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RESUMEN

Esta    di.sertaci6n   contribuye    a   la    compren-

si6n      de      las      relaciones      gen€ticas,      estructurales      y      fun-

cionales       existentes       entre      los      complejos       pri.ncl.pales       de

histocompati.bi.11.dad    de    las    especl.es    y    el     si.sterna    del     comple-

mento.        Se    nan    usado    como    modelos    al     complejo    H-2    del     rat6n

y    a    dos    especi.es    moleculares    presentes    en    el     suero    de    estos

ani.males,     la    substancia    s6ri.ca    o    protei.na    Ss    y    la    protei.na

limi.tada    al     sexo    o    Slp.

Ss      se     encuentra     en      todas      las     cepas      de

ratones     estudi.adas     y     sus      nl.veles     s6ri.cos      son     fuertemente

dependientes    del     alelo    presente    en    la    regi6n    i,    ubicada    en

el    centro    del    complejo   !±±.       Slp    ha    sido    descri.ta,    con    algu-

nas    excepci.ones,    s6lo    en    machos    portadores    de   ci.ertos    alelos

en    la    regi.6n   i,    ya    que    sus    nl.veles    s6ri.cos    son    regulados    por

la   testosterona.

La      mayorl.a      de     los      experimentos      presen-

tados     aquf     han     teni.do     por     objetivo    ya    sea    la    determinaci6n

de    la    estructura   y    la    funci6n    o    la    bdsqueda    de    variantes    de

estas      protel.nas      para      localizar      sus      genes      estructurales.

Ambas     protel.nas     fueron     purifi.cadas      par-

ci.almente    mediante    cromatografl.a    en    base    a    tamafio    molecular,
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radi.omarcadas,     l.nmunoprecipitadas     con     antl.cuerpos     especi.fi.-

cos     y     anali.zadas      en     geles     de     poll.acrilami.da         con     dodeci.l

sulfato    de    sodi.o.        La    deteccl.6n    de    vari.antes    estructurales

se    realiz6    mediante    una    modifi.caci6n    de    la    t6cnica    electro-

for6ti.ca    bidi.mensi.onal     de    0.Farrell    y    las     funciones    de    Ss    y

Slp    se    estudiaron    en    ensayos    para    protei.nas    del    complemento.

Los     resultados     demuestran     que     Ss     y     Slp

son     dos     protel.nas     estructuralmente     relacl.onadas     pero     fun-

cionalmente    diferentes.        Ambas    tienen    un    peso    aproxi.mado    de

200        ki.1odaltons,         son         reconocidas        como        id6ntl.cas         por

heteroantisueros,      estan      formadas      por      tres      cadenas      poli-

peptidicas    designadas   q    ,    ;'3      y   ?'   ,    con    pesos    de   98,    77   y    34

kilodaltons     para     Ss    y     105,     74,5    y    32    ki.1odaltons     para    Slp.

Ss     tiene     todas     las     propiedades     del      cuarto     componente     del

complemento:    es    activado    por    Cii,    ti.ene    actividad    hemoli.tica

de    C4    y    afinl.dad     por     C4-bp     que    es     una    protei.na     reguladora

de    la    activi.dad    de    C4.       Slp   carece    de    estas    propi.edades    y    su

funci.6n    sl.gue    siendo    desconoci.da.

Tres    variantes    estructurales    de   la   cadena

de    C4    fueron    detectadas     (7.1,      72,     ?`3)    y    el     control     de

este    polimorfismo    fue    localizado    en    la    regl.6n    S    de    H-2.        La

caracteri.zaci6n     de     este     polimorfismo     permiti6     resolver     el

problema    del     grupo    sangul.neo    murino    H-2.7    (controlado    por    la

regl.6n   i   de   Elf),   ya    que      corresponde   a   una    variaci6n    aloan-

tig6nica    del     fragmento    C4d    de    la    cadena    V    de    una    de    las

XV



vari.antes     de    C4     (rfl).        En    base    a    estos     resultados    se    pro-

pone    la    eli.minaci.6n    de    la    regi6n    i   .

La    cadena    y     de    Slp    present6    dos    varian-

tes      electrofor€ticas     controladas           a     la      1.zquierda      de     la

regi6n   D.       La    variante    71    fue    detectada    en      cepas    en    que    la

expresi6n     de     Slp     esta     limi.tada     al      sexo     mientras      que         la

variante        n'2     fue     detectada     s61o     en     las     cepas     B10.WR7    y

C3H.W7                      donde                      la           mol6cula           es           constitutiva.

Fi.nalmente,     1a     producci6n     de    anti.cuerpos

monoclonales    contra    diversos    epitopos    de    Slp    permi.ti6    el     uso

de     un     m6todo    inmunoradi.om6trico    de    alta    sensibilidad    con    el

cual      se     reevalu6    la     sexo-1iml.tacl.6n     de     esta     protei.na.         Se

concluy6    que    Slp    est6    presente    en    hembraf,    en   concentraciones

que     vari.an     entre     0.2     y     1%     de     las     de     los     machos.         Por     lo

tanto,         Slp    pq    esta    limi.tada     al     sexo    y    el     control     de    la

testosterona       sobre       sus       nl.veles       no       es       fundamentalmente

diferente     del     efecto     de     esta     hormona    sobre    componentes     de

complemento    tales    como    C5,     C6    o    C4-bp.

Del    conjunto    de    estos    resultados    se    puede

conclui.r    que    Ss    y    Slp    representan    probablemente    el     producto

de    genes     mutados    y    duplicados,     estrechamente    ligados     en    la

regi6n    S    de    H-2.        Ss    conserv61a    funci6n    de    C4    mientras    que

Slp       no    tiene    funci6n    conocida.

Las       conclusl.ones       de       esta       disertaci6n

contri.buyen    a   dar    validez    a    la    generall.zaci6n    de    que    todos
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1os    componentes    del     complemento    que    partici.pan    en    la    acti.va-

cl.6n    del     tercer    componente,    o    sea    C4,    C2      y   el     factor    a,    nan

sl.do    localizados     sin     excepci6n     en     el     complejo     principal     de

hi.stocompatl.bilidad     de     di.versas     especies     de    mami.feros.         De

estos      componentes      s61o      el      factor     8     y     C2      estan      estruc-

turalmente     relaci.onados,     pero     ni.nguno     de     ellos     esta     rela-

cionado   con    otros    productos    del    complejo   ±=±   (clase    I    o    11),

por    lo    cual     sus     li.gami.entos     a    este    segmento    cromos6mico    no

puede     explicarse     por     dupli.caci6n     g6ni.ca.         No     puede     descar-

tarse    entonces    la    posibilidad    de    que    la    presencia    de    estos

genes      en`los     complejos     princi.pales      de      histocompatibilidad

represente    el    resultado    de    alguna    forma    da   presi6n    selectiva.
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ABSTRACT

This           dissertation           is          concerned          wi.th          the

understanding      of      the      genetic,      structural       and      functi.onal

relationshi.ps    between    the    major    histocompatl.bility   complexes

of    the    species    and    the   complement    system.       As    models    the   H-2

complex    of    the    mouse    an'd    two    molecular    species    in    the    serum

of    these    ani.mals,    the    serum   substance      or    Ss    protei.n    and    the

sex-1imi.ted    protein    or    Slp,    have    been    used.

Ss     is     present    in    all     the    mouse    strai.ns    studi.ed    and

its    serum    levels    are    strongly    i.nfluenced    by    the    allele    pre-

s€Int     in      the     S     region,      located     in     the     middle     of     the     H-2

complex.         With     some     exeptions     and    due     to     the     testosterone

regulati.on     of     Slp     serum    levels,     this     molecule    i.s     detected

only         in     males     carryl.ng     certal.n     alleles     1.n     the     S     regi.on.

The    objetive    of    most    of    the    experiments    presented

here    has    been    ei.ther    to   determine    the    structure   and    functi.on

or     the     search     for     variants     of    these     protei.ns     in    order    to

locate   their   structural    genes.

Both    proteins    were    parti.ally    purifi.ed    by    molecular

sieving      chromatography,       radl.olabelled,       inmunopreci.pi.tated
1

wi.th    speci.fic    anti.bodies    and    analysed    I.n    polyacrylami.de    gels
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1.n     the     presence     of    sodl.urn    dodecyl     sulphate.         The     deteccion

of    structural     vari.ants    was     achl.eved    by    usl.ng    a    modificati.on

•of     the     O'Farrell     two-dimensl.onal      electrophoretic     technique

and     the     functions     of     Ss     and     Slp    were    studi.ed     in     hemolyti.c

assays    for   complement    protei.ns.

The    results    show    that    Ss    and    Slp    are    structurally

related     but     functi.onally     different     protel.ns.      Both     have     a

molecular    weight     around    200    kilodaltons     and    are     recognized

as    identi.cal     by        heteroantisera.       Both    are    formed    by    three

polipepti.di.c     chal.ns     called   Y,     @      and    7',             wi.th     molecular

wei.ghts     of     98,      77     and    34     kilodaltons     for     Ss     and     105,      74.5

and     32     ki.1odaltons     for     Slp.         Ss     has     all     the     properties     of

the     fourth    component     of    comrjlement:     is     acti.vated         by     Cls,

has    C4   hemolytic    activity    and    has          affi.ni.ty    for   C4-bp.    Thi.s

i.s     a    protein    that    regulates     C4    activity.        Slp    lacks    these

properties    and    1.ts    function    1.s    still     unknown.

Three     structural      varl.ants     of    the     7    chains     of     C4

were    detected     (   71,   `r2,     and     73)    and    the    control     of    this

polimorphism   was    located    in    the   i   region    of    the   H-2    complex.

The    characterization    of    thi.s     polimorphi.sin    led    to     the    solu-

tl.on    of    a    problem    related    with    the    murl.ne    H-2.7    blood    group

(controlled   by   the   i  region   of  !±±),    si.nce   it   was    determi.ned

that     1.t     1.s     an     aloantl.genic          variation     located     I.n     the     C4d

fragment    of    the   ct    chain    from    one    of    the    C4    variants     (  yl).

Based     on      these      results,      the     eliml.nation     of     the     G     region

from   the   !£     .complex    1.s    proposed.
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Two   electrophoreti.c    variants   of   the   7'   chain   Slp   were

detected.        The    control     of    thi.s    varl.atl.on    was    located    to    the

left    of    the   i   region.       The     7.1    vari.ant    was    detected   in    all

strains     were     the     Slp     expressi.on     i.s      sex-1i.mited.      The      r}'.   2

vari.ant     was     detected    only    in    the    B10.WR7    and    C3H.W7    strai.ns

were    the    molecule    is    constl.tuti.ve.

Finally,      the     production     of     monoclonal      anti.bodi.es

against       vari.ous    epitopes    of    Slp    allowed    the    use    of    a    high-

sensi.ti.vi.ty        1.mmunoradiometric        assay        which        allowed        the

reassessment        of        the        sex-1imitati.on        of        thi.s        protein.

It    was    concluded     from    these        studi.es     that    females

have     0.2     to     0.1     %     of     the     Slp     present     1.n     males.         Thus,     the

protein     1.s    pj2±    sex-11.ml.ted    and    1.ts     testosterone     dependence

i.s    not    fundamentally    different    from   the    effect   of    this    hor-
\

none      on      cohaplement      components      such      as      C5,       C6      or      C4-bp.

From    these    results    it    can    be   concluded    that    Ss    and

Slp       are    probably    products    of    mutated    and    duplicated    genes,

ti.ghtly    li.nked    1.n     the    i    region    of    H-2.        One    of    these    pro-

ducts     (Ss),kept     the     C4    function     while    the     functi.on    of     the

other    1.s    still     unknown.

The    conclussions     of    thi.s    thesi.s    are    agreement    wi.th

the     generalizati.on     that     all     the    complement    components     par-

ti.ci.pating    in    the    activation   of   the    third   component,    that    1.s

C4.    C2    and    factor    8.       have    been    located,    with    no    excepti.on,
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1.n    the    major    hl.stocompatl.bl.1ity    complex    of    several     mammalian

species.            From       these    components    only    factor    8    and    C2    are

structurally    related,     but    none    of    them    1.s    related    wi.th    the

other             products              of             H-2              (class              I             or              11).

Therefore,    their    linkage    to    thi.s    chromosome    segment

can    not    be    explal.ned    by    gene    duplication.       Accordingly,    the

possibili.ty    that    the     presence    of    these    genes     in    the    major

hi.stocompatibi.lity    complexes     is     due    to    some    sort    of    selec-

tive   pressure,    can    not    be    ruled   out.
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IN TRO D  UCC  ION

La    existenci.a    mi.sma    de    todas    las    especies    ver-

tebradas     depende,     en     gran     medida,     de     la     disponibi.11.dad     de

mecani.smos    vitales    de    vigilancia    que    les    permiten    defenderse

de     la     agresi6n         pat6gena     constante     perpetrada     por     vi.rus,

bacteri.as,      parasitos     y     c6lulas      heoplasi.cas.          El      sistema

inmune      proporciona      estos      mecanl.smos      1.nvolucrando,       por      lo

menos,      a      tres      grupos      pri.nci.pales     de     enti.dades:              c6lulas

1.nmunocompetentes,    anticuerpos    y    a    un    grupo    complejo    de    pro-

tei.nas       s6ricas       conocidas       como       sl.sterna       del       complemento.

La     evoluci.6n      que     muestra     el      sistema      inmune,

formado    por    estas    tres    entidades,     ha    permitido`\   resolver    el

problema    vital    de    reconocer    a    una    enorme    variedad    de    estruc-

turas     moleculares    con     las    cuales    contacta    por    pri.mera     vez.

En    otras    palabras,    ha    adqul.ri.do    la    efici.enci.a    en    discrimi.nar

entre    lo    propio   y    lo    ajeno    a    trav6s    de    respuestas    que    1.mpli.-

can    variaciones    en    estados    activos    de    toleranci.a    e    inmunidad.

El    control     gen6tico    que,    en    primera    instanci.a,

determina    el     resultado    de    la    respuesta    i.nmune,     est6    repre-

sentado    por    un     gran     ntimero     de     genes     reguladores    y    estruc-

turales      dispersos      en      el       genoma      o      agrupados      en      famili.as

mul  ti g6ni c as .
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Una    parte     I.mportante     de    estos    genes    nan     sido    caracterizados

de     acuerdo     a     la     gen6tl.ca    cl6sl.ca    .v       co,iienza     a    e,iierger        la

defi.nici6n    gen6ti.co-molecular    de    algunos     de    ellos.

Durante     los     dlti.mos     7     afros,     se        ha     acu;nulado

una     gran     canti.dad           de    1.nformaci6n    relacionada    con     el     1iga-

miento    entre    los    eleiTientos     gen-6tl.cos    estructurales     de    algu-

nas    protei.nas    del     sistema    del    complement6   y   lo    que   Darece    ser

una    serie    de    fami.li.as    nulti.g6ni.cas,1.nclui.das     en    el     coiTiplejo

principal      de     hi.stocompatibi.1idad     de     las      especi.es.      (C.P.H.)

Esta     di.sertacl.6n     anall.za    las     relaci.ones     entre

el      complejo     principal      de     hl.stocompatibili.dad     del       rat6n,      o

complejo      H-2,       y      el       control       de       algunds       protei.nas       selec-

ci.onadas     del     complemento.



REVISION      DE      CONCEPTOS     RELEVANTES

i. Generalidades          sobre          faml.1ias mul ti g6ni c as .

Las    familias    multig€ni.cas    son    una    unidad    fundamental     de

organi.zaci.6n     gen6tica    y     evolucl.6n    en     eucari.ontes.         Se

caracterizan            por            exhibl.r            cuatro            propl.edades

fundamentales:               multipll.cidad       gen6tica,        ligami.ento

estrecho     de     sus     elementos,     homologl.a     de     la     secuencia

aminoaci.dica      pri.maria      de      sus      productos      y      funciones

relacionadas    e    i.ncluso    duplicadas    (1).

Aparte     de     los     C.P.H.     exi.sten     otros     grupos     de

famili.as      multi.g€ni.cas      entre     los      que      se      destacan      las

de     RNA     ribosomal      (2),     de    RNA    de     transferencia     (3),1as

de    hi.stonas     (4),    de    las    globinas    de    tipo   fl    (5),     de    los

sat6lites     de    DNA    (6)    y    de    las    mol6culas    de    anticuerpos

(7).       El     ndmero    de    genes    de    estas    familias    puede    vari.ar

desde    unos    pocos    a    varios    ci.entos.

Las     famili.as    multig6ni.cas     no     nan     sido    defi.ni-

das     en     procariontes.         El     origen     de     estas     familias     en

los     organi.smos     multicelulares     puede    estar     dado    por    la

dupll.caci6n     de    un    solo    gen    o    la    duplicaci.6n    en    parte    o

en    total     de    una    fami.lia    preexl.stente,    a   trav6s    de    meca-

nismos       tales       como       crossing-over       hom61ogo       desi.gual,

tetraploidi.zaci.6n    o    dupli.cacl.6n    y    translocaci6n    de    una

porci6n    de    cromosoma     (8).
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El     ori-gen     de     una    faiiH.1ia    multl.g6ni.ca     a    partl.r

de     un     gen     reqijiere     de     un     largo     peri.odo     de     evoluci.6n.

En      cambio,      la      duplicacl.6n      de      una      fami.li.a      inultig6nica

completa    podri.a    generar    nuevas     fami.lias     a    partir    de    un

solo     suceso     gen6ti.co.          Este     ti.po     de     dupli.caci6n     esta

claramente     i.1ustrado     por     las      relacl.ones      de      homologi.a

exi.stentes    entre       las    fami.lias    de    genes    de    anticuerpos,

lo    que   sugi.ere    que    todas    ellas    se    derivaron    de    una    fami.-

1i.a       multig6ni.ca    ancestral      (9).

Los     productos     g€ni.cos     de     una     nueva    famill.a    multi.g€nica

pueden      I.nteractuar         con     los     productos      de      la      familia

dncestral     y    resultar     de     ello    una     unl.dad    molec.ular     fun-

ci.onal,    como    en    el     caso    de    las    cadenas    livianas    y    pesa-

das     de     las     mol6culas     de     los     anti.cuerpos,         que     son     el

producto     de     dos     fami.1i.as     de     genes     i.ndependientes     (10).

Alternati.vamente,1a     magnitud    del     cambio    operado    en    la

nueva       familia       puede       ser       tal        que       determi.ne       nilevas

f unci ones .

2. Los    complejos Pri nci pal es de    Hi.stocompatihi.li dad    de    las

especies (C.P.I  .  )  .

2.1.     Conceptos General es .

Durante     los     dlti.mos     15     afios     se     ha     establecido     que     una

variedad      i.mportalite      de      fen6menos      i.nmiJnol6gi.cos      estan

controlados    por    un    grupo    de    genes    presentes    en    todos
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los         maml.feros,          con         una         locall.zacl.6n         cromos6ml.ca

d e f i n 1. d a .

Los    C.P.H.    fueron    detectados    ori.gi.nalmente    por

su    partici.paci6n    en    el     rechazo    r6pi.do    de    alotransplan-

tes      (transplantes      entre     dos      1.ndl.vi.duos      gen6ti.camente

di.ferentes,    de    la    misma    especie).       Los    anti.genos    presen

tes    en    el     tejido    del     donante    que    inducen    una    respuesta

inmune    en    el     hu6sped,    se    llaman    anti.genos    de    hi.stocomp±

tibili.dad    y    son    el     producto    de    los    genes    de    histocom-

patibilidad     localizados     en     los     C.P.H..          EI      C.P.H.,      en

todas        las        especi.es        estudi.adas,        corresponde        a        un

segmento     cromos6mi.co      que     contl.ene      un     ndmero     de     genes

estrechamente    11.gados,     cuya    caracteri.sti.ca    mss    notable

es     su     alto     poll.morfl.smo     dentro     de     una     mi.sma     especie.

Los     genes     clasicamente     definidos     en     los     C.P.H.     tienen

alguna        relaci.6n        con        funcl.ones        i.nmunol6gi.cas        o        de

reconocimi.ento     celular.          Estas     funciones     se     realizan

mediante    interacciones     moleculares     que    ocurren    a    ni.vel

de     superfi.cl.es     celulares     o     entre     c61ulas     y     factores

sol  ubl es .

Aparte     de     los     antfgenos     de     hi.stocompati.bili-

dad,      se      nan      caracterizado      otros      tipos      de     mol€culas

codificadas         tambien     en     los     C.P.H..         Se     trata     de     los

antfgenos      la,     de     los     antfgenos     Qa     y     TL     y     de     algunos

componentes     del     sl.sterna    del     complemento.        El     grueso    de

la    evi.dencia    actual     indica    que    los    anti.genos    la    son    el



producto     de     los     genes     de     respuesta     inmune     (Ir).         Los

anti.genos    la   y   los    antl.genos    de    transplante    parecen    ser

estructuras         de        reconocl.mi.ento        que        determi.nan        el

resultado      de      las      interacciones      entre      los      elementos

celulares      del       sistema      i.nmune      (c61ulas      deri.vadas      del

timo,    o    c61ulas    T,    c61ulas    deri.vadas    de    la    m6dula    6sea,

o    c61ulas    8,    y    macr6fagos).

Los      anti.genos      Qa     y     TL,      cuyos      genes     estruc-

turales    tambi.6n    se   consideran    parte   de   ±±,    se   expresan

en      c61ulas      linfoi.deas.            Su      funcl.6n      es      desconocida.

El         aspecto        de        los     .C.P.H.        de        importanci.a

central     en    esta     disertacl.6n,     es     la    presenci.a     de    genes

responsables     del     control      de     algunos     componentes     espe-

ciales     del      sistema     del      complemento.         Este    control      se

reali.za     tanto     a     nivel      estructural     como     regulatori.o    y

sera    discuti.do,        cuando    sea    posi.ble.    en    el     contexto    de

los     otros     genes      del      complejo,     especi.almente     aquellos

cuyos    productos    sean    conocl.dos.       Esto    hace    necesari.o    el

inclui.r     en     esta     introduccl.6n     una     revisi.6n     sumaria     de

conceptos,     generales      sobre      estructura     y      funci6n      del

complejo  F±.

La     posici6n     relati.va     de     los     cuatro     ti.pos     de

genes    menci.onadas       anteriormente,    vari.a    en    las    diferen-

tes      especies.            Los      C.P.H.       mejor      estudi.ados,      son      el

muri.no    (!±±)   y    el     humano    (!±±A).       En    el    trabajo    descrito
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aqui.,     se     ha     usado        el      rat6n     como     modelo        experi.mental

con      el      convenciml.ento      de     que      ,     con     muy      pocas      excep-

ciones,      este     modelo     tiene      validez     biol6gica      general.

El     rol      del     C.P.H.     humano    en     1.nmunobi.ologi.a    general     y    en

el     sistema    del     complemento    en    particular,    ha    sido    revi-

sado      en      excelentes       publicaciones       reci.entes       (11-12).

2.2.     El        rat6n        (Mus       musculus) como       modelo       experi mental

Esta    especie    animal     reune    varias     ventajas     que

la      han      hecho      adecuada           para      ser      usada      como      modelo

experi.mental    en    este    trabajo.

Aparte     de     caracteri.sticas      ventajosas      genera-

les       como       tamafio       conveniente,       fertilidad,       gestaci.6n

corta    y    facilidad    relatl.va     de    mantencl.6n,     el     rat6n     es

una     especie     en     la     cual      es     posible     controlar     un     gran

ndmero    de     variaciones     gen€ti.cas     de     i.nter6s    biol6gi.co    y

biom6dico    general.

A     partir     de     1930,      una     de     las      preocupaciones

pri.ncipales    de    los    genetl.stas    de    vertebrados    ha    sido    el

estudio    de    la    herenci.a    y    la    locali.zaci.6n    de    variaci.ones

en    cepas    cuyo    proceso    de    endocruza    estaba    en    desarrollo

en     aquella    €poca.        El     estudi.o    del     efecto    de    genes    ais-

1ados     se    ha    acumulado    ya    durante    casi     7    d6cadas    y,     re-

trospectivamente,     se     puede     asegurar     que     consti.tuye     la

contri.buci.6n       principal     del     rat6n    a    la    gen6tica    cl6si.ca
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y    moderna.       En    1935,     exi.sti.an    111oci    y    5    grupos    de    li-

gamiento,       el     primero    de    los    cuales    fue    estableci.do    por

Haldane    y    colaboradores    en    1915     (13).        En    1965    existi.an

162      loci.      definidos     en      el       rat6n.           En      1979     en      ndmero

aument6    exponencialmente     a    423     (14).         Si     se    considera

esta     tendencia    y    la    estl.maci6n     que    el     ntimero    de    genes

estructurales    en    el     genoma    murino    es    superior    a   30.000

(15),     se    puede    predecir    que    durante    la    pr6xima    d6cada

la   cantidad   de   informaci6n   a   obtener   sera   impresionante.

Los    4231oci.     identificados    hasta    ahora,    estan

di.stribuidos      homog6neamente      en      los      20     cromosomas      de

esta    especie.

El    conoci.miento    de    la    naturaleza    fi.sico-qui.mi.-

ca      y    funci6n    de    los    productos    g6ni.cos    de    un    ntimero    i.in-

portante    de    estos    loci     tambi6n    ha    aumentado    considera-

blemente    dinrante    los    dltimos    afios.       Esto    se    debe    a   tres

hechos    fundamentales:    primero,1a    disponibi.lidad    de    ce-

pas       endocruzadas;       segundo,       el        desarrollo       de      cepas

cong€ni.cas     y    cong6nicas     recombinantes,     gracias     al      es-

fuerzo    pionero    del     Dr.    George    D.     Snell     en    el     Laborato-

rio    Jackson    en    Bar    Harbor,    Maine,    y    tercero,1a    1.ncor-

poraci.6n    de    una    importante    variedad    de    m6todos    y   t6cni-

cas    bioqui.mi.cas    y   moleculares    a    los    estudios    gen€ti.cos.

En    resumen,     el     rat6n    es    la    especie    ideal     para

los    estudios    de       gen6tica    del       sl.sterna    del    complemento



presentados     aqui.,     ya     que     exl.Ste         un     extenso     conoci-

miento     de     su     gen6ti.ca     general     y     de     su     C.P.H.     en     par-

ticular.       Existen    mss    de   200   cepas    endocruzadas,    por   lo

memos     15    haplotl.pos    EL2    l.ndependientes,     60    recombi.nan-

tes    intracomplejo   ±±      y    mss    de    20    mutantes    H-2.       Por

otra    parte,     mss    de    4001oci     nan    si.do    ubi.cados    fuera    de

±=±   y    mss    de    la    mi.tad    de    estos    han    sido    locali.zados    a

ni.vel      cromos6mi.co.          Por     dltl.mo,      todos     los     cromosomas

del            rat6n           son           identifl.cables          ci.tol6gicamente.

