cm siendo el eluyen
te el mismo tampon de la dialisis '

Del ealuido se recogen las fracciones que a 280nm exhiben
una absorbancia adecuada, superior e 0.2 y se concentran por ul-
trafiltracidén a través de bolsas de celofan v1sking 8732 (2.4nn
de dismetro de pro) a presidén negativa,

‘Una vez concentrads la IgG se centrifuga & 5000 rpm (3800
g) dursnte 15 minutios para eliminar agregedos insolubles.
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Obtenida la IgG se verifica su grado de pureza por ténqi
cag inmunoquimicas y fisicas

La identificacién y determinacibén de su pureza inmunoqui
mica se llevd a cebo por: A) inmunodifusién doble bidimensional
en agar (Agar Noble Difco al 1% en NaCl 0,15M, segin una modifi-
cacidén al método de Ouchterlony (204), frente a antisueros, anti=
proteinas totales de comejo, de asnos, proporcionados por Behring
-werke y anti-gamma-globulina de conejo, de csbra, proporcionades
por la misma casa o bien al antisuero obtenido por hosotros como
se detalla en el apartado 3.5. Las preparaciones puras dan une 80
la banda en ambos casos.

B) Inmunoelectroforesis.

Modificendo el método Scheidegger (205) se realizb en pla
cas de 75 x 40 x 2mm de gel de agar (Agar Noble Difco al 1l.25% =
en tampon'de veronal (4cido 5.5.-dietilbarbiturico/S.5.-~dietilbar
bitGrico sédico) de fuerza ibmica 0.03 y pH 8.6). La muestra se
introdujo en orificios de lmm de dismetro practicados en el gel
mediante una pipeta Pasteur celibrada, equidistantes del eje lon
gitudinal de la placa 6mm y la electroforesis se llevb a cabo en
el tampdén mencionado, aplicando una caida de tensidn.de Svolt/cm
durante 70 minutos.

Tras la electroforesis se practicd en el eje longitudinal
de la placz una trincnera de 2mm de ancho, se rellend con el anti
 suero especifico, seglin el anflisis y se dejbé en reposo en chmara
humeda, observindose el desarrollo de las bandas de precipitacibn
a las 24 y 48h.

Las preparaciones puras son aquellas que muestran una ban
da de precipitacibén desde la zona alfa hasta la gamma, zona de =
movilidad electroforética de la IgG.
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Las preparaciones con mhs de una banda de precipitacibdn
ge consideraron impuras, . |

La pureza fisica la determinamos por: A) filtracién en -
gel de Sephadex G-200 superfino o G~200, en columnas de Pharma=~
cfa 2.6 x 40cm son eluidas con solucién salina de NaCl O,5M tem~
ponada a pH 7.2 con foafato disodico/fosfato monopotasio a con—
centracién final de 0.01M y que contiene &zida sédics al 0.05%
(SSF) '

B) Electroforesis en gel de poliacrilamida,

Se aplicd seghin el método descrito por Davis (1964)(206)
para geles al 7.5%

Se aplicaron 10 micro-l de muestra a concentracidn de 25
ecicro-g/10micro~1 disueltos en el tampdn superior de la electro-
foresis TRIS/Gly pH 8.9, utilizando azul de bromofenol como marca
dor. Be corrieron a 1.5 mA por tubo, mientrus el marcador estaba
en el gel de concentracién y & 4mA por tubo, una vez que alcanzd
el gel de resolucidn durante 1 hora 30 minutos. Se tineron los -
geles con amido Schwartz O.1% en ac. acético al 7% durante al me
nos cuatro horas y se destiiieron con cambios sucesivos de &cido
acético al 7%.'

En este tipo de proteinss y debido a su heterogeneidad -
molaculsr no se obtiene una bands nitida sino una banda difusa.
La existencia de més de una banda indica que la proteina no esté
pura.

La concentracién de la pro:ieina se determina por una mi-
cromodificacién del método Folin-Ciocalteau (207).

3.3+, OBTENCION DEL FRAGMENTO F(ab')a._
’ .
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Una vez obtenida la IgG pura se dializa fremte a tampén
AcH/AS O0,1M, pH 4.6, A continuscidén se digieren 75mg de esta IgG
con pepsina en relacidén 1:100 enzima: sastrato durante 24 horas
a 37° seglin el método de Nisonoff(90)

La reaccibén se detiene por adicién de TRIS sédlido hasta
llevar la disolucidén a pH 8. Este digerido se filtra por el gel
de Sephadex G200 o Ultrogel AcA44 en columnas de Pharmacia de 2,6
x 100 cm eluidas con S3F. Se recogieron fracciones de 3 ml y se
leyeron a 280 nm en un espectrofometro Unicam Sp 1800.

El primer pico del eluido contiene F(ab')2 que se concen
tra por ultrafiltrscidén en bolsas de celofan visking 8/32., Este
pico se analiza su grado de pureza por técnicas inmunoquimicasg:
inmurniodifusién doble Bidimensional en agar e inmunoelectroforesis
¥ fisicas: filtracién en gel de Sephadex .G-200 superfino y elec
troforesis en gel de poliscrilamida.

Las fracciones que resultan impuras se vuelven a filtrar
por Ultrogel AcAu44,

Obtenido el F(ab')2 puro se procede a su caracterizacién
fisica.

La concentrscién de ests proteina se determind en princi
pio por el método del Folin-Ciocaltesu y posteriormente por la =
shsorvancia de la solucién que le contenfa en base a su coeficion
to de extincidn Egal% una vez obtenido este dsto.

3.4, CARACTERIZACGION FISICO-QUIMICA DEL FRAGMENTO F(ab')2 De LA
IgG DE CONEJO.+
3.4.1, Movilidad electroforética en el gel de agar.-

Be determindé por medio de electroforesis en agar comparan
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dola con la movilidad exhibida por otras proteinas de movilidad
conocida: conjunto de proteinss séricas del conejo, e IgG del co
nejo.

34,2, Egtimacidn de su pego molecular.- ‘
3.4,2,1. Egtimacién por filtracién en gel de Spphadex G~200 su—
perfino.~

8¢ llevé a cabo segin el método de Andrews 1969(208) en
una columna de Pharmascia de 2.6 x 45cm siendo el eluyente la so-
lucién salina mencionsda, 8SF, y @luida con flujo invertido. Re-
cogiendo fracciones de 3 ml. Obteniendo cada patrén al menos 3 -
veces con interva}o de mis de une semsna entre cada dos determi-
naciohes,

Se estimbé por comparacién de su comportamiento en filtrs
cibén a través de este gel y el de otras proteinas de comportamien
to conocido, Ias proteinas patrén utilizadss fueron: IgM, para =
1a determinacién del volumen de exclusién de la columna (v,), o-
voalbumina (43500 Dalton) albumina bovina (67000 Dalton), quimo-
tripsinogeno del pancreas de ternera (25000 Daiton), mioglobina
de cachalote (17.800 Dalton), citrocromo~C del corazén de caba—-
110 (13.400 Dplton), IgG humana (150.000 Dalton), IgA bumana -
(160000) el fragmento Fc de la IgG humana (52000 Dalton), y el -
aminofcido tirosina para la determinacidn del volumen interno(vi)
En cada caso se determind el volumen de eluccidn por absorcién
de los eluidos a 280nm excepto en dos casos de la mioglobina y -
citocromo-C que se realizd a 410 nm.

Se expresd el comportamiento de estas proteinas en esta -
columna y este gel como su volumen de eluccibn (Ve) y como V. /V,
se relaciond con el logaritmo decimal de su peso molecular.

3.4,2,2, Estimacidn por electroforesis en gel de poliacrilamida
¢
SDS.-
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Se siguib la técnica de Weber u Osborn (209) utilizsndo
goles al 7.5% y 10% en NaH,PO, O.1M pH 7.2 que contenien dodecil
sulfatoasbdico (SDS) al 6.2%. Se estimbé por la comparacién de la
movilidad del fragmento F(ab')2 y de este reducido con la movili
dad de lzs siguientes proteinas patrbén, fosforilasa de E. coli
§100000 Dalton), ovoalbumina, albumina bovina, quimotripsinogeno,
lisozima de la clara del huevo (14000 Dalton), cadenas H y L de
IgG de conejo (51000 y 23500 Dalton), Fc gamma humano, sldolasa
de misculo de conejo (40000 Dalton) y pepsina de la mucosa esto=-
macal de cerdo (35000 Dalton).

Las muestras se disovieron en HCOO al 5% a concentracibn
de 1mg/ ml y 50 microl. de esta solucién se desecaron y se les =
adicionaron 100 microl. de una solucidén que contepia 0.5ml de -=
tampén fosfato, 50 microl. de SDS al 10% 2 ml de urea al 124 y -
2.4 ml de H20 y para les muestras que se redujeron se adiciond a
1la solucidn anterior 50 microl. de 2~mercaptoetanol 14.3M y se e
calentd a 100° dursnte 5 minutos.

Se corrieron 50 microl. de estss soluciones a los que se
adiciond 10 microl, de azul de bromofenol al 0,01% que se utili-
z6 como marcador. Se corribé ls electroforesis dursnte 5-6 horas
a 8mA/tubo.

Log geles se tineron durante 15 horas con szul Coomassie
al 0,5% en alcohol isopropilico al 25% y Acido acético al 10%. Se
destifieron los geles con una disolucién acuosa de alcohol isopro
pilico al 25% y acético al 10%.

Y la movilidad elecyroforética se determiné aplicando a
cada muestra la siguiente expresidn:

Movilidad e D x L2

— siendo:
Ly D,
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NH Nu l-'Hl-'

distancia migrada por la proteina,

: longitud del gel después de la decoloracibn.
¢ :distsncia recorrida por el marcsdor.

¢ longitud del gel antes de la tincidn.

343, Chleulo del radio molecular,—

Para calcular el radio molecular del F(ab’)é de la IgG
de conejo se utilizd el procedimiento de Ackers (1964)(210).Se -~
realizaron las siguientes determinaciones:

- a) Determinscidn de K,

KD = ‘.‘ Ve - Vo

Vt - Ve/Bd - Vo

donde: Ve= volumen de eluccién de csds proteina

V,= volumen de exclusién de la columna,

vt“ volumen total del lecho del gel,

B = ml del lecho del gel/g. de gel secoO.

d = densidad del gel mg/ml,
(B y d son los dos valores caracteristices daedos por la casa co-
mercial para cada tipo de Sephadex).

Se chlcula KD para todas las proteinas cromatografiadas.
b) Determinacién de a/r, siendo a = radio molecularde cada protef
na y r = radio de poro efectivo de la columna. Este cllculo se
realiza para todas las proteinas cromatografiasdas, por interpo
lacién de los valores obtenidos para KD en la tabla KD C'trerite
. a a/r de Ackers (1964),
8) Determinacién de r. Determinado a/r para cada proteina y cono
cido a se halla el valor de r. El radio de poro efectivo que
Be toma para la columna utilizada .es el promedio de los dife
 Trentes r obtenidos a partir de las proteinas patrones que en

)

%,
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. la representacibén de Ve/Vo frente al log PM situan al F(ab’)2
en’ una posicién media : (IgA, IgG, Albumina bovina y Fc).

d) Una vez conocido K, para el F(ab')2 se halla a/r por interpo-
lacién en la tabla de Ackers. De este valor y el radioc de poro
efectivo r de la columna utilizada se deduce el valor del ra-
dio molecular a del F(ab')2 de la IgG del conejo,

3.4.4, Chlculo del coeficiente de difusifn del F(ab’). .-

Una vez determihado el radio molecular del fragmento su
coeficiente de difusién se cdlcula segin la siguiente expresibn:

D20,w" HGRv]Tn *%-._

giendo:
R = 8.3l x 107 ergios (g mol)"'l og-1
T = 293 %K
N = 6,02 x 102 (g mol)™L
N=11lcpm= 10-2 g em~} g7l
8 = radio molecular en cm

3.4.5, Espectroscopia de Absorcién.-

El espectro de asbsorcién del F(ab')z_se realizd entre 200
¥ 340 nm en un espectrofotometro de doble haz Unicam SP~1800 equi
pado con un registro gréfico Unicam AR-25,

Para efectuar el espectro la proteina fué dializada pre- f
viamente frente a una disolucidn de Tris/HC1l 10 mM & pH 7.8, con
teniendo ademas NaCl 0,15 M y EDTA 2 wM, centrifugeda 20 minutos
a 3800 g y diluida posteriormente con dicho diluyente hasta la -
concentracién adecuada para la medicién.

) En la regidén correspondiente al UV préximo (240-340 nm)
‘ las concentraciones utilizadas fueron de 1 mg/ml,_utilizandose
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come blanco la disolucién de Tris/HCl.