A   pesar    del    cuadro    favorable    presentado   en    los

p6rrafos    anteri.ores,1a    mayor   parte    del    conocimi.ento    de

la     estructura         molecular     e     interacciones     de     los     com-

ponentes     del     complemento    no       se    ha    obtenido    del     rat6n,

si.no     fundamentalmente     de     suero     humano    y    de    cuy.        Asi.,

si.     bi.en    el    conocimi.ento    del     C.P.H.       del     rat6n    es    el     mss
\

completo,     el     progreso    en    !1     conocl.mi.ento    de    su    si.sterna

del     complemento    se    ha    visto    serl.amente    entorpecido    por

dificultades     en     la     purl.ficaci6n     y     en     el      ensayo     fun-

ci.onal      de     sus     componentes.          Una     gran     parte     de     estas

dificultades      se      deben      al       pequefio      voldmen      de      sangre

obtenible    de    estos    animales.       Las    di.fl.cultades    que    pre-

senta     el     cuy     deri.van     fundamentalmente     de     la     falta     de

estandarizaci6n    gen6tica    en    esta    especi.e.        En    humanos,

a       pesar       de       las       facill.dades       para       optener      grandes

voldmenes       de       suero,       1as    dl.ficultades       gen€ti.cas       son

9
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obvi.as.        Por    es.tos    moti.vos,     en    este    trabajo    se    plantea

aumentar     nuestro     conocl.miento     del      si.sterna     del      comple-

mento    del     rat6n    en     sus     aspectos     funcl.onales    y    estruc-

turales,     para    conprender    los     mecanl.smos     gen6ti.cos        que

parti.cipan    en    el     control     del     si.sterna.

2.3.     El        complejo       H-2.

histocom

Sistema       gen6ti.co

ati.bi.1i.dad    del     rat6n.

pri.nci.pal        de

Exi.sten      por      lo      menos      20      loci       de      hi.stocom-

pati.bi.1idad,     di.ferentes    de    E±,     asignados    a    cromosomas

1.ndi.vi.duales     del      rat6n     (16).         Todos     estos     loci     codi.fi-

can        anti`genos        de        hl.stocompatibi-li.dad       y       median        el

rechazo    lento    (mas    de    tres    semanas)    de    alotransplantes.

El       estudl.o      de      estos      complejos      rnenores       de      hi.sto{:oin-

pati.bill.dad     se     ha     vi.sto     di.ficultado     por     la     falta     de
\

\

m6todos     serol6gicos     rapidos     para     su     an61i.sis.          Hasta

ahora,     su    detecci6n    puede    realizarse    solo    por    medio    de

transplantes    de    tejidos.

Mientras     los     complejos         menores     de     histocom-

pati.bi.li.dad      estan      ubica`dos      en      di.ferentes      partes      del

genoma      del        rat6n,       el       complejo       principal       ocupa       una

regi.6n        cromos6mi.ca         anica        y        exi.sten,         ademas         del

transplante    de    teji.dos,    otros    in6todos    para    su    detecci.6n

(  17-18  )  .

La      Fig.      1      representa      un      mapa      del      cromosoma

ndmero    17    del     rat6n.       El     complejo    H-2    est6    ubi.cado    en
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Figura      1,

H-2,      Tla    y

marcadores

rep res entan

di ferentes

ampl i ados .

El      croiiiosoma     ndmero     17      del       rat6n,      el      coiiiplejo

otros    marcadores.    T,    tf    y    thf    representan    a    los

"brachyury",     "tufted"    y    "thi.n     fur".        Los     ntimeros

las        di.stancl.as        en        centimorgans        entre        los

marcddores.           Los     complejos     H-2     y     Tla     nan     si.do

El     orden     relati.vo        de    los     loci.     D,     L,    R    y    de    los

loci.    i   y   ±]p   es    desconocido.       (El     locus   i   na    si.do    1.nclui.do

entre        par6ntesis        en        este       mapa       s6lo       como       1.1ustraci6n

hi.st6rica.        Experimentos    presentados    en    la    secci.6n    Resulta-

dos    demuestran    que    este    locus    no    existe.



el     brazo    derecho    de    este    cromosoma,    a    14   centimorga.ns

del     centr6mero.        Los    ll.mites    del     complejo,    por    ahora

estan    dados    por    las    regiones   i  y    |La,    separadas    por

1.5       centimorgans.       Este    segmento    cromos6mi.co    ti.ene

suficiente     DNA     para     codi.ficar     1600     poll.p6ptidos      de

1000    resi.duos    aml.noaci.dicos    cada    uno    (9).       Sin    embar-

go    solo   10   productos    g6nicos    de    este   complejo    han    si.-

do    caracterizados    estructuralmente    y    de    otros    5     se

conocen    solo    rasgos    funcionales.       Este   complejo   gen€-

ti.co     ha     sido     objeto     de     l.ntenso     estudi.o     por     muchos

laboratorios     y     durante     los     dltimos     7     afros,      se     han

publl.cado    extensas            revisiones     (17,19-24).        La    iri-

formaci.6n    acumulada    sobre        el        sl.sterna       Ef   permite

asegurar     que     constituye     el                 segmento    cromos6mico

mejor   caracteri.zado   de   las    especl.es    vertebradas.

2.3.1       Algunas definl.cl.ones       sobre       la        nomenclatura       del

complejo   H-2.

Dadas    las    relaciones    estructurales      entre   los.   produc-

tos     de     los     loci     i,     i,     i,     rf    y    Tla     (25-29),     1a

nomenclatura    mss     reciente    limita    el     complejo    H-2,     al

segmento    cromos6mico    que    abarca    desde    el     locus   i    al

locus     TJjL.         El     material     gen6tico    presente    en    todas

estas     regiones     parece    cumplir    con     la     definici.6n     de

familia     multig6nica     presentada     anteriormente.          Sin

embargo,       debido    a   lo      limitado    de    la   caracterizaci6n

13



funcional     y    estructural     de    los    loci    9±   y   |±,    no    se

consideraran    parte    del       complejo    en    esta    disertaci6n.

(Los     criterios     para     aceptar     o    no     a    una     determinada

regi6n    como    miembro     del     complejo    H-2    sera    tema    de    la

secci6n    Discusi6n).

En      gen€tica      de      los      C.P.H.      se      entiende      por

haplotipo    a    una    combinaci6n    de    alelos    en    loci     indivi-

duales     de    un    mismo    cromosoma.        Por    ejemplo    H-2i       que

es    un       haplotipo    recombinante    natural,    corresponde    a

la         secuencia         al61ica          (en         sentido         telom6rico)

kkkkkkkkddddd,      o    KkACikABkEBkBkJkECik c k s sis l p4D4L±R4.

(Debi.do    a    la    falta    de    recombinantes    i.nformati.vos    no    se

conoce    la    secuencl.a    relativa    de    los    loci    subrayados).

En     esta     secuenci.a     la    letra    maydscuia    corresponde     al

locus,     1a    mindscula     al     alelo    presente    en    el     locus    y

las    letras    griegas    a   las    subunl.dades    de    los    anti.genos

Ia.        Este    haplotl.po    particular    se    origi.n6    por    recom-

bi.naci6n    entre    dos    haplotl.pos    1.ndependi.entes,    !±ji   y

H-24.

El     t6rmi.no     regl.6n     se     usa        para     designar    a    un

segmento    cromos6mi.co     en     el     cual     se     ha    caracteri.zado

por    lo    menos     un    locus,.con    un    crossover    a    cada    lado.

Las    regiones    mejor    caracteri.zadas    actualmente    son    K,

I,     S,     D.

i4



Locus,        se       defl.ne       como       iin       lugar       cromos6mico       que

controla      un     car6cter     tinico.          La     indi.vidualidad     del

locus    puede    estar    definl.da    por    sucesos    recombi.nativos

o,     en     gen€ti.ca    moderna    de    !±±,     por    la    1.ndividualidad

estructural      de     su     producto     g€nico.         El     concepto     de

locus    hara    frecuentemente    innecesario    el     uso    en    este

trdbajo            del             t6rmi.no            regi6n           y            subregi6n.

Alelos,      son     formas      alternatl.vas      de     material

15

gen6ti.co     en     un    locus     determi.nado.        Por     ejemplo    Ssi,

Ss±,    Ssiy   is:i,    son    algunos    de    los    alelos    posibles    en

el     locus    Ss.

Seidn     Klein     y     colaboradores      (21)     1os     loci      se

pueden    agrupar    en clases       de    acuerdo    a    sus    homologi.as

estructurales       y/o       funcionales.               Actualmente       se

di.sti.nguen     cuatro    clases:     clase     I,     (i,    P.,     i.    i,);

clase   11,   (be   ,   4LB     .   E£   .   i  g   i.   Le  .   i.);   ]tt)ii.

±]p,)   y    IV    (1±,   ±]±).       La    asi.gnaci.6n    del    locus   i  a    la

clase     Ill     es     problemati.ca.         (En     esta     di.sertaci6n     se

objetara      experi.mentalmente      la      exi.stencia      de      este

1  oc us  )  .

2.3.2. Conceptos enerales       sobre      gen

funci6n      de     las

del    complejo H-2.

6ti.ca,       bioqui.

cuatro     clases     de     pr

ml`Ca        y

oductos
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2.3.2.I    Clase     I:         Los    loci     de    clase     I    mejor    caracterizados

son    los   i   y   A.        Los    productos    g€nl.cos     de    estos    loci

corresponden    a    protei.nas    l.ntegrales    de    membranas    con

peso     molecular     de     45.000     daltons.          Estas     mol6culas

forman    dfmeros    a   tray6s    de    una    asociaci.6n    no    covalen-

te    con    la      82-ml.Croglobull.na   cuyo    gen    estructural     es-

ta     ubi.cado    en     el     cromosoma    ndmero    2    del     rat6n     (30).

La    actividad    antl.g6ni.ca    y    biol6gi.ca    de    los    anti.genos

H-2    residen    en    la   cadena    pesada.

Las    relacl.ones    estructurales    entre    algunos     de

los    loci    H-2   estudiados    hasta    ahora,    indican    que    pro-

bablemente    corresponden    a    genes    duplicados     (31).        Uno

de    los    aspectos    mss    notables    de    estos    loci    es    su    ex-

tenso     polimorfl.smo,     ya     que     desde     el     punti`     de     vista

serol6gico    se    han     defl.nl.do    aproximadamente    50    alelos

en      cada      locus       (32).            Estudl.os      de      secuenci.a      ami.-

noaci.dica      limitada      sugieren      que      este      poll.morfi.smo

puede    expli.carse    por    lo    memos    en    parte,    por    di.feren-

cias     en     la    estructura     primaria     (31).         Este     extenso

polimorfismo     ha     esti.mulado     a     algunos     investi.gadores

(33-34)     a     proponer     una     hip6tesis     alternativa     a     la

al6lica.        Basicamente,    esta    hi.p6tesi.s    postula    que    en

las     regiones    K    y    D        hay    grupos    de    genes    reguladores

estrechamente      li.gados     y     polim6rfl.cos.           Dos      hechos

experi.mentales      apoyan      este      hip6teis:      primero,      1os

productos    de    los    alelos    presente.s    en   K    o   D    di.fieren
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en     15     a     20    por     ci.ento     de     los     ami.no6ci.dos,      mi.entras

que    los    productos    de    alelos    de   otros    loci    difieren    en

uno     o     pocos     amino5ci.dos      (31,      34).     Segundo,      ciertos

tumores     muri.nos     expresan     determinantes         antig€ni.cos

de   clase    I   correspondl.entes    a   alelos    que    la   cepa    nor-

mal     no    posee     (35).     Esto    se    deberi.a    a    que    el     fen6meno

neopl6sico    activari.a    genes    H-2       normalmente    silentes

en    esa   cepa.       Este    problema   probablemente    se    aclarara

con    la    1.nformaci6n    proveniente    de    las    t€cnicas    de    clo

namiento    de    DNA.

La     funci.6n     de    las    mol6culas    de    clase     I    es     aen

tema     de     controversia.          Klein     y     colaboradores      (21)

proponen     que     la     partl.cl.paci.6n     de    estas     mol6culas     en

el     rechazo    de     alotransplantes     (36),     en    la    inducci6n

de    linfolisi.s    en    cultl.vo    mi.xto    (37-38)    y    en    la    reac-

ci6n    del     transplante    contra    el     hu6sped    (39),    consti-

tuyen        situaci.ones        artificiales       creadas        por       el

investi.gador.       Estos    (21)   y   otros    (40)    autores    propo-

nen      que      la      verdadera      funci6n      de     las      mol6culas      de

clase       I      es       servir      como      marcadores      de      lo      propio

("self")    en    el     reconocimi.ento    de    c€lulas    con    altera-

ciones      en       sus      propiedades      de      superficie.             Esta

generali.zaci6n     se     basa     principalmente     en     las     obser-

vaci.ones       de      Zinkernagel       y      Doherty      en       1974       (40),

qui.enes     describieron    las    propi.edades     restri.ctivas    de

las       mol6culas          de      clase       I    en    la    respuesta    de    las
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c61ulas    T   a    anti.genos    virales.

2.3.2.2.      Clase     11:          Los     loci      de     clase      11     partici.pan     en     el

control       de      diversas       funciones      inmunol6gicas      tales

como     respuesta     inmune     e     interaccl.ones     entre     c6lulas

T,    c61ulas    8   y    macr6fagos     (41-42).

Aunque    no     todos     los     genes     de    respuesta    inmune

(|r)    estan    ubi.cados    en    !±±,    MCDevitt   y    colaboradores

(43-44)    demostraron    que    una    parte    importante    de    estos

loci    estan   en    la    regi6n   i,    ubicada   entre   las    regiones

i   y   i   del    complejo.       A   pesar    de    la    aparente    vari.edad

de    funciones    controladas     por    esta     regi.6n,1os     tini.cos

productos           g6nl.cos      1.dentificados      inmunoqui.mi.camente

hasta    el     momento    son    los    anti.genos     Ia,     que    son    codi.-

ficados    por    loci     i.denti.ficados    en    las    sub-regi.ones    I-

la    regi.6n     I     (45).

Los     anti.genos     Ia    son    muy    poll.m6rficos     serol6-

gicamente    y    hay    consenso    entre    los    diferentes    grupos

de     i.nvesti.gadores     que     estos     anti.genos,        se     expresan

fundamentalmente        en     li.nfoci.tos     a.         La     presenci.a     de

estos          antfgenos,      en      canti.dades      mucho     menores,      en

otros     teji.dos     ha     sido     tema     de     controversia     durante

los     tiltimos     ci.nco     afros.         Si.n     embargo,     parece     ci.erta

su     presenci.a     ademas     en     macr6fagos     y    c6lulas     epi.d6r-

mi.cas       (46).          Se      trata       de      protei.nas       integrales
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de    la    membrana    plasmatica,    formadas    por    dos    subuni.da-

des      de      pesos      moleculares      aproximados      de     35.000     y

28.000,llamadas   oi    y     8  respectl.vamente   y    asociadas    en

forma    no    covalente    (47).

Es    muy    probable    que    los    cuatro    poll.p6ptidos,    Act

•     AB      .     EB         y    ECi        .     Sean    Codifl.Cados    por    cuatro    loci

diferentes,    1os    tres    prl.meros    en    la    sub-regi6n    jA   y

el    cuarto    en    la    subregl.6n    IE.       Las    cadenasCi    y   8    for-

man     di.meros     funcionales     que     se     insertan     normalmente

en     las     membranas     plasmati.Gas.         Uno     de     estos     di.meros

(ACi    -AB       )          es     Codificado         en     la     subregi6n    ±A.          EI

otro,      Er`_      Ep.           es     codl.ficado     por     dos      subregiones

di.ferentes,     IE    e    IA    respecti.vamente.       De    hecho,    ambas

regiones     deben     complementarse     en     ci.s 0    trams         p8ra

producir    un    di.mero    funcional     (48).
\

Con     respecto     a    1\as    subregiones     18,     IJ    e    IC    se

conocen    s6lo    rasgos    funci.onales,    ya    que    sus    productos

•g6nicos     no     han     si.do     caracteri.zados     y,     mss     adn,     sus

existencias         como         loci         1.ndependientes         han         si.do

serl.amente    objetadas    (21).

En    cuanto    a    la    funci6n    de    la    regi.6n    I,1a    aso-

ciaci6n     mss     di.recta     entre    genes     Ir    y    anti.genos         la

fue     desrita     origl.nalmente     por     Schwartz     y    colabora-

dores     (49)    qui.enes    demostraron    que    la    respuesta    pro-

1iferativa    de    c61ulas     T.1.nducida    antig6ni.camente    1.n

vi.tro,       puede       ser       inhibl.da    por    anti.cuerpos    anti     la.



Mss     a6n,     cuando    la    respuesta    estudi.ada    es    controlada

por       genes       lr      especl.fi.cos,       1a      inhibici.6n      anti       Ia

muestra         especificl.dad         de         haplotipo;        en        otras

palabras,1a    respuesta    proll.feratl.va    de    linfocitos    T

proveni.entes        de        hi.bridos        F1         (respondedor       x        no

respondedor),       sensibl.lizados,       puede      ser      bloqueada

s61Q     por     anticuerpos     dl.rl.gidos     contra     anti.genos      la

codificados    por    los    alelos    del    padre    respondedor.

Estos    experl.mentos     implican,     por    primera    vez,

a    productos    g€ni.cos     de    la    regi6n     I    en    el     desarrollo

de     la     respuesta     inmune.          Se     desconoce     el      mecanismo

1.nti.mo       medi.ante       el        cual        estos       productos       g6ni.cos

median    la    respuesta    1.nmune.        S1.n    embargo,    en    t6rmi.nos

generales,    se    puede    establecer    que    el     proceso    gober-

nado    por    los    genes    lr    (muy    probablemente    a    i,raves    de

las      mol€culas      la)      es      el      control       de      la      respuesta

1.nmune     de     c61ulas     T..           En    otras     palabras     la     produc-

cl.6n     de    anticuerpos        se    afectda    solo    como    resultado

de    la    necesidad    de    la    presenci.a    de    c€1ulas    T    ayudan-

tes("helper")    para    la    respuesta    de    las    c€1ulas    8

( 22  )  .

2.3.2.2          Clase      Ill. Estas     mol€culas,     controladas     por     la

regi.6n     i     del      complejo     Eii,      constituyen      el       tema

central    de   esta   t6sis.

20
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La     protei-na Ss      (substancl.a     s€rica)      :          La     primera

defini.ci.6n     de    la    regi.6n    S    fue     hecha    por    Shreffler    y

Owen      (50)     hace     casi     20    aFios,      durante     la     bdsqueda     de

variantes      serol6gicas      proteicas      en      el      rat6n.          El

modelo    experimental     consisti-a    b5sicamente    en    inocular

conejos       con       fracciones       globuli-nicas       de       suero       de

rat6n.            El     suero    inmune    de    los    conejos    era    probado

en    un    sistema    simple    de    inmunodl.fusl.6n    en    agar.       Como

era    predecible,     la    respuesta    de    los    conejos     fue    muy

heterogenea,     dado    la    complejidad    de    la    mezcla    inocu-

lada.         Numerosas,    ll-neas     de     precitaci6n     fueron     iden-

tifi.cadas     en     diversas    cepas    de    rat6n    y,     aunque    no    se

detectaron      las       varl.aciones      cuall.tati.vas       buscadas,

estos         autores         hi.cl.eron         una        observaci6n                muy

1.mportante:     una     de     las     li-neas     de    precipitaci6n     pre-

sence    en     animales     DBA/2      (H-2±),     di.6     una     reacci.6n     de

i.dentidad    con     una    li`nea    mucho    mss     d€bil     presente     en

ani.males     CBA    (H-2i).           Esto    sugi.ri6    que    el     anti.suero

de     conejo     reconocl.6,     entre     otras     protei-nas,     a     una

cuyos    ni.veles    s6rl.cos    eran    notori.amente    diferentes    en

estas    dos    cepas    de    ratones.       Cuando    se    prob6    en    este

sistema    a    un     hfbrido    DBA/CBA     (H-2dyH-2i),     se     obtuvo

una    11-nea    de    i.ntensidad    intermedi.a    y    anti.g6ni.camente

i.d6ntica    a   la    de   los    parentaTes„       La    notori.a    diferen-

cia   cuantitati.va   permitl.6    a   Shreffler   y   Owen    absorver
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el     suero    antl.     DBA    con    suero    CBA   y    ob.tener    asi.    un    pro-

ducto    operacionalmente    monoespeci.fi.co    contra    una    pro-

tefna    que    denorninaron    suhstancia    s6rica    o    Ss.

Estos    mismos    autores    estudi.aron    la    segregaci.6n

de     Ss     en     retrocruzas     y    F2    entre     DBA/2    y    CBA,     usando

el     anti.suero    monoespeci.fl.co    anti   -Ss.        Estos    estudi.os

permi.tieron     determinar     tres     fenoti.pos:     Ss     alto,     Ss

bajo    y    Ss     intermedi.a.                      La     segregaci.6n     en     ambos

ti.pos    de    cruzas    concord6    con    un    si.sterna    de    un    locus    y

dos      alelos      codomi.mantes:      Ss±     (Ss      alto)y     ill     (Ss

bajo),         provenl.entes        de        los        haplotipos        d       y        k

res pecti vamente .

El     estudio    de    otras    cepas    con    este    mismo    anti-

suero          permi.ti.6          clasificarlas          en          dos          grupos

principales:       aquellas       con       altos       nl.veles        (Ssll)       y

aquellas      con      bajos      niveles       (SsL)      de      Ss.           En      ese

momento     se     hi.zo     evi.dente     rapidamente,     que     todas     las

cepas    SsL   eran    portadores    del     haplotipo    H-2i   o    habi-an

deri.vado    de    alguna    manera    por    recombi.naci.6n    i.ntra-H-2

del     haploti.po    H-2i.        Esta    observaci.6n    sugiri6    una    a-

sociaci6n    o    li.gamiento    entre    los     genes    que    controlan

las      extensas      variaciones      cuanti.tativas      de     Ss     y     el

complejo    H-2.     Los     estudios     de     este    11.gamiento     I.mpli-

caron    vari.as    combinaciones     de    cepas    y    no    tardaron    en

produci.r       los       resultados       esperados        (51-52).          E1



analisis       de       mss       de       1000      segregantes       sugiri6       un

estrecho      ligamiento      entre     el      gen     que     regula     esta

variaci6n    cuanti.tativa    de    Ss    y    el    complejo   ±=±.       Mss

adn,     la     tini.ca     manera     de     i.nterpretar     los     resultados

obtenidos     era     asumi.r     que     el      locus    Si    esta     ubi.cado

dentro      de      H-2      y      que      las      escasas      recombi.naciones

observadas    se    explican    por   crossing-over    1.ntra   ±=i.

Esto     permiti6     establecer     la     posici6n     del      locus     Ss

dentro    del     complejo     (no    se    observaron)     recombinaci.o-

nes    entre    Ss    y   el    complejo   completo).       Estos    result±

dos    fueron    ampliamente    confl.rmados    mediante    el     uso    de

cepas     cong6nicas    y    cong€nicas     recombinantes     (53-54).

La       diferencia      descrl.ta      orl.gi.nalmente      entre

cepas    con    altos    niveles    y   cepas    con    bajos    niveles    de

Ss     fue     estrictamente     cuantitativa.          Las     cepas     con

altos    niveles    demostraron    tener    entre    10    a    20    veces

mss     Ss      que     las     cepas     con     bajos     niveles      (50).          La

t6cnica      de      doble      inmunodifusi6n      usada      no      detect6

variantes    estructurales,     lo    cual     dej6    sin     responder

la   pregunta   si    el    gen   presente   en   el    centro   de   ±=±  es

en     reali.dad    el     gen    estructural     de    Ss.        (Podrfa    tra-

tarse,     por    ejemplo,     de    un     gen     que     regulara    la     si.n-

tesis    o    el     catabolismo    de    Ss    estando    el     gen    estruc-

tural      de     esta     protel.na     en     otra     parte     del      genoma).

Esta      pregunta      qued6      abierta      a     la     1.nvestigaci6n     y

constituye    uno    de    los    objetivos    especi.ficos    de    esta

t6si s .
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La    protei.na    Ss    se    expresa     fundamentalmente    en

el       suero.           Su      distrl.buci.6n      tisular     difiere      radi-

calmente     de    la     distribuci6n     de     otros     productos     del

complejo    !±±        (mol€culas    de    clase     I    y     11).        La    pro-

tei.na    Ss     ha    sido    detectada    en    el     citoplasma     de    las

c61ulas    del     par6nquina    hepati.co    (55).       Esta    detecci.6n

se    logr6    incubando    primero    el     tejido   con    el     suero    de

conejo        anti-Ss        y        luego        con        un        conjugado        de

fluorescei.na              y       anticuerpos        de       cabra              anti-

inmunoglobuli.na      de     conejo.           La      tinci6n      especi.fi.ca

citoplasm6tica    tambl.6n    se   observ6    en    macr6fagos    obte-

nidos     de     diversas     fuentes.         La    presencia    de    la    pro-

tefna    Ss    en    el    citoplasma   de    estas    c61ulas    representa

seguramente     un     estado     previ.o     a     su     secreci6n.          Por

otra    parte,     las     dnicas    c€1ulas    que    parecen    expresar

Ss     en     su     superfi.ci.e     son     los     fibroblastos     (55).         Se

desconoce     el      rol      que     estas     mol€culas     juegan     en     la

superficie    de    estas    c€1ulas.

Las     pri.meras     versiones     sobre     las     propiedades

fisicoqui.micas    de    la    protei.na    Ss  .fueron    muy   confusas.

Shreffler    y    Passmore    (56)    describieron    la    substanci.a

s6rica   como    una    protel.na   con    un    peso    molecular   extre-

madamente         vari.able,         entre         150.000        y         1.200.000

daltons.         El     trataml.ento    con     mercaptoetanol      disoci.a

esta    substancia    en    subunl.dades    de    peso    75.000.       Este



mi.smo       efecto       se       lograba       di.all.zando       la       protei.na

contra    cloruro    de    sodi.o    1M    .       La    acti.vi.dad    anti.g6nica

pareci.a      conservarse      en       un       amplio       rango      de      con-

centraci6n    sali.na   y    pH.       Adem5s,    la    acti.vi.dad    anti.g6-

ni.ca    se    conservaba    despu€s    de    tratar    la    substanci.a    a

700C     durante    20    minutos.         Cuando    estos     autores     (56)

sometl.eron     suero     a     separaci6n     inmunoelectrofor6tica

determinaron    que    la    substancia    Ss    tiene    una    movili.dad

de     tipo     8       .          Cuando     el      mismo     suero     se     separ6     en

columnas    de    Sephadex    G-2001a    actl.vidad    anti.g6nica    de

Ss      fu6      detectada      principalmente      en      el       voldmen      de

exclusi6n       y       una        proporcl.6n        menor       en       la       regi.6n

i.iclui.da.            Diversos      intentos      de      purl.fi.caci.6n      por

estos        mi.smos        autores,        usando       cromatografi.a       por

fi.ltraci6n    en    geles    de    DEAE-Sephadex,    resultaron    solo

en    purl.ficaci6n    parcial     de    la    substanci.a    Ss    y    no    se

obtuvo    l.nformacl.6n    con    respecto    a    su    posible    funci.6n.

Los       esfuerzos       para      caracteri.zar       esta       substancia

s6ri.ca    fueron    retomados    en    1975    por   Capra   y   colabora-

dores      (57).           Estos      l.nvesti.gadores      usaron      una     com-

binaci.6n     de     cromatografl.a     en     columnas     de         Sephadex

G-200   y    DEAE-Sephadex,    seguida    por    radi.omarcaci.6n    con

vodo,     inmunoprecl.pi.taci6n    y     electroforesis     en     geles

de    acrilamida    en    presencia    de    dodeci.1     sulfato    s6dico.
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Este     trabajo    mostr6    que    la    substancia     Ss    tendri.a     un

peso    de    120.000    daltons    y    estari.a    coiTipuesta     de    subu-

ni.dades     de    pesos    46.000,.35.000,     23.000   y    14.000.        EI

peso     de     la         substancia     si.n     reduci.r     sugi.ri.6     a     estos

autores     que     podrl.a     tratarse     del      segundo     componente

del       compl3mento      (C2).      consi.derando      ademas           que      la

deficiencia     de     C2    en     humanos     est6    li.gada    a    HLA    (58).

La     primera     1.nd.icaci6n_    de     una     posi.ble     relaci6n

entre    la    protei.na    Ss   y   el     sistema    del    complemento    fu6

presentada       por      D€mant      y      asoci.ados       en       1973       (59).

Estos    autores    demostraron    que    la    actl.vidad    hemoli.ti.ca

total      del     coinplemeiito    en    suero    de    ratones    esta    rela-

cl.onada     di.rectamente     con     los     niveles     de     Ss,     pero     no

presentaron     datos     con     respecto     a     ni.ngdn     componente

p a r t i. c u 1 a r .

En       1975,       Meo      y      asociados            (60)      obtuvi.eron

resultados       que      sugirieron       una       relacl.6n       entre       la

substancia    Ss    y    el     cuarto    componente    del     complemento

humano      (C4).            Estos      investi.gadores      detectaron      una

reacci.6n    cruzada,     en     geles     de    agar,     entre    anti.-Ss    y

C4      numano      y      entre      anti-C4           humano      y      Ss.            Estos

experimentos     demostraron        que     Ss    y    C4    humano    comF)ar-

ten     determinantes     antig€nicos,     pero    no    se     aclar6    el

problema       de       la       identl.dad       a       nl.vel        estructural       y

f u n c i. o n a 1  .



Curman    y    asociados         (61)     observaron    que    anti-

Ss      reconoce     una     protel.na     de     peso     200.000    en     plasma

tratado     con     EDTA.         Adem5s     la     protei.na     Ss     purl.ficada

por     inmunoabsorcl.6n          1.nhl.be          la      unl.6n      de     C4     humano

(radi.omarcado)      con      anti-C4     humano     y      anti-C4     huriano

inhi.be    la    reacci6n    entre    Ss    y    anti.-Ss.           Mss     adn.     un

suero    al     cual     se    le    extrajo    Ss    no    present6    acti.vidad

hemoli.ti.ca    de    C4.       Estos    autores    no    presentaron    estu-

di.os    estructurales   y   funcionales    directos.

Lachmann     y     colaboradores      (62).      ta.mbi.6n      en

1975,      publi.caron      resultados     que,      aunque     1.ndirectos,

sugi.ri.eron    nuevainente    una    relacl.6n    funcl.onal     entre    Ss

y    C4.       Al     comparar    anl.males    con    altos    y    bajos    ni.veles

de        Ss        no        encontraron        diferencias        cuanti.tati.vas

notori.as      en      la      funci.6n      de      varios      componentes      del
\

\`    complemento:       C1,       i.nhl.bi.dor      del       C1,       i.nacti.vador       de

C3b,    C5-C9,    factor    a   y   factor   D.       En   cuanto    al     tercer

componente       (C3),       sus      nl.veles      inmunoqui-micos      fueron

li.geramente    mas    altos    en    la    cepa    con    bajos    ni.veles    de

Ss.        Por    lo    tanto.     estos     experimentos     sugieren,     por

exclusi6n,       que       la       protei.na       Ss       corresponde       fun-

ci.onalmente     al      cuarto    .(C4)     o    segundo     (C2)     componente

del       complemento.          Para       di.scernl.r      entre       estas    dos
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posibi.11.dades,    estos    autores    (60)    incubaron    eri.troci-

tos    sensibi.li.zados    con    anti.cuerpos    especi.fi.cos     (EA)    y

suero   con    altos    o    bajos    niveles    de    Ss    pero    defici.ente

en     C5.        De    este    modo    se    logra    la    1.ncorporaci.6n    a    los

eritrocitos    de   los   componentes    1,    4,    2   y   3    (EAcrm).

Estos     eri.trocitos     fueron     i.ncubados    con     anti.-Ss    y    la

hemoaglutinaci6n     fu6     dl.rectamente    proporci.onal     a    los

ni.veles    de   Ss    presente   en    los    sueros    usados    para    tra-

tar    a    EA.        Cuando    se    incubaron    EA   y    sueros    con    altos

ni.veles     de     Ss     y     luego     se     les     trat6     con     EDTA     (para

remover      Cl      y      C2),      1a      reacci6n      con      anti.-Ss      no      fu€

afectada.

Consi.derando     en     conjunto     los     experimentos     de

estos    tres    laboratorl.os       (60-62)    se    plante6    una    seri.a

posi.bi.11.dad     de     que     Ss      fuera     en.    reali.dad     el      cuarto
\

componente    del  \`complemento.

Sin     embargo,     en     1978     Goldman     y    colaboradores

(63)      objetaron     la     posible     relaci6n     entre     Ss     y     C4

y€          que     al      fraccionar     plasma     de     rat6n     en     croma-

tografi.a     de     intercambio     I.6ni.co    y     fi.1traci6n     en     gel

ellos     pudieron    separar    la    activi.dad    anti.g€ni.ca    de    Ss

de        la        activi.dad        hemoli.tica        de       C4.               Mss        adn,

encontraron    que    al     tratar    EAC112    preparado    con    suero

de      rat6n      deficl.ente     en      C5     con      EDTA,      se     perdi.a     la

acti.vidad       de       todos       los       componentes       conoci.dos    del
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complemento      pero      estas      c6lulas      adn      coTiservaban      la

propiedad    de    reaccionar   con    antl.-Ss.       Por    otra    parte,

cuando      estos      investl.gadores`     trataron      el       suero      de

rat6n    con    amonio    (que    destruye    selecti.vamente    a   C4   de

Guy      y      humano)      no      lograron       destrul.r      la      activi.dad

hemoli-ti.ca      de      C4.           Ademas,           este      mismo      suero      FUG

I.n?apaz    de    generar    c6lulas    aglutinables    con    anti.-Ss.

Estas    observaciones    son    evidentemente    contradictori.as

con    aquellas    de    los    autores    mencl.onados    anteriormente

(60-62),    pero    concuerdan    con    otros    trabajos    del    mismo

laboratorio     (64-65)     en     que     se     describen     importantes

diferenci.as      estructlJrales      y      funcionales      entre      los

pri.meros      componentes      del       compleinento      del       rat6n      y

aquellos    del     hombre   y    del     Guy.

De     todos     estos     resultados     (56-57;     59-65)     s;
\

de.sprende    un    panorama   confuso    con    hespecto    a   las    pro-

piedades    ffsico-qui.micas   y   funcionales    de    la    protei-na

Ss.       La    mayor    parte    de    los    grupos    implicados    cor]cuer-

dan     en    la     existencia     de     una     relacl.6n    entre    Ss    y    el
1

cuarto      componente      del       complemento,            Si.n      embargo,

estos     trabajos     dejan    sin    contestar    varias     preguntas

i.mportantes;       por       ejemplo        :6Cual        es       la       relaci.6n

estructural     entre    Ss   y   C4?;    6A   cu6ntas    especl.es    mole-

culares     reconoce     el      heteroantisuero     anti.-Ss?.          Si

este    anti.suero    reconoce    mss    de    una    especie      n;olecular
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testan    todas    ellas    relacionadas    con    C4?.    tc6mo    expli-

car    las    extensas     varl.acl.ones     de    pesos    moleculares    de

Ss    descritas    por    algunos    autores?.

En     esta     disertaci6n     se     describi.ran     estudios

defi.nitivos    sobre    el     problema    de    la    naturaleza   y    fun-

ci.6n    de    la    protei.na    Ss.

Lap rotei.na     sexo-1imitada (Slp).              El      antisuero     de

conejo     ori.ginalmente    preparado     por     Shreffler    y    Owen

(50)      detect6     solo     varl.aciones      cuantitati.vas      en      la

protefna    Ss,    por    lo    tanto,    estos    autores    no    pudieron

descartar    la    posibl.lidad    de    que    en    el     locus    presente

en      el      centro      del      complejo     !±±    exista      un     elemento

gen6tico    regulador    de    un    gen    estructural     presente    en

otro     lugar     del      genoma.          Passmore     y     Shreffler      (66)

trataron     de    descartar    esta    posibilidad    ini.ci.ando    la

btisqueda    de     variantes     aloti.picas     de     Ss.            Para    6Sto

procedi.eron     a     inmunl.zar     diversas     cepas     de     rat6n    con

protei.na     Ss     parcialmente     purl.fi.cada.         Se     obtuvi.eron

asi.,    varios    aloantisueros.       En    inmunodifusi6n    en    agar

estos    aloantl.sueros    dieron    una    11.ned    de    precipi.tacl.6n

mas     d6bil      que     la     obtenida     con     antl.-Ss.         Todas     las

cepas     donantes     del      anti.geno     dieron     una     reacci.6n     de

1.dentidad,1o    que    sugirl.6    que    todos    los    aloantisueros

estaban       di.ri.gi.dos       contra       la       misma       protel.na.       Si.n
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embargo,     vari.as    cepas     no     produjeron     preci.pi.tados     al

ser     probadas          con     estos     aloantisueros.          En     otras

palabras,     estos    aloanti.sueros    defl.nl.eron    cepas    posi.-

tivas    y    negativas    para    un    aloantl.geno    presente    en    el

suero.           Sorprendentemente,      en      las     cepas      positi.vas

solo     el      suero     de     machos     adultos     reacci.on6     con     los

aloantisueros.          Las     hembras     fueron     negati.vas          sin

excepci6n.        Diversos    cruzaml.entos    demostraron    que    la

herencia    de   esta   protel.na   est5   determi.nada    por   un    gen

autos6mico    domi.nante.       No    hubo    1.ndi.ci.os    de    ligami.ento

a    los    cromosomas    X    o    Y.        Usando    diversos    cruzamientos

se     demostr6     que    en     las     cepas     posi.ti.vas,1as     hembras

tienen     la     informaci.6n     gen6tl.ca     pero     no     expresan     la

protei.na.        Por    este    motl.vo    este    aloanti.geno    fu611a-

mado    SIF      ("sex    l1.mited    protein").        Las    dos    clases    de

fenotipos    detectados    entre    las    di.versas    cepas    fueron

designados   como   Slp-a   y   Slp-o   para    denotar   la    presen-

ci.a    o    ausencia    del     antl.geno    en    la    cepa,     de.terminada

por       los       alelos       §]p±      y      i]pg       respectivamente.

Ellocus    responsable    de    la    presencia    o    ausen-

cia    de    esta    protel.na    no    ha    si.do    separado    por    recom-

binaci.6n    del     locus    que   controla    las    variaciones    cuan-

ti.tativas    de   Ss    en    el    suero.

Todas     las    cepas    portadoras    del     ale|o    Ssl   Son

§]pP     y   las   cepas   portadoras   del      alelo   Ssl  son
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SJpi  o   SJpg.   No   Se   ha   detectado   la   combi.naci6n   iili|pa

(56).       En    las    cepas    endocruzadas    corrl.entes    el     alelo

i]p±       esta    asociado    con    los    siguientes    haplotipos

j±j:   4,   i,   p,   i  y  i.     El   alelo  S|E9  esta   asociado   con
los   haplotipos  I,   i.1.   |y  I.

Las     pri.meras     descrl.pci.ones    de    las    propiedades

fi.sl.co-qui.micas     de     la     protei.na     Slp     (56)     fueron     tan

confusas    como    las    de    la    protei.na    Ss.       Se    le    atri.buy6

un    peso    molecular    de    150.000    daltons    y    otras    carac-

teri.sticas    similares    a    las    de    la    protei.na    Ss.        Slp

reduci.do    con    2-mercaptoetanol     produjo    subuni.dades     de

un     peso     aproxi.mado     de     75.000     daltons.         Su     movili.dad

electrofor6ti.ca,    al     1.gual     que    la    de    Ss,    corresponde    a

8       .          Slp,      a     diferenci.a     de     Ss,es     termolabil      (520C

durante     20     mi.nutos).          Cuando     se     fi.1tran     sueros      de

machos     Ssbslpa    por     una    columna     de     Sephadex     G-2001a

activi.dad    anti.g6nica    de    Slp    se    encuentra    en    una    s61a

area     correspondi.ente     al      segundo     pico     de      activi.dad

antl.g6nica    de    Ss    (56).

La    protei.na    Slp    ha    sido    detectada    s6lo    en    el

Suero    de    ani.males    i||±.       NO    Se    tiene    informaci6n    con

respecto    a   su    distrl.bucl.6n    ti.sular.

De    lo    expuesto    anteriormente    se    desprende    que

la    protei.na    Slp    es    reconocida    por    dos    anti.sueros:    un

heteroanti.suero    producido   en    conejos    por   1.noculaci6n
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de      la       protefna      Ss      parcl.almente      purl.fi.cada,      y      un

aloantisuero    producl.do    en    ratones    Slp°.       Esto    implica

que      el       heteroantisuero      reconoce      por     lo     menos      dos

entidades    moleculares     (Ss    y    Slp)    supuestamente    inde-

pendi.entes        pero        que       comparten       extensa       homologi.a

anti.g6ni.ca.       En    otras    palabras,    el     sistema    1.nmune    del

conejo,     no     es     capaz     de     dl.scriml.nar    entre     Ss    y     Slp,

por     tratarse     probablemente     de     mol6culas        muy     simi-

1ares.         Por    otra     parte,     el     aloanti.suero    contra    Slp

reconoce    una    sola    entidad   molecular   ya    que    la    inmunl.-

zaci.6n      se      hi.zo      desde      una      cepa     ii±E|p±     a      cepas

iihilJlg  ( 56 , .
Al     igual     que    en     el     caso    de    Ss,     el     control     de

H-2      sobre      Slp      se      traduce           en      variaciones      cuan-

ti.tativas     (presenci.a    o    ausencia    en     machos).        Por    lo

tanto,    este   control    se   podrta    deber   a   un    gen   o   genes)

que,  regulan    la    acti.vidad    de   genes    estructurales    loca-

lizados      fuera      de      H-2,       1.ncluso      en      otro     cromosoma.

El      esclareci.mi.ento     de     este     problema     es     otro

objeti.vo   especi.fico   de   esta    t€sis.

La    protei.na    Slp   constituye   el    dnico    ejemplo   de

un    p+oducto    controlado    por    un    CPH   cuya    expresion    esta

sujeta    a    un    estri.cto   control     hormonal     (67).       Desde    el

punto      de      vista      ontog6nl.co   esta   protel.na   se   detecta
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por    primera     vez    en     machos    iLp±    de    5    a    6    semanas     de

edad.             Esta       edad      corresponde       al       comi.enzo      de      la

madurez    sexual     en     el      rat6n.         Los     niveles     s6ri.cos     de

Sip     aumentan     progresi.vamente     hasta     los     3    meses    y     se

estabi.li.zan    por    el     resto    de    la    vida    del     ani.mal.    Si     se

procede    a    castrar    machos    S|p±    a     las     3-4    semanas     de

vi.da,    el     antigeno    no    aparece    en    el     suero.       Estos    ani-

males,     inoculados       con       propionato       de       testosterona.

desarrollan     niveles     normales     de    la     protei-na.        Si     se

tratan        hembras        j6venes         (castradas        o        no)        con

testostero.na,    tambi6n    desarrollan    ni.veles    normales    de

Slp.        En    cambi.o,    este    tratamiento    no    inducir51a    pro-

ducci.6n     de     Slp     en     machos     o     hembras    Sip:i.         De    estos

resultados    se    desprende    que    la    presenci.a    del     anti.geno

Slp         requi.ere        de        la        i.nducci.6n        media.da        por        la

testosterona.         Esta     l.nducci.6n     es     posible     a     las     5-6

semanas      de      edad,       1o      cual       i.ndica      que      ocurre      solo

despu6s    de    un    proceso    de    diferenci.aci6n.    El     mecani.smo

mismo    del     proceso    de    i.nduccl.6n    hormonal     es    discuti.ble

pero    esta    claro    que    no    se    realiza    a    ni.vel     peri.f6rico

(67)      y      lo       m6s       probable      es       que      la       hormona,     actcie

directa    o    indirectamente    sobre    el     locus    que    codifica

a     la     protefna      (o     que     regula     las      variaciones     cuan-

ti.tati.vas    entre    hembras    y   machos).
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En      1975,       Klein       (68)      describi6      un      haplotl.po

(H.2W-7          en     que     Slp    se     expresa     en    machos    y    hembras.

El       control        de       esta      expresl.6n      en      hembras       no       es

separable       del        gen       que       controla       las        vari.aci.ones

descri.tas    anteri.ormente.       Al     respecto,    en    1976    Hansen

y    Shreffler     (69)    proponen    que    la    limitaci6n    al     sexo

en     la    expresi6n     de    Sip    puede    expli.carse    en    t€rmi.nos

de    los    mecanismos     regulatorios    del     tipo    Jacob-Monod.

La   expresi6n   constitutiva   del    haplotipo     !±±!Z

representari.a      una     mutaci6n     "operador-consti.tuti.va".

La      funci6n      de      la      protel.na      Slp      ha      si.do      un

eni.gma    desde     su     descubri.mi.ento.        En    esta     disertaci.6n

se     presentar6n     datos     que    demuestran    una    clara    rela-

ciofi     estructural      entre     Ss     y     Slp.          Se     demostrara

adem6s     quessesel      cuarto    componente     del      complemento

del      rat6n     y     que     Slp     no     cumple     con     los      requi.sitos

basicos       para       ser       considerado       funcionalmente       C4.

±irejzi6p_I.      En   1959   Hoecker   y   asociados    (70)

describieron    el     anti.geno       G    (H-2.7).        Desde    el     punto

de    vista    serol6gi.co   este    anti.geno    es    similar    a   los    de

clase      I     y     puede     detectarse     con     precisi6n     mediante

t6cnicas    serol6gicas    (70).

En     1975     Davi.d    y    colaboradores     (71)    y     Klein     y

colaboradores      (72)     analizaron     dl.versas     cepas     recom-

bi.nantes      y      concluyeron       que      el     anti.geno      H-2.7    es
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codi.ficado    por    un     locus     ubicado    entre    las    regi.ones    S

y   i.       La    1.ndependencia    del     locus   i   de    la    regi6n    i   se

bas6    en    un    solo    recombinante,    H-2±Pl,    usado    por    aTbos

grupos      (71-72).          Se     trat6     de     un     doble     recombl.nante

cuyos     loci     K,     A-S    y    G-D     se     originaron     supuestamente

de    los    haplotipos    H-2i,    H-2i   y    H-2£   respecti.vamerite.

La     exi.stencia     de     este     recombl.nante     ente    G    y    S     fu6

objetada       posteriormente       por       Huang       y      Klein        (73)

qui.enes     demostraron     q-ue     el      locus     G    es     heredado     del

haploti.po      H-2i     y      no      de      H-2£     como      se      pens6      pre-

vi.amente.        Por    lo    tanto,    de    acuerdo    a    estos    resulta-

dos     la    regi.6n    S    y    el     locus    G    no    oueden     ser    separados

por    recombi.naci.6n.

En     an.ti.geno     H-2.7     al      igual      que     los     anti.genos

de      clase      I,      se      expresa      en      los      g16bulos      rojos      y,

aunque     en     menor     cantl.dad,      en     los     li.nfocitos.           Una

diferenci.a    importante    con    los    anti.genos    clasi.cos        de

transplante    es    que    H-2.7    est6    presente    adem6s,    en    el

suero     de     los     ani.males     H-2.7    posi.ti.vos      (el      suero     de

estos     ani.iTiales     inhibe    la     reacci6n     entre    los     g16bulos

rojos    H-2.7    positi.vos    y    anti-H-2.7).

El         hecho        que        el         anti.geno           H-2.7        (o       una

substancia    con    reacti.vidad    cruzada)       se    encuentre    en



el     suero   y   que    el    locus    responsable    est6   en    la    proxi-

mi.dad    de     la     regi6n    i    (     que    presumi.blemente    codifica

al     cuarto    componente     del     complemento),     establece     un

paraleli.smo       con    la    sl.tuaci6n    descrita    para    dos    gru-

pos     sanguineos     humanos,     Chido    y    Rodgers.         0'Neill     y

colaboradores       (74)      y      Tilley     y      colaboradores       (75)

demostraron     que    estos     dos     fenoti.pos     resultan     de     la

adsorci.6n    de     fragmentos        de    C4    a     la     superfici.e     del

eri.troci.to.        Esto    sugiere    una    posible    relaci6n    entre

H-2.7   y    C4    murino.

En    esta    disertaci6n    se    presentar6    evidenci.a    de

que       el        anti.geno       H-2.7       del        rat6n       corresponde       a

fragmentos     de     C4     (especl.fi.camente     C4d)     incorporados

extrl.nsicamente     a     los     g16bulos     rojos     y     que     por     lo

tanto      C4      y      H-2.7      son      productos      de      un      mi.smo      gen

estructural.       En    I>ase    a   €sto    se    propondra   la    eli.mi.na-

ci6n           de           la           regi6n          G          del           complejo          H-2.

2.3.2.4.      Clase IV.          Desde     el      punto     de     vista     del     complejo

±=±,     estos     loci     nan     si.do     considerados     clasicamente

como    miscel6neos.         Para    6sto    se     ha    tomado    en    cuenta

s61o    1a    caracteri.stica    com fin     de    estos     locl.     de    estar

ubicados      en      la      vecindad      telom6ri.ca      de     H-2D.           SinL-
embargo,    recl.entemente    se    nan    realizado    algunos    estu-

dios    estructurales    de   los    productos    de   algunos    de   es-

tos    loci.    y   se    ha    planteado    la    exl.stenci.a    de    diversos

37
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grados    de    homologi.a    con    el     producto    de    la    regi.6n    i,

lo    que    sugi.ere    la    posible    existencia    de    un     ancestro

gen6tico    comdn.        Entre    estos    loci     hay    que    considerar

a   !j|  cuyo   producto   fu6   detectado   serol6gicamente   en

1961    por    Stimpfling    y    Pi.zarro     (76)    como    un    anti.genos

pdblico     designado     H-2.28.          Este     antl.geno         fu6    con-

siderado   ori.gi.nalmente    bajo   el    control    de   los    loci    de

clase     I.         Sin     embargo,     entre     1975    y     1977.     diversos

grupos    (77-81)    demostraron    que   H-2.28   es    serol6gi.ca   y

bioqufmi.camante    1.ndependiente    de    los    productos    de    las

regi.ones    i   y    D     (clase     I).        No    se     ha    descrito    recom-

binantes    que    separen    L    de   D.

La    mol€cula    L,     al     1.gual     que    :os    productos    de    K

y   i   es    una    glicoprotei.na    de    peso    molecular   45.000   que

se        encuentra        asoci.ada        no        covalentemente        a        la

P2-mi.croglobulina     (79,     80,     82).         Por    otra     parte,     el

estudio       comparativo       de       mapas       pepti.dicos       de       las

mol6culas     D    y     L     demostr6     un     35%     de     homologi.a     entre

ellas      (83)      1o     que     sugi.ere     que     estas     mol€culas     son

gen6ti.camente    hom61ogas.       Estos    resultados    justifican

la    reclasi.fi.caci6n    de    las    mol6culas    L    en    la    clase     I,

revali.dando    la    observaci.6n        original     de    Sti.mpfli.ng    y

Pizarro     (76).         Esta     reclasifl.caci6n    es    apoyada    tarn-

bi.6n       por    diversas       pruebas       funci.onales     (83-88)    que

/
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impli.can    a    las    mol6culas    L    en    el     rechazo    de    tejidos    y

en     la     li.nfocitotoxl.cl.dad     mediada     por    c€lulas     contra

anti.genos    de    transplante   o    vi.rales.

Reci.entemente     se     ha     descrito    un     tercer    locus

cercanamente    ligado    a   j2   y   i   (89).       Este    locus    ha    si.do

llamado   i,    no    ha    sido    separado   por   recombinaci6n    de   A

y   i,    su    caracterizaci6n    estructural    y   bioqui.mica      es

preli.mi.nar           y           no           se           conoce           su           funci6n.

Actualmente   exi.ste   la   tendenci.a    a   aceptar   a   la

inclusi6n     de     los     loci     q±    y    Tla     en     el     complejo    H-2

dadas    las    relaciones    estructurales    entre    los    produc-

tos    de    estos    loci    y    los    de    las    regiones   i  y   i.       Las

mol6culas     de     Qa    y     Tla,     al      igual      que     las     de    close     I

tienen    un    peso    de    45.000   y    est6n    asociadas    no    cova-

1entemente    con    la      82-ml.croglobuli.na    (28,    90-91).

Mss     aan,     Solosky    y    colaboradores     (92)    han    demostrado

que     esta     homologi.a     se    extiende     a    nivel     estructural

primario.          Estos     autores     determi.naron     homologi.a,      a

nivel         de    p€pti.dos    trl.pticos,     entre    un    anti.geno       Qa

(Qa-2)    y     anti.genos    K    y    D.         Esto    1.ndica    posi.blemente

un    ancestro    gen6tico    comdn.        Por    lo    tanto,    los    ele-

mentos     gen6tl.cos     que     controlan     las     mol6culas     H-2K,

H-2D,     H-2L,     Qa    y    posl.blemente,     Tla    forman    una    fami.li.a

multi.g€ni.ca.        La    funci6n    de    las    mol6culas    Qa    y    Tla    es

desconoci.da.       La    gen6ti.ca    de    estos    locl.    esta    en    pleno
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desarrollo    y    hasta    el     momento        se    nan    caracterizado

por    lo    menos    cinco    loci    9±   (1±-i   -9i-i)   y    un    locus

|]±.       En   cada    uno    de   estos    loci    se    describe   constan-

temente    nuevos    alelos    cuyos    productos    se    expresan    en

di.versas     subpoblaci.ones     de     11.nfocitos.         La     gen€tica

de    q±    y    |]ji    ha     sido     revisada   .reci.entemente     (29).

Todos    estos    loci     nan       sido    ubicados    a    la    derecha    de

la    regi.6n   i,    siendo   el    locus    Tla   el    mss    distante    (1.5

centl.morgans     de   A).        En    el     1.ntervalo    D-Tla    se    ubican

1os    loci.    gi.       No    se   conoce    las    relaci.ones    funci.onales

entre     las     mol€culas     Oa     y    Tla,     ni      tampoco     las     rela-

ci.ones    funcionales    entre    estas    mol6culas      y    los    pro-

ductos   de   las   regiones  i,   i,   i  y  i.

2.3.2.5      ±±Lc_i__   estructurales    o    reguladores,11.gadps    a   H-2,    de

1ocali.zaci6n      inci.erta clef i ni ti vamente f uera     del

compl ejo .