34,6, Dicroismo circular.-

El espectro de dicroismo circular (CD) del F(ab”), se res
1iz6 entre 210 y 320 nm en un espectropolarimetro Cary-60 con adi
tamento para dicroismo circular, a 25°C en células de lem de paso
bptico.

Para efectuar el espectro la proteina fué dializada con-
tra el diluyente Tris/HCl citado en el apartado anterior, centri
fugada a 3800 g durante 20 minutos y diluida posteriormente en el
citado diluyente hasta la concentracién adecusda. El diluyente -
utilizado en la preparacibém de la muestra fué previamente filtra
do a través de un filtro Millipore de 0.45 micras asi como la di
solucidén de la proteina, con el fin de evitar rigurosamente la =
preasencia de particulas en la muestra que pudieran originar efec
tos incontrolables de depolarizacidén y dispersién de luz.

Las concentraciones de proteina utiliza&as fueron 100
g/ml para la obtencién del espectro de CD en el UV lejano (210~
240nm) y de lmg/ml en el UV prbéximo (250-320nm).

Se utilizd como blanco unavalicuota de Tris/HCL proéeden—
te del liquido utilizado en el Giltimo cembio de la diflisis de =
la muestra de proteina,

Log espectros vinieron dados en grados de elipticidad O.
La representacién grifica de los mismos se llevé a csbo expresan
do los datos en elipticidad molar (0) utilizando para la conver-
- 8ién de datos la siguiente expresidn:

(0)-OXMX1OO
dxe
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rdonde M = es el pesc molecular del F(ab')é (97000 Dalton)
d = paso 6ptico de la célula en em d = lem
¢ = concentracién de la proteina en g/l.

. El factor de correcién de Lorentz 5/na+ 2, (donde no es
el indice de refraccién), utilizado generalmente para compensap
el efecto del disolvente sobre la fuerza rotacional de las tran
giciones opticamente activas, no fue considerado en las estima-
ciones de (©) puesto que la obtencidn del espectro de CD de esta
muestra, y las sucesivas a estudiar, se efectuarsn en el mismo -~
disolvente y en idénticas condiciones y porque la finalidad del
estudio es la comparacidn de los espectros de distintas muestras
¥ no la determinacidén de la magnitud abséluta de las bandas de =
elipticidsd.

Puesto que los espectros de CD de las inmunoglobulinas y
de sus fragmentos se caracterizan porque exhiben una elipticidad
muy debil, fue preciso trsbajar en condiciones de alta semsibili
dad del espectro polarimetro: 0.04 (1 cm = 0,0016 grados de ©)en
el UV lejeno y escala 0,02 (1 ¢m = 0,0008 grados de ©) en el UV
prbéximo. Por esta razdn los espectros presentaron una relacibén -
sefial/ruido considerablemente pequefia. Para obvidr. en lo posible

la indeterminacién que esto implica, el barrido espectral se efec

tud cada vez por triplicado en la misma regibén del registro grafi
co y se considerd como definitivo la linea gue, en cada punto de
registro, atraviesa la zona mAs intensamente dibujada.

3.4.7. A-nélisis de aminoécidos.—

Se procedid segiin 1a metodologia expuesta por Gavilanes
(211)

Muestras de 1 mg de F(ab')2 previamente dializadas frente
a H20 destilada se llevaron a sequedad en viales de hidrolisis y



TABLA . CARACTERISTICAS DE LOS TAMPONES DE CITRATO DE LITIO

TANPON

onwvcon os | 17 2¢ 3¢ 4 5¢

ta muestra | TAMPON | TAMPON | TAMPON | TAMPON | TAMPON

PH 220001 | 28820,01 | 3602001 |417£0,01 |52820,01 | 6,50-0,01
CONCENTR.DE LITloqv)| 0150 | 0.2¢6 | 0386 | 0.668 0666 | 199
_ CITRATO DE LITIO (g) | 14,10 1506 | 3350 | 2300 | 2300 | 2300
CLORURO DE LMO(g) | — 3,60 —_ 18,00 12,00 36,00
TIODIGLICOL (ml)| 10,00 2,50 2,50 2,50 2,50 —_
HCL CONCEN. (ml)| 1000 | 1.20 | 20.60 | 9,80 290 | 0,150
FENOL LIQUIDO 1.00 " 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
VOLUMEN FINAL (1) | 100 100 1,00 1,00 100 1.00

g -
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va continuacién se les adiciond 1 ml de HCL azeotropo tridestils-
do 6N conteniendo 0.1% de fenol, se agitd hasta disolver la pro-
teina, se llevaron & vacio los viales y las hidrolisis se mantu-
vieron a 110°C durante 24, 48, 72 y 96 horas en sus respectivas
viales, Tresnscurridos estos tiempos se enfriaron a temperatura -
ambiente les muestres, se abrieron los viales, se llevaron a sge-
quedad las muestras, se lavaron al menocs cuatro veces con agua =
destilada agitando y llevando a sequedad cada una de ellas, y a
continuacién se procedié a disolverlas en el disolvente del auto
analizador que contenia: citrato de litio pH 2.,2-0.1 con 1% de -
tiodiglicol y 0.1% de fenol proporcionados por Pierce Chemical
Company. Y se aplicaron 30 microl de muestra al autoanalizador =~
Durrum D500, segin programa prevismente calibrado, utilizando un
total de cinco tampones de citrato de litio en secuencis segin se
detalla en la tabla ne 9,

A partir de los datos del enflikis se determina la compo
sicibén de aminoédcidos en % molar, exceptuendo de este chlculo Thr
Ser, Ile, Val, Trp y Cys.

3.4.7.1s Contenido en Treonina.-

Se determina a cada tiempo de hidrolisis, el % molar de
Thr respecto a todos los aminoficidos invariables respecto al ~-
tiempo de hidrolisis, La media de los valores ssi obtenidos d&
el % molar de Thr. Una vez obtenido el porcentaje de Thr a cada
tiempo de hidrolisis se procede a la representacidn de dicho por
centaje en funcibén del tiempo. El1 valor obtenido graficamente por
extrapolacibén a tiempo cero d& el contenido en Thr del F(ab’)z._

3.,4,7.2. Contenido en Serina.-

Se determina de forma anfloga que en el caso de la treo=-
nina,
]



'3.4,7.3. Contenido en V¥alina,.-

Se calcula en el hidrolizado del @iltimo tiempo de hidro-
lisis, el % molar de Val respecto a todos los aminoicidos invaria
bles respecto sl tiempo de hidrolisis. El contenido Val viene da
do por la media de los valores obtenidos en los tres hidrolizados
a 96 horas.

3.4,7.4., Contenido Igoleucina,-
8e determina en forma anfloga s la descrita para Val.
3elt,7.5. Contenido en Tiiptofano.-

Se determina espectrofotometricamente utilizando dos méto
dos:
4) Método de Goodwin y Morton {1946)(212), se prepara una s50lu-~
cién del F(ab’)2 en NaOH O,1N que a 290nm exhiba una densidad 6p
tica comprendida entre 0.2 y 0.5. Se lee esta solucibén s 280nm y
a 294.4nm. El contenido en Trp de la proteina se obtiene de la -
expresidn:

Mpy/Mapp = 0:592D5gy =0+263D55,/0.263D,55,=0,170D,, 4

siendo MTyr ¥y HTrp los moles de Tyr y Trp por mol de proteina. -
Esta determinscidén se efectud por triplicado.

B) Método de Edelhoch (1967)(213)., Se preparan diluciones de 0.3
mg/ml del F(ab’)2 en un tempbn fosfato sbdico 0.02M que contiene
cloruro de guanidinio €M, 8 pH 6.5. Se lee la densidad Sptica de
la disolucidn a 280 y 288nm utilizando como referencia sl tampédn
de disolucién. Los moles de Trp se obtienen de la ecuacibn:

MTrp - D288/3103 - D280/103181
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13.4,7.6, Contenido en Cisteinasg.-

Se detalla en el apartado 3.4.10,

34,8, Determinacidn del coeficiente de extinci6n.1

El coeficiente de extincibn del F(ab’)2 se determinbia ~
278 y 290 nm por triplicado en base a medidas de peso seco de pro
teina.

Se realizé por dos procedimientos distintos,

En el primero se procedié de le siguiente menera: Una so
lucibn de F(ab’), en H,0 destilada a una concentracidn de 1lmg/ml
determinada por el método del Folin~Ciocalteau, se pasa a través
de un filtro Millipore de O.45micras,

Be realizaron diversas diluciones de esta so;uci6n. con
objeto de que la absorcién de la solucibén estuviese comprendida
entre 0.1 y 0.5.

La absorcién de estas disoluciones de¢ determina a 278,280
Y 290 nm en un espectofotometro Unicam Sp-1800 utilizando cubetes
de cuarzo de 1 cm de paso Sptico.

Alicuotas de 3 ml de la primera solucidn se pipetearon en
viales prevismente tarados, introduciendoles seguidamente en una
estufa de secado a 90°C durante 15 horas. Al cabo de este tiempo
ge eleva la temperatura de la estufa a 108°C hasta alcanzar pesa
da constante. ‘

ILa pesada neta de la muestra seca permite el cllculo del
coeficiente de extincién de la proteina segin la expresién:

0.1%
El cm

/

A=lxex donde :
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+A = Absorcién de la muestra a las diferentes longitudes de onda.
1 = paso Sptico de la cubets en cm. i
¢ = concentracién de la muestrs en mg/ml, y

Eg‘%ﬁ = coefieiente de extincién de una solucibn 0,1% (p/v) e las
diferentes longitudes de ohda.

- El segundo de los procedimientos se llevd a cabo en base
a la composicidn de aminoécidos (Wetlaufer, 1962)(214)., Se calcu
16 el coeficiente de extineién molar a 280nm de scuerde con la =
expresién:

e = neTyr x eTyr  noTrp x ey, n2Cistina x eg;..;,.4

donde: °Tyr a 1340
°Trp = 5550
®Cigtina = 170

3.4.9. Punto lsoelectrico.-

La determinacibén se llevbé a cabo por electroenfoque en -
gradiente de sacarosa 46.6%-0,0% (p/v) en una columna LKB-S100-1
S8e utilizé primeramente uaa Ampholina de rango de pH 3,5-10, pos

teriormente ge utilizé otra Ampholina de rango de pH: 5~7. El pro
cedimiento es el recomendado por la casa comercial y es el gi=--
guiente: ¢

a) LLenado de la columne y aplicacibén de la muestra:

En principio se introduce la @olucibén densa del electrodo
- 25 ml, compuesta por 0.2 ml de Haso4 concentrado, 12g de sacarosa
¥ hasta 25 ml de H20. Después se introduce un gradiente lineal -
de sacarosa 46.6%-0.0% formedo por: solucién densa: 28g de sacaro
sa, 4,5 ml de Ampholina (intervalo de pH 3.5-10) al 4#0% y 37.5 -
ml de sgua destilada. Concentracidén final de sacarocsa 46.6%.Solu

*

-
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' ¢ibn ligera: 1.5ml de Ampholina y 58.5 ml de agua destilada. La
concentracién de Ampholina en el gradiente ya formado es del 2%.

) El gradiente se introduce en la c¢olumnz por medio de una
bomba peristaltica a flujo constante. Cuando se formaron las 3/4
‘partes de gradiente en la columna se le aplicd la proteina, apro
ximademente 10 mg en SSF. Por Giltimo se introduce la solucibén 1i
gera de electrodo que contiene etanolamina (0.2 ml, 16,5 M) en -
10 ml de agua destilada.

b) Focalizacién isoelectrica y vaciado de la columna:

E)l proceso se realiza a un voltaje de 300 V durante lasg
primeras 15 horas y posteriormente se eleva el voltaje a 700 V
hasta completar un total de 72 horss, y a una temperatura de 4%,
Finalizado el electroenfoque se extrae en primer lugar la solu-
cibén densa de electrodo, posteriormente se eluye la columns suc-
cionando con bomba peristaltica. El contenido de la columna se re
coge en un colector de fracciones a 2 ml por fraccibén., Se leen a
280 nm las fracciones en un espectrofotometro, se mide el pH de
cada una de ellas a 4°C y,por Gltimo, se realizen ipmunodifusio-
nes de cada una de las fracciones colectadas frente a un antisue
ro anti-IgG de conejo.

3.4;10. Determinacidn cuantitativa de grupos sulfhidrilo.-

La determinacién cuantitativa de grupos sulfhidrilo en el
F(ab')2 reducido exhsustivamente se llevd & cabo segin el método
de Haber y Anfinsen (215).

Basicamente el método consiste en tratar la proteina redu
cida exhaustivamente con l—luc—yodoacetamida de baja actividad eg
pecifica en condiciones en que la modificacibn de otros grupos =
funcionales de la molécula es minima. El nfimero de grupos sulfhi-
'drilo de la proteina se deduce comparando la radioactividad espe~
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cifice de la 1-14C-yodoacetamida con las radioactividad especifica
de la proteina carboximetilada.

El procedimiento seguido fubd el siguiente:
3.4.10.1, Contaje de 1 microcurio de leQC-yodoacetamida.-

1 microC{ de l-luc-yodoacetamida fué sometido a las condi
ciones més similares posibles a las experimentales de marcaje de
la proteina con objeto de determinar el nfimero de cuentas por mi
nuto (c.p.m)o designacibén por minuto (d.p.m) se obtienen én condi
ciones experimentales concretas, teniendo en cuenta los diversos
factores que influyen en la extineibn. Por ello 250 microCi de
1—140-yodoacetamida de actividad especifica 57mCi/mmol se disol-
vieron en 1 ml de una disolucién de ICH,CONH, "fria" 160mM que
contenia Tris 10mM, NaCl 0.15M, EDTA «2mM y cloruro de guanidinio
6M a pH 7.8. De ests solucidén se tomaron 10 pul- llevindolog hasta
1 ml en el mismo y a continuacién se pipetearon 10 alicuotas de
1oplcada una {0.025 Pci de activided total) a sendos viales de
contaje y se les 1llevd a 1 ml en ol mismo tampdn en presencia de
1 mg de F(ab')a.

El contaje se llevd a cabo en un contador de centelleo -
liquido (Unilux II, Nucletr Chioego Co). Al ml de solucién radiac
tiva de cada vial se les sdiciond 6 ml de NCS (solubilizador de
tejidos, disolucién 0.6N en tolueno, Amershan/Searle), se agitd
hasta miscibilidad total y se afizdieron 13ml de liquido de cente
lloo, compuesto de una disolucibén de 2.5-difeniloxazol (PPO) de
4g/1 y de 2.2~p-fenilengbis~5-/feniloxazol {POPOP) de 0.05g/1.

Se tomb como cpm de 1 microCi la media de los diez conta
Jes.

. 3.4.10.2. Marcaje de la proteina y medida de la radiactividad in

1
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vcorporada.~

Dos muestras con 2 mg del F(ab’)2 deé la IgG de %onejo se
disolvieron cade una en 0.5 ml de disolucibn, Tris 10 mM contes-
niendo NaCl 0,15M, EDTA 2mM y cloruro de guanidinio 6M, pH 7.8.
A estas soluciones se les adiciond 0.5 ml de ditioceritritol eh -
el mismo tampbén a concentracién final de IOmM, y 20 md, y se in-
cubaron dursnte 2 horas e temperatura ambiente y atmosfera de ni
trogeno. )

Todas las soluciones fueron burbujeadas previamente con
nitrogeno. ’

Paralelamente dos muestras con 2 mg del F(ab’)2 de la IgG
de conejo se disolvieron en 1 ml del mismo tampdn pero sin diti-
ceritritol y se incubaron en las mismas condiciones, Estas cong-
tituyen los controles de incorporacién de radiactividad inespeci
fica. :

A continuacién a cada una de las muestraé reducidas y =
controles de les adicioné 1 ml de Ila'CBaCONH2 a 40 y 80mM de con
centracién final respectivamente en el mismo tampbn de la reduc-
cién y con una actividad especifica de 100 microCi/mmol, y se in
cubd a temperatura ambiente en obscuridad y atmosfera de nitroge
no durante 20 minutos. Esto se realizé por triplicado.

Tras la incubaci$n todas las muestras de proteina se in-
cluyeron en sendos sacos de dialisis y se dializaron contra un -
tampén fosfato 0.01M con NaCl 0.15M, pH 7.2 hasta ausencia de ra
diactividad en el liquido de dialisis y posteriormente frente a
otTo gue contenia urea 3M y Acido acético 0,1M pH 4.5 para redi-
solver los precipitados que aparecian en las bolsas de las mues-
tras previamente reducidas, .

4
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Tras la diaslisis, cada una de las disoluciones proteicas
asi como los respectivos sacos de dislisis troceados se incluye-
ron en sendos viales, tras esto se extraian los 2 ml de cada una
de las muestras y se determinaba exactamente ls concentracibn de
cada una de ellos y 1 ml de las mismas se introdujeron en sendos
viales, a continuacién ge afiadieron a cada uno de ellos 6 ml de
Nbs,‘se agitaron hasta solubilizacién total y a continuacidén se
afiadié a cada vial 13ml de liquido de centelleo. Los viales, to-
talmente desprovistos de turbidez se introdujeron en el contador
¥ se dejaron equilibrar a la temperatura de contaje durante 20 -
minutos, El contaje de cada vial se hizo por duplicado duranté 2
minutos. Como blanco se incluydé 1 ml de liquido de dialisis del
Giltimo cambio en idénticas condiciones.

3,4,10.3, Chlculos.-

La determinacién cuantitativa del nfimero de grupos sulfhi

drilo por molécula de protefna se basa en el hecho de que la ra-—
disctividad incorporada en ls proteina tratada con el 104532?0N35, .
e8 directamente proporcional al niimero de grupos sulfhidrilo reac
tivos y por tanto una comparacibén de la actividad especifica de

la proteina marcada con la actividad especifica de la ICJAHECONH2
proporciona la relacidén molar de grupos sulfhidrilo a proteina,-
que equivale al niimero de grupos -SH por molécula, Por tanto:

Act., Especifi Prote., marcada = Molaridad de grmp. =SH

Act, Especifi. de ICIRHZCONH2 Molaridad de proteina

La actividad especifica se expresd en microCi/mmol. El nf
mero de microCi se halld en cda caso tomando como d.p.m. de 1 —-—
microCi el valor experimental medido a tel efecto y como d.p.m.
de la muestra, el valor medio obtenido de las dos determinaciones
efectusdas en cada caso.

y



Como peso molecular del F(ab')2 de conejo se tombd el va-
loxr de 97000 Dalton. - |

3.5. OBTENCION DE ANTISUERO DE COBAYO FRENTE A IgG DE CONEJO,-

Una disolucidén de IgG en solucidén salina NaCl 0.15M tampo
nada con fosfato 0.01M, pH 7.2 a una concentracién de 1 mg/ml se
calienta a 69.S°C durante 1 hora con objeto de inducir la forma=-
cidn de agregados con 1o cual aumenta gu inmunogenicidad. A con-
tinuacién ests solucién se puede almacensar a -20°C hasta su uso.

Se inyecta por via intramuscular a log cobayos 20 de
proteina en 0.5 ml. Estos 0,5 ml estan compuestos de 0.23 ml de
la solucibn salina, 0.25 ml de adyuvente completo de Freund y el
resto de la rpoteins en la solucidn salina. El adyuvante de Freund
estd4 formado por un aceite mineral, y un agente estabilizador que
contiene ademés una suspensidédn de microbexteriss muertas que au-
mentan el poder inmunogenético de las proteinas inyectadas.(ACF)
Antes de inyectar estas disoluciones son emulsionedaes prolongada
mente con Jjeringas a este fin,

La pauta seguida fue inyectar esta dosis durante 6 sema-
nes una vez por semans.

Ocho dfas después de la Gltima inyeccibn se sangran los
cobayos y se extrae el suero.

El suero obtenido (antisuero) se diluye 1:3 en solucibn
salina y se precipita con (NH4)2804 a concentrscidén final de 2M,
Se deja a 4°C durante una hora. Se centrifuga 15 minutob a 6000
rpm, se elimina el sobrenadante se disuelve en la menor cantidad -
posible de la solucidén salina y se dializa frente s solucidn sa=-
lina hasta eliminar el sulfato. Se concentra hasta un volumen a
'decuado ¥ se centrifuga a 6000 rpm durante 15 minutos., Se prueba
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rsu potencia frente a IgG y sus ILragmentos F(ab’)2 ¥ pFc¢ mediante
inmunodifusidén doblé bidimensional e inmunoelectroforeqis.(I.E.F)

3.6, OBTENCION DE F(ab')a ANTI ALBUMINA HUMANA.~

Para obtener F(ab')a de la IgG de conejo con especifici<
dad de anticuerpo frente a la alblimina humena se procedid como -
siguet )

A conejos de la raza New Zealand del animalario de
la F.J.D. se les inyectd por la via intramuscular 100 pg albimi-
na humana en O.5ml conteniendo adyuvante completo de Freund en -
la misma proporcidén que se detella en el apasrtado 3,5.

La pauta geguida fué inyectar esta dosis durante 6 semanas
uns vez por semansg,

Posteriormente, 10 dias después de la Gltima inyeccibn -
se obtienen muestras de sangre de los conejos como en 3.1 y los
cone jos cuyo suero daba banda de precipitacidénm por inmunodifusidn
doble bidimensional frente a una dilucién apropiada de albimina
humana, se seguian inmunizando aplicando las dosis citada una vez
por mes obteniendoles sangre 10 dias después de cada inyeccidn.

Una vez obtenido el suero se obtiene la fraccién IgG del
mismo como se detslla en el spartado 3.2. y de esta el F(ab')2 co
mo en 3.3,

3,7. OBTENCION DE FRAGMENTOS DE IgG DE CONEJO ANTI~-ERIT'ROCITO DE
CARNERO,~ )

La obtencién del F(ab')2 de la IgG de conejo con especifi
cidad de snticuerpo frente a hematies del carnero se realizd de
la siguiente manera:

’
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A conejos de la raza New Zealand procedentes del animala
rio de la F.J.D. se les inyecté por via intravinosa 1 ml de eri-
trocitos de carnmero al 5% en la misma solucién salina que se de¥
tslla en el spartado 3.5 que previamente habian sido lavados al
menos 3 veces en la misma soluciébn.

La pauta seguida fué inyectar esta dosis cada 48 horas -
durante las dos primeras semanas, dejar 2 demanas sin inmuniwar
inyectar la dosis durante 4 semanas una vez por semana y a los 10
dfas de esta Gltima inyeccidn obtener sangre de los conejos asi
tratados y ver su titulo de sglutinacidén frente s hematies de . -
carnero.,

El titulo de sglutinacién se obtuvo incubando 1 ml de he
maties de carnero al 2% en solucién sslina con diversas dilucio=-
nes de suero obtenido de cada conejo. Aquellos conejos cuyo suero
daba un titulo de aglutinacion superior a 1/5000, se les sigui6
inmunizando una vez por mes y obteniendo el suero.

El F(ab')ase obtiene de una manera analoga a como se deta
1la en los gpartados 3.1 3y 3.2 .

El1 Fab~sE y FabZaE-reducido ge obtuvieron como en 3.8

Fl Fab-aF se obtuvo aplicando el método descrito por Por—
ter en 1959 (89) con algunas modificaciones . En funcién del mate
rial de partida, IgG-aE o F(ab’),-aE, se llevd a cabo su obtencidn
procediendo segin las siguientes dos rutas:

\ a) Por digestién papainica de IgG~sE en un tempon de fos=«
fatos 0,1 M pH 7 conteniendo ademés EDTA 2 mM durante 4 horas, pa
sandoge posteriormente el digerido por un inmuno-absorbente que te
nia acoplado a la matriz de Sepharosa una IgG con actividad anti-
cuerpo anti porcién pFc’de la IgG de conejo. De esta forma el frag
mento Fc resultante de la digestidén se quedaba retenido a la sepha
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'rosa y el Fab eluia con el tampbén de elucibdn. Yosteriormente las
fracciones eluidas se ensayaban con anticuerpos snti pFe’de cong
jo y anti IgG de conejo por immunodifusidén doble bidimensional.

b) Por digestidén papainica del F(ab')a-aE en las mismas
condiciones que a) posteriormente el digerido se pasa a través -
de una columna de Sephadex G150 o Ultrogel AcA44. Colecténdose y
concentrando el pico que eluye con un volumen de elucibén equiva-
lente 8l de proteinas de alrededor de S000 Dalton,

3.8, MODIFICACION QUIMICA (CARBOXIMETILACION) DEL FRAGMENTO F(ab)2

En este apartado se pretendié estudiar el efecto de la re
duccién y alquilacidén selectiva de los puentes disulfuro evitando
la rotura de los intracatenarios y la modificacién quimica de los
grupos de cadena lateral.:

La reduccién y alquilacibén selective de los puentes disul
furo intercatenarios se llevbé a cabo con algunas modificaciones
al método descrito por Gall y otros (216) que son las mismas que
las descritas por Lopez de Castro y col.(128). Estas condiciones
son anhlogas a las expuestas en el apartado 3,4.,10, salvo que eho
ra no se emplearon agenteh desnaturalizantes y que las concentra
ciones de reductor DPE utilizadas estuvieron comprendidas en el
rango que va desde 0,0lmM a 10mM. La concentracidn del alquilante
yodo-acetamida, fue de un exceso 4 veces molar para cada concen=-
tracién de reductor.