Ellocus    para   el    tercer   componente    del    comple-

mento    esta    telom6ricamente    a    11    centimorgans     de    H-2

(93-95),     por    lo    cual,    su    inclusi6n    como    parte    de    H-2

es    discutible.

En    1975,    en    nuestro    laboratorio,    se    describi6

por   primera    vez   la    existencia    de    un    gen    ligado    a   H-2
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que      regula,      temprano      en      la      ontogenia,       variaciones

si.gnifi.cativas     en     los     ni.veles     s6ri.cos     de    C3     (97-98).

No    fu6    posi.ble    establecer    en    esa    6poca    si     se    trataba

de     un     gen     estructural     o    regulador,     pero     si     se    con-

sideran    los    resultados    citados    anteriormente    (93-96),

esta     pregunta     esta     contestada:     el      gen     estructural

para.     C3      est6      a      la      derecha      de      H-2;      el       elemento

descrito     dentro     de    !±±     (97-98)     corresponde     segura-

mente    a    un    gen    regulador.

Por     lo     menos     dos     componentes     del      complemento

(C3     y     C4)      se     unen,      al      ser     acti.vados,      a     receptores

especi-fi.cos      presentes      en      las      membranas      de      algunas

subpoblaciones      celulares.            Al       respecto,      en       1974,

Gelfand      y      colaboradores       (99-loo)       describieron       un

11.gami.ento      entre      genes      que      controlan      la      expresi.6n

ontog€ni.ca     de     los     receptores     para     C3    y     el     complejo

H-2.         Estos     hallazgos     est6n     relacionados     con     los     de

otro     grupo     (101)     que     reali.z61.nvesti.gaciones         si.mi.-

1ares    en    humanos.       Estos    autores    decribl.eron    una    aso-

ci.aci.6n         e..`tre     dos     especl.fici.dades     determi.nadas     por

el    complejo   ±±A,    4a   y   4b,    y   los    receptores    para    C3   en

las    membranas    de    los    leucoci.tos.       En    1976    demostramos

(102-103)     que     los     modelos     experi.mentales     usados     por

estos    dos    grupos     (99-101)    no    prueban    el     11.gami.ento    en
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el       rat6n       ni.       1a      asoci.aci6n      propuesta      en       humanos.

Fuera   de   E±,    pero   ligados   al    complejo   existen

una    seri.e    de   loci       que   controlan    varl.aciones    electro-

for6ticas    de    diversas    enzimas    (isoenzl.mas).       Su    loca-

1i.zaci.6n    en    el     mi.smo    cromosoma    que   !±±   puede    tener    o

no    tener    signifl.cado    funcional,    ya    que    los    loci.     es-

tructurales   para   diversas   isoenzimas   estan    distri.but-

das   con    relati.va   homogeneidad   en-los   20   pares    de   cro-

mosomas    murinos.        Los    loci    estructurales    de    isoenzi-

mas    locali.zadas    en    el    crolnosoma    17   son    por    lo    menos

5.

Glo-1   controla    el polimorfismo   electrofor6tl.co

de        la        S-1actoil-glutatl.on        metilglioxal         1iasa        o

91ioxalasa,     ubi.cado     a     I.7    centimorgans     centrom6rica

con    respecto    a   K    (95-104).       Se    han    descrito    dos    ale-

los     en     este     locus,     presentes     en     la    mayori.a     de     las

cepas     endogamicas     y     silvestres      (Glo-1i)

cepa     llamada     MA,      (Glo-li).

y,      en     una

La    gli.oxalasa    convierte

di.aldehidos    a    hidroxiacidos.

±±±=±       controla     variaciones     electrofor6ticas

en    la    3-fosfo-D-gli.cerato    1-fosfotransferasa    o    fos-

foglicerato     ki.nasa     o     PGK.         Esta     es     una     enzima     gli-

coli.ti.ca            que            cataliza            la            conversl.6n            de

1,3-difosfogli.cerato    y    ADP    a    3-fosfoglicerato    y    ATP.

En     el      rat6n     se     han     descrl.to     dos     loci     que     codi.fican

esta    enzima.       Uno       de   ellos,      ±g±s±,       est61i.gado    al
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cromosoma    X        y    ±+gjs±   ligado    a    H-2     (105-107).        Pgk-2

esta   ubi.cado   cerca    de   |]±.      Se   expresa    solo   en   esper-

mios      de      testes      y      epidl.dimo     y     tiene      tres      alelos

el ec trofor6ti cos .

££=i,     controla     una     substancia     afin     no     iden-

ti.fi.cada     en     el      ri.fi6n.         Esta     substanci.a    se    une    a    la

catalasa    o   de   alguna    manera    altera   postsl.nt6ticamente

su    carga    el6ctrica     (108).       La    catalasa    es    una    enzima

que    degrada    el     per6xl.do    de    hidr6geno    (H202)    a   oxl.geno

y    agua.         Este    mecanismo    supuestamente    protege    a    las

c6lulas     renales    contra    la    oxidacl.6n    exagerada.       Este

locus    ti.ene    dos    alelos    y    esta    localizado        telem€ri-

camente    a    la    regi.6n    D.

4p|.     es     un    locus    que    controla    la    sialidaci6n

de    la    fo`\,sfatasa    acida    del     hi.gado.       Esta    enzi.rna    hi.dro-

ll.za,      a     pH          bajo,      a     mono€steres      fosf6ricos     y     se

encuentra      en      la      fracci6n      lisos6ml.ca      de      un      11.sado

hepati.co     (109).        E1     locus   4p|   est6    telom6ri.camente    a

7    centimorgans    de    H-2     (110).

±±±=Z.       Este   locus   controla   el    grado   de   siali-

daci6n     de     una     enzi.rna     hepatl.ca    llamada            -manosi.dasa

que       s.e       detecta       en       dos       formas       electrofor€ti.cas

(Ill-112).         Este     locus     y    el     locus    ±p|    no     nan     si.do

separados    por    recombi.naci6n,     su    funci6n    es    muy    pare-

cida   y   en    reali.dad,    pueden    ser    i.d€nticos.
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Estos     cl.nco     loci      que     controlan     variacl.ones

i.soenzi.m6ticas      no     parecen     tener     una      relaci.6n      obvi.a

con     los    loci.     de    clase     I-IV.        Su    presenci.a    en    el     cro-

mosoma    namero    17   puede    ser    sl.mple    producto    del     azar.

Por    dltimo,    centrom6rl.camente    a   la    regl.6n   i   se

encuentra     ubi.cado     un     complejo     gen6tico     que     controla

una    serie    de    factores    dominantes    (i)   y    una    de    recesi.-

vos      (I).         Estos     factores     se     expresan     pleiotropica-

inente     en     forma    de     una     variedad    de    si-ndromes     que     van

desde          alteraciones          de         la         cola         a         letalidad

1.ntrauteri.na.          Estos     efectos      se     deben      a     la      acci.6n

conjunta     de     varl.os     loci.     cuyos    productos     no    nan    sido

caracterizados    bi.oqufmi.camente.       La    geneti.ca    de    estos

factores    es    considerablemente    extensa   y   compleja   y    ha
\

sido     revi.sada     en     va`rl.as     oportuni.dades     (20,      113-118).

La    presenci.a     de    estos    loci     en    el     cromosoma    17    parece

tener     un     efecto     muy     interesante     relacionado     con     la

supresi.6n        o        dl.sml.nucl.6n        de        los        sucesos         recom-

bi.natori.os        en        este        cromosoma        (119-120).                Este

fen6meno    se    discuti.r6   mas    adelante.

En     lo    transcurri.do    de    esta     1.ntroducci6n    se    ha

presentado    una    visl.6n    somera    de    la    organi.zaci6n    gen6-

tica       del    complejo   ±±y    de    los    loci     de    sus    vecinda-

des       telom6ri.ca      y      centrom€rica.          Cuando    ha    sido
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posi.ble,    se    han`   presentado    algunos    conceptos    sobre    la

funci.6n    y    estructura    de    los    productos    de    estos    loci.

Esto    se    ha    hecho   con    el    objeto    de    defi.ni.r    al     ambi.ente

gen6ti.co    en    que    se   encuentran    los    genes    que   controlan

a    Ss   y   Slp   que    son    las    dos    protel.nas    relacionadas    con

el     complemento    y    que    constituyen    el     inter€s    central

de    esta    t6si.s.       En    otras    palabras,    se    han    presentado

los    elementos    imprescl.ndibles    que    permiti.ran    di.scuti.r

los    productos    g€ni.cos    Ss   y    S.1p    en    el    contexto    de   H-2.

En    los    p5rrafos    siguientes    se    revl.sar6n    algu-

nos    conceptos     relevantes     generales     sobre     el      si.sterna

del     complemento.         Se     enfati.zara    la     ini.ciaci6n     de     la

activaci6n     del      sistem,     consl.derando     que     todos     los

componentes    cuyos     genes     estructurales     se    encuentran

11.gados      a      los      CPH      partl.cl.pan      precl.same`nte      en     esta

etapa .

3. El     sl.sterna    del    com 1 emento .

El       si.sterna       del       complemento      ti.ene            un       rol

biol6gi.co     fundamental      como     efector     de     la     respuesta

inmune    contra     numerosos     organismos     pat6genos.         Esto

puede     lograrse     medi.ante     diversos     mecanismos     que     van

desde   la    alteraci6n    profunda   de   la    funci6n      y   estruc-

tura    de    las    membranas    biol6gicas    a   actuar   en    forma    si

n6rgica   con    las    mol6culas    de    anticuerpo    para    determi.nar
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1a     ingesti.on     y         destrucci6n    .de     mi.croorganismos     por

c61ulas    fagoci.ticas.

La    naturaleza    fisico-qui.mica       de    la    serial     que

1.ni.cia     la     activaci6n     del     complemento     puede     ser     muy

vari.ada    y    las    pri.meras    etapas     1.mpll.can    la    acti.vaci6n

secuenci.al     de    zi.m6genos    a   proteasas.

Se     nan     descrito     dos     rutas     de     acti.vaci.6n     del

complemento    llamadas    ruta   clasica   y   ruta    alterna.       La

fi.g.2      es      un      di.agrama      de          la      acti.vaci6n      de      ambas

rutas,     en    que    el     suceso    central     es    la    acti.vaci.6n    del

tercer   componente.

3.i Ruta     cl5si.ca. La     ruta     cl6sica     es     ini.ci.a.1a     pri.n-

cl.palmente    por    complejos    antl.genos-antl.cuerpo.        Esta

activaci6n    puede    ocurrir    in    vi.vo    o    1.n    vi.tro (121)    }

en    ella      se    generan    tres    proteasas   complejas:

a.     La        Cl     esterasa         (Cl),     formada     por    tres

ti.pos       de      subunl.dades,       Clq,    CTr   y   Cii.       CTTr   y   Cii

son     serl.no-proteasas     cuyos     zim6genos     son    Clr    y    Cls.

(La     li.ned     sobre     el          componente     1.ndi.ca     que     €ste     se

encuentra    actl.vado).

b.     La    C3    convertasa    o    C4T5tz=    es     una    proteasa

cuyo    substrato    es    C3.          Est6      formada    por   cantidades
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Figura    2:         Simpli.ficaci.6n     esquemati.ca     de    la     activaci6n     del

complemento.        Este    esquema    se    centra    en    la    formaci6n    de    las

convertasas    de    C3   y    C5    a    trav6s    de   las    dos    rutas    de    activa-

cl.6n,    con    formaci6n    de    un    complejo    ll.tico    final    comdn.
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equimoleculares     de    C4-b    y    C2a,     generadas        despu6s     de

la    activaci6n    de    C4   y    C2    por    Cl-s.

c.    La    C5   convertasa,    formada    por    C4b   y   CTa    mss

C3b    que    es    el     producto    de    la    activaci.6n    de    C3    por    la

C3   convertasa.

La    acti.vacl6n    de    C5    es    el     dlti.mo    suceso    pro-

teoli.tico    despu6s     del     cual     se    produce    la    asoci.aci6n

estequiom6trica,       no      proteoli.tica,      sobre      membranas

bi.ol6gi.cas     de     los     componentes     C6    a    C9,     con     profunda

alteraci6n     de     la     estructura    y    fi.si.ologi.a     de    6stas.

Esta      dlti.rna      etapa      se      mani.fi.esta      dramaticamente      i.n

vitro        cuando    se usan     gl6bulos     rojos     sensibili.zados

con     anticuerpos     como     sistema     indi.cador.         La    11.bera-

ci.6n    de    hemoglobina    de    los    g16bulos    rojos    1.mplica    que

hubo    dafio    irreversi.ble    de    sus,membranas.

Las    proteasas    del     si.sterna    del     complemento    son

muy    complejas     pues,     con    la    dnica    excepcl.6n    del     inac-

ti.vador   de   las   anafilotoxinas,    requieren   para   su   acti-

vidad      de      la      asociaci6n      de      dos      o      mss      protei.nas.

Un      aspecto      interesante      desde     el           punto     de

vi.sta    biol6gico,    es    que    en    el     sistema    del    complemento

se   encuentran    por    lo   menos    tres    protel.nas   con   estruc-

turas    excepcionales,    no    descrl.tas    hasta    el    momento    en
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otros    sl.stemas.        Se    trata    de    Clq,     C2   y    el     factor    a.

Clq    ti.ene     una     estructura    en    parte    fibrl.1ar,     similar
~al     -co.1agemo    y    en    parte    globular.        C2    y    el      factor     8

•`~-son    dos    serino-proteasas    muy    similares    con    un    p6ptido

catali.ti.co      carac.teri.stico       de      las       serinoproteasas

pero,     -c.on      300       .re`siduos      aminoaci-di.cos      adi.ci.onales

hacia    el     lado     aminoterminal.        EI     C3b     inactivador     es

-`-=   ~.~=   o-tra~pr6.teasa    .con    aspectos   istructurales    especiales.

`=Estas     e.structuras    excepcionales     de    algunos    componen-

~      tes     del     compleme.hto     sugieren     que    la     historia     evolu-

tiva    del     si.Lstema    tambi.€n       es    especial.       Estos    y   otros

aspectos    de    las    proteasas    del     sl.sterna    del     comDlemento

han         sido         revisados         en         detalle         reci.entemente

( 122 -124 )  .

A       continu.aci.6n       se       revisara       en       forma       muy

general      1a     estructura     de     los     primeros     componentes.

Mayor        detalle'        al         respecto         ha        sido        publicado

recientemente    (121-128).

El     subcomponente    Clq    puede    ser    aislado    gracias

a       su       afinidad       por       la       inmunoglobulina       G      ya       sea

acoplada      a     soportes      inerteso     en     complejos      1.nmunes
/

(125).        Su    peso    molecular    es    de    400.000   y    esta    for-

mado    por    un    total     de    18    cadenas     de    3    tipos,    6A,    68    y

6C     de     tamafio     y     estructura     sini.1ar.         En     el      extremo

amino    terminal     cada    cadena    tiene    aproximadamente   80
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residuos     aml.noaci.dicos         con     una    secuencia     simi.lar     a

la    del     colageno.        Los    residuos    carboxi.terminales,    no

tienen    aspectos    estructurales    especiales,    su    secuen-

cia    es    muy    sl.mi.lar    en    las    cadenas    A,    a   y    C   y    adoptan

una    estructura    globular.        Esta    estructura,     sugerida

ori.ginalmente    por    Po.rter   y    Reid    (123),    concuerda    muy

bi.en   .con    el     tamafio   .y    forma_   de    la    in_-o]€cula    visualizada

al    microscopio    electr.6nico.

Los   .subcomponentes     Clr    y    Cls     pueden     aislarse

de     la     fracci6n     euglobull.nica     del      suero     por     croma-

tograffa      de      intercambi.o      i6nl.co       (126-127).            Ambas

mol€culas        estan         formadas        por        ur.a        sola        cadena

polipeptfdi.ca     de     peso     85.000.         Al     s.er     acti.vadas     su

conformaci6n    cambl.a    a    dos    cadenas     de    pesos    27.000    y

56.000    uni.das    por    puente    disulfuro.       En    ambos    casos,

el     siti.o    enzi.matico    activo    esta,ubi.cado    en    la    cadena

b    que    es    la    mss    pequefia.

A    pesar    de    la    gran    homologi-a    exi.stente    entre

las    cadenas    b   de   Clr   y   Cls,    la   especi.fi.cidad    de   estas

proteasas    es    muy   diferente.      Clr   actda   solo   sobre   Cls

y    €ste,     en    cambio,        hi.droliza    enlaces    pepti-di.cos    en

C4,     C2    y     otros     substratos     sensibles     a    la     tripsi.na

(  121  )  .

El     segundo    componente    del     complemento     (C2)     es

especialmente    difi.cil       de   purificar   debido    a   su   baja
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concentraci6n     s6rl.ca     (15     mg    por    litro     de    suero)    y    a

su       extrema       vulnerabilidad       a       la       degradaci.6n       pro-

teoli-tica     (128).         Esta     formado     por     una     sola     cadena

gli.coproteica            de      peso       aproxi.mado       100.000       (129).

Cuando     es     activado     por     Cii     origi.na     dos     cadenas      de

peso    70.000    (C2a)    y    30.000    (C2b).

El       cuarto       componente       (C4),       ti.ene       un       peso

aproximado    de   200.000  y    esta   compuesto    por    tres    cade-

nas     unidas     por    puentes     disulfuro.         Las     cadenas     han

sido    designadas  c£     ,   8    y    6   con    pesos    93.000,    78.000   y

30.000     respectivainente      (130).      Ia     mol€cula          ha     si.do

ai.slada        en        estado        puro       y        las        cadenas        pueden

separarse,     despu6s     de     reducir    la     mol€cula,     medi.ante

diversos     m6todos     cromatograficos    y     electrofor6ticos

tl31).        La    secuencl.a    aminoacl.dl.ca    del     extremo    ami.no-

terminal     de    las    cadenas        Ci   comparte    ci.erta    homologi-a

con      las      secuencias      aminoterminales      de      las      cadenasCi

de      C3      y      C5,       1o      cual       puede      deberse      a      un      ori-gen

gen€tico     comtin      (121).          Las     cadenas   a       y    `S     muestran

ci.erto    grado    de    heterogeneidad    que    puede    estar    rela-

cionada    con    las    varl.antes     de    C4   encontradas    con    t6c-

nl.cas    electrofor€ti-cas    [132).

C4    es     sinteti.zado     como     una     sola     cadena    poli-

peptfdica       que      debe      ser      hidroll.zada       en       puntos
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especl-fi.cos          para     orl.gi.nar     la     estructura     funcional

de    tres     cadenas     (133).        El     precursor    se    encuentra    en

el     plasma    en    una    proporci6n    del     1    a    3a6    de    la    forma    de

tres     cadenas     (133-136).        No    se    sabe    donde    se    reali.za

la    conversi6n    de    precursor   a   producto.       En    el     precur-

sor    el     orden    de    las    cadenas    es     8         ,     Ci   ,    7'(137-138),

de     acuerdo     con     la     secuencl.a    aminoaci.dica        aminoter-

mi.nal     de    pro-C4,     de    la    cadena    8    de    C4   y    del     producto

de   la    digesti6n   de   pro-C4   con   fit.

Para    pasar    a    formar    parte    de    la    C3   convertasa

de     la     ruta    cl6sl.ca,     C4        debe    ser    activado    por    Cli,

presente      en      el       complejo      C1.            Esta      acti.vacl.6n      se

realiza    por    di.gestl.6n       de    .Jn    solo    enlace    pepti.di.co    en

la      cadena     a         de      C4     con      11.beracl.6n      de      un      pequefio

\

fragmento     llamado     C4a    y    constl.tufdo     por    66     resi.duos

aminoci.di.cos      del       extremo      ami.notermi.nal        (139).            El

fragmento      mayor,       llamado      C4b,       puede      uni.rse      fuer-

temente       a    trav6s    del     resto    de    la    cadena    a(   (  ai`),    pro-

bablemente      en      forma      covalente,       a      las       superficies

celulares      o     a     la      inmunoglobuli.na      G     agregada.           Los

puntos     de     uni6n     a     las     superficies     celulares     no     nan

si.do     caracteri.zados.         La     uni.6n     a     la     mol6cula     de     IgG

ocurre    en    el     fragmento    Fc    que    corresponde    a    la    mi.tad

ami.notermi.nal      de     lascadena5   pesadas   de    la     inmunoglubu-

1ina     (140).
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Los    componentes    C3   y    C5    tienen    una    estructura

general     muy    simi.1ar,    con    un    peso    molecular    de    185.000

y    estan     formados    por    dos    cadenas    unidas    por    puentes

di.sulfuros,        llamadas   CW   y    a   ,    con    pesos    de    115.000   y

70.000    respectivamente.        Estas    propiedades    si.milares

permiten     la     separaci6n     conjunta     de     estos     dos     com-

ponentes      hasta      etapas      finales      de     la      purl.ficaci6n

(141).              Cuando       C3      y       C5-son       activados       por       las

correspondiehtes    convertasas    cada    uno    pi.erde    un    p€p-

tido      del      extremo     aml.noterminal      de     la     cadena                .

Estos     p6ptidos     se    llaman    C3a    y    C5a,    tienen    aproxima-

damente     70     residuos     ami.noaci.dicos     de     longi.tud    y    una

importante    homologi.a    en    sus    secuencias     (142).       C3,     al

igual     que    C4    es    sinteti.zado    como    un    precursor    de    una

sola    cadena     (143).                       `\

Cuando     la     C3     convertasa     se     une     a     una     o     mss

mol6culas      de     C3     actl.vado      (CiE),      forma     el      complejo

C4b,     2a,     3b    y    cambia        su    especifi.cidad    a    C5    conver-

tasa     (143).        El     cambio    en    especifl.cidad    no    requi.ere

necesari.mente    de    un    cambl.o    estructural     muy    grande    en

C2a    (que    contiene    el     sl.tio    activo)   ya    que    C3   y    C5    son

muy    parecidos.         En     ambos    casos     se    li.bera    un     pepti.do

anafi.1ot6xi.co     (C3a    y    C5a)     del     extremo    amino    terminal

de   la   cadena.



55

Uno     de    los    hallazgos     reci.entes    mss    i.nteresan-

tes     en     la     acti.vac'i6n     del     complemento     es     el     hecho     de

que     C4    y     C3,     al      ser    activados,     forman     enlaces    cova-

lentes     con     protei-nas     o    poll.sac6ridos     que    se     encuen-

tran    pr6xi.mos    al     sitio    de    activacl.6n.       Este   rnecanismo

fue     descrito    por    Law    y    Levi.ne    en    1977     (144).        Estos

autores       demostraron       que      C3      al       ser      acti.vado      por

EAC115Za     (erl.trocl.tos    sensl.bl.lizados    por    anti.cuerpos

que    han    incorporado    la    C3.convertasa)    forma    un    enlace

estable,        probablemente    de    naturaleza    covalente,     con

componentes     de     la     superfl.cl.e     celular.         Este     enlace,

de    ti.po   €ster,    es    sensl.Dle    a   la    acci6n    de    la    hidroxi-

lami.na.         Una    situacl.6n     similar    puede    ocurr`ir    con    C4,

despu6s    de    su    acti.vaci6n    por    C|    (145).
\

3.2. Ruta    alterna. Debido    a    que    esta     ruta    no    tien.e    espe-

ci.al      relevancia     en     el      tema-central      de     esta     t6sis,

solo    se    mencionaran    brevemente    algunas    generalidades.

La     biologi.a    molecular    y    la     qui-mica     de     esta     ruta     ha

si.do    revi.sada    en    detalle    reci.entemente    (146).

En    la    ruta    alterna    la    activaci6n    tambi6n    puede

ser    ini.ciada    por    anti.cuerpos    agregados.       Esto    ha    sido

demostrado    con    complejos    entre    anti-genos    y    mol€culas

de     anticuerpos      a     los     cuales      se     le     ha     removido     el

fragmento    Fc    .(porci6n    de    las    cadenas    pesadas    distales

a       los       sitios       de       combinaci.6n       de       la       mol€cula    de
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anticuerpo)     (F(ab')2-Ag).        Estos    complejos    no    acti.van

la    ruta    cl5sica    (146-147).

La      funci6n      biol691.ca      pri.ncipal       de      la      ruta

alterna    parece    basarse    en    su    capacidad    de    acti.vaci6n

ji]±j+!q      por    polisacari.dos    presentes    en    las    paredes

bacteri.anas     y     de          los      hongos      a     los      cuales     causa

destrucci.6n     medi.ante     la     fagocl.tosis     de     6stos     o     por

el       ataque      11.tl.co      sobre      sus      membranas.            La      ruta

alterna            formari.a     asl.1a    primera     l1.nea     de     defensa

contra        las        I.nfeccl.ones,        antes        que        ocurra        una

respuesta     inmune     (producci.6n     de     anticuerpos)     y,     por

ende,         antes     de    que    se     active    la     ruta    cl6si.ca.         EI

suceso     central      en     esta      ruta,      al      igual      que     en     la

clasica,       es       la      activaci.6n      del       tercer      componente

(fi.g.2).       La   C3   convertasa    (CIEEb)    en    esta   caso,    esta

formada   por   C3b   y   factor   a   activado    (851    que   conti.ene

el        siti.o       enzimatico       activo.              La       C5       convertasa

(Ttsbl-ffBb)    se    orl.gi.na    por    1.ncorporaci6n    de    mol€culas

de    C3b    adi.cionales    a    la    C3   convertasa     (146).

Los    sucesos    inl.ciales    de    la    actl.vaci6n    de    esta

ruta    estan    menos    caracteri.zados    que    los    de    la   cl6sica

Se     acepta     que     esta     1.nici.acl.6n     1.mpli.ca     la     asociaci.6n

de    pequefias    cantl.dades    del     factor    a   y    C3b    en    un    com-

complejo    bimolecular    (C3bB)    en    el    cual     el     factor    8
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es     sensible    a    la     acci6n     de     una    enzima,     presente    en

forma     activa     en     el      plasma,llamada     factor    D     (146).

Los    componentes    terml.nales     (C6-C9)     partici.pan

de    igual    manera    en    ambas    rutas.