Se emplearon tres procedimientos diferentes para cuanti-
ficer y asignar los grupos modificasdos a cada uns de las concen-
traciones de reductor.

3.8.1. Técnicas Isotdpicas.-

Por carboximetilacién radiactiva con Icll'HaCONH2 de los

et
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- grupos S-S previamente reducidos se obtiene como se indics en el
apartado 3,.,4.10.3, el nlinero total de grupos que a cada‘concen—-
tracidn de reductor se modifican.

2.8,2. Piltracién en gel.-

A cada concentracién de reductor, las muestras una vez -
alguiladas (sin radiactividad) se filtraton por un gel de Ultro-
gel AcAi4 en columnas de Pharmacia 2.6 x 75cm eluidas con SSF =
previamente celibrada. -

3.8.3, Electroforesis en gel de pbliacrilamida -SDS .=

Asimismo a cada concentraciénm de reductor 100 g de la =
proteina modificada se corrian en electroforesis en gel de polia
crilamida en presencia de SDS con geles al 7.5% y 10%.

3.9, ESTUDIOS DE ESTRUCTURA.-

Al objeto de estudiar los posibles cambios en la estructu
ra espacial de la molécula de anticuerpo que subyacen a las vérig
ciones en la actividad anticomplementaria inducidas por la modifi
cacidén quimica especifica se realizaron los espectros de dicroismo
circular, tanto del fragmento F(ab’)aa AH ¥y F(ab')za EC, Asimismo
de los fragmentos modificados por carboximetilscidn selectiva y
que posteriormente se utilizaron en pruebas de actividad biolégi
ca se obtuvieron los espectros correspondientes.,

Los espectros se obtuvieron entre 200 y 320 nm en un di-
crbgrafo Jobin Yvon, Mack III, provisto con lémpara de Xenon de
250 w, a una velocidad de bagrido de 0.5 nm/seg. Las soluciones
de proteina estudiadas fueron previamente centrifugadas a 3800g
¥ filtradas por millipore de 0.45 micras, y estaban disueltas en
un medio que contenia fosfatos 0.004M, NaCl 0.85%, EGTA 10mM y =~
r .
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'Mgcl2 4,5mM a pH 7.21, la temperatura a la que se obtuvieron los
espectros fue de 2o°c, ¥y les concentraciones de proteins utili-
zadas fueron de 0.1-0.3 mg/ml para el UV lejano y 0.8-1.0 mg/ml
para.el prbéximo. Los resultados, valores medios de tres determi~
naciones, se expresaron en términos de (0) elipticidad media por
residuo en unidades de grado x cm2/decimol. El peso medio por re
siduo se tomd 110 Dalton.

3.10, MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTICOMPLEMENTARIA DEL P(ab’), NATI
VO Y MODIFICADO POR LA VIA ALTEKNATIVA.-

Se realizd por dos técnicas diferentes.
3,10.,1. Ensayo hemolitico en placa.-

Se procedid segin el método descrito por Fartin y Lachman
(217) con algunas modificaciones. Este ensayo precisa de la fabri
‘cacibn prévia de unas placas de agarosa al 2.1% en presencia de
eritrocitos de cobayos o de carnero en EGTA y Mgdla, a las que se
adiciona, en orificios practicados a este fin 10wl de diverses
diluciones de suero humano, de cobayos o de conejo en un tampbn
que contiene fosfato 0,004M, NaCl 0.85%, EGTA 10 mM y M3612 4,5
mM a pH 7.21 (PBSa) previamente incubados 1 hora a 37°C y 18 ho-~
ras a 4°C, Agimismo se les adiciona sueros que han sido previamen
te incubados con complejos de albimina humana-Ac (donde Ac puede
ser IgGantiAH, F(ab’),antiAH, Fab&ntiAH o FabéntiAH red), en con
diciones bloqueantes para la activacidén de la via clésica. Las -
placas rellenas se mantienen 18 horas a 4°¢ ¥ posteriormente se
pasan a 37°C durante 24 horas. A continuacién se leen las &reas
hemoliticas obteniéndose una relacidén lineal entre el logaritmo
de la concentrscibn del suero y su &rea hemolitica.

2+

En este sistema la agarosa y el Mg“ actuan como activa-

@ores de la via slternativa del Complemento.
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Obtenemos de este forma una medida: de la hemolisis resi
dual. La disminucidn del &rea de hemolisis en los casos de los -
sueros incubados con complejos inmunes nos dé una medida de la
capacidad de estos complejos para consumir complejos por la via
alternativa. » )

La grifica nimero 8 supone un esquems del procedimiento
seguido.

3.10.2. Ensayo hemolitico en fase soluble,-

Basicamente este engayo consiste en la formacién de com-
plejos eritrocitos de carnmero (EC)-Ac (donde A¢ puede ser IgGanti
FC, F(ab’)aantiEC, FabéntiEC, FabintiECred o Fab&ntiEC en presen
cia de EGT& incubandolos 1/2 a 37°C, a los que se adicionsba sue
ro de cobayo conejo o humano como fuente de Complemento incubéndo
se 1 hora a 37°C en condiciones restréctivas para la via clésica.
Posteriormente se dentrifuga a 1500 rpm y se leen los sobrenadan
tes a 414 nm en un;espectrorotometro.

El 100% de lisis se obtenfa edicionando H,O en vez de —
suerc & los complejos EC=Ac 0 8 EC sin activar con anticuerpo has
ta el volumen final utilizado en cada experimento., Ios controles
0% de lisis se obtuvieron cuando se incubaban los EC con suero,
fuente de Complemento sin ser activados por anticuerpo especifico
o0 bien por adicibén del suero al conjunto de EC IgG F(ab')2 sin
actividad de anticuerpos conocida o con actividad de anticuerpo
especifico perc no anti eritrocito. de carmemo. La grifica nf 9 -
representa un esquema del procedimiento seguido,

En este ensayo se utilizaron diversas cantidades de anti
cuerpo frente a una cantidad fije de eritrocitos y para cada una
de estas diferentes diluciones de suero (fuente de Complemento)
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. Fig. n2 9, ENSAYO HEMOLITICO EN FASE SOLUBLE (VIA ALTERNATIVA).
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13,10.2.1, Estudios cinéticos.-

A una cantidad constnhe de Complemento se adiciond comple
jos EC-F(ab’ ) -8k, EC-Fab4f,, EC-FabfFfred, Ec~Fabaf previamente
formados como se describe en 3.10.l. estableciéndose las cinétie
cas comparativas de hemolisis en un espectrofotometro Cary-219 a
37°G ¥ a 4l4nm.

3.10.2.2, Variacién de la actividad anticuerpo especifico.

Be procedid al marcsje del F(ab') -aE con 12°1 por el mé
todo de la cloramina-T expuesto por Hunter ¥ Greenwool (218) y
Climan y Taylor (219).

A 100 g de proteina F(ab ) contenida en 100 p1 de solu
cibén salina se afiaden 50 pd.de I(1m01) en un tampbébn fosfato -
0.5M, pH 7.5 e inmediatamente 100 ML de cloramina T (sal sodica
de N-monocloro-p-toluenosulfonamida) a una concentracién de lmg/

/ml en H20. Transcurrido 1 minuto se adicionan 100 pl de metabis
sulfite sodico (a lmg/ml en H O) Después de 3 minutos se afiaden
0.5 ml de solucién salina y se dializa frente a un volumen de 1

 litro de solucibn salina fria. A continuacidén se afisde bien lml de

Fcab’ )2-aE (1lmg/ml) o bien ml de Albéimina bovina (lmg/ml) y se
continua en dialisis a 4 C hasta obtener fondo en los liquidos -
de dialisis.

De este F(ab')a-aE—lasl se obtuvo el Fab&E-1°71 por rédqg,
¢ibén con DTE 2mM y posterior slquilacibn con ICH,CONH, 8mM.

Estos fragmentos fueron incubados con eritrocitod de car
nero al 0.75% de concentracién final durante 1 hora a 3700.

_ Estos eritrocitos previamente fueron lavados en:la misma
Isoluci6n que se detalla en 3,10.1, que contiene ademés suerc de

..
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conejo al 1/500,.

Posteriormente los incubsdos fueron centrifugados a 1500
rpm y 4°C obteéniéndose alicuotas de 1 ml de los sobrenadantes la
vados 2 veces en las mismas condicones. Al sedimento final se le
adiciondé 2 ml de H20 recogiendose 1 ml del lisado y midiendo la
radiactividad de todas las alicuotas obtenidas.

Agimismo un F(ab’ ) aAH—l 51 marcado paralelamente a1l =-.
F(ab” ) ~aE~-1251 ge ut111z6 como control de la incorporacibn de =
radlact1v1ded inespecifica a la superficie de los hematies.



4. RESULTADOS .=
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4414 OBTERCION DEL SUE&O DE CONEJO MORMAL -

La fige. 10 muestra el perfii densitométrico de' una elee~
troforesis en acotuto de celulosa del suero de conejo normal ob-
tenido., A continuacibén se procedid sl aislamiento de la fraccibn
nés catbddica (la ¥ )a

16,08 . % ¥

} 2077,..... Y]
938, ..., Yeox
536..... . % Albumina
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' 4,2, OBTENCION DE LA IgG.-

La fig. 11 muestra el perfil del eluido de la cromatogra
fia en DEAE-celulosa DE-11 del suero de conejo normal,

La zona comprendida entre las flechas es la que se colec
_ $a, concéntra y se realizan las pruebas de pureza.

4,2,1. Control de pureza,=

El eluido asi obtenido es IgG pura en base a los siguien
tes criterios de pureza:

4.2.111. Inmunocelectroforesis.-

La fota n? 1 es una inmunoelectroforesis del eluido poei

llo inferior, frente s antisuero total de conejo obtenido en as=-
nos (Bheringwerke-AG) comparada con el desarrollo de un suero de
conejo bormal, pocillo superior, s evidencia una (nica banda en
la gona gamma ddl espectro inmunoelectroforético caracteristica
de la IgG, -

{
!

Foto n2 1.
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i 402. l-. 2. Inmunodifusi6n--

: i
Lg foto n2 2 es una inmunodifusidn doble bidimensional de
geig preparaciones difereptee de I1gG frente 8 un antisuero, anti
proteinas totales de conejo obtenido en asnos.

Se observa una tinica benda de precipitacién que d& iden-
tidad con las adyacentes, lo que sugiere la presencia de una 80~
la especie protéica.

Foto n2 2.

#.2,1.3, Filtracién en gel.-

La fig. n2 12 representa el eluido de la IgG obtenida, -
por filtracidén en gel de Sechadex G-200 en uns columna de Pharma
cia K26/45 con flujo invertido. La inexistencia de otros picos,
la simetria del obtenido y el Ve del méximo del pico obtenido nos
indican que se trata de una Gnica especie molecular de PM alrede
dor de 150,000 Dalton,

4,2,1.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida.~
La foto n® 3 es una electroforesis en gel de poliacrilami

da de IgG con geles a 7.5% segin se detaslla en materiales y méto
dos,
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Fige n2? 12,s Eluido de la IgG obtenida # través dé una columna
de Sephadex G-200,
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Foto n2 3,

4,3, OBTENCION DEL FRAGMENTO F(ab')zn-

La foto n? 4 es una inmunoelectroforesis del digerido —
pepainico de IgG (pocillo superior) frente s un antisuero anti-—
gamma-globulina de conejo, comparado con la IgG de conejo. Las ~
dos bandas del digerido con movilidad més andédica corresponden al
F(ab')2 ¥ pFc’ el dominio Cy2 es digerido en pequefios vfragmentos

,

LN

Foto nQ 4,

.
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La fig. 13 representa el perfil de eluccibén (del digeri-—-
do pepsinico de IgG) a través de Ultrogel AcA44 en una columna de
Pharmacia K26/100, -

Colectamos, centrifigamos y analizamos la pureza de lag -
fracciones comprendidas entre las del primer pico,

4,3.1. Control de pureza.-

La percién colectada contiene'F(ab')2 puro en base a los -
siguientes c¢riterios de puresza.

4,3,1.1. Inmunoelectroforesis.-

La foto n? 5 es una I.E.F/ de F(ab”), pocillos medio e in
ferior, frente a un entisuero anti-gamma-globulina de conejo obte
nida en cobsyos, comparada con IgG, pocillo superior. Las bandas
correspondientes al F(ab')z, una en cada cast, son mhs anédicas,
con una movilidad en la zona 92-r1 y evidencian la existencia de
una inica especie molecular.

€7

Foto n2 5,

BIBLIOTECA
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"4.,3,1.26 Inmunodifusidn.-

La foto n2 6 es una inmunodifusién de F(ab’)z, pocillo -
superior derecho, e IgG pocillo superior izquierdo, frente a un
antisuero anti-gamma-globulina de conejo obtenido en cabras.(Loe
pocillos inferiores no contienen preﬁaracionea). Se observa una
finica banda de precipitacidén en cada caso ademfs de una identidad
parcial, la banda de precipitacién de la IgG se prolonga més allh
de la interseccibn de 1a del F(ab’ )2.

Foto n2 6.

La foto n2 7 es una inmunodifusidén de P(ab')a, pocillo in
ferior izquierdo, IgG, pocillo superior igquierdo, y ch'pocilloB
superior e inferior derechos, frente a anti-gamma-globulina obte
" nida en cobayos. Las bandas del F(a’b')2 den identidad cruzada con
la IgG y no identided (cruce) con la banda del pFec; mientras que

esta Gltima d& por el otro lado identidad parcial con la IgG.
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Foto n2 7

4.,3,1,3, Filtracién en gel.-

Le fig. 14 representa el eluido del F(ab’)2 por filtra-
cidn en gel de Sephadex G-200 en una columna de Pharmacia K26/45
con flujo invertido. La inexistencia de otros picos, la simetria
de). pico obtenido y su Ve son indicativos de hallarnos frente a
una (inica especie prot8ica de PM aproximado de 50000 Dalton,

4,3,1,4, Electroforesis en gel de poliacrilamida. (EGPA),.-

La foto n2 8 es una EGPA de una F(ab')2 con geles al 7.5%
seg(n se detalla en materiales y métodos.

La foto n% 9 es , asimismo un EGPA de upa IgG y de un =
F(ab')2 con el mismo tipo de geles y procedimiénteo de desarro-
1lo. Lo que evidencia que el F(ab')2 migrs mis hacia el cétodo -
que la IgG.
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Fig., n2 14,~ Eluido del F(ab')‘.‘2 obtenido a través de Sephadex
: G-200,
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Poto nt 8 Foto n2 9

4.4, CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DEL F(ab')a.-
4,4,1, Movilidad Electroforética en gel de agar,.-

Le foto n2 10 refleja el comportemiento de este fragmento
En el pocillo superior ge depositd un suero de conejo normal, en
el central IgG y en el inferior F(ab')a.

O - @

) L
. ‘e .\’“"
Foto n? 10 < .

Como se puede observar el F(ab')2 exhibe una movilidad mas anddica
que la IgG
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’

‘4,4,2, Estimacién de su peso molecular.-
4,4,2,1, Filtracidn en gel.-

] La fig 15 recoge 81 comportamiento em filtracibn en gel,
a8 través de una columna K26/45 de Sephadex G~200 expressdo cOmO =

- su volumen de eluccibn, del F(ab’)2 comparado con el de otras —
proteinas patrdén, en representscibén frente al Log. del peso mole
cular,

La fig. 16 recoge este mismo comportamiento, expresado co

mo Ve/Vo, en representacidn frente al Log. del peso moleculsar.

Se observa una buena linealidad de scuerdo con el método
utilizado y el peso molecular sproximado obtenido por este proce
dimiento para el F(ab’)2 de la IgG de conejo fue de 98000 Dalton.

4,4,2,2, Electroforesis en gel de poliacrilemida en presencia de
SDS, (EGPA-SDS) .-

Las fig. 17 y 18 recogen el comportamiento en EGPA-SDS,
expresado como su movilidad relativa, del F(a‘b')2 comparado con
el de otras proteinas patrén, en representacidén frente al log. -
del peso molecular, segln se detalls materiales y métodos.

La fig. 18 forma parte de un trabajo m&s amplio que no se
inelue en el que agui se presents.

El peso molecular aproximado obtenido para el F(ab')2 de
la IgG de conejo por este procedimiento fue de 96000 Dalton.

4,4,3, Chlculo del radio molecular.-

La tabla n? 10 recoge los velores de las constantes Ve,Kb
&/r y r, de la columna que se utilizb, para cada una de las pro-
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Fig. nQ 16.- Representacidn griafica de Ve/Vo de diferentes protefinas en columnas
K26/45 a través de Sephadex G-200 frente al log. de sua pesos mole=-
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Fig. n9 17.- Representacifn en escala semi-logaritmica de los complejos proteina -SD3
expresado como sus movilidades relativas respecto al marcador (azul de =
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bromofencl) en geles de poliacrilamida al 10% frente a sus pesos molaculares. '
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‘teinas patrén utilizadas y para el F(ab’)2 de la IgG de conejo.

La determinacibn del valor de'KD para cada proteina elui
da se obtuvo aplicando la expresidn citada en el apartado 3.4.3.
donde Vi = 206 ml, V =57 ml, B= 23 ml/g, y d=1.65 g/ml.

Asimismo la tabla n¢@ lO'recoge los velores de los radios
moleculsres, a,de cada una de las proteinas patrén asf como el -
del F(ab’),. ‘

El radio de poro efectivo de la columna pera el F(ab')2
sepin se apuntd en el apartado 3.4.3. es la media de los corres-
pondientes sl Fe humano, albumina bovina, IgG e IgA resultando -
ger 152.8 2.

El redio molecular @ obtenido para el F(ab')2 de la IgG
de conejo fue de 43,97 R.

4.4.,4, Chlculo del coeficiente de difusién.-

La tabla'nﬁ 10 recoge asimismo el valor del coeficiente de
difusidén para el F(ab')2 obtenido sepgin se detalla en el aparta~
do 3.4.4, resultando un valor de 4,87 x 107 cma.aeg'l.

4.4,5, Espectroscopia de Absorcidn.-

La fig n? 19 representa el espectro de absorcibn del —
’ F(ab’)a en el ultravioleta préximo a la concentracién que se de-
talla en el aparcado 3.4.8,, sbservéndose un méximo caracteristi
co aslrededor de los 280 nm y dos "hombros" sobre los 286 y 293nm

4.,4,6, Dicroismo circular.-

Las fig n2 20 y 21 exhiben el perfil de los espectros de

-



a(A)

PROTEINAS  |Vetml)| K, ar rd) | D
Citocromo-C 159 | 07152 | 00769 | 188 | 24447
Mioglobina 149 | 06451 00988 19 182,31
Quimotripsinogeno | 139 | 05750 | 01224 21 1715
Ovoalbumina 1718 | 04277 01792 27249 | 1534
Fe humaﬁo 112 | 03857 019795 | 3034 | 1533
Albumina bovina | 101 | 03085 | 02366 | 3635 | 1536
Ig6 humana 74 | 01192 0379 5796 | 1529
IgA humana 71 | 009817 | 04047 61.27 15139
F(ab’), consjo 89 | 02244 | 02878 4397 | 1528 487

Tablg, 09 10. Constantes bidrodinksicas de filtracién en gel de Sephadex G200 en columnas K26/45 de

las prote{nss pstrén utiliiadql Yy del P(nb‘)z.

T =
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Pig.n2 19.~ Espectro dé absorcibn éit el UV préximo del F(sb’Y,
de: la IgG de conejo. ’
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'dicroismo circular del F(ab')2 en el ultravioleta lejano (210—--
240nmY y proéximo (250-320nm) respectivamente, en las condiciomes
que se detallan en el apartado 3.4.6, Es de destacar las bandas .
a 217 (=), 2ul(-), 265(+); 270(+), 273(+ ), 285(+) y 291(* )onm

4.,4,7, Anflisis de aminohcidos.-

La parte superior de la tabla n® 1l recoge los % molares
de los aminodcidos invariantes con respecto al tiempo de hidroli
sis del F(ab’),, a las 24, 48, 72 3 % horas asi como la media dé
estos valores y la media de los % molares de todos los aminodcidos.

La parte inferior de la misma tsbla recoge los ¥ molares
del resto de los aminoécidos y es:a complementada por la tabla n¢
12 que representa los moles de Trp por mol de F(ab')2 y la tabla
n? 14 que hace referencia a los moles de Cys por mol de F(abaz.

.

4,4,8, Determinacién del coeficiente de extincién.-

La tabla n? 13 recoge los valores obtenidos para el coe-
ficiente de extincién de una disolucibén 0.1% (p/v) de F(ab')2 por
los métodos indicados en el apartado 3.4.8,

Longitud de onda £Q. 1%
nm 1°Tmétodo - 2°método
278 1.32
Tabla n? 13 280 1.33 1.34
290 0,90

La obtencién de este coefieiente por el 2° pétodo esth ~
complementado por las tablas n2 11, 12, y 14,

I
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Tabla n® 11,- Analisis de amino acidos del fragmento F(ab')2 de lh IgG

de conejo.

TIEMPO DE HIDROLISIS (HORAS)

AMINOACIDO 24 48 72
Asx 12.2 12,1 12.1
Glx 12,8 12.9 13.0
Pro 15.4 15.4 15.5
Gly 13.5 13,3 13.6
Ala 11,0 11.2 11.0
Met 2 1.0 1.2
Leu 9 10.9 10.7
Tyr 2 7.2 7.0
Phe 6 3.8 307
His 6 1,7 1.6
Lys 9 6.9 7.2
Arg 7 3.6 3.4
Thr .0 15,1 11,0
Ser 5 9.8 6.0
Val
Ile
Cys
Trp

X! X

12.2 7.1
12.9 7.5
15.5 9.1
13.5 7.9
11,1 6.6
1.1 0.5
10.8 6.3
7.1 4.1
3.7 2.1
1.6 0.9
7.0 4.1
3.5 - 2,0

*

19.9, 12.8
16.2 9.3
20.5 12.1
4.9 - 2,9
5.3% 3.1
~3,5% 1.3

* Obtenidos por extrapolacion a tiempo de hidrolisis = cero

& Obtenida como carboximetilcisteina radioactiva (Apartado 3.4,10)
¢ Obtenida segun el metodo de Edelhoch{213) y Goodwin y Morton (212)

X' Media de los valores de % molar de los amino acidos invariantes, y
la de los variables referida a la de los invariantes.
X % molar de cada amino acido por molecula de F(ab')z.
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Tabla n2 12.- Determinacién del n2 de moles de Trp/mol de‘F(ab')z :

A/ METODO DE GOODWIN Y MORTON,.-

_ ‘ *
Dogy 4 Dogg Mo Mrrp Trp
0.430 0.463 2.76 13.04
0.330 f 0.355 2.72 13.23

0,230 - 0.250 .  2.64 13.64

B/ METODQ DE EDELHCOCH,.-

- W
Dogg Dogo Trp

10.84 1.29 14

¥En base a 36 Tyr.
%¥En base a pM: 97000

4,479, Punto Isoelectrico.-

Las fig n2 22 y 23 representan los perfiles de los elac--
* troenfoques realizados con el F(ab,')2 de la IgG de conejo con ran
gos de pH comprendidos entre 3.5 y 10 y entre 5 y 7 respectivamen
te.

Todas las fracciones fueron analizadas por inmunodifusibn
doble bidimensional. Para el electroenfoque que repregenta la -
fig, 22, desde la fraccién 15 a la 31 revelaron una Gnica banda
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Fig. n? 22,~ Electroenfoque del fragmento :E‘(ab')2 en un rango

de pH de 345 a 10.
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P

* que evidencisba identidsd total con F(ab’), e identidad parcial
con IgG. El resto de las fracciones no se revelaban con antisuero
anti-gamma~globulina de conejo: Anéloga situacién evidencié el ~
electroenfoque que represents la fig. 23 pera las fracciones 19
a 31,

4,4,10, Determinacién cuantitativa de grupos Sulfhidrilo.-

Lé tabla n® 14 hace referencia a dos de las experiencias
realizadas segin se detalla en materiales y métodos, apartado 3.
4,10. La Giltima columna de la tabla evidencia los grupos -SH que
posee &l F(ab‘)2 de la IgG de conejo tras la reduccidn exhausti-
ve prévia de los puentes disulfuro con ditioeritritol.

El valor obtenido es de 30 grupos que se corresponden con
gendas cisteinas.(15 puentes disulfuro)

4,5, OBTENCION DE ANTISUERO DE COBAYO FRENTE A IgG DE CONEJO,.-

Los antisueros obtenidos segin se detalla en materiales
y métodos fueron probadas su potencia frente a IgG, F(ab')2 y pFe’
comparandolos con los antisueros comerciales resultando ser més'
potentes que estos.

4.6, CARBOXIMETILACION SELECTIVA DEL F(ab')a...