P r o t e 1. n a s

c omp l emento .
Laac

reguladoras          de          la acti.vidad          del

ti.vi.dad    del     si.sterna    del     complemento    como

mecani.smo      central       defensivo      se      reali.za      generando

gran     canti.dad     de      productos      actl.vados     que     no     solo

estan     capacitados     para     atacar     al      organi.smo     invasor

sino    tambi.6n    a    teji.dos    del     hu6sped.       Este    dafio    poten-

cial    al     hu6sped   puede   realizarse   a   trav6s    de    diversos

mecani.smos,      tales     como     opsoni.zaci.6n.,      alteraci6n      tie

membranas      celulares,      1iberacl.6n      de      anafilotoxinas,

etc.    Io    cual     puede    ori.ginar   o   contribuir    a    una    reac-

ci.6n     inflamatoria     local      o    sist6mica.         Es     esenci.al,

por     lo     tanto,     la     existenci.a     de     mecanismos     regul.a-

tori.os    altamente    eficientes,    cuyo    objeti.vo    pri.ncipal

se   cumple   mediante    la   inactl.vaci6n    de   c.omponentes    del

complemento.        Esta    inacti.vacl.6n    se    logra    de    di.versas

manera.        Asf,     algunos    componentes,     1.ndispensables    en

la     I.nici.aci6n     de     la     cascad.a,     ti.e`nen     una     vida     media

muy    corta    durante    la    cual     pueden    unirse    a    membranas

biol6gi.cas.       Por   otra   parte,    las    tres    enzimas   comple-

jas      centrales      del       sistema   est5n    restri.ngl.das    en    su

57
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actividad     por     una     tendencia     intri.nseca     a     la     I.nac-

ti.vaci6n      debida      a      la      p6rdida      espontanea      del      com-

ponente    que    ti.ene    el     siti.o    enzim5ti.co        activo     (C2a)

tanto     por    parte     de     la     C3    convertasa     como     de    la     C5

convertasa      de      la      ruta     clasi.ca      (C4b,2a     y     C4b2a3b

respectivamente).            Un      fen6meno      simi.lar      ocurre      por

di.sociaci6n    del    fragmento    activo   del    factor   8    (Bb)    de

la    C3   y    C5    convertasas    de    la    ruta    alterna    (i3FTb   y

C-3T(- Bii n   r e s p e c t i v a in e n t e ) .

Un    tercer    ti.po    de    control     esta       representado

por   inhibl.dores    naturales    de   proteasas,    como    el    inhi-

bi.dor    de    Cl        y    los    inactivadores,    como    el     C3b    inac-

ti.vador    (C3b-INA),    cuya    especi.ficidad    sobre    C3b   y    C4b

requ.iere     de     los     cofactores     Bi:H         y     C4-bp     respec-

tivamente.        La    biologl-a    molecular   y   funci6n    de    estas

/i     mol6culas     reguladoras     ha    sido    revisada    en    detalle

recientemente      (121-146).           Una      de      estas      protei.nas

(C4-bp)     ti.ene         especi.al      relevancia     en     esta     diser-

taci6n      y,       en       este      contexto.    sera      di.scutida      mss

adel ante .

4. Recapi.tulaci6n    de   objeti.vos   es e c 1. f i c o s ,

El    objeti.vo   central    del    trabajo   descrito   aqui.,

es    el    de   contribui.r   a   la   comprensi6n    de   la   naturaleza

de   las      relaci.ones    existente.s    entre   el    complejo   pri.n-

cipal    de      histocompatibi.lidad      de      las    especies   y   el
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sistema      del      complemento.           El       hallazgo.     de     la     par-

ticipaci6n    de    estos    complejos    gen6ticos    en    la    regula-

ci6n    y    la    si.ntesl.s    de    algunos    componentes    claves    del

si.sterna    del    complemento    aparece   como    algo    inesperado,

debido    pri.ncipalmente     a    que    los     productos     gen6ticos

clasi.cos     de    los    CPH     (Clase    I   y    11)    se    expresan    prin-

cipalmente    como    constituyentes     estructurales    en    las

me.mbranas    de    diferentes    poblaci.ones    celulares    y    solo

secundariamente   en    el    suero,en   contraste   con   los    pro-

ductos    de   clase    Ill.

El        modelo        gen6ti.co        escogido        ha        si.do        el

complejo   j±±  del    rat6n.      Este   sistema   controla   exten-

sas     vari.aciones     cuanti.tati.vas     de     dos     protei.nas     del

suero,       1a      substancia       s6rica       (Ss),       i.mplicada      por

diversos    laboratorios    en    el     sistema    del     complemento,

y       la       protei-na       sexo-11.mi.tada        (Slp),        de       funci6n

desconoc i da .

Los    objetl.vos    de    los    experimentos    presentados

aqui.    pueden    clasifi.carse    en    dos    grupos:

a.    Determinar    la    estructura   y   funci6n    de    Ss   y

Slp.

b.    Buscar    variaci.ones       estructurales    de    estas

protei.nas     y      usar      estas      variaci.ones     como

marcadores    para    1.denti.ficar   y   localizar   los

genes    que    las    codifi.can.



Uno    de    los    objetivos    especi-fi.cos    de    algunos    de

los        experimentos        descritos        aqui.        se       cunpli.6       al

demostrar     que     Ss     es     estructural     y    funci.onalmente    el

cuarto     componente     del      complemento     del      rat6n.         Esta

demostraci6n    ha    sido    publicada    .(150).        Por    lo    tanto,

el       uso       del        t6rmi.no       "substanci.a       s6rica       (Ss)"       es

actualmente     obsoleto.             Sin     embargo,     respetando     la

secuencia    hi.st6rica,    en    los    si.gui.entes    capi.tulos    este

t6rmino     y     el      de     "cuarto     componente     del      complemento

(C4)'`seran    usados    como    equivalentes.
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MATERIALES     Y     METODOS

1. Reactivos:       En    esta    seccl.6n   se    identifi.cars    primero    a

1as    compafiias    o    laboratorios    seguido   de    los    reactivos

que    alli.    se   obtuvieron.

American    Hoechst    Corporatl.on,    Sommervi.lle,    Nueva   Jer-

sey,    u.S.A.:    Agarosa.    _

Bi.o-Rad    Laboratories,    Ri.chmond.    California:

N , N  I  -meti 1 en-bi s -ac ri 1  ami. da ;    N, N , N  I  , N  I  -tetrameti 1  -

eti.1endi.amina     (TEMED);    persulfato    de    amonio    y    dodeci.l

sulfato    s6di.co     (SDS).

Cal-Bi.ochem,      San     Diego     Call.fci`,..ni.a,     U.S.A.:     di.I.sopro-

pilflurofosfato    (DFP).

Miles      Laboratories,      Inc.,      Miles     Researcll      Products,

Elkhart,        Indiana,        U.S.A.:       albdmi.na       s6ri.ca       bovi.na

(  BSA  )  .

New   England   Enzyme    Center,    Boston,    Massachusetts,

U.S.A.:     Staphyl

aureus )  .

ococcus    aureus    de    la    cepa    Cowan    I     (S.

Shell      Chemicals     Corp.,      Londres,      Inglaterra:     Noni.det

P-40.
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Sigma,     Chemical      Corp.,      Saint     Loul.s,     Montana,      U.S.A.

:ovoalbdmina;     a   -galactosidasa    (de Escherichia   coli);

catalasa      (de     hi.gado     bovi.no);     mi.oglobina      (de     hi.gado

equino);       dehidrogenasa      alcoh61ica      (de      levadura)      y

fosforilasa             A             (de             mdsculo             de             conejo).

Pharmacia      Fine     Chemicals,      D1.v.      of     Pharmacia,       Inc.,

Piscataway,        Nueva       Jersey,        U.S.A.:        DEAE-Sephacel,

Sephadex    G-200.

Whatman     Chemicals     Di.v.     W.     and    R.     Balston,     Maidstone,

Kent,     Inglaterra:     DEAF-celulosa     (DE-52).

Stockholm   Superfosfat    Fabriks    A.B.    Stockholm,    Suecia:

Pevikon    G-870.

Shwarz/Mann     Di.v.,      Becton     Dickl.nson     and     Co.         Orange-

burg,     Nueva     York,      U.S.A.:     sulfato     de     amoni.o    y     urea

ul trapura .

LKB      Instruments,      Inc.,      Rockville,     Mariland,      U.S.A.:

Anfolitos,    pH    3.5    a    10   y    5    a    7.

2. s 0 1  u c 1. 0 n e s tampones:          Salino     tamponado     con     fosfato

(Dulbecco's     PBS)     fu6    obtenido    de    Grand    Island    Biolo-

gical     Co.,     Grand    Island,     Nueva    York.

PBS-EDTA:     PBS    c,on    0.002M    de    eti.lendiaminotetracetato

s6dico     (Na3HEDTA).     pH     7.55.

PBS-EDTA-EACA:                   PBS-EDTA         con          0.005M         de          acido

e-aminocaprol.co     (EACA).
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Tamp6n      barbi.tal,      pH      8.6:       0.023M      barbital       s6dico,

0.037M    acido    barbitdrico   y    0.002M    Na3HEDTA.

Sali.no      1.sot6ni.co      tamponado      con      veronal        (VBS=),      pH

7.4:     0.0025M    barbi.tal,    Nacl     cantidad    sufici.ente    para

lograr    una    conducti.vidad     de     7.4    ms     a    0°C,     y    0.002M

Na3HEDTA     (VBS-EDTA).

GVB++:     VBS    con     0.1%     de     gelatina,     0.005M    de    Cac12,     y

o.oool5M    Mgc12.

DGVB++:     GVB++    vol/vol     con    dextrosa    al     5%    en     agua    con

o.o01M    Mgc12.

Tamp6n      cloruro       de       sodio-EDTA-Tris       (NET),       pH       8.6:

0.15M       Nac1,        0.005M       Trl.s.        0.002M      Na3HEDTA      y       0.02%

peso/voldmen    de    azl.da    de    sodio    (NaN3).

NET-0.5`%       NP-40:        NET       con       0.5%       voldmen/voltimen       de
\

NP-40.

NET-0.05%      NP-40:       NET     con      0.05%      voltimen/volGmen      de

NP-40.

Tamp6n      deoxicolato       (DOC).      pH      8.6:       0.02M      Tri.s-Hcl,

0.05M      Nac1,      y      0.05%      peso/voldmen      de      deoxl.colato.

Tamp6n      barbi.tal-1actato      de     calcio,      pH      8.6:      0.023M

barbital     s6dico,     0.037M    acido    barbitdrico    y     0.0009M

lactato   de   calcio.

Tamp6n    cloruro     de     sodio-fosfato,     pH    6.7:     0,05M    fos-

fato   y   lM   cloruro    de   sodio.

Tamp6n    acetato,    pH    5:    0.1M    acido    ac6tico.
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Animales:     Una     gran     variedad     de     cepas     de     ratones     de

ambos    sexos    han    sido    usadas    en    este    trabajo.       La    edad

de    estos     animales     varl.6    entre    4    y    8    meses,     con     una

medi.a    de   6    meses.       En    esta    secci6n    se    identi.ficar61a

fuente     que     proporcion6     los     anl.males     y     luego     a     las

cepas    correspondientes.

Jackson    Laboratory,    Bar    Harbor,    Maine,     U.S.A.:

DBA/2-J.r      DBA/id.       c57Bi/1o.       AKR/I,       Bio.D2,       Baib/c,

A.Sw,     C3H,     B10.Br,     A.By,     B10.M.

Dr.       D.C.       Shreffler,       Washington       University,       Sai.nt

Loui.s,         Montana,         U.S.A.:         C3H.OH,         C3H.OL,         C3H.B10,

C3H.W7.                    Estos          animales           fueron          reproducidos

posteriormente   en    nuestro    vivero.

Dr.       G.      Biozzi.,       Fondation      Curie,       Paris,       Francia,:

machos     MP.                                                `\

Dr.     J.      Stimpfling,     Mc     Laughli.n     Research      Institute,

Great    Falls,    Montana,     U.S.A.:     B10.RIII,     B10.RIII(20R)

y     B10.BSVS.

Dr.       M.       Dorf,       Harvard       Uni.versity       Medical        School,

Boston    Massachusetts,     U.S.A.:     A.TFR4   y    B10.TFR5.

Dr.     H.     Passmore.     Rutgers     Uni.versi.ty,      New     Brunswick,

Nueva       Jersey,        U.S.A.:        A.BY,        B10.L1855.        B10.STA12,

B10,CAS2    y     B10.KP8128.

Dr.     R.     Bash,     New    York    Unl.versity    School     of    Medicine,

Nueva    York,      U.S.A.:        A.TL    y    A.TH.
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Or.      C.      David,.     Mayo     Medical      School,     Rochester,     Mi.n-

nessota,        U.S.A.:       B10.WB,        (B10.F(13R)xA/J)F1,    B10.P,

B10.BDR-2,     B10.HTG,     B10.S(7R).     B10.F(14R).

Dr.      F.     Fi.gueroa,      Universidad     de     Chi.le,      Facultad     de

Medicina,     Santiago,     Chl.le:        Primera    generaci.6n    entre

ratones   si.lvestres,    capturados   en   la   veci-ndad    de   San-

tiago,   constitutivos   para   la   expresi6n   de   la   protei.na

Slp   y    ratones    C3H.       Estos    animales    estan    actualmente

en    la    sexta    ge.neraci6n    de    retrocruza   contra    C3H   para

preparar    una    cepa    cong€ni.ca    para    la    expresi6n    cons-

ti.tuti.va   de   Slp.

Todos       estos       anl.males            fueron       usados       para

obtener    suero,    plasma   y    g16bulos    rojos    o    para    produ-

cir      aloanti.sueros.
\

•      Para       la       obtencl.6n       de       plasma     `.'.1os       animales

fueron     sangrados     por     la     vena    y     arteria     axi.lar     en

tubos     de     vidrio.    a    los    cuales     se     agreg6    previ.amante

Na3HEDTA    y    EACA    para    obtener    concentraciones     finales

de     0.002     y      0.005M     respec`tivamente.          Los     tubos      se

centrifugaron      para      separar     el      plasma      al      cual      se

agreg6    DF.P    para    obtener    una    concentraci.6n    de    0.004M.

Este     plasma     fue     usado     l.nmediatamente     o    congelado     a

-700C        por        periodos        no        superiores        a        un        mes.

Para     la     obtenci6n     de     suero,     1os     animales     se

sangraron    de    i.gual    manera,1a   sangre   se    dej6   coagular
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durante    10   minutos    a    temperatura   ambiente   y   una    hora

a   OOC.      Despu€s   de   separar   el    coagulo   por   centri.fuga-

ci6n     se     agreg6     EDTA.     EACA,     y    DFP     al      suero     en    con-

centraciones   iguales   a   las   usadas   para   el    plasma.

Para   la   obtenci6n   de   g16bulos   rojos   los    anima-

1es   fueron   sangrados   por   la   arteria   y   vena   central    de

la   cola,    en    una    soluci6n    anticoagulante    isotomica    de

citrato   de   sodio,    pH   7.4,    a   4°C.       Los   g16bulos    rojos,

separados      por     centrifugacl.6n.      fueron      lavados      dos

veces     con     PBS    y     una     vez    con     0.85%    peso/volGmen     de

Nac1.

Anti sueros :

Anti      Ss.                De     gran     importanci.a     en     los     estudios

descritos      aqui.      es     la     disponibilidad     de     un      suero

anti-C4     de     rat6n     de     alta     calidad.         Dos     tipos     de

heteroantisueros    anti-C4   fueron    usados    en    este    tra-

bajo.          El      primero     donado     por     el      Dr.     H.     Passmore,

Rutgers      University,       New      Brunswi.ck,      Nueva      Jersey,

(148).      Este   heteroantisuero   fue   producido   inoculando

en   conejos    fracciones   parcialmente   purificadas    de   C4.

El          antisuero         producido         en         estos         casos         es

poli-especffico,     1o     que     hace    necesaria     su     absorci6n

con   el    suero   de   rat6n   con   bajos   niveles   de   C4   (!=ii).

El    producto   obteni.do   asf.    puede   ser      operacionalmente
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monoespecffico,     si      se     prueba     con     t6cni.cas     de     sen-

sibili.dad    moderada,        tales    como    inmunodifusi6n    doble

en      agar,      inmunoelectrofor€sis      en      cohete      ("rocket

1.mmunoelectrophoresl.s.I:RIE)        o        inmunoelectrofor€sis

cruzada     (CIE).        Si.n    embargo    en    ensayos    mss    sensibles

(radi.oi.nmunoensayo   o   simple    1.nmunoprecipitaci6n    de    C4

a    partir    de    fracciones    de    suero    radiomarcadas)    este

heteroantisuero     puede         .presentar     problemas     debi.do

fundamentalmente       a       la      imposl.bilidad       de       absorter

completamente      los      antl.cuerpos      contami.nantes,      a     la

presencia     de     componentes     s€rl.cos     de     la     cepa     usada

para    absorber      y   a   la   presencia      de   complejos    1.nmunes

solubles.        Todos    estos    problemas    se    resolvieron    con

el     desarrollo        en    nuestro    laboratorio    de    un    m6todo

para    purificar        en    tres    pasos,     un     fragmento    de    Ss

(1.dentificado   como   C4c   que   es   un    fragmento   del    cuarto

componente    del    complemento),   y   la    inoculaci6n    de   este

producto      en      conejos      due      produje+on      un      antisuero

monoespeci.fl.co    anti     Ss     (149).        El     aislamiento    de    C4

se     bas6    en    la    observaci6n     reali.zada    previamente    en

nuestro     laboratorio     de     que,     al     menos     que     se     tomen

precauci.ones   especiales,    el    C4   de   rat6n   es    facilmente

activado    por    Ci5  ,    con    produccl.6n    de    un    fragmento    me-

nor   llamado   C4a   y   un    fragmento   mayor   llamado    C4b.Este



fragmento      se    une   a   una   nueva   protel.na    reguladora    del

complemento,     descrita    en    nuestro    laboratorio    llamada

"C4-ibinding       protein"       o      C4-bp       (151),        formando       un

complejo     macromolecular.          C4b     en     este     complejo     es

sensi.ble    al    ataque   enzim5tico   del    C3b   inacti.vador    que

digiere             a       C4b       en       dos       fragmentos,        uno       menor

llamado     C4d      (45.000     daltons)     y     uno     mayor      tl-50.000

daltons)    llamado   C4c    (Fl.gura   3).       Este    fragmento    per-

manece    uni.do    no    covalentemente    a    C4-bp.

Los      complejos       C4b/C4-bp      o      C4c/C4-bp      pueden

separarse     de    otros     componentes     s6ricos     mss     pequefios

mediante     preci.pitaci6n     con     tamp6n     acetato,     pH     5.0,

resolubilizaci6n      en      PBS-EDTA     segui.da      de      un      simple

pasaje    a    tray,6s    de    una   columna    de   Sephadex   G-200.       EI

voldmen     exclui.do     de     esta     columna     es     concentrado     y

diali.zado    contra    cloruro    de    sodio    lM,     a    pH6.         Esta

concentraci6n    salina    disocia    los    complejos    entre    C4c

o     C4b    y     C4-bp.          Si     este     material     se     pasa     por     una

segunda     columna     de     Sephadex     G-200,      equi.1ibrada     con

Nacl     lM,     pH    6,     se    puede    separar    efici.entemen`te    C4-bp

de    C4b   yu       C4c.       Este    dlti.mo    fragmento    se    obtiene    con

un    grado    de    pureza    tal     que    al     ser    i.noculado    en    cone-

jos     produce     un     antisuero    monoespeci.fi.co    contra    Ss    y

con    reacti.vi.dad   cruzada   contra   Slp.

68



69



70

Figura    3:        Representaci.6n    esquematica    del     cuarto    componente

del      complemento     humano      (C4)     y     de     los     fragmentos     generados

por    la    acci.6n    de    Cls,    C3blNA   y    C4-bp.       C4   es    una    beta    globu-

1i.na    formada    por    tres    cadenas    polipeptl.dicas,   Ci     ,   e     y    v      de

pesos    90,     75    y    31    kilodaltons    respectivamente,     uni.das    cova-

lentemente     por     puentes     disulfuro.          Cls     es     una     esterasa,

acti.vable     por     complejos     inmunes,      que     puede      hidrolizar     un

enlace      pepti.dico      en      la      cadena          Ci         de      C4,      generando      un

fragmento     pequefio,     de     peso     4.000,llamado     C4a     o     oL     1,     y     un

f`ragmento    mayor,    C4b,     de    peso    195.000,    formado    por    las    cade-

nas      Q`   ,      6   y    T    .        EI     Cataboll.Smo    de    C4b    1.ncluye    la    acci6n     de

una     enzima,     C3blNA,     y     de     un    co factor,     C4-bp,     esenci.al     para

la    acci.6n    de    la    enzi.rna.       Esta    acci6n    resulta    en    la    di.gesti6n
\

de    C4b    en     dos     fragm6ntos,   de    C4d    o      g2    y    uno    mayor,     de    peso

150.000,     1lamado     C4c.         Este     dltimo     tiene        2     fragmentos     de

cadena                   a     (       Ci    3      y            ot    4       de       pesos       25.000      y       17.000

respecti.vamente)       unidos       covalentemente       al        resto       de       la

mol6cula    formada    por    la    cadena       8     y    la     y   ,     ambas    1.ntactas.

De    todos     6stos     fragmentos     solo    se    conoce    la    funci.6n    de    C4b

que    es     la     de     formar    parte     de    la    C3    convertasa     de     la     ruta

clasica   (ima).
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Dada    la     importancia    de    este    anti.suero    en    este

trabajo,        en     los     parrafos     sl.gui.entes     se     descri.be     un

protocolo    tipo     para     producl.rlo.        Todo     el      proceso     de

purl.fi.caci.6n     se     hi.zo     a     40C.          20ml      de     suero     de     una

cepa    de    rat6n    con    altos    niveles    de    Ss    fueron    di.all.za-

dos    durante    12    horas    contra    dos    litros    de    tamp6n    ace-

tato,     pH    5.0.        El     precl.pl.tado    obtenido    fue    solubi.li-

zado     en      PBS-EDTA         y     anali.zado     medi.ante     RIE,      deter-

minandose    que    conteni.a    mss    del     90%    del     C4   presente    en

el     suero     ori.gi.nal.        Este    materi.al     fue    pasado    por     una

columna     de     Se[ir!adex     G-200     (100    x    2.5    cm)     equi.li.brada

con     PBS-EDTA.         Se     recolectaron     fracciones     de    3.7    ml.

Como     se     observa     en     la     Figura     4,A,     se     obtuvo     un     pico

protei.co      exclui.do      agudo,       seguido      de       una      cola       de

materi.al     de    peso    molecular    menor.        El     anti-geno    C4   se

encontr6    en     el     prl.mer    pi.co,     formando    un.complejo    con

C4-!Jp     (151).         Para     disociar    estos    complejos,     se    pro-

cedi6    a   juntar    las    fracci.ones    44-50   y    a   concentrarlas

mediante     di.all.si.s      a     presi6n     contra     tamp6n      fosfato,

con      cloruro      de      sodio      lM.            La      separaci.6n      de      los

anti.genos    C4   y    C4-bp    se    logr6    mediante    un    segundo
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Figura    4:         (A),     20    ml     de    suero    de    machos    MP     (C4-al.to,     Slpa)

fueron     dialisados     contra    buffer    acetato    0.1    M,     pH    5.0.        EI

precipi-tado    obtenido    fue    disuelto    en   5    ml     de    PBS   y    filtrado

en    una    columna    de    Sephadex   a-200.       La    concentraci.6n    relati.va

de    Ss     (ci.rculos)    y    C4-bp    (li-nea    segmentada)    fue    determi.nada

en         las          fracci.ones         medi.ante         P`IE         contra         antisueros

monoespecfficos.         Ss    y    C4-bp    fueron     detectados     solo    en    el

primer    pico    de    densl-dad    6ptl.ca.       El     tamp6n    de    eluci6n    usado

fue      PBS-EDTA,      pH      7.55.           La          columna      fue     calibrada      pre-

viamente    con    suero    completo    de    rat6n   y   el     perfl.l     de    densidad

6pti.ca    esta    representado    por    la    li-ned    punteada     (el     pi.co     de

la    albfimi.na    se    representa    solo    parci.almente).       Los    triangu   -

1os    representan    la    densl-dad    6ptl.ca    obtenida    con    el     preci.pi-

tado     redi.suelto.          Las     fraccl.ones     44    a     50     (entre     flechas)

fueron    combinadas,    concentradas    mediante    dialisis    a    presi6n

contra    tamp6n     fosfato,     0..1M,     pH    6.7,     conteniendo    Nacl     lM,    y

filtradas     a    trav€s    de    una    segunda    columna    de    Sephadex    G-200

equi.li-brada     con     el      mismo     tamp6n.          Los     resultados      de     este

pasaje      se.      muestran      en       (8).            El       anti-geno      C4      (ci.rculos)

aparece     ahora     en      dos      areas      separadas.                Los      tri.5ngu.los

representan     el      perfil      de     densidad     6pti.ca     obtenido.          Las

fracciones    conteniendo    C4c    puro    (identificados    en    SOS-PAGE),

ubicados    entre    las    flechas,     fueron    combinadas,    concentradas

medi.ante    di.all.sis    a   presi.6n    contra    PBS,    pH    7.3   y    usadas    para
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Figura    4     (contl.nuaci6n)

1.nmuni.zar    conejos.         El     pl.co     contenido     entre     las     fracci.ones

47     a     55    corresponde     a    C4b     (1.dentl.fl.cado     en     SDS-PAGE).         Este

materi.al     no     se    us6    para    inmunizar    por    estar    contami.nado    con

C4-bp.         No     se     detect6     actl.vi.dad     hemoli.ti.ca     de     C4    en     ambos

picos     (C4b    y    C4c).



pasaje        por    Sephadex    G-200,     equilibrado    con    el     mi.smo

tamp6n.                 En         estas        condi.ciones,         la         activi.dad

antig6nica      de      C4      eluy6      en      dos      pl.cos:      el       primero

correspondiente    a    C4b   y   el     segundo    a    C4c    (Fi.gura    4b).

Este    segundo    pico    fue   concentrado    a   7    ml    por    dialisi.s

a      presi6n      contra      PBS-EDTA.            Lectura           a      280           nm

(A28onm)      fue      de      0,2.           Este     materl.al       fue     analizado

en    electroforesis    en    gel     de    acrilamida    en    la    presen-

cia      de      dodeci.1       sulfato      s6di.co       (SOS-PAGE),      en     con-

di.ci.ones     no     reductoras,     obteni6ndose     una     sola     banda

de    peso    molecular    140.000    (C4c).

La    preparaci6n    de    C4c    fue    l.noculada    en   conejos

hembras      New     Zealand/White     de     6     meses     de     edad.          En

cada    conejo    se    inocul6    un    total     de   3    ml    consi.stentes

de    voltimenes     iguales    de    adyuvante    de    Freund    completo

(CFA)   y    anti.geno.       El     dl.a   0   la   ml.tad    de    esta    prepara-

ci.6n    se    1.nocul6    subcutaneamente    en    el     coji.nete    plan-

tar    1.zquierdo    y    la    otra    ml.tad    intramuscularmente    en

el     muslo     derecho.         Los     animales     fueron     rei.noculados

el     di.a     14    con    200/g    de    C4c    en    CFA,     di.stri.bui.dos    en

partes     i.guales     en     el     cojinete    plantar    derecho    y    el

muslo     1.zquierdo.         Una     tercera     1.noculaci.6p     de     100/1

de     C4c     por     conejo     fue     hecha     en     di.a     25         1.noculando

antfgeno    intraperi.tonealmente,    sin    CFA.       A   parti.r    del
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di.a     32,      1os     animales     fueron     sangrados     semanalmente,

por    lo    menos    durante    I    mes.

Los      anti.sueros      fueron     probados     en     CIE     y     RIE

contra    sueros     de    ratones     de    di.versas    cepas.        Cuando

Se    us6      suero    de    ratones   C4-alto,   i]pO,    Se   observ6    un

solo     pico     en      CIE      (Figura     5A     y     58,      macho     C3H.B10     y

hembra     C3H.OH     respectivamente).         Cuando     se     probaron

ratones    C4-bajo     (Figura   5C,     C3H.OL)    en    CIE    se    observ6

un     pico    muy    pequefio     (5%    del     area    obtenida    con    anima-

les    C4-alto).        En    RIE,1os    ani.males    con    bajos    niveles

de     C4    nuevamente     presentaron     menos     de     un     loo;     de    los

niveles      presentes      en      el      suero      de     ani.males      C4-alto

(Figura    5D).         Por    otra    parte,     en     todos     los     ratones

S]pa-Slp-a,       se      observ6      otro      pl.co,      con      movilidad

electrofor€tica    mas    lenta     (Fi.gura    6A).        En    la    Figura

68    se    demuestra    que   este   pi.co   corresponde   en    realidad

a     Slp.          Para     6sto     se     us6     una    combinaci6n     de     RIE     y

CIE.         En     este    experimento    se    sometl.6    a    CIE    el     suero

de      machos      C3H.Wslp ( C4-al to , ap±)    y    Se    incluy6    ei
aloanti.suero    anti-Slp    en    la    pri.mera    dimensi.6n,    por    lo

cual     se    form6    un    "rocket"    de    precipitaci6n   y    la    eli-

minaci6n    del     pi.co   correspondiente    a   Slp    en    la    segunda

di.mensi6n.          Como     control      negati.vo     se     incluy6     en     la

primera    di.mensl.6n    un    antisuero    contra    un    anti.geno       no

relaci.onado       (C5:       quinto    componente    del     complemento)
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Fi.gura     5:          Demostraci.6n     de     la     monoespecl.fi.cidad     del      anti-

suero     anti     C4c    medi.ante    CIE     (A,     8,     C,     anodo    a    la     1.zquierda)

y      RIE      (D,      anodo      en      la      parte      superior).           A     y      8,      machos

C3H.B10       (Ss       alto       Slpo)      y      hembras      C3H.B10       (Ss

respecti.vamente.        c,

llto-S,p0)

machos     C3H.OL     (Ss     bajo-Slpo).         Estos

machos     produjeron     un     precipitado     equivalente     a     un     5®c      del

area      de     preci.pi.tado     presente     en     A     o     a.          RIE      fue      hecho

diluyendo    1/2,I/4,1/8    sueros    con    bajos    ni.veles     de    C4     (D,

lado    i.zquierdo      y    altos    niveles     (D,    lado    derecho).
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Fi.gura    6:         Demostraci6n    de    la    reactl.vl.dad    cruzada    del     anti-

suero      anti.-C4c      con      la      protei.na      Slp,           mediante      una      com-

bi.naci6n      de      RIE     y      CIE.          Suero      de      machos      C3H.W7      (Ss      alto-

§]pa)     fue     probado     con     CIE    contra     anti.     C4c     (A).         Se    obtuvo

dos     picos    de    movili.dad    electrofor6tl.ca     di.ferente:    uno    mayor

(an6di.co)     y     uno     menor     (cat6di.co).         Si     se     1.ncluye     IgG    anti.-

Slp     en     la     primera     di.mensi6n     (8.)     se     forma     un     "rocket"     y     el

pico    es     eliminado    especi.ficamente        de    la    segunda    dimensi6n.

Como    control     negatl.vo    de    este    dltimo    experi.mento    se    incluy6

IgG    anti-C5    en    la    primera    dimensi6n     (C),     nuevamente    se    forin6

un     "rocket"     pero     no     hubo     efecto     sobre     nl.nguno     de     los     picos

presentes    en    la    segunda    dimensi.6n.
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que    produjo     un     precl.pl.tado    que    no    afect6    a    C4    o    Slp

(Fi.gura   6C)..    Este    protocolo    de    purificaci6n    de    C4c    e

inmunizaci6n     ha     si.do    usado    por    lo    menos    cuatro    veces

en    nuestro    laboratorio    con    resultados    sl.milares.       El

anti.suero    obtenido    ha    sido    de    gran     utilidad    en     gran

parte     de     los     experimentos     descritos     en     la     secci6n

Resul tados .

4.2             Anti    Slp

4.2.1.    Aloantisuero oll.clonal    contra      la r o t e 1. n a

sexolimitada:             Este     fue     preparado     de     acuerdo     a     un

m6todo    publi.cado     anteriormente     (148).        Brevemente:     5

ml      de     plasma de     ratones    DBA/2J    machos     (Ss    alto -apa )

al       cual        se       le       agreg6       EDTA,       EACA      y      DFP      en      con-

centraci.ones\.   finales    de    0,001,    0,005   y    0,002M    respec-

tivamente,    fueron    pasados    por    una   columna    de    Sephadex

G-200      (100     x     25      cm)      a     4°C.          Las      fracciones      de     la

parte    ascendente    del     segundo    pi.co    de    densi.dad    6pti.ca

fueron    combinadas,    concentradas    a    un    voldmen    I.gual     al

del      plasma     origi.nal      e     inoculadas     en     ratones      DBA/1J

(§i±|te-§]ji°),    hembras    o    machos.       El    di.a    0   se    ino-

cul6      el      antfgeno     emulsi.onado     voldmen      a     voldmen'    con

CFA,     20Al      en     cada    cojl.nete     plantar     posterior.         El

di.a    7       se    inocul6       50/1        del       mi.smo    materi.al        en    la
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regi.6n    supraescapular,     el     di-a    21,     50    ul     intraperi.to-

neal      si.n     CFA    y,      el      di-a     28,     50    ul      intravenoso      (vena

lateral      derecna     de     la     cola).          Los      animales      fueron

sangrados      los     di.as     35,      42,      49    y     56     por     la     vena     y

arteri.a         ventral      de     la    cola.        El     di.a    63    se     inocul6

50AIl     de     anti.geno     intraveiioso    y    el     di-a    701os     ani.ma-

les    fueron    sacrificados      mediante    sangri.a    exhausti.va,

bajo     anestesia     et6rea.          Cuando     este     antisuero     fue

probado      en      RIE      di.6      una      reacci.6n      posi.ti.va      con      una

seri.e     de     machos     Ss     alto-Slpa    y     negati.va    con     hembras

Ss     alto-S|pa.          Las     Cepas     DBA/2J      (donante      de     S|p)     y

DBA/1J         (productora        del        aloantisuero)        ti.enen        los

mismos       aloti.pos       de       inmunoglobull.nas       y       no       se       han

detectado    otras    diferencias      en    el    suero    aparte    de    la

respecti.va      presencia     y      ausenci.a      de      Slp.            Por      lo
\

tanto,     este     anti.suero    es     monoespeci.fi.co    contra     Slp,

de    acuerdo    a    todos    los    crl.terios    di.sponibles.

4.2.2       Anti.cuerpos monoclonales         anti-Slp:                 Anti.cuerpos

monoclonales     contra     Slp     han     sido     preparados     recien-

temente      en      nuestro      laboratori.o.           El      m6todo      usado

incluye       la        descrl.pci6n        fundamental         de       K6.hler       y

Mi.1stei.n     (153)    y    Pontecorvo     (154)    con     algunas     modi.fi-

caci.ones       introduci.das       en       nuestro       laboratori.o       por

Potocnjak    y    colaboradores    (155).       Brevemente;    ratones

hembras        DBA/1J        fueron       l.nmuni.zados    de    acuerdo    a    lo
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descrito    en    la    seccl.6n    4..2.I.         Cuatro        di.as     despu€s

de    la    dltima    injecci6n    se    procedi6    a    sacar    los    bazos

y    preparar     una     suspensl.6n    celular     que     fue     fusi.onada

con     una     li.ned     de     c61ulas     mi.elomatosas      (P3U1).              La

presenci.a           de           antl.cuerpos           especi.fi.cos,                fue

detectada    en    un    rediol.nmunoensayo.       Para   €sto    se    pro-

cedi.6     a    cubrir    placas     de    microtitulaci6n,     hechas     de

cloruro     de     poll.vl.nilo,     con      1.nmoglobull.na     de     conejo

anti-Ss          de     rat6n      (como     se     menci.on6     anteri.ormente

estos     anti.cuerpos     reconocen     a    Ss    y    Slp).        Luego    las

placas       fueron       incubadas       secuencialmente       con:        (a)

plasma    Slp    positivo    o    negatl.vo;     (b)    sobrenadantes    de

los    cultl.vos    de    hibridomas    o    inmunoglobulina    G   normal

(no     1.nmune);      (c)      Inmunoglobulina     G     de     cabra     marcada

con    125|    anti-1.nmunoglobulina    de    rat6n.                           `

Asi.     se     logr6     detectar     15     hi.bridos     estables

productores    de    anti-Slp,.    9    de    los    cuales    fueron    clo-

nados    mediante    dilucl.ones    li.mite              y    tres    de    estos

clones        fueron        inoculados       1.ntraperi.tonealmente       en

ratones      hi.stocompatibles,      produci6ndose     asi.     11.qui.do

con    grandes    cantl.dades    de    1.nmunoglobull.nas    monoclona-

1es     anti-Slp.         Estas     1.nmunoglobuli.nas     fueron     purl.fi-

cadas     mediante     precl.pitacl.6n     con     sulfato     de     amonio

seguido    por   cromatografl.a    en    DEAF-Sephacel    y   eluci.6n



84

con    gradi.ente    salina.        Los    tres    anticuerpos    monoc.lo-

nales    obtenidos    son    IgG1,de    acuerdo    a   tipificaci6n    en   I

inmunodi.fusi6n     doble     contra     antisueros     especi.ficos.

Estos    anti.c.uerpos    monoclonales    anti-Slp    nan    si.do    usa-

dos     fundamentalmente    para    detectar    la       presencia    de

Slp     en     hembras     de     algunas    cepas     murinas     mediante     un

radioinmunoensayo       de       gran       sensi.bilidad       que       sera

descri.to   mss    adelante.

4.3 Anti    H-2.7: Un    tercer    anti.suero    de   gran    importancia

en    los    experi.mentos    descritos    en    esta    di.sertaci.6n    es

el     aloanti.suero   contra    el    grupo    sangui.neo   H-2.7.

Este        antisuero        fue       generado       en       la       combinaci6n

(B10.F    (13R)      x     A/J)Fl     anti      B10.r>    que     implica     a     los

haplotipos    (KP.IIsiDi  x   Kilisfu±)Fl    anti   ip.ipippp-.    La_--------
incompati.bi.li.dad      es       tal       que      implica      s61o       a      las

regiones   i  y  i.      En   pruebas    de   citotoxicidad   el    anti.-

suero    reacci.ona    solo   con   !i¥P   (H-2.22).       En    pruebas.

de    hemaglutinaci6n,    la    reactividad   con   ±!±±,   j±±i  y

±=ii   es    especi.fi.ca    para   H-2.7.       La    absorci.6n    in    vi.vo

en      ani.males      H-2i     Puede     remover     la     activi.dad     anti

H-2.7    perg    no    la    actividad    anti    H-2.22.        La    hemaglu-

ti.naci6n    con    g16bulos    rojos    !±±P.   podr-1.a    deberse    a    la

reacci6n    con    H-2.2.7   o    H-2.22.
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4.4

4.5

A n t l. £±=±p:       Un   cuarto   antisuero      importante   en    este

trabajo,    es    aquel     contra    C4-bp.        Este    antisuero    fue

obtenido      en       nuestro      laboratorio       (151)       usando      el

sigui.ente     procedimiento:     5.    ml      de     plasma     de     ratones

AKR/J       (H-2i,      Ss-bajo-SJP9)      Con      0.010      M      EDTA      fue

filtrado    por    una   columna    de   Sephadex    G-200.       C4bp    fue

exc]ui.da    con    otras    macromol6culas    en    el     primer    pi.co

protei.co    cuyas     fracciones    se    combinaron.        1.,5    mg    de

este    materi.al     fueron    emulsionados    en    CFA   e    1.noculados

al     di-a    0   en    conejos    en    los    coji.nes    plantares.       Estos

animales     fueron    reinoculados    intraperitonealmente    el

di.a    14    con    0.75    mg    de    protei.na   y   sangrados    los    di.as~~

21     y     24.          Estos     anti.sueros     fueron     probados     en     CIE

contra      plasma      de      rat6n,      detectandose      anti.cuerpos

contra     C4-bp    y    varl.os    contaminantes.         La     acti.vidad

contra      estos      contaml.mantes      pudo     eli-mina~rse      absor-

bi.endo    los     anti.sueros    con    suero    de    hembras     que    com-

parten     otros     anti-genos    y    que    tienen     s'6lo     un    30%    de

los    .niveles    s6ricos    de    C4-bp    presentes    en    los    machos

(151-152).        Este    antisuero    nos    permitl.6   caracterizar

a      C4-bp      como      un      nuevo     componente      regulatori.o      del

sistema    del    complemento    (151).

Otros   antisueros: Una   serie    de    anti.sueros    fueron    usa-

dos      como      controles      posl.tivos      o      negativos      en      los

experimentos       presenta.dos       aqui.,.             Un    aloantisuero



86

contra    el     quinto    componente    del     compl.emento    del     rat6n

fue    preparado    de    acuerdo    al    m€todo    de    Ci.nader   y   cola-

boradores     (156).       Antl.suero    de    cabra    contra    C4   humano

fue     adqui-ri.do      de     Meloy     Laboratories      lnc.,      Spring-

field,.     Vancouver.          Este     antisuero     .reacciona      fuer-

temente    en    forma    cruzada    con    Ss    y    d€bi.l     con    Slp.        Un

antisuero    contra     C3    humano     fue     preparado     inoculando

conejos    con    100    Hg    de    C3    humano    puro,     incorporado    en

CFA.

De    todos    lo.s    antl.sueros    descritos    aqui.    se    pro-

cedi.6    a    purificar    lgG.       Cuando    el     antisuero    fue    pre-

parado    en    ratones    (aloantl.sueros)    el     suero    inmune    fue

filtrado     por     columnas     Sephadex     G-200,     se     combl.naron

las    fraccl.ones    del     segundo    pico    de    densidad    6pti.ca   y

se    agreg6     un     volfimen     1.gual      de     una    soluci6n     saturada

de    sulfato    de    amonio.       El    precipitado    fue    disuelto    en

PBS    y    la    lgG.    purifl.cada    electrofor6ticamente    en    blo-

ques     de    Pevikon     (157).         La    presencia    de    l.nmunoglobu-

li.nas     especi-ficas     en     las     fracci.ones     de     Pevi.kon     fue

detectada     en     RIE,     usando    suero     de     ratones     positi.vos

para   los    antfgenos    respecti.vos.

Cuando    el      antisuero    fue    preparado    en    conejos,

las       inmunoglobuli.nas      fueron      purifi.cadas      por      fracT

cionami.ento        del        suero        completo        en        columnas        de

DEAF-cel  ul osa .
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M€todos a n a 1  1. t i c o s : La       Fi.gura       7       representa       un

esquema       general        de       la       metodologi.a       usada       en       la

bdsqueda    de    varl.antes    electrofor6tl.cas       de    Ss    y    Slp.

Esta      metodologl.a      se      puede      descrl.bir      resumi.damente

como    sigue:        Voldmenes    que    variaron           de    1    a    5    ml     de

plasma    con    EDTA,     EACA   y    DFP    fueron    filtrados    a    trav6s

de    columnas     de    Sephadex    G-200,     1as     fracciones     de     la

porci.6n    ascendente    del     segundo    pi.co    de    densi.dad    6pti

ca    fueron    combinadas   y    una    porci6n    de    ellas    radi.omar-

cada     con      1251.          Este     materi.al      fue     tratado     con      lgG

anti-Slp   y    despu6s    de    un    corto       peri.odo    de    1.ncubaci.6n

los    complejos    1.nmunes    fueron    separados    con   S.    aureus.

El      pellet     se     uti.li.z6     para     el      anali.si.s     de     Slp    y    el

sobrenadante    para    el     an61isi.s    de    Ss.       Est\e    pellet    fiie

eluido   ya    sea   con    tamp6n    para   muestras    a   ser   corri.das

en    SOS-PAGE    (SOS-SB)    o    con    tamp6n    para    muestras    a    ser

corridas    en    isoelectroenfoque     (IEF)    o    en    geles    bidi-

mensionales     (IEF    seguida    de    SOS-PAGE)     (IEF-SB).

El      sobrenadante     fue     tratado     con     i.nmunoglobu-

1ina    antl.-Ss,    segui.do    por   S.    aureus
y   el    pellet   obte-

ni.do    fue    tratado    al     1.gual     que    el     pellet    usado    en    el

an61i.sis    de    Slp    (n6tese    que    este    material    carece       de

Slp    ya     que     €ste     fue     removido    en     una     pri.mera     etapa.

Esto   es    esencl.al    para   estudiar   Ss   ya    que    anti.-Ss    pre-

ci.pi.ta    Ss   y    Slp).
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Fi.gura     7:          Esquema     general      de     la     metodologi.a     usada     en     la

bdsqueda    de    variantes    electrofor6tl.cas    de   Ss   y   Slp    (ver    texto).
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5.1

5.2

Radi.omarcaci6n:        Las f.racci.ones    de    plasma    conteniendo

Ss    y    Sip    fueron     radi.omarcadas    de    acuerdo    a    una    modi-

fi.caci6n    de    un    m6todo    descrito    previamente    (158)    como

sigue:     25~1     de    tamp6n    trl.s-Hcl     0,8    M    fueron    mezcla-

dos       con       2       mc       de      .`.;odo       125       (New      England       Nuclear,

Boston,    Massachusetts,     U.S.A.)    contenidos    en   20,,ul     de

PBS.        Luego    se    agreg6   50All     de    la    muestra    conteniendo

Ss/Slp      y      25     Ail       de      clorami.na      T      (0,5      mg/ml).            La

muestra        fue        1.ncubada        4        mi.nutos        a        temperatura

ambiente.        La    reaccl.6n    fue    detenida    al     agregar   25qul

de    metabisulfi.to    de    sodio    (0,5    mg/ml)    y    0,5    ml     de    PBS

a    40C.       El     material     radiomarcado    fue    di.alizado    contra

200    y     1000     volGmenes      de     PBS     durante     6     y     12     horas

respectivamente.       Al    sacarlo    de    la    bolsa    de    dialisis,

se     agreg6    0,1    ml     de    albdmina    s€rica    bovi.na     (BSA)     (10

mg/ml)             para       evl.tar       p6rdidas       por      adsorci6n       no

e s p e c 1- f 1. c a .

Inmun OP reci pi tac i 6n Este     m6todo     se     bas6     fundamen-

talmente    en     aquel     descrl.to    por   Kessler    e.n    1975     (159)

para    el     aislami.ento    r5pl.do    de    complejos    inmunes.

Este    m€todo    se    basa    en    la    fuerte    afim.dad    de    la    pro-

tei-na    A    (presente    en     la    superfi.cie    de    algunas     cepas

de    S.     aureu s)     por

i  n in u n o g 1  o b u 1  1.  n a .

1a    porci.6n     Fc     de    las     mol€culas     de
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Aproximadamente         107        cpm        de        las        muestras

radi.omarcadas     contenl.endo     Ss     y     Slp     fueron     tratadas

con     las     fraccl.ones     inmunoglubuli.nl.cas     experi.mentales

o     controles.          Esta     muestras          fueron     1.ncubadas     por

peri.odos     que     varl.aron     entre     2    y     30     minutos     a    40C.

Los       complejos       i.nmunes       fueron       separados       agregando

entre     30    y      100     ul      de     una     suspensi6n     al      10%     de     S.

aureus en    NET-0,05%       NP-40.        Esta    mezcla     fue    1.ncubada

10   minutos    en    el     hielo,     agitando    cada    2    mi.nutos.       Los

tubos     fueron    centri.fugados       a    2000    g    durante    15    mi.nu-

tos       y       los        pellets       lavados       2       veces       con       tamp6n

NET-0,05%    y     2     veces     con     tamp6n     DOC.         Iuego     se     ml.di6

la    radioacti.vidad    uni.da    a   las    bacterias    y    los    comple-

jos      fueron     elui.dos     con     tampones     apropi.ados     para     el

analisis       en        SDS-PAGE       o       en        IEF       (SOS-SB      y       IEF-SB

respecti.vamente),     incubando    20    mi.nutos     a    temperatura

ambi.ente.        Despu€s     de    centri.fugar    se    procedi6    a    con-

tar    la    radi.oacti.vidad    en    los    sobrenadantes   y   a   calcu-

1ar    la    recuperaci.6n    especi.fl.ca.

5.3 P roc edi mi entos el ectrofor6ti c os : Los     procedi.mientos

electrofor€ti.cos    utl.li.zados    en    este    trabajo    tuvieron

cuatro    objeti.vos:

a)     Determi.nar     la     estructura,     en     t6rminos     de

cadenas    poll.pepti.di.cas,    de    las    mol€culas    Ss
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y    Slp         (SDS-PAGE).

b)    Buscar     variantes     estructurales     expresadas

en     variaciones     en    carga    el6ctri.ca        de    las

cadenas           poll.pepti.di.cas       (IEF     y     electro-

for6sis    bi.dimensi.onal).

c)       Cuantl.ficar     Ss     y     Slp     despu€s     de     procedi-

mientos    de    purificaci.6n     (RIE).

d)       Controlar       la       especl.fl.cl.dad       de       di.versos

antisueros    (CIE).

5.3.1       Electrofor6sis    en eles    de    acri.1amida: La    acri.1amida

poll.merizada        forma       geles       compactos        de       porosi.dad

vari.able    de    acuerdo    a   su   concentraci6n.       Esta    porosi.-

dad      restrl.nge      la      movl.1idad      de      las      mol6culas      pro-

teicas,1as    que    en    un    campo    el6ctri.co       se    separaran

no    solo    de    acuerdo    a    carga    el6ctri.ca    neta    si.no    tam-

bi.6n     de     acuerdo     a     tamafio,     el     que     generalmente    est6

relacionado   con    peso    molecular.

5.3.I.1      Electrofor6si.s      en

s6dico ( SOS-PAGE  )  .

presencia de      dodecil       sulfato

Para    estimar    el     peso    molecular

de    cadenas    polipeptfdi.cas    en    geles    de    poliacri.1ami.da,

es    necesari.o   eli.minar   el    efecto   diferenci.al    de   la   car

ga    el6ctrl.ca    de    las.mol6culas.          Esto       se       logra    sa-

turandolas    con    SOS.       Este    detergente   ani6nico    otorga
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a     todas     las     cadenas     polipepti.dicas     una    carga     fuer-

temente    negativa.       La    carga    el6ctri.ca    no    ejercera    un

efecto     si.gnificati.yo     en     la     discriminaci6n     electro-

for6ti.ca      la      que      sera      ejercida      por      la      porosi.dad

de    la    poliacrilami.da    en    base    a   tamafio    molecular.

Esta    t6cnica    se    us6    de    acue~rdo    a   la    descripci6n    para

geles     en     bloques      ("slabs")      de     Laemmli      publicada     en

1970     (160).         En    la    mayorl.a     de    los    casos        se     us6     un

gel      concentrador     ("stackl.ng     gel")     al      3,5%     y     geles

separadores     al      7%.         Diversas     protel.nas     no     radi.oac-

ti.vas     fueron     usadas     como     patrones     de     pesos     molecu-

lares.          Como     todas     las     muestras     estudi.adas     fueron

radiomarcadas,    fue    necesarl.o    someter   los    geles    tefii.-

dos    y   secos    a-radioautografl.a,    durante    1   a   5    di.as,    a

-70°C,    usando    peli.culas    Kodak,       Rohester,    Nueva    York,

U.S.A.)    y    pantallas    i-ntensifi.cadoras     (Cronex;    Dupont

Instruments,    Wilmington,    Dalaware,     U.S.A.).

5.3.1.2     Electrofor6sis     bi.di.mensional: La    t6cni.ca    electro-

for6ti.ca    bi.dl.mensional     en    geles     de    poli`acri.1ami.da    in

troducida    por    O`Farrel     en    1975     {161)    si.gnific6    un     im

portante     avance    en     el     anali.sis     de    mezclas    complejas

de    polip6pti.dos.     Esta    t6cni.ca      combina    la    alta       sen-

si.bilidad     del      enfoque     isoel€ctri.co     (IEF)     y     SOS-PAGE

en    una    prl.mera   y   segunda    dimensi6n    respectivamente.    Por
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1o     tanto,1as     mol6culas     se     separaron     en     base     a     dos

cri.terios     1.ndependi.entes:        punto     isoel€ctri.co     (pl)    y

peso    molecular.

La     decisi6n     de     usar     esta     t€cnica     en     este

trabajo    fue    estimulada    por    la    posi.bi.1idad    de    introdu-

ci.r    varias    modifl.caciones    1.mportantes    que    facilitaron

un    procedimiento    altamente    laborioso    y    aumentaron    la

preci.si6n    de    la    comparaci.6n    entre    las    muestras     (162).

Esta    t6cnica    es     de     importancia    central     en     una    parte

substancial      de     los     experi.mentos          presentados     aqui..

Mss      adn,      se      podrl.a      asegurar      que      sl.n      las      modi.fi.ca-

ci.ones      introducidas      a     esta      t6cni.ca,      muchos      de     los

experi.mentos    presentados    aqui.    habri.an    si.do    extremada-

mente     di.ffciles     de     llevar     a    cabo.         En     los     parrafos
\

si.guientes    se`.'   detallanestas    modifi.caci.ones.

Los        tampones        y        soluciones        usados        son

aquellos    descri.tos    por   O'Farrel     (160)    y    detallados    en

la    secci6n    i.

Primera    di.mensi.6n:        E1 1.soelectroenfoque    fue    hecho    en

placas      de     vi.drio     estandar     para     SOS-PAGE         en     bloque

("slab")         (16        x       27        cm),        usando       espaciadores        de

plastico    de     I.5    mm    de    grosor.        Una    soluci.6n     de    acri.-

1ami.da     al      4.5%     (18.5     g     de     urea     ultrapura,     5.7    ml      de

una    soluci.6n    madre    de    acrl.1amida    al     30%    p/v,    6.7    ml
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de    NP-40    al     log    v/v,    5.8    ml     de     agua,     2%    p/v    de     anfo-

11.tos,    50    ul     de    Temed    y   25    ul     de    persiJlfato    de    amoni.o

al      log    p/v,     con     un     voldmen     fi.nal      de    37     ml)     se     vaci.a

entre    las     placas    de    vidri.o    (este    molde    debe    sellarse

cui.dadosamente     con      agarosa     al      2%     p/v      derretida     en

agua)    .        Los    pozos    para    cargar    las    muestras    se    forman

en     el     extremo     superior     (cat6di.co)     del      gel     por    poll.-

merizaci6n     de     la     acrilami.da     alrededor     de     pei.nes     de

p 1  a s t ,. c o .