La tabla n? 15 recoge las experiencias de modificacibén -
quimica selectiva llevadas a aabo sobre el F(ab')2 ¥y representa
el nimero de grupos -SH que se alquilan con I¥-CHZCONH2 tras la
reduccién selectiva dd los puentes disulfuro a diferentes concen
traciones de reductor, DTE, en condiciones no desnaturalizantes.
Los ensayos sin DTE suponen los controles de incorporacidén radiac
tiva inespecifica. Se obtiene un mhximo de 10 grupos -SH que se

corresponden con 5 puentes disulfuro, susceptibles de modificacién
- s/

v

P



TasLanu. Determinacion Cuantitativa de Grupos -SH Modificados

ICH,CONH, dpm netas  SF(ap), SicH,CONH, GRUPOS -SH -
T.N2  DTE(mM) (mM) dpm dpm;~control pCi/mmol pCi/mmol MODIFICADOGS
0 | 102
1 - a0 932 830 " 34.9 100 0.3
2 - 80 1602 1500 61.2 100 0.6
3 10 40 72183 71251 2968.8 100 29.7
4 20 80 74483 72983 29795 100 29.8.
3 10 40 74151 73321 2993.3 100 29.9
4 20 80 73825 72325 2982.8 100 29.8
3 10 40 72952 72122 2944.3 100 29.4
47 2 80 72582 70082 2920.0 100 29.2
1,u.Ci= 2400000 dpm en las condiciones de trabajo utilizadas. Media de 10 determinaciones.

1 g
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‘en estas condicones,
. . i
La fig n2 24 ilustra graficamente los resultados expresa
dos en la tabla n2 15. Le fig. n2 25 supone una composicién de =
los eEperimentos de carboximetilacidn gefialados en apartado 3.9
donde se recoge el niimero total de grupos -SH modificados segin
la concentracién de reductor, las fracciones F(ab')a, obtenidas
por filtracibén en gel en columnas de Pharmscia K26/75 en un lecho
de gel de Sephadex G-150 eluidas con SSF, a las diferentes concen
traciones de reductor y el gel de poliacrilamida -SDS pars cada
.concentracidén de reductor.

j .
4,7. ESTUDIOS DE DICROISMO CIRCULAR.-

Las fig. n2 26, 27 y 28 exhiben los espectros de CB del
F(ab')a, Fab’y FabZred (sin activided anticuerpo), F(ab"),-asH ,
Pab~alH y FablaAHred y F(ab’)a-aEG, Fab=aEC y Fab’~aiCred respec
tivamente como se detalla en materiales y métodos apartado 3.10
observéndose en todos los casos el patrén caracteristico exhibido
en las figuras n2 20 y 21, solo los fragmentos reducidos muestran
un ligero aplenamiento, pérdida de estructura fina, en la regibén
‘del ultravioleta préximo.

4,8, MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTICOMPLEM:NTARIA .~
4,8.,1. Ensayos hemoliticos en placa.-

La figura ne 29 muestra la correlaciédn obtenida entre la
concentracién de suero (Complemento) y el frea de hemolisis.

Se ;nsayaron tres fuentes de complemento diferentes: huma
no, conejo y cobaya y dos de células blsnco: eritrocitos de carne
ro y de cobaya. S6lo se representa la respuesta a eritrocitos de
cobayi con sueros humanos y de conejo porque las otras combing~——
ciones no producian halos de hemolisis perceptibles.Ver ademis -



Tabla n® 15.- Carboximetilacion radiocactiva del fragmento F(ab')y de la IgG de conejo.

14 GRUPOS ~SH

DTE » I-""CHCONH, * d.p.m, d.p.m.{netas) Sprot salq. NODIFICADOS
0.010 0.040 8081 4854 242.2 3125 0.08
0.010 0.040 7467 5504 275 3125 0.08
0.,0125 0.050 9826 8689 ) 433.6 2500 0.17
0.0125 0.050 9503 8391 418.,7 _ 2500 0.16
0.0125 0.050 9358 8208 409.5 2500 0,16
0,025 0.100 13612, 12229 . 610.2 1250 : 0.48
0.025 0.100 . 12046 10569 527.5 1250 0.42
0,025 : 0.100_ 12296 11257 561.8 1250 0.45
0.050 0.200 39820 37350 1864 1250 1.48
0.050 0.200 31041 29139 1454 1250 1,12
0,050 . 0.200 22817 19682 982 625 1.57

- 0.040 . 1226 1154 57 3125 0.02

- 0.040 1962 1919 95 3125 0.03

- 0,050 1139 . 1075 82,7 2500 0.02

- 0,050 1112 1052 52.5 2500 0.02

- - 0,050 1150 995 49.6 2500 0,02

- 0.100 1383 1324 66.1 1250 0.05

- 0.100 1476 ’ 1589 . 69.3 1250 0.05

- 0.100 1039 -959 . 47.8 1250 0.04

- 0.200 2470 2410 120.2 1250 0.09

- . 0.200 1902 1852 92.4 1250 0.07 -

- 0.200 3135 - 3035 151.4 625 . 0.24

/cont,

- el -



Tabla n 15.,- Cont nuacion}.,=-

14 . GRUPOS =SH
DTE I- "CHaCONHg d.p.m. d.p.m.(netas) - Spop - Salq. HODIFICADOS
0.10 0.40 41735 39451 1968.5 625 3.15
0.10 0.40 44526 42201 2105.7 625 3.37
0.10 0.40 40978 38626 1927.3 625 3.c8
0.15 0.60 - 21298 20076 1002.1 208.3 4.80
0.15 0.60 20152 19146 955.3 208.3 4.58
G.15 0.60 20260 19030 949.5 208.3 -« 4.55
0.20 - 0.80 34962 33400 1667.0 312,5 5.33
0.20 0.80 36028 34528 1722.7 312.5 5.51
0.20 0.80 37210 * 35580 1775.3 312.5 5.68
0.30 1.20 29437 27763 1385.3 208,3 - 6,65
0.30 1.20 30250 28590 1426.6 208.3 6.84
0.30 1.20 29424 27474 1370.8 208.3 6.58
- 0.40 2284 2210 110.3 625 0.17
- 0.40 2325 2065 103.0 625 0.16
- : 0.40 2352 2300 114.7 625 0.18
. .
- 0.60 1210 1165 58.1 208.3 .0.28
- 0.60. 1006 . 966 48.2 208.3 0.23
- 0.60 1230 1160 57.9 208.3 0.28
- 0.80 1562 14889 74.3 312.5 - 0.23
- 0.80 1500 1450 72.3 312.5 0.23
- 0.80 1630 1580 78.8 312.5 0.25
- 1,20 1674 1614 80.5 208.3 0.38
- 1,20 1660 1595 79.6 208.3 0.38
- 1.20 1952 1885 94.0 208.3 . 0.45
Jeont,

=
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Tabla n® 15.- (Continuacion).-

. " N : GRUPOS =SH
DTE I-""CH2CONH, d.p.m. d.p.m.(netas) Sprot. Salq. MODIFICADOS
0.50 2.00 43785 41428 2067.1 250 8,27
0.50 2,00 42132 39829 1987.4 250 7.95
0.50 2.00 44632 42282 2109.7 250 8.44
1.00 4.00 25480 24558 1225 125 9.8
1.00 4,00 24009 23056 : 1150.4 125 9.2
1.00 . 4.00 24853 239520 1193.5 125 9.5
1,50 6.00 18345 16676 832 ' 83.33 9.9
1.50 6.00 18003 16503 ‘ 823 83.33 9.9
1.50 6.00 18002 16600 "828.3 83.33 9.9
2.00 8.00 26977 25202 1257 125 10

2.00 8.00 26906 25004 1247.6 125 9.9
2.00 8.00 26945 25050 1249.9 125 10

- 2.00 2357 2285 114.0 250 0.45

- 2,00 2303 2253 112.4 250 0.45

- 2,00 2350 2295 . 114.5 250 0.46

- 4,00 922 875 43.6 125 0.35

- 4,00 953 900 44.9 125 0.36

- 4.00 933 880 43.9 125 0.35

- 6.00 1669 © 1609 80.2 83,33 0.96

- 6.00 1500 1430 ’ " 71.3 83.33 0.85

- 6.00 1402 1345 67.1 83,33 0.80

- 8.00 1775 1720 85,5 125 0.68 _.
- 8,00 1302 1850 92.3 125 0.74

- 8.00 1895 1830 91,3 125 0.73

scont.

-.99[-



Tabla n° 15.- {Continuacion).-

. . . _ GRUPOS ~SH

DTE 1-14cu,conm, d.p.m, d.p.m. (netas) Sprot. Salq. MODIFICADOS -
5,00 20.00 36446 33292 1661 166.6 9.97
5.00 20.00 36252 33330 1663 166.6 . 9.98
10.00 40,00 22255 20040 998 100 9,98
10.00 40,00 22134 19944 995 100 9.95
- 20.00 3154 3070 153.2 166.6 0.91
- 20.00 2922 2380 143.7 166.6° 30
- 40,00 2215 ° 2160 107.7 100 .07
- 40,00 2190 2120 105.7 100 1.05

1Ci = 1943974 d.p.m., media de 10 determinaciones segun se detalla én el apartado 3.4.10.1..

* = Concentracion mM.

- LCT -
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Fi{g. ne 24,« Representacidn grifica de la carboximetilacién radiactiva del F(ab‘)a
de la IgG de conejo tras la reduccibén selectiva de sus puentes disul

furc,
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DTE : _0.0010mM EGPA-SDS DTE : 0.0125mM EGPA-—SDS
o .
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Fig.n2.25.~ Datos conjuntos de carboximetilacidén radiactiva, ril
trocidn en gel y EGPA-SDS del F(ab')2 tras su reduc-
cidn selectiva de puentes disulfuro,



F1enT28 (cont ). - 150 -

DTE: 0.100 mM EGPA-SDS DTE: 0.200 mM EGPA~SDS

Grupos Modif.: 3.20 Grupos Modit.: 5.35
Filtracion en Gel : 20/80 Fittracion en Gel : 3 /9%
A280 A2go
DTE : 200 mM EGPA-SDS

Grupos Modit.: 10
Filtracion en Gel : 0/100
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Fig., n? 25,-(continuacidn)
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. fotos n2 11 y 12,

La foto n? 13 muestra los halos de hemolisis producidos
aiguiendo la técnica que se detalla en materiales y métodos de:
diversas diluciones de suero humano (1gfila), IgG no anti AH,IgG
alA, F(ab')zoaA ¥y Fab%aA (22 fila de izq a der.), Fab~aAHred, Fab
aAH, IgGeAH y F(ab')a-aAH (32 fila de izq. .a der,) todos ellos en
forma de complejos con Albumine Humana.

Por esta técnica se mide el complemento residual a la in
cubacibén de los complejos inmunes previamente formados, con suero
humano normal como puents de complemento. Es de observar que sélo
los complejos formados con anticuerpo bivalente especifico consu
men complemento IgG-aAH y F(ab’ )a-aAH (ausencla de halo de hemoli
sis en ambos casos). -

4,8,2. Engsayos hemoliticos en fase soluble.-

La fig,. n2 30 representa la titulacién de cdmplemento -
de un suero de conejo (los de cobayo j humano préducisn menor he
molisis que el suero homélogo para 'una misma cantidad de eritro-
citos de carnero :y de anticuerpo) en exceso de anticuerpo espe-
cifico frente a la membrana del hemstie.

La fotografia n? 14 muestra el patrén en gel de poliacril
amida -SDS de los fragmentos F(qb')g—aE, Fab’-gE y Fab’-aFred qg.
tenidos como se indica en materiales y métodos y que posteriormen
te se utilizaron en las pruebas de actividad anticomplementaria.
Adembs se representa un esquema de estos fragmentos.

La tabla n2 16 representa la cantidad de los diferentes
fragmentos anticuerpo utilizados capaces de producir un 50% de -
lisis. Es de destacar que los fragmentos monovalentes si consu=-
men complemento, aunque la cantidad minima de estos para producir
“la 1isis que los bivalentes sea 4 veces superior.



Fig. 0o 29.~ Rapresenéacién. en escala senilogaritmica, del frea de hemolisis
producide sobre eritrocitos de¢ cobayo @ diferentss concentraciones

de complemente, utilizarndo suerc de conejo y suers humans como fuen

tes de complemento.
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Foto no 11,

Foto ne 12,
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Foto ne 13. (Ver ka},)
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tagw atie. Capacidad Hemolitica de 1gG y Fragmentos.-
Anticuerpo (e}
o | Sosss | O | S S s
Fuente
de o . . .
Compiemento IgG 19G red. | Flably Fab Fab red. Fab
SHN (vio) 0.380 . 0.400 0.350 - 0.500 0.500 0.500
SCbN (0 0330 0350 0.350 0.800  1.000 0.800
SCN (120 | 0.004  0.006 0.005 0.022 0.020 0.020

(&) '“9/3x1()8 cels. necesarios para producir el 507 de lisis

- 04T -
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La tsbla n® 17 expresa la absorbancia a 4li4nm gque los di
varees fragmentos de anticuerpo producen a los diferentes tiempos
de incubacidn sobre 3 x 10® células (eritrocitos) en presencia de
complemento.