Una     vez    que    el     gel     ha    poll.meri.zado,     se     pro-

ceda     a     sacar     el     peine,     a    aspirar    el     11.qui.4o     residual

presente     en     los     pozos     para    las     muestras    y    a    colocar

el     molde     en     un    aparato    para    electrofor6si.s     vertical

siinilar    al     descrito    por    Laemmli    \(159).       Luego,    se    pro-
\

cede    a    equi.11.brar    los    pozos    para`   muestra    con    50    ul     de

IEF-SB     durante     10    a    20    min.        Este    tamp6n        es     eli.mi.-

nado    por.aspiraci6n.       El     volamen    de    muestra    radiomar-

cada    a   ser   cargada    por    pozo   no    debe    superar    el    70t    de

la     capacidad     de     6ste    y     depender6     del      nfimero     de     cpm

por    volamen    de    muestra,    del     ntimero    de    bandasproteicas

especi.ficas      esperadas      y      del       tl.empo      de      exposici.6n

radioautogr6fica       previ.sto.              6000       cpm       por       banda

requi.eren     1-2     h         de     exposici.6n     a     -700C     usando     pan-

tallas    intensl.ficadoras.    Alternati.vamente,    0.5-3.0   ug
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de     proteina         por     banda     son     detectados          faci.1mente

despu€s     de     tincl.on    con     Coomasi     blue.         Los     pozos     que

no     se    cargan    con    muestras     deben    cargarse    con     IEF-SB

para     mantener     una     conducti.vi.dad     homog€nea     a     trav6s

del     gel.        El     espacio    restante    en    el     orifi.cio       de    la

muestra     debe     ser     cuidadosamente     llenado     con     tamp6n

para   cubri.r   (]EF-OB   o   IEF-"overlay   buffer")   de   modo   tal

que    se    obtenga    una    interfase      entre   este    tamp6n   y   la

muestra.         Luego,         el     extremo    cat6dico     completo     del

ges    es    cubierto    cul.dadosamente    con    0.02M    NaoH    degasi-

fi.cado   y   se    procede    a    llenar    el    estanque    superi.or   con

el      mi.smo     electroll.to.          La      funci6n     del      tamp6n      para

cubrir    es    proteger    a    la    muestra    de    la    acci6n    directa

de    este    electroll.to,    por    lo    cual     debe    tenerse    espe-

ci.al         cuidado         de         no         alterar        las         interf,ases

muestra/IEF-OB/NaoH.         El     estanque     1.nferi.or     se     llena

con    H3P04    degasificado   y  .se    elimi.nan    las    burbujas    que

se     retl.enen    en    la    superfl.cie    an6di.ca    del     gel.        Para

6sto     se     usa     una     jerl.nga     con     una     aguja     curva.          La

electrofor€si.s         se        realiza        a        10        rnA,         amperaje

constante,     hasta    alcanzar    400    V;    en    este    momento    se

aplica      un      voltaje     constante      de      400      V      durante      18

horas.         Si     se     di.spone     de     una    fuente    de    poder    cons-

tante   la   electrofor6sis    se   puede   realizar   a   1,5   Watts

durante   18   horas.
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unda    di.mensi6n: La    composicl.6n     (porosi.dad)     del     gel

usado     en      esta      di.mensi6n      varl.a     de     acuerdo     al      peso

molecular     del      producto     a     ser     analizado.          En     estos

experimentos     descritos     aqul.     se     us6     generalmente     un

gel     concentrador     al     3,5%    y     un     gel     separador     al      7%.

La    soluci6n    de    acrl.1amida    se    vacl.a    en    un    molde    si.mi.-

1ar    al     usado    en    la    primera    dimensl.6n,    excepto    que    los

espaci.adores    de    plasti.co    son    0,1    mm    mss    gruesos.        EI

voldmen    del    gel    separador      debe   calcularse    para    dejar

espacl.o     a     un     gel     concentrador     de     1,5     cm     de     profun-

didad      y    1,5   cm   de   espaci.o    sobre    este    gel.

Cuando    se    completa    la    pri.mera    dimensi6n,    se

saca    una    placa    de    vi.drio    del     molde   y   la    otra,    con    el

gel      adherido,          se     coloca     sabre     una     hoja     de     papel

milimetrado.       Este    papel    se    usa      como    referencia   para

cortar    tiras     de    acrilamida     de     1,5    cm    de    ancho    con-

tenl.endo     los     poll.p6ptl.dos     enfocados.         Cada     ti.ra     de

acrilamida    se   coloca    en    un    tubo    de    ensayo   conteni.endo

10   ml     de    SOS-SB   y    se    deja    equi.11.brar    durante    90    mi.nu-

tos    a    temperatura    ambiente.       Una    porci6n    del    gel    con-

teni.endo    tambi6n    muestras    experl.mentales   y   controles,

puede     ser     fijada    con     tres     cambios     de     soluci.6n     para

destefiir        (este        tratamiento        tambl.6n        elui.ra        los

anfolitos),    tefiida,    secada    y    radioatografi.ada.        Esto

proporci.onara         informaci6n       sobre    el    comportamiento
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1.soel6ctrico          (prl.mera     dimensi6n)      de      las      muestras.

Algunas    ti.ras    centrales,    que    no   contengan    muestras,    y

los     bordes     laterales     de    la     primera     di.mensi6n     pueden

ser    cortados    en       segmentos    de    1    cm   y   elui.dos    durante

2      horas      a     temperatura     ambl.ente     con      agua     desti.lada

degasi.ficada,    para    determinar    la    gradiente    de    pH.       La

calidad         de     estas     gradl.entes     permi.te     hacer     separa-

ciones     de     excepcional      sensibi.1idad    y     reproducibili.-

dad.         La     Figura    8    muestra     tres     de    estas     gradi.entes

obtenidas    en    experl.mentos    realizados    en    di.as

d i. f e r e n t e s .

Para       la       segunda       dimensi6n       se       us6       un       aparato

del        mismo       tipo       usado       en       la       pri.mera,       con       ambos

estanques     llenos     com    tamp6n     para     SOS-PAGE.         La     tira

de     IEF    ya     equili.brada     en     SOS-SB     se    coloca     sobre     una

hoja      de      parafi.1m     o      plastico,      se      levanta      con      una

regleta    de    plasti.co    y    se    coloca    entre    las    placas    de

vidri.o    sobre    el     gel    concentrador    de    la    segunda    di.men-

si.6n.       Es    importante    que    el    contacto    entre    la    ti.ra    de

IEF    y     el      gel     concentrador     sea     completo.         El     espa-

ciador      mss      grueso      (1,6      mm)      usado      en      esta      segunda

dimensi6n,      permite      la      colocaci.6n      con      un      mi-nimo      de

esfuerzo    y    presl.6n    de    la    ti.ra    de    IEF,    entre    las    pla-

cas    de    vi.dri.o,    mantenl.endo    a   esta    tl.ra    en    contacto
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Figura     8:      Gradiente     de     pH     de     tres     geles     de     IEF     corridos

1.ndependi.entemente.        Despu6s     de    correr    la    pri.mera    dimensi.6n

se    cortaron    tres    tl.ras    de    1    cm.       de    ancho    de    poliacrilamida

de    cada    gel     (2    de    los    border   y    una    del    centro),    en    sentido

an6dico-cat6dico.      Estas    tiras    se   cortaron   en   segmentos    de   2

cm,    se    eluyeron    durante    2    h    en    2    ml     de    agua    degasi.ficada   y

se     mi.di.6     el      pH.         C-ada     va=lor     representa     el     pH    promedi.o     de

tres   puntos   a   trav€s   del    gel.      Ci.rculos,    triangulos   abi.ertos

y   triangulos   cerrados    representan    tres   experi.mentos    independientes
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estrecho    y    uniforme    con    el    gel    concentrador.       En    las

cavidades    que    quedan    entre    los    extremos    de    la    ti.ra   y

los    espaciadores    laterales    se   pueden    incluir    marcado-

res    de   peso    molecular   y   la    muestra   experi.mental,    elul.

da    con    SOS-SB.        La    electroforesis    se    corre    hasta    que

el    frente   tefiido   salga   del    gel.      Luego   el    gel    se   ti.fie,

se    seca   y   se   radioautografi.a.

Las    modifl.caciones    propuestas    aqui.    se    basan

en       que       la       prl.mera       dimensi.6n       electrofor6tica       se

realiza    en    un    bloque    vertl.cal    en    lugar    de    tubos.        De

esto    se    derivan    varl.as    ventajas:

a.        Es     un    hecho    conocido    que    en    la    t6cnica

de     O'Farrel      1a     longi.tud     de     los     tubos

afecta     la     reproduci.bl.11.dad.         En     otras

palabras,    cada    tubo    es    practi.camente    un

experi.mento     1.ndependiente.         En    cambi.o,

en     el     sistema    en     bloque,     la     longitud,

posici6n   y   ancho    de   cada    senda    electro-

for6ti.ca     es      determi.nada      uni.formemente

por     el      pei.ne     de     plastico     y     el      molde

tinico    usado.

b.       En     el     si.sterna    O'Farrel     cada     tubo     debe

llenarse           1.ndivi.dualmente           con           una

jeringa    y     una     aguja     larga,     comenzando

en    el     fondo   para   evitar   la    retenci.6n    de



102

burbujas.        En    el     si.sterna    en     bloque,     el

molde,        que       puede       recibi.r       hasta        14

muestras,       puede      llenarse       rapidainente

vaci.ando    la    soluci.6n    directamente.

c.       En    la    t6cnica    O'Farrell,     despu6s     de    la

poll.merizacl.6n    debe    sacarse    el    Parafilm

usado   para    sellar   el     fondo    de   cada    tubo

y    reemplazarse    por    membranas    de    di.all.    -

si.s,    sujetas    al     tubo    con    elasti.cos.       En

el     si.sterna    en    bloque,     se    saca    el     espa-

cl.ador      del       fondo      y      todo      el       extremo

an6di.co    del     gel     es    expuesto    al     electro-

1ito    5cido,

d.       En    el     sistema    O'Farrell,     despu6s     de    la

primera     dimensi.6n,      1os      geles      se     sacan

indi.vi.dualmente     conectando     una     jeringa

a     los     tubos    y     apli.cando     presi6n     posi.-

ti.va.         En     el     sistema     en     bloque,     todas

las      muestras      enfocadas      son      expuestas

si.multaneamente     al      separar     las      placas

de    vl.drl.o    con    una    esp5tula.

e.       El     correr    el     IEF    en    bloque    tiene       otra

ventaja      general       que      consi.ste      en      que

todas    las    muestras    pueden    correrse    en
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el         mismo gel.             Por       lo      tanto,       la

variaci6n     o     error     experimental      entre

las    muestras    se    reduce    al     mi.nimo.       Esto

es     fundamental     si.     esta    t€cnica    se    va    .a

usar        e`n        la       bdsqueda        de       variantes

electrofor6ti.cas     de     protei.nas.         En    el

sistema    O'Farrell     1a    comparaci6n     entre

cilindros       requiere       del        alineamiento

•ma.nual        de       €stos       para       su       secado       y

posterior   radi.oautografi.a.     Ademas,   fre-

cuentemente,1os    ci.1i.ndros    secos    produ-

Gen      una      resolucl.6n      defl.ci.ente      de      las

ban das .

f.       En     el      si.sterna     O'Farrel,1a     separaci6n

en      la      segun`da      di.mensi6n      requi.ere      una
.

modi.ficaci6n      de     las      placas      de      vidrio

(que        debe        ser        hecha       por       personal

especi.alizado)      para      poder      recibi.r      el

cili.ndro     de     acrilamida     del      IEF.         Para

mantener     este     ci.li.ndro     en     su     lugar    y

evitar    que    se    mezclen    los    frentes    pro-

tei.cos      durante     la     mi.graci6n      hacia     el

bloque      de      SOS-PAGE,      el       ci.lindro      debe

incluirse      en      una      solucl.6n      de      agarosa

call.ente.       Esta    etapa    requi.ere    manipu-

laci.6n    rapida   y   cui.dadosa.       Estos    pasos
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se     simpli.fican     o    eli.minan,     en     la    modi-

ficaci6n    usada    aqui.,     simplemente    porque

ambas      dimensiones     se     hacen     en     bloque,

usando    el     mi.smo    equi.po    y    las     tiras     del

IEF      simplemente      se      colocan      sobre      el

segundo    bloque.

9.       Por    dltimo,     del     hecho     de     usar    el     mi.smo

equipo    para    ambas    dimensi.ones    se    deri.va

una      ventaja     econ6"ica      importante,      ya

que      el      aparato      de     electroforesis      en

bloque     puede     ser     fabri.cado     a     menos     de

un     cuarto     del      costo     del      aparato     para

electrofor6sl.s    en    tubo.

Por    los    motivos    cl.tados     anteriormen.te    esta

modificaci6n    ha    sido    exitosamente    usada    en    algunos    de
\.

1os    experimentos    presentados    aqui..                             `

5.3.2      Electroforesis en    ag.arosa:    En    este    caso 1as    mol€culas

proteicas    migran     de    acuerdo    a    la    carga    el€ctrica    ya

que    la    porosidad    es    tal     que    no    restringe    la   movilidad

en     base     a     di.ferenci.as     de     tamafio     molecular.         Si     la

mi.graci6n     se     realiza    en    la    presencia     de     anti.cuerpos

contra      alguno      de      los      componentes      presentes      en      la

`mezcla     (i.nmunoelectroforesis)     se    produci.ra    un    preci-

pitado      que      puede      usarse      con      fi.nes      cuali.tativos      o

c uanti tati vos .
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5.3.2.1        Inmunoel ec t ro f o re s i s

(163).                E1

en      cohete o      ."rocket" (R  IE  )

anti-geno       se    coloca    en    orifi.ci.os     hechos

en    una    placa    de    agarosa    dl.suelta    en    un    tamp6n    de    baja

fuerza    i6nica,     a    pH    8.6.         Esta    agarosa    coTitiene    una

concentraci6n     preterminada     de     anti.cuerpo      (IgG).          A

este     pH,     1a     gran     mayorl.a     de     las     protei-nas     s6ricas

tienen    una    carga    neta    negativa    por    lo    cual     migrar6n

hacia    el     anodo.        Las     inmunoglobulinas    presentes.    pre-

cipitaran       a       las        mol€culas        respectivas        formando

"rockets"    cuya    altura    sera    di.rectamente    proporci.onal

a    la    cantidad    de    anti-geno    cargado    e    inversamente    pro-

porcional     a     la     cantl.dad     de     inmunoglobuli.na     presente

en     la     agarosa.         La     base     del      "rocket"     es     constante

pues     esta    dada     por     el     tamafio     del     orifici.o     donde     se

carg6   la   muestra.

5.3.2.2     Inmunoel ectrofores i s cruzada (CIE) (164). En     es.te

caso     el      anti-geno        o    mezcla    antig€nica    se    corre,     en

una     pri.iTiera     dimensl.6n,     en     ausencia     de     anticuerpos    y

luego     se    someten     a    una    segunda     di.mensi6n     en     agarosa

conteniendo          una          concentracl.6n          de          anti.cuerpos

preestablecida.         En     este    caso    se     formaran     areas     de

preci.pi.tados     con     forma     de    una    curva     de     distribuci6n

aproximadamente    normal.       El    area    debajo    de    esta    curva
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sera    di.rectamente    proporcional     a    la    concentraci.6n    de

antfgeno       e       i.nversamente       proporcional        a       la       con-

centraci6n     de     antl.cuerpos     presentes     en     la     .segunda

dimensi6n.          Esta     t6cnica     permite     estimar     movi.li.dad

electrofor6ti.ca,    cuantl.ficar   determi.nados   anti.genos   y

establecer   relaciones   de   identi.dad   entre   anti.genos    de

movilidad    si.milar.

5.4.          Ti.tulaci6n    hemoli.tica   de   C4. G16bulos    rojos    de    oveja

o    vacuno    fueron    sensibill.zados    con    inmunoglobuli.na    M

(hemolisina)     anti-oveja    o    anti-vacuno,    preparada    por

inoculaci6n    de   los    eritrocl.tos    respectl.vos    en   conejos

(EA).              EAC.1       fueron       preparados       mezclando       EA,        en

DGVB++,       con       un       volfimen      igual       de      Cl       d.e      cuy      par-
'

cialmente    purificado   y    di.lufdo    para    proporcionar   250

mol6culas     efectivas     por    c61ula.         EI     C4    presente    ya

sea    en    suero    murl.no,     plasma-o    mezclas     de    fracciones

obtenidas      de     columnas      Sephadex     G-200     fue     efici.en-

temente    ti.tulado    incubando   0,5    ml     de    EAC1,    a    una    con-

centraci.6n      de      1      x      108     c€lulas/ml,      con      un      voldmen

i.gual      de     di.1uciones     serl.adas     del      material      investi.-

gado.         Despu€s     de     incubar    durante     15    mi.nutos     a    300C

la    reacci6n    fue    completada    ag,regando    una    di.1uci6n    de

1/100    de    suero    de    cuy   gen€ticamente    defici.ente    en    el

cuarto   componente    del    complemento.       A   este    suero   se



107

5.5

5.6

1e      agreg6     C2      humano     oxi.dado      (estabilizado)      con     el

objeto    de    resolver    el    problema    de    la    1.ncompatibi.lidad

de   especies    entre   C4   de   rat6n   y   C2    de   cuy   para    formar

una    C3    convertasa    efectl.va.       Despdes    de    60    minutos    a

37°C    se    procedi6    a    medl.r    la    hemoglobina    liberada,     en

un     espectrofot6metro    a    415    nm.        Los    tl.tulos     fueron

calculados    grafi.cando    las    diluciones    de    las    muestras

investigadas     contra        y/1-y,     donde    y=%    lisis/100,     y

determl.nando   la    diluci6n   en    que   y/1-y=1.

Tratami.ento    de   Ss y   slp   con   ci. 10+1     de    Cl     purifi.-

cado     (1,4    mg/ml     en    DGVB++),    preparado    de    acuerdo    a    un

m€todo    publicado    anteriormente     (165),     fueron    agrega-

dos     a    100   +1     de    una    muestra    posi.ti.va    para    Ss    y    Slp.

Los     tubos    controles     recibieron    voldmenes    i.guales     de

tamp6n.          Todos     los     tubos     fueron         incubados      1     h     a

370C.         El      efecto     de    Cl     sobre    Ss    y    Slp     fue    e~sti.mado

funci.onalmente    de    acuerdo    a    lo       descrito    en    la    sec-

ci6n     5.4,              electrofor6ticamente     en     CIE    y     estruc-.

turalmente     en     SOS-PAGE.          Esto     dltimo     se     hi.zo     bajo

condiciones    reductoras   y   no   reductoras.

Prueba    de    hema 1 uti naci 6n . La    prueba    de    la    polivi-

nilpirrolidona       (PVP)       fue       reali.zada      de      acuerdo       a

Sti.mp fling     (166)     con    algunas    modifi.caciones    menores,

Se    prepararon    diluci.ones    serl.adds    de   antisueros    en
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5.7

una     soluci.6n     de    PVP     al      0,9%    p/v     (0,9%   -PVP     en     PBS.     pH

•7,5     con     0,2%    p/v     de     albfimina     s€ri.ca     bovi.na),     comen-

zando      con      una      soluci6n      de      1/10.            Se      prepa.raron

ademas,      suspensi.ones      al       2%      en      0,857o      p/v      Nacl       de

eritroci.tos    lavados     (dos     veces     en    PBS    y    una    en    0.85

p/v    Nacl).        0,05    ml/tubo    de    la    respectiva    suspensi6n

de   eritrocitos    fueron  ..agregados    a   voldmenes    de   0,1   ml

de      antisuero      di.1ui.do.            Las      mezclas      de      sueros      y

eri.trocitos    fueron.   incubadas   durante   dos    horas   a   ten-

peratura    ambi.ente,    centrifugadas    durante    30   segundos

a     1000     g.      resuspendi.das     suavemente     co     0,85yo     Nacl     y

1 ef das .

Prueba      de      1.nhibi.ci.6n      de      la      hema 1utinaci.6n.           Los

ratones      fueron      sangradios      por      la      arteria     y      vena

ventral     de    la    cola    en     tubos    con    Na3HEDTA    suficiente

para         una    concentraci6n     final      de     0,010M,     a    pH     7,5.

Estos     tubos     fueron     centrifugados     inmediatamente     en

fri.o    y    el     plasma     obtenido     usado     en     el     ensayo.         El

aloanti.suero    se    diluy6   como    se    descri.be   en    la   secci.6n

5.6.                  Plasma           completo      o      fracciones      de      61       se

mezclaron    con    las    soluci.ones    de    anti.suero    en    una    pro-

porci6n     de     1:1     y     luego     se     agreg6     la     suspensi.6n     de

eritroci.tos     al      2%.           Las     mezclas      fueron     1.ncubadas,

centrifugadas      y      los      resultados      lei-dos      como      se
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descri.be   en    la   secc`i6n    anterior.

5.8

5.9

P u ri f i c ac i 6n p arc i al de    C4d     (fragmento      cL2     de    C4).

Este     fragmento     se     genera    por    la    acci.6n    conjunta    de

C3b-INA   y    C4-bp    sobre    C4b    (F1.gura    3).        Suero    de    ani-

males     DBA/2J     fue     recolectado     en     tubos     de     vi.drio    y

dejado     coagular     a     temperatura     ambiente     durante     20

minutos,    en    el     hielo    durante   1    hora,    a   370C   durante   1

hora   y   centrifugado    a   2000   g    durante   10   mi.nutos.       EI

suero     se     dej6     a     4°C     durante     12     horas    y    luego     fue

pasado    por    una    columna    de    Sephadex    G-200.        El     tercer

pico    de    densi.dad    6ptica    fue    concentrado    (PM    30;    Ami-

com      Corp.,            Scienti.fl.c      Systems      Diy.,           Lexington,

Massachusetts,    U.S.A.)    al     voldmen       original    de    suero.

Esta     preparaci6n     parcialmente     purl.ficada     de     C4d     y

otr.a      de     C4c      (secci6n      4.1,)      fueron      radi.omarcadas      e

1.nmunopreci.pi.tadas    como    se    descrl.be    en    las    secciones

5.1   y   5.2   respectl.vamente.

R adi oi nmunoens ayo Un    radi.oinmunoensayo    de   alta    sen-

si.bill.dad.    fue    usado   para    detectar   la   presencia    de   la

protei.na   .sexo-li.mitada    en    el    suero    de   hembras.       (Como

se    descrl.bi6    anteriormente,     el     uso    de    t€cnicas    con-

vencionales       no    ha    perml.tido      la    detecci6n    de      Slp    en
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hembras    de    dl.versas    cepas    murl.nas).        Este    ensayo    con-

si.ste       en    una    modi.fi.cacl.6n    del     m€todo    de    doble    deter-

mi.nante    antig€ni.co    ("sandwi.ch")    descrito    recien-

temente      por     Uotila     y     colaboradores      (167).           Placas

cloruro     de     polivl.nilo      (usadas     para     microti.tijlaci.6n)

fueron    cubi.ertas    prl.nero    con    50   ul/tubo    de    una    solu-

ci.6n     de    5    ug/ml        de     lgG   monoclonal     anti     Slp,     (contra

un    determinante    antig6nico    A)    dilui-da    en    0.1M    NaHC03,

pH    9.6,     i.ncubando     12     horas     a    40C.         Luego     las     placas

fueron    lavadas     tres     veces    con    Nacl     conteni.endo    0.05%

Tween     20,      i.ncubadas     c.on    P3S-1%    BSA    durante    2     horas     a

40C     y     lavadas     nuevamente.          En     seguida     se     agreg6     24

ul/tubo     de     plasma    murl.no     di.lui.do     seri.adamente     en    PBS

con     1%    de.BSA.         Despu6s     de     1.ncubar    2     horas         a    40C    y

lavar    3     veces     con     Nacl-Tween,     se     procedi.6    a     agregar

25    ul/tubo     (25    n.`.n(igramos)    de    anticuerpos       monoclona-

nes     anti-Slp     (contra     un     determi.nante     anti.g6ni.co     a),

marcados     con     1251     e     I.ncubado     a    40C     durante    2     horas.

La     placa     se     lav6    nuevamente    3    veces    con     Nac1-Tween    y

se     procedi.6     a     contar     la     radi.oactivi.dad     presente     en

cada     tubo.         Para     estandarl.zar         este     radi.oinmunoen-

sayo,    fue    necesarl.o    determi.nar    la    especi.fici.dad    rela-

ti.va,     con     respecto     a    determinantes     antig6ni.cos     pre-

sentes       en       la      mol6cula       de      Slp,       de      3      anti.cuerpos

monoclonales,     usando    todas    las    combi.naciones     posi.bles

y     eligi.endo    aquella     que    di6    el     mayor    ndmero     de    cuen-

tas    especi.fi.cas.
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6. Analisi.s    estadi-stico. La     relaci.6n     funcional     ent+e-

Ss,     Slp    y     el      cuarto     componente     del      complemento     fug

estudiada    en     di.ferentes     fracciones     de    plasma.        Para

6sto       se       procedi.6       a       remover      .especi.fi.camente~      los

antfgenos    Ss    o   Slp   y   estimar    el    efecto    de    6sto    s`obre

la     actividad     hemoli-tica     de     C4.         El     co-efici.ente     de

correlacl.6n      entre      1,as       variables       {remoci6n      `versus

acti.vidad    hemoli.tica    resi.dual  )    fue    ca.1culado    mediante

analisi.s     de    regresi6n    por    el     m6todo    de    I.os    cuadrados

in 1- n 1.  in o s  .



RESULTADOS

1.             ±piantfgenos   §i±L±J|ap
tural mente r e 1 a c i. o n a d a s

dos    protei.nas    estruc-

era   funcionalmente d 1. f e -

rentes (150).            Los      experimentos      presentados      en

esta      secci6n      demuestran      que      Ss     y     Slp      pueden     ser

diferenciados     funci.onalmente     considerando:     ta)     par-

tici.paci6n    en    el     sistema    hemoli.tico    del    complemento,

tb)    suscepti.bill.dad    a    la    acti.vi.dad    enzimatica    de    Cls

y    (c)    afi.nidad      por    C4-bp.       Adem5s    se   demostrara    aqui.

que    Ss    y    Slp    tienen    rasgos    estructurales          generales

simi.1ares    con    algunas    diferencias    que    los    identifica

cl aramente .

1.1 El     com portami.ento    Cromato

y  de  la

rafi.co    de    los    an
\

a c t i. v i d a d  h e in o i 1. t i c a de  C4  es

tl. genos    Ss

predi cti bl e .
La      Figura      9      muestra      el       modo      de      eluci6n      de      los

antigenos      Ss      y      Slp      en      relaci6n      a      la      actiyidad

hemoli.tica     de     C4.         Cuando    la    croinatografi.a     se     hace

con    plasma    (Fi.gura   9A)    1a    mayor    parte    del     anti.geno    Ss

y      la      acti.vidad      hemoli.ti.ca      de      C4      (area      punteada)

coeluyen     en     la     porci6n     ascendente     del      segundo     pi.co

proteico.       En    suero    (Figura   98),1a   mayor   parte    de   la

actl.vidad    hemoli.ti.ca    se    pierde    y    el     anti.genos    Ss    se

detecta      ahora      en      el       primer      pico,    coeluyendo   con

|i2
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Fi.gura    9:     Cromatografi.a    en    Sephadex    de    G-~200    de    plasma-EDTA

(A)     o     suero      (8)     de     ratones     machos     DBA/2J      [±!±d, Ss -al to-

Slpa).             Tamp6n       VBS=,       pH       7.4,        7.4ms       a       0°C,       con       0.002M

NaH3EDTA    y    0.005M    EACA.