La tabla n® 18 muestra la variacién en cuanto sl grado de
unibén de los fragmentos anticuerpo F(ab’)a-aE ¥y Fab’-akred medida
como radisctividad incorporada especificamente a la superficie -~
del antigeno (eritrocito de carnero) a dos concentraciones dife-
rentes para ambos fragmentos. Se obtiene una relacibén de unién -
F(ab')Q/Fab'a la superficie del eritrocito de #, lo que evidencia
uns mayor avidez por parte del F(ab')2 haecia la superficie del -
eritrocito,
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Tabla n® )7 .- Cinctica de hemolisis de IpgG y fragmentos.
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Agranm / Img Ac/3 x 108 celulas

** 0,5 mp/3 x 108 celulas

T’I' IgG IgGred. F(ab'), Fab! Fab'red. Fab F(ab')z**
3 0.01
5 0.04 0,03 0.04
7 0.09 0.08 0.11
9 0.13  0.15 0.15
10 0.18 0.22 0.22 0.01 0.06
11 0.23 0,27 0.24 —
12 0.34 0.33 0.32 0.02 0.02 0.01 0,10 .
13 0.43  0.40 0.43
14 0.52 0,52 0.50 0.04 0.27
15 0.63 0.64 0.61 0.05 0.04 0.33
16 0.07 0.06
17 0.80 0.82 0.78 0.48
18 0.22 0.16 0.16
19 0.95 0,98 0.97 0,69
20 0.33
21 1,05 1,05 1.04 0.38: 0.42 | 0.88
22 . ) 0,51 0.52
23 21,09 1,11 i.10 ’ 0.96
24 . 0.77 0.68 0.73
25 1,12 1,10 1.10 1,07
26 0.92 . 0.90
27 1,11 1.11 1.10 0.97 1.12
28 T 0.99 1,01
30 1.12  1.11 1.11 1,06 1.08 1.04 1.12
32 1.10
33 1.11 1.10 1,11
34 1,12 1.12 1.10 1.08
36 1.10 1.11 1.09
38 1.09 ’ 1,10
40 1.12 1,11 1.10 1.10 1,11 1.10 1.12
" * Tiempo de incubacion en minutos (a 370C)
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TABLANI7. RELACION DE UNION Flabl/Fab A LA
SUPERFICIE DEL ERITRQCITO

anticuerpo N AR riewn Flabk/Fab
FlaghaE*l amg) =~ 3762 3292 __
Fag-aE=*| red. (camg) 1 2 30 850 N

' F(ati)z-aE—mI (oismg] 1740 1430 41
Fati-aE‘-"zslreﬂ (easmg) 655 345 .
FlathaAJSl pomg =~ 380 |
FlabkaA=""F Basmg) 310 o

() : cpm incorparadas a la superficie del eritrocito’ |
en:id, especificamente a la superficie del eritrocito

¥re
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La IgG obtenida en DEAE celulosa y eluida con tampén fes
fato 0.01 M a pH 7.6 supone modificacién a los procedimientos usa
dos anteriormente por Peterson y Sober (203), Gonvers, Guillarmond
e Isliker (220), Reif (221) y otros. La fraccibén gamma as§ obteni
da no es la fraccidén gamma total del suero pero supone un amplio
pool de la misma de répida obtencibn, libre de agregados, cuya pu
reza es total en base a los cuatro criterios utilizados.

El F(ab’), obtenido tras la proteolisis de la IgG con pep
sina y posterior filtracién en gel de Sephadex G-200 resulta asi-
mismo puro. .

Las fotos n2 6 y 7, indican que los determinantes antigéni
cos presentes en el "F(ab')" son compartidos por la IgG, (identi-
dad parcial con esta), y no se encuentran en el dominio Cg> de la
molécula de IgG, pFc’(reaccidn de no identidad), la fig. 14 descar
ta la posibilidad de agregados y supone que la fraccién proteinica
obyenida posee un peso molecular prbéximo & los 100,000 Dalton, y
las fotod n? 8 y 9, evidencien que el F(ab')2 es ‘una proteina hets
rogenea como corresponde a su caracter de regidén combinante con ~
el antigeno.

Este fragmento exhibe una movilidad de tipo @1-8] como se
observa en la foto n2 10. .

El peso molescular obtenido para el F(ab')2 fue de 98000 -
Dalton por filtracibn en gel de Sephadex y 96000 Dalton por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida-SDS, valores que son compati-~
bles con los aparecidos en la literatura: 90.700 Jagquet y Cebra -
1965 (197), 100.000 Brigman 1946 (222), Jackson y Grant 1976(199)
92000 Gerottini y Fitch 1968 (223), 106000 Nisonoff y col 1960(90)
9500 Nisonoff, Hopper y Spring 1975 (85), y otros.

. El radio molecular caleulado a partir de los datos del £il
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' tracibén en gel que fue de 43.97 R es compatible con los aparecidos
en la literatura pars otras proteinas globulares de tamaiios mole-
culares superiores e inferiores: IgG humana 57.96 2 {150,000 Dal-
ton) IgA humena 61.27 f (160,000 Dslton, Albumina bovina 36.35 R
(66,000 Dalton), Fc humano 30.3% (50.000 Dalton).

Por otro lado el coeficiente de difusidn que fue de 4,87
x 10'7 cma.aeg"l es muy similar al calculado por Nisonoff en 1960
(224) de 4.7 x 10”7 cn®.sep™!

El espectro de absorcifn exhibié un méximo a 280 en el UL
travioleta préximo debido a TyR y Trp, evidenciandose dos hombros
uno a 285nm y otro a 29lnm, transiciones ddbidas igualmente a ca-
denas laterasles de triptofanos.

En los espectros de dicroismo circular obtenidos se obsexr
varon las bandas de elipticidad caracteristicas a 217 (-), (241(~)
265(+), 270(+), 273(+), 285(+), y 291(#) . La fuerte banda de elip
ticidad negativa a 217nm es caracteristica de estructura beta-con
formacional. Por otro lado la magnitud de la elipticidad a 217nm
es mayor para el fragmento F(ab'D2 obtenido, que la elipticidad a
esta longitud de onda para la IgG de conejo y el fragmento Facb.
La casusa de este aumento no esta claramente justificada pero po=-
dria deberse: segiin R.Cathou (225) a) incremento de beta estructu
ra b) alteracidén en los miercentornos de la estructurs beta debido
a la rotura enzimdtica., La banda de 241 nm se debe a estructura en
cadena el azar y las bandas de elipticidad positiva en el Ultravio
leta préximo se deben a crombéforos de cadenas laterales aromlticas
en entornos asimétricos, interprataciones ambas dadas asimismo por
Cathou (225)

La zona del espectro superior a 250nm con bandas de elip
ticidad positivas en el rango 260-295 evidencian . alin m&s la pure
za del fraémento en base a los datos aparecidos hasta el momento

Ya
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" sobre la regién Fab de inmunoglobulinas. De haber arrastrado algin
“contaminante de los dominios CH2 y CHB hsbriamos observado- alte-

raciones en el espectro de esta regibn o elipticidades negativas
en esta zona.

Asimismo esta zona es de sumo interes bara el objetivo fi
nal de este trebajo poruge ya en 1968 Rosa y Jirgenson (226) encon
traron en estudios de dispersién rotatoria 6ptica para la IgG huma
pa de mieloma modificada (sometida a S-sulfitolisis), que el bfqg
to Cotton a 265nm desaparece y que el correspondiente a 284nm se
disminuye mucho. Esto sugiere que la integridad de los puentes ai
sulfuro es necesaria para la actividad bptica de las transsiciones
a estas longitudes de onda en el espectro de dlcr01smo circular -
del Fab-anti-DNP, Estas bandas pueden deberse a los puentes disul
furo en sin mismos o a los aminolcidos aromlticas en entornos asi
mé8tricos mantenidos por 1a presencia de tales puentes disulfuro,

Caracterizacién que se ajusta bastante a la publiceda por
R.Cathou en 1968 (225) para Fab de la IgG de conejo antiovoalbumi
na y a la publicada por Stanworth en 1977 (227), para F(ab')z'solo
gue la banda a 242nm de Cathou aparece a 238mm.

El relativamente alto contenido en prolina tiene su origen
en que el fragmento F(ab')2 contiene la regidn gozne que es espe-
cialmente rica en este aminoécido. Los altos valores en Val, Ser
¥ Thr, responden al alto contenido en estructuras beta de cada do
minio globular (principalmente en los V). Aminoscidos estos que -
propician la conformacibn beta (226) efecto gue concuerda con la
fuerte banda de elipticidad negativa a 217nm que se obtieng por =
dicroismo circular. Extremo que es corroborado por los estudios -
de difraccibén de rayoseX que gobre el fragmento Fab’de la IgG hu-
mena realizé Poljak (228), asi como por Edmundeon en los estudios
gobre los dominios de las cadenas ligeras de inmunoglobulinas(229)
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‘ Le existencia de 14 restos de Trp y 36 Tyr se ajuste a —
las observaciones prvias que reslizaron Poljsk (228), y Padlam(230)
estableciendo que en el interior de cada dominio debe de existir
al menos un Triptofano y dos tirosinass. Asimismo le Tyr conforma
el sitio combinante,

El valor obtenido para el coeficiente de extincién a 280nm
para una disolucidn de F(gb')2 0.1% (p/v) por los dos métodos uti
lizados (1.34 y 1.33) da una plena concordancia y se aparta ligera
mente de los considerados por McBurnette y Mandy 1.5 {231),Schlamo
witz y col, 1.4 (232) para IgG y sus fragmentos y coinciden con el
vaslor considerado por Jackson y Grant 1.34 (199).

Los perfiles de los electroenfoques obtenidos para el F(ab)2
evidencian la heterogeneidad de este fragmento ya apuntada por ——
Painter y Freedman (233%,234) para IgG enticuerpo antihapteno (p-ami
nofeniltrimetiladomonio) de conejo. Las dos fracciones principales
obtenidas pueden estar relacionadas con las dos subclases de Igh
de conejo existentes.

El vslor obtenido para el nimero de grupos -SH, presentes
en la molécula tras la reduccién exhsustiva de los puentes disulfu
rog, de 30 se ajusta a los datos de secuencia de cadenas L de co~
nejo (LK) por Braun y Jaton (235) y de cadsnas H por Lebovitz y -
col. (236), Fruchter y col. (237) Appella y col. (2338) y #leisdman
(239) ‘

Las 30 correspondientes cisteinas estén repartidas de la
forma siguiente: 16 forman parte de las 8 Listinas intracatenarias
4 de las 2 Cistinas inter H-L, 2 de Cistina inter H-H, 4 de las 2
Cistinas intracatenarias denominadas "anomalss” o de "alta reacti
vided" por Frangione (240) y 4 de las 2 Cistinas interdominio pre
sentes en la cadena ligera, Este dato supone ademés un dato indi-
Fecto que nos evidencia acerca del subtipo de la IgG utilizada, es

e’
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+este no puéde aser otro que el KB que posee un puente disulfuro ==

"extra" en la cadena ligera respecto al subtipo K, (Cisteinas fren
te a 5) miximo de 26 cisteinas se hubiesen obtenido caso de tratar
se del subtipo KA' o una cifra intermedia ¢aso de tratargse de una
mezcla de ambos subtipos.(241)

Los datos de carboximetilacidén radiactiva del fragmento -
F(ab’)2 en condiviones no desnaturalizantes (Pig. n2 24) muestran
una modificacién méxima de 10 grupos ~SH tras la reduccién (5 puen
tes disulfuro), valor que ya se alcanzsba a una concentracién de

imM de DTE. Estos datos junto con los obtenidos en gel de Sephadex

G150 y electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de 8D3
al 7.5%, del fragmento modificado en un rango de reductor desde -
0.0lmM a 2mM, se hallan recogides en la Fig. n2 15, De estos sé =
puede llevar a la conclusién de que existe una clara susceptibili
dad diferencial a la reduccién del F(ab')2 por DTE, en base & 1l&
cual se han podido obtener, y ensayar posteriormente, fragmentos
"tipo" con diverses niveles de modificecidén quimica adembs de te-
ner conocimiento de qué grupos especificos se hallaban modifica-
dos.

De los datos alli resefiados se puede ver claramente que
hagta una concentracién de reductor de 0,025mM los puentes disul-
furo modificados son exclusivamente los inter H-H (hasta este pﬁg
to la molécula se comporta comc si solo tuviese este puente disul
fure) ya que el n2 de grupos modificsdos en este punto es de 0.4
(0.2 puentes S-8) lo que supone que el 20% de las moléculas de —-

. F(ab')2 se hayan reducido, la filtpaci&n en gel muestra un pico =

correspondiente a Fab’que eg el 20% del total de la disolucién de
proteina reducida a esta concentracién y el gel de EGPA-SDS no =~
mestra ninguna banda a nivel de 25000 Dalton.

A0,050 mM de reductor cuando loa geles de EGPA-SDS siguen
8i evidenciar ninguna banda a 25000 Dalton, el porcentaje espera
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+do de Fab’suponiendo que solo se modificasen los puentes disulfuro
inter H-H y en base a los grupos totales modificados: l.PS (0.67 &
puentes S-8) seria de un 67% cuando realmente se obtiene un 47%,
el resto (20%) se debe de concluir que corresponde a la modifica=-
cién de los hiperreactivos intracatenarios.

Aniloga conclusibén ge extrse de la modificacién a 0,10
mM. A 0.2mM ya se observa en los geles de EGPA-SDS la aparicibn -
de la banda de 25000 Dalton y la desaparicidén de la de 100.000 pun
to en el que el 100% de los grupos inter H-H se han modificado y
aprox. el 75% de los hiperreactivos. En conclusién los puentes in
ter H-H son més susceptibles a la reduccién que los inter H-L y -
los intrscatenarios andmalos o hiperreactivos (segin la denomina
cién de Frangione) son més susceptibles a la reduccién que los in
ter H-L.

Estasgeries de experimentos nos evidencian, por otro lado
que a O.1lmM de reductor no se ha modificado ninglin puente inter -
H-l y que a 20M todos los puentes del F(ab')2 excepto los intrado
minio han sido modificados. £stas dos concentraciones de reductor
fueron las utilizadas para obtener dos formas de F(ab”), modifica
do a la de Fab, obtenida por filtracibén en gel del modificado a -
O.1uM de DTE y la de Fab’red, obtenida por dialisis exhszustiva del
modificado a 2mM,

La #i@. n? 26 representa loa espectros de dicroismo circu
lar de los tres fragmentos tipo elegido como representativos de
diferentes eatados de modificacién de los puentes disulfuro y que

podrian evidencisr diferencias funcionales. De esta se puede con
cluir que la integridad conformaclonal se mantiene en sus rasgos,
esenciales, ademés de evidenciar la musencia de interacciones en-
tre los brazos Fab en la molécula completa, extremo este Gltimo -
¥ya evidenciado pér diversos autores Cathou y col.(242) Yguerabide
? col. (76) por depolarizacibén de la fluorescencia de lgG y Fab y ;
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'F(ab')z, Valentine y Green (243) por microscopia electrbnicda de un
complejo hapteno-anticuerpo, y otros. Por otro lado lasi posibles
alteraciones en la capacidad de activer el Complemento por la via
alternativa de estos fragmentos serian de esta forma aignsblesg.a
la modificacién quimica puntual introducida y no a altersciones -
conformadionales. '

La fig, n? 27 y 28 exhiben unos perfiles de DC para los =
fragmentos con capacidad anticuerpo practicamente indistinguibles
de los fragmentos sin c:zpacidad anticuerpo conocida, figurs ng 26
pudiendo extraspolarse las conclusiones anteriores. .

La medida de la actividad anticomplementaris de estos frag
mentos supuso la puesta apunto de un sistema hemolitico en placa
(modificacién al sistema de Martin y Lachman(217)) y de otro éh fa
se soluble habida cuenta de las limitaciones que el primero supone.

Lag fotos n2 11 y 12, y la Fig. n2? 29 muesfran que el giste
ma gue mejor tesponde a los comple jos Albﬁmina-Anticuerpo es gquel
que utiliza suero humano como fuente de complemento y eritrocitos
de cobayo como células blanco obteniendose no obstsnte una buena
correlacibn con suero de conejo.

Por esta técnica se evidenciélque tanto los complejos IgG
anti-Albumina humana-Albumina humana (IgGsAH-AH) como los F(ab')é
anti-AH-AH consumen Complemento por la via alternativa corroboran
do las experiencias de Reid (170), Konno y col., (202), #ujita y -
col, (200) y otros, pero los formados con Fab’-aAH, Fab’-aAHred o
FabaAH se revelaron incepaces de consumir Complemento,

En principio esto apuntaria a una implicacidn de los puen
tes disulfuro en la activacidn del Complemento por la vias alterna
tiva pero hemos de tener presente que la modificacibén quimica in-
yrodhdida supone la pérdida de la bivalencia del anticuerpo por lo,
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"que la formacidén del complejo inmune en los casos del‘Fab; Fabfed
'y Fabesta .limitada s la formacién de complejos bimoleculares (una
molécula de antigeno y otra del fragﬁento de la moléculs de anti-
cuerpo) pudiendo obtenerse falsos negativos en la medida de la ac
tividad snticomplementsria por este método. Por esto se decidid po
ner 8 punto otro sistema qhe obviase -la formacidn prévia de este
tipo de complejos inmunes, 4

El pistema hemolitico en fase soluble de medida de la ca-
pacidad de activacién del Complemento por la via alternativa que
se deﬁalla en materisles y métodos, supons que el complejo inmune
Ag-Ac formado EC~Ac es por si mismo litico en presencia de comple
mento y ademés dado el alto numero de determinantes antigenos pre
sented en la superficie del eritrocito nos situa en un sistema que
obvia los invovenientes apuntados en el sistems en placa. Este =
sistema se reveld como al menos 10 veces més sensible que el sis-
tema en placas, observandose adem&s que el suero homdlogo es el -
mAs eficiente como fuente de complemento, mspecto ya spuntado por
Jackson y Grant en 1976 (199). De los datos de la tabla n2 16 se
concluye que tanto la 1gG reducida como los fragmentos monovalentes
Fab, Fab'red y Fab consumen complemento por la via alternativa, -
sei como los anticuerpos bivalentes. La capscidad de consumir Com
plemento por la via slternativa de fragmentos monovalentes ha sido
assimismo recientemente corroborada por A, Ehrnst (244) en un sis-
tema de asctivacidn de anticuerpos citotobxicos frente al virus -
del sarampién. Y este consumo se realiza con una capacided del =
mismo orden de magnitud que la IgG y F(ab')a. #n estas condicones
la minima cantidad de anticuerpos monovalentes que se precisa para
producir le misma ligis que porducida por los bivalentes es de -
unas cuatro veces superior a la de estos.

Por otro lado los datos de cinética tabla ne 18, Yig. ne
31 corroboran esta relacién de 1/4, ya que emplear la mitad de am
ticuerpo bivadnte ls grafica se desplaza al centro de los perfiles
”,

£
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exhibidos por iguales cantidades de monovalentes y bivelentes,

En eate sspecto hay que sefialar que la curva cinética de
los monovalentes "alcanza' a la de los bivalentes aumentando con-—
veniéntemente la cantidad de anticuerpo presente.

Con todo se podria concluir que al menos unos puentes di~
sulfuro (los inter H-H) estarian implicados,en alguna medida,en la
funcionalidad de activar el complemento por esta via (formando par
te de la regién‘efectorp). Los inter H-L evidentemente no lo esta-
rien (ni lo estan) ya que el comportamiento del FabZred y Fab’es
practicamente indistinguible. Sin embargo los datos que suministra
la experiencia que refleja la tabla n2l8 evidencian claramente que
los fragmentos monovalentes no pierden funcionalidad anticomplemen
teria sino que su avidez de unién especifica por la superficie del
eritrocito se ve disminuida a la cuarta parte,

En conclusién, estos datos, junto con los de dicroismo cix
cular permiten afirmar que los puentes disulfuro no esten divecta-
mente implicados en el centro efector de la molécula de inmunoglo-
bulina para activar el complemento por la via alternativa. Sin
embargo se puede afirmar que la condicién suficiente para la scti-
vacibén de esta via por inmunoglobulinss es que sobre la superficie
del sntigeno se situen un apropiado nimero de unidades Fab suficien
temente préximas; no obstsnte de los datos obtenidos no se puede
sacar la conclusidn de que la regidn efectora del anticuerpo para
la activecién de esta via se halle necesariamente en el primer do
minio constante de 1las cadenas de inmunoglobulina, se requira una
.cooperacién V-C, o una cooperacidn mas amplia que abarque ademés a
la superficie del antgeno.



6.CONCLUSIONES =

-

F



2.

la
a)

b)
c)
d)

e)

1)

g)

h)

La

- 164 -

"1, Las cafacteriaticas figico-quimicas del'fragmento F(ab')2 de -

IgG de conajo sgon:

presente un peso molecular aproximado de 98000 Dalton por -
filtraci6tn en gel y de 96000 Dalton por EGPA-SDS,

Su radio molecular es de 43,97 R

Su coeficiente de difusibn es de 4.87 x 10 7cm -1

Exhibe una movilidad electrofordtica en gel de agar de @2-
‘(1 con un punto isoelectrico heterogeneo, alrgdedor»de 5 -
en la escala de pH,

Su eépectro de sbsorcién pregenta un méximo caracteristico

'a 280nm con dos "hombros" a los 286 ¥y 293nm,

Presenta un coeficiente de extincidén a 280nm para una disolu
cibén 0.1% (p/v) de 1.34 en base a su composicién de aminohci

‘dos y 1.33 en base a su "peso em seco",

Su espectro de dicroismo exhibe bandas caracteristicas a 217
(")' a41(-), 265("')9 270(4')1 273(“')’ 285(+) y 291(+ )nm,

8u composicién de aminoécidos en % molar es la giguiente:Asx
m 7.1, Glx.: 7.5, Pro 9.1, Gly 7.9, Ala 6.6, Met 0.6, Leu 6.3
Tyr 4.1, Phe 2.1, His 0.9, Lys 4.1, Arg 2.0, Thr 12.8, Ser
9.3, Val 12.1, 1le 2.9, Cys 3.1, y Trp 1l.3.

carboximetilacidén del F(ab')2 suninistré los siguientes re-

sultados:

a)

b)

c)

El méximo n2 de grupos sulfhidrilos obtenidos tras la reduc
cién exhaustiva del fragmento F(ab’ )2 de la IgG de conejo -
en condiciones desnaturalizantes es de 30 lo que supone la

exigtencia de 15 puentes disulfuro y que el subtipo de la -
inmunoglobulina sea el Kpe

En condiciones no desnaturalizantes el maximo n2 de grupos

gulfhidrilo que se modifican es 10, '

Estos grupos son los correspondientes al puente disulfuro -
inter cadenas pesadas (H-H), los correspondientes a los 2 -
puentes inter H-L y los correspondientes a los puentes in-—
tradominio "hiperreactivos" presentes en el fragmento de ca



3

4.

Se

6.

. M . (
1 - 165 -~

dena pesada Fd.

d) Los puentes disulfuro del F(ab')z, modificables en condicie
nes no desnaturalizantes, exhiben una susceptibilidad dife-
rencial a la reduccibn, siendo los wmis susceptibles los in-
ter H-H y los wenos los inter H-L, exhibiendo los intraca-
tenarios hiperreactivos una susceptibilidad intermedia lo -
que permite

e) La reduccidn del F(ab')2 8 O.,1mM de concentracién de reduc~

tor permite obtener un fragmento, el Fabj que sin tener alte

rados los puentes inter H-L si tiene el correapondiente al
inter H-H, Y a 2mM se obtiene el Fab'red, con todos los puen
tes modificados (excepto los intradominio).

f£) La carboximetilacién aplicada, en condiciones no desnatura-
lizantes, no altera la extructura secundaria de la proteina
como 1o evidencian los espectros de dicroismo de los frag-

" mentos nativo y modificados, no existiendo intersccién algu

na entre los brazos monovalentes del F(ab')z.

El sistema hemolitico en placa, de medida de actividad anticom
plementaria residusl, no es util medir la capacidad anticomple

mentaria de los fragmentos monovalentes.

El sistema hemolitico én fase soluble de medida de la activie-
ded anticomplementaria por la via alternativa, puesto a punto,
o8 un sistema directo de medida reproducible, simple, es al me
nos 10 veces mas gensible que el gistema en placa y obvia la -
limitacién de no ser util para fragmentos monovalentes,

Los fragmentos monovalentes, Fab; Fab'red y/o Fab consumen com
plemento por la via alternativa.

Los puentes disulfuro del fragmento F(ab’)2 no estan directa——
mente implicados en la activacidém del sistema del complemento
por la via alternativa,

A
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' 7. La condicién suficiente para la activacibén de la via alternsti
va es que se situen en suficiente proximidad un nimero apropig
do de unidades Fab sobre la superficie del antigeno, por lo =
que la bivalencia del anticuerpo no es condicidén necesaria para
su activacibén. Pero mo se puede concluir que la regibén efecto-
ra del anticuerpo se halle necesariamente en el primer dominio
constante de las cedenas de inmunoglobulina, si se requiere una
cooperacidén V~C, 0 una cooperacién mis amplia que sbarque ademés
a la superficie del antigeno.
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