Las     concentraciones      relativas     de    .C4-bp,      Ss     y     Slp     fueron

determinadas      en     RIE.           La     acti.vidad     hemoli.ti.ca      de      C4     se

representa    en    el    area   sombreada.       C4-bp    fue    detectado    en    el

pri.mer    pico   cuando    se    us6    suero   y   plasma.       Slp   y   la    activi-

dad    hemoli.tica    de    C4    fueron    detectados     en     el     brazo    ascen-

dente      del      segundo      pi.co.           Despu6s      del      fracci.onamiento     el

suero    contuvo    s6lo    un    7    a    8%    de    la    acti.vidad    hemoli.ti.ca    del

plasma    fraccionado.        En    plasma,1a    mayor    parte    del     anti.geno

Ss     fue    detectado    en    el     segundo    pt.co    proteico,    en    cambi.o    en

suero   anti-geno   Ss   fue   detectado   en   el    primer   pico,    junto   con

C4-bp.

Resultados     simi.1ares     fueron     obtenidos     con     suero    y

plasma    de    machos    C3H.W7   y    MP.
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C4-bp.       Por    otra    parte,    Slp   eluye   en   el    segundo    pico,

1.ndependientemente        del        uso        de        suero        o        plasma.

Las     fraccl.ones    con    activi.dad    hemoli.ti.ca    de

C4   fueron   combinadas   y   usadas    como    fuente    de   Ss   y   Slp

en    la    mayori.a    de    los    experimentos    descrl.tos    en    esta

secc i 6n .

1.2 iLprotefna    Ss esta     relacionada con     la     activi.dad

hemoll.tica     del      cuarto componente

Para      determi.nar      si      Ss     y               Slp     tienen     activi.dad

hemoli.tica    de    C4,1a   combinaci6n    de    fracci.ones    croma-

tografi.cas     posi.ti.vas     para    Ss    y    Slp     fueron     tratadas

con     lgG    anti-Slp    y    con    lgG    anti-C4    humano     (purl.fica-

das    de   anti.sueros    de   rat6n   y   cabra      respecti.vamente).

La    IgG    anti.-C4    humano    reconoce,    en    reacci6n    cruzada,

a    Ss.        En    este    experimento    inicial     se    prefiri.6    usar

esta      inmunoglobuli-na     en     1.ugar     del      anti-Ss     conven-

cional     di.sponible     en     esa     6poca    que,     por    las     absor-

ciones    necesarias,    Contenl-a   complejos    i.nmunes   y   anti.-

cuerpos     residuales     contra     otras     substancias.          Sin

embargo,    este    anti.suero    fue    sati.sfactorio    para    cuan-

ti.fi.car,     en    RIE,     1a    remoci6n    de    Ss    por    el     anti.suero

anti.-C4     humano.         En     este     expe+i.ment-o     se     incluyeron

dos    controles:    tratami.ento    con    lgG    de   conejo    anti-C3

humano         que            reacciona         en            forma            cruzada
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con    C3   rat6n   y   tratami.ento   con    IgG   de    rat6n.       Despu6s

de     eliminar     los     complejos     inmunes      ttratando     con     S.

aureus ) ,

1.3

se   procedi.6    a   medir   en    los    sobrenadantes    los

niveles    de    Ss    y    Slp    y    la    actl.vidad    hemoli.ti.ca    resi-

dual     de    C4.       La    Figura   10a   muestra    que    la    remoci6n    de

Ss        se       correlaciona       casi       perfectamente       (r=0,99,

P<0,001)         con         la         disminucl.6n         de        la        actividad

hemoli.ti.ca    de    C4.       Por   otra   parte,    esta    acti.vidad    no

es      afectada     si      se     ell.mi.na     un     componente     no     rela-

cionado    como    C3     (Fi.gura    lob).        En    estos    dos    casos    la

fuente     de     Ss      fue     plasm.a     de     machos.          Estas     obser-

vaciones     son     vali.das     tambi6n    cuando    la     fuente    de    Ss

es         plasma         de         hembras         (Figuras         10c        y         10d).

±a    protel.na EEEEEEEE|

liemolftica           de   C4.---- esta   relaci.onada   con 1a    acti.vidad

El    tratami.ento    de    fraccl.ones    de

plasma      con       lgG      anti-Slp      no      afecta      la      actividad

hemoli.ti.ca    de    C4,    como    se    demuestra    en    la    Fi.gura    11.

Estos     resultados,     conjuntamente    con    los    de    las    sec-

ci.ones    1.1   y    1.2,    permitieron    predecir   la    existencia

de    una   correlaci6n   entre   los    ni.veles    variables    de   Ss,

en    plasma    de    ratones    de    diferentes    cepas,   y   la    acti.---

vidad    hemoli.tica    de    C4.        En    la    Figura    12    se    observa

que    esta    correlaci6n    es    bastante    aceptable     (r=0,94,

P    0.001)    cuando    se    incluye    solo   cepas    de    ratones    Slp
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Figura    10:        Correlaci6n    entre    el     anti-geno    Ss    y    la    actividad

hemoli-tica     de     C4.         Las     fracci.ones     del     brazo    ascendente    del

segundo    pico    prot6i.co    de    cromatografi.a    de    plasma    en    Sephadex

G-200       (Figura       9A)       fueron      combinadas      y      100      ul       de      estas

muestras     fueron     i.ncubadas    con     lgG    anti-C4    humano,     que    reac-

ci.ona    cruzadamente    con    Ss     (A   y    C),     o    con     IgG    anti.-C3    humano,

que    reacciona    cruzadamente    con    C3   de    rat6n     (a   y    D).       Despu€s

de    extraer    los    complejos    1.nmunes    con    S.    aureus       los    niveles

de     los     antfgenos     Ss    y    C3    fueron     medi.dos     mediante     RIE    y    se

procedi.6    a    esti.mar     la     actividad     hemoli-tica     residual      de     C4.

El     coefi.ciente    de    correlacl.6n    entre    los    niveles     de    anti.geno

Ss    y    la    acti.vidad    hemoli.tl.ca    de    C4   es    0.99    para    machos     (A)    y

0.98     para      hembras       (C),      para           7     y      5     grados      de      li.bertad

respectivamente     (P<   0,001    en    ambos    casos).        La     remoci6n    de

un     anti.geno    no    relacionado     (a    y    D)    no    afect6    los    niveles    de

Ss    ni     la    actividad    hemoli.tl.ca    de    C4.       Resultados    similares    a

los      presentados      en      estas      fl.guras      (A-D)      fueron      obteni.dos

cuando    los    experimentos    se    realizaron    con    animales    DBA/2J    y    C3H.W7.
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Figura     11:         Falta     de    correlaci6n     entre    la    concentraci6n    de

anti.genos    Slp   y    la    activi.dad    hemoli-tica    de    C4.        La    fuente    de

Ss/Slp     se     describe     en     la     F1.gura     10.          Muestras     de     loo     ul

fueron     I.ncubadas     con     lgG    antl.     Slp.        Despu6s     de    extraer    los

complejos      inmunes      con      S.      aureus,      1os      nivles de     Ss     y     Slp

fueron      determi.nados     mediante     RIE     y     luego     se     determi.n6     la

activi.dad    hemoli.tica     residual     de    C4.         El     100%    del     anti.geno

Slp    pudo    ser    removido     sin     un     efecto    si.gnifl.cati.vo    sobre    la

activi.dad    hemoli.tica    de    C4.
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Fi.gura    12:       Correlaci6n    entre    los    niveles    de    Ss   y   la    activi.-

dad    hemoli.tica    de    C4   en    plasma    de    diferentes    cepas    de    rato-

nes.            Las      medi.ciones      se      hicl.eron      en      una      combi.naci6n      de

plasma    de    3    ratones    por   cepa.       Los    cl.rculos    cerrados    repre-

sentan      los      resultados      obtenl.dos     con     ani.males     Slpo.           Los

cuatro   cl.rculos   cerrados   cerca    del    ori.gen   corresponden    a    dos

cepas     con     bajos     niveles     de     Ss      lc3H.OL    y    AKR/J,     ambas     por-

tadoras    del     alelo    k    en    la    regl.6n   i).       Los    otros    ci.nco    ci.r-

culos    cerrados    representan,    en    orden    creciente    de    activi.dad

hemoll.tica,       a      hembras      y      machos      C57      B1/10Sn(Sb),       henbras

C3H.OH(id),      hembras     y     machos     A.CA(Sf).          El      coeficiente     de

correlaci.6n       entre       los       nl.veles       de       Ss       y       la       acti.vi.dad

hemoll.tica    de    C4   en    las    muestras   S]ji°    fue    de    0,94    (P<   0,001

para    7    grados    de    libertad).       Cuando    se    1.ncluy6    cuatro    mues-

tras     iLEa-SIP-a      (genotipo     Posl.tl.vo-fenotl.po     negati.vo),      e|

coefi.ci.ente    de   correlaci.6n    descendi6    a   0,74    (0,01>P>   0.001,

para    siete    grados    de   libertad).

Ni.veles       si.mi.1ares       de       actl.vidad       hemoli.tica       de       C4

fueron    obtenidos    en    muestras    de   suero   de    los mi.smos     animales

s6lo       si        se       agregaba       EACA-DFP      y       NaH3EDTA       1.nmediatamente

despu6s    de    coagular.
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negati.vas.          Si      se     incluyencepas      Slp     positivas,      la

correlaci6n    se    deteriora    y    el     nivel     de    signifi.canc.ia

di.sminuye       (r=0,74,        0,0.1>       P    >      0,001).             Esto       es

esperable     si     se     acepta     que     Slp   -no     tiene     acti.vidad

hemoli-ti-ca     de    C4,     a    pesar     de     ser     reconoci.do    -por     el

antisuero    anti.-Ss    usado      en    este    experimento.-

1.4 Sir__Slp    dos    protel-nas   estructuralmente

pero    con

r e 1 a c i o n a d a~s

di.ferente      sensibili.dad    a    CTr. CT3   es    una

esterasa     con     actividad     especi-fica     Sobre     el      cuarto

(Fi.gura    3)    y    segundo    cornponente    del     complem6nto.       Si

Ss     es     en     reali.dad     el     cua;to     componente     del     compl3-

mento    su    cadena        or     debe    ser    sensible    a    la    acci.6n    de

esta        enzima.        Muestras     parci.almente    purifi.cadas     de

Ss    y    Slp    con    un    ti-tulo    hemoli.tico    de    C4   de   3000    U/ml,
\

fueron     tratadas     con     CTs     humano    purificado     o    con    el

tamp6n    correspondiente.        Despu6s    de    este    tratami.ento

la    acti.vidad    hemoll.tica    de    C4   fue    totalmente    abolida.

Para    determinar    el     efecto    de    Cls    sobre    la    estructura

de    Ss    y    Slp    se    procedi6    a    radiomarcar    estas    muestras

y    a    inmunopreci.pitarlas    con    anti-C4   humano    (que    reac-

ciona    en    foriTia    cruzada    fuerte    co.n    Ss    y    d€bl.1     con    Slp)

y    un    anti-Slp.        Los    complejos    inmunes    fueron    separa-

dos      con      S.       aureus,       lava.dos       varias veces,      y     las

mol6culas    de       Ss   y/o      Slp    que    permanecieron    uni.das    a
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1as     bacterias,     fueron     elui.das    y    anali.zadas     en     SDS-

PAGE.en    bloque    y    radioautobi.ografi-a.        En    condiciones

de    no    reducci6n     (Fi.gura    13)    las    molEculas    nati.vas    de

Ss     y      Slp      tienen      un      peso      molecular      aproximado      de

205.000   daltons    (sendas    1   y   3).       Este    peso    es    si.mi.lar

al     C4    humano.        Las    sendas    2   y    4       muestran    el     efecto

del     tratamiento    con    CTs     de    las        mol6culas    Ss``y    Slp-~

respectivamente.        Es    evi-dente,    que       Cli    actu6    sobre

Ss      el       que      perdi.6      un      fragmento      de     7.000     a     8.000

•daltons.        No    se    observa    un    efecto    de    la    enzi.rna    sobre

Slp.         Las         sendas    5    y    6    son    controles     negativos     de

precipitaci6n     no     especl.fica    ,con     sueros     normales     d-e

rat6n   y   conejo   respectivamente.

El      objetivo     del     sigul.ente     experi.mento     fue
\

investi.gar   si    existe   una   r6lacl.6n   entre   la   estructura

de    Ss    y    Slp    y    el     cuarto    componente    del     complemento

humano,    el     que    ha    sido    muy   bien   caracterizado    (Fi.gura

3).       Esta    mol6cula    tl.ene    un    peso    de   200.000   daltons   y

esta      formada!   por      3      cadenas      poll.pepti.di.Gas      unidas

covalentemente    por    puentes    disulfuro.       Estas    cadenas

han    sido    llamadas   ou    ,     @      ,    gr,       con    pesos    de    93..000,

78.000   y   30.000   daltons    respectivamente    (121).

Cuando    Ss    y    Slp    fueron    analizados    en    con-

diciones    reductoras    (Fi.gura   14),    Slp    nativo   mostr6   3
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Figura     13:         El     efecto    de    CTs     sobre    las     mol6culas     Ss    y    Slp

detectado    en    SOS-PAGE.        Las    fraccl.ones    del     brazo    ascendente

del    segundo    pl.co    proteico    de   cromatografi.a    en    Sephadex   G-200

(Figura    9A)     fueron    combinadas.        Una    muestra    fue    marcada    con

125|    y    loo  Hl     de    ella    fueron    1.ncubados    con    14/g    (10  Hl)    de

Cls    humano    purl.ficado.        El     experimento    control    consi.sti6    en

1.ncubar     el      materi.al      radi.omarcado     con      un      volGmen      igual      de

tamp6n.        Despu6s     de    la    1.ncubacl.6n    cada    muestra    fue    di.vi.di.da

en    cuatro        all.cuotas    y    tratadas    con    uno    de    los     si.guientes

reacti.vos:     IgG    obtenida    de    un    suero    de    cabra    anti-C4    humano

(que    reacciona    cruzadamente    con    Ss),     antl.-Slp.     suero    normal

de    conejo,    o    suero    normal     de    rat6n.           Los    complejos    inmunes

fueron    removi.dos    con   S.    aureus, elui.dos    con    SOS+SB    y    someti-

dos       a       SOS-PAGE       al       5%,       bajo      condiciones       no      reductoras.

Las    sendas    1-6    muestran     respectivamente:        Ss    nati.vo,

Ss    tratado   con    CTs,    Slp,    Slp    tratado    con    Cls    y   controles    de

1.nmunoprecipl.taci6n    con    sueros        normales    de    rat6n    y    conejo.

Es    evidente    que    Cls    digiere   a   Ss    pero   no    a   Slp.
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cadenas    polipepti.dicas    que    siguiendo    el    modelo    de    C4,

humano    fueron    desi.gnados    como   CL   ,   a    y  y  con    pesos    de

105.000,       74.500      y      32.000      daltons       respectivamente

(senda    3).       La    suma    de   los    pesos    de    estas    tres    cade-

nas      es      de     211.500,      lo      que     concuerda     con      el      peso

calculado     para     Slp     en     condiciones     de     no     reducci.6n

(Fi.gura    13,    senda   3   y   4).       EI    Ss    nativo    se    muestra    en

la    senda    ntimero   2    de    la    Figura    14.       Al     1.gual     que    Slp,

Ss    tiene   3   cadenas    polipeptl.dl.cas    que    fueron    designa-

das   Ou   ,   a   y   7,    pero      sus    pesos    moleculares       (98,000,

77,000     y      34,000      respectivamente)      son      ligera      pero

deT-1.niti.vamente    di.ferentes    de    aquellas    de    las    cadenas

de    Slp.       El     peso    de    las    cadenas    de    Ss    suma   209.0001o

que     esta     de     acuerdo    con     el     peso     calculado     para     la

mol6cula    no    reducida.

La     1.nmunoprecipitacl.6n     de     Ss      se     hi.zo     con

anti-C4       humano.        Este    suero    no    parece    haber    recono-

cido    a    Slp.        En    reali.dad    este    antisuero    reacci.ona    en

forma         cruzada     con     Slp    y     los     complejos     inmunes     se

unen      al      S.      aureus. Sin      embargo,      despu6s      de      los

mdlti.ples     lavados     realizados     en     estos    experimentos,

las    mol6culas    de    Slp    se    disocian       de    los    anticuerpos

mientras      que      las      mol6culas      de     Ss      permanecen      fi.r-

mamente    unl.das.
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Fi.gura     14:          Estructura     de     las     mol€culas     Ss     y     Slp     deter-

mi.nadas    en    SDS-PAGE.         Las    condiciones    experimentales    fueron

descritas    en    la    Figura    13,    excepto    que    se    oml.ti.6    el     trata-

mi.ento    con    Cii    y    que    el     gel     usado    fue    al     7%    en    condi.ci.ones

reductoras.       Las    sendas    1   y   4   muestran    los    resultados    de   los

controles     con     sueros     normales     de     conejo    y     rat6n     respec-

ti.vamente.       Las    sendas    2   y    3       muestran    los    resultados    de    la

inmunopreci.pi.taci6n       con        lgG       anti-C4       humano       y       anti.-Slp

respectivamente.        Ss    y    Slp    dl.fi.eren    ligeramente    en    el     peso

de    sus    cadenascl    ,    P      y.y.        En    la    senda   2    no    se    observan

las    cadenas     Slp,1o    cual     indl.ca    que    anti-C4    humano    no    inmu-

noprecl.pita    a   6sta    mol6cula.
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En    los    experimentos    si.guientes    se    investig6

el       efecto    de    CIT   en    las    cadenas    i.ndi.vi.duales    de    Ss   y

Slp.        La    predi.cci6n        fue       que    si     Ss    es     C4   su    cadenad

deberi.a    perder    un    fragmento    de    peso    5.000   por    acci6n

de     Cl-s.           Por     otra     parte,      la     falta     de     actividad

hemoli.ti.ca    de    C4,     por    parte     de    Slp,     podri.a    deberse,

por     lo     menos      en     parte,      a     la     insensibilidad     de     su

cadena      a   a     la     accl.6n     de     CTT.         Estas     predicciones

resultaron    verdaderas      y   se    ilustran    en    la    Figura    15.

Como     puede     verse    en    las     sendas     1    y    2,     CTs     no    1.ndujo

cambios     en    las    cadenas    oL    ,    a       oS    de    Slp.        En    cambl.o,

al    comparar    las    sendas    3   y    4   se    puede    apreci.ar    que    la

cadena   oL        de    Ss    perdi6    un    fragmento       de    peso    aproxi.-

mado     a    7.000    daltons,     tranformandose    en   ct'     ,     de    peso

90.000   daltons.      No   se   observa    un   efecto    de    CIT   sobre

las     cadenas     a    y    1     de     Ss.         En     las     sendas    5    y    6    se

muestran        los        resultados        de        un       experimento        que

demuestra    la    accl.6n    selectl.va    de    Cl+   sobre    la    cadenact

de     Ss.         En     este    caso     la    1.nmunopreci.pi.taci.6n     se     hizo

con    anti.     Ss    que    reconoce    a    Ss    y    Slp.       Si     las    cadenas

de     estas     mol6culas     tl.enen     diferente     peso     molecular,

en    este    experimento    deberi.a    demostrarse    la    existenci.a

de    6    cadenas    especi.fi.cas    en    una    senda     (3    para    Ss    y    3

para     Slp).          Adem6s     este     experi.mento     reune      la     con-

dici.6n    ideal     de    mostrar    en    una    misma    senda    el     control
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Fi.gura    15:         Evaluaci.6n     del     efecto    de    FTs     sobre    las    cadenas

polipepti.di.cas     de    Ss    y    Slp.        Las    condi.ci.ones     experi.mentales

fueron    descritas    en    la    leyenda    de    las     Figuras     13   y    14.        L`as

sendas     1    a    6        representan     respecti.vamente:     Slp    nativo,     Slp

tratado    con    C||.    Ss    nati.vo,    Ss    tratado    con    5ii,    una    mezcla

de     Ss    y     Slp     nativos,     una     mezcla     de     Ss    y     Slp     tratados     con
E=

Cls.        Es    evidente    que    solo    la    cadena      ct     de    Ss    es    di.gerida

por   5Ts    (senda   4   y   6).       La   senda   6    representa    el    experimento

con      el      control      negatl.vo     interno     1.deal      para      demostrar     la

especl.fl.cidad    de    CTs   pare            la    cadena      ct   de    Ss.       Los    mismos

resultados        fueron        obtenl.dos        con        otras        dos        cepas        Ss

al to-S| pa (C3H.W7    y     C3H.OH).         Cuando     anti.-Ss     fu€i     usado     para

in,munopreci.pi.tar     cepas     ±]jio     tales     como      C57.B1/10([]±i)     y

A.CA(L2±)      s61o   tres   bandas    especi.fl.cas    fueron    detectadas   y

sus    pesos    moleculares    col.ncidieron    con    las    sendas    inmunopre-

cl.pi.tadas    por    anti.-C4   humano.
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negati.vo    1.nterno    representado    por   la    cadena   a.   de    Slp,

que    no    es    di.geri.da    por    Cli    (Senda   6).       En    la    senda   5

se     observan     claramente     las     6    cadenas     esperadas     (el

resto.   de     bandas     mss     d€biles     son     inespeci.ficas     pues

tambi6n     se     detectaron     cuando     la     I.nmunopreci.pl.taci6n

se    hi.zo   con    sueros    prel.nmunes).

Al     determi.nar    que    las    cadenas    de    Ss    y    Slp

pueden    diferenciarse    en    base    a    peso    molecular    (si    se

1.nmunopreci.pi.ta      con      el       heteroanti.suero           anti-Ss),

surgi.6     la     pregunta     si      los     animales     genoti.pi.camente

negati.vos      para     Slp     tienen      en      sus      sueros      mol6culas

Slp-sfmi.les,      equivalentes     a     un     producto     al6li.co     no

reconocido     por    el      aloantl.suero     anti.-Slp.         Si.     estas

mol61ulas    exi.sten,1a    probabill.dad    de    ser    reconoci.das

por     el      heteroantisuero     anti-Ss      deberi.a     ser     alta.

Suero    de     machos    C57B1/10    y    A.CA    (ambos    Ss-alto    S1

fueron    procesados    como    se    descri.bi.6    anteriormente,    e

inmunoprecl.pitados    con    anti-Ss    y    antl.-C4    humano.        En

ambos    casos,    solo   tres    bandas    fueron    i.dentifi.cadas    en

SOS-PAGE    y    sus    pesos    coincidi.eron    exactamente    con    los

de    Ss.       Por    lo    tanto,    pareceri.a    que    Slp    no    es    produ-

ci.do   en    estos    animales    o,    alternativamente,    sus    cade-

nas    tienen    pesos    iguales    o    muy    parecidos    a    los    de    Ss

y    no    son    muy    diferencl.ables    con    la    tecnologi.a    usada.
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En    esta    seccion    se    ha    demostrado   estructural

y    funcionalmente    que   la    protel.na    Ss   es    el    cuarto   com-

ponente      del    complemento    del    rat6n    (en    las    secciones

que    siguen    la    abrevl.aci6n      C4   reemplazar6    a   la    abre-

viaci6n    Ss).

Se    ha    determi.nado   ademas    la   estructura   de   la   protei.na

sexo    limitada    y    su    1.ncapacl.dad    de    actuar   como    cuarto

componente       del    complemento.

2. ELELestructural    del    cuarto   com onente    del    com

mento     del      rat6n     esta     ubi.cado

histocom

ELJiregi6n    S    del
atibilidad     (168).     En

esta    secci.6n    se    demostrara   que   el    gen   estructural    del

cuarto    componente     del     complemento    del     rat6n    esta    en

el    centro   del    complejo   ±!±   (regi6n   S).      Para   6sto,    se

procedi.6    a    la    bdsqueda    de    variantes    electrofor6ticas

de   esta   protel.na   en   diferentes   cepas   de   ratones.      Con

este     objetl.vo     se     us6     una     modi.ficaci6n      (162)      de     la

t6cnica     bidimensional      de    O'Farrel      (161),     en     la    cual

las    cadenas    polipepti.dl.cas    se    separan,    en   condi.ciones

de    denaturaci.6n    completa,     en    base    a    tres    cri.teri.os:

especifi.cidad     anti.g6nica,     punto     i.soel6ctrl.co    y    peso

molecular.          Esta     t6cnl.ca     modificada     es     descri.ta     en

detalle        en        la        secci.on        Materiales        y        M6todos.

En   el    an61isi.s   de   los   resultados   presentados

aqui.    es    l.mporta.nte      considerar    que    la    detecci6n    de    un
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poll.morfismo       estructural     en    cualquiera    de    las    cade-

nas     de    C4    representa,     probablemente,     variaci.ones     en

el    materi.al    gen€tico   que   codifica   la  mol6cula  completa.

Esto    se    basa    en    que    C4   se    sintetiza   coma    un    precursor

de    una    sola    cadena     (133-135),    que.    es    procesada    post-

sint6ticamente       en    las    tres    subunl.dades     (Ou,   P    yY)

de    la    mol6cula    funci.onal.

La   cadena   ry'  de C4   murino   es o 1 1. in 6 r f i c a . En    el     rango

de    pH    usado    en    estos    experi.mentos    no    se    logr6    enfocar

simultaneamente      las      tres      cadenas      de     C4.           Como      el

•polimorfismo    de     la    cadena      y         fue    r5pidamente    evi-

dente,    se    procedi6   a   estandarizar   las   condiciones    del

IEF     de     modo     de     obtener     una     resoluci.6n     adecuada     de

estas   cadenas.
\

En     la     Figura     16     (pri.mera     dl.mensi.6n     o     IEF)

se     observan     los     tres     fenotipos     detectados     para     la

cadena   fr   de    C4.        Estos    tres    fenoti.pos    son    represen-

tati.vos     de     los     resultados     obteni.dos     con     todas     las

cepas    estudiadas.        Asi.,     la    cadena     ry'   de    C4    en    cepas

portadoras     de     los     haplotipos     H±i,    !±±P,     !±±    y

±=iii,    tiene    un    pl    de    7,4   y    fue    designada    y  1;    en

cepas   portadoras   de   los   haploti.pos   !±±i,   ±±±q,   ±4,

Fir.  ±|±.  J|iz± y  !ity  las  cadenas   ry'de  C4  presen-
taron    un    pl   de   6,9    (   7'2)   y,    en    dos   cepas,    portadoras
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Fi.gura    16:    Radioautograma    de    IEF    de    C4   de    rat6n.       Fracciones

de    plasma    C4-positi.vas    fueron    marcadas    con    £251    e    inmunopre-

ci.pi.tadas      de     acuerdo     con     Kessler     (159)     con     antisuero     de

conejo   contra   C4   de   rat6n.      Los   inmunoprecl.pl.tados   desnatura-

li.zados     fueron     enfocados     en     un     EIF     en     bloque.         Se     pueden

di.stinguir   3   vari.antes    de   cadena   rf  :     71,    presente   en   anima-

l es  B10.WB (I:Lzja )  y  P/J (j±jp ) .  esta  cadena  tambi 6n  est5  presente

en    animales    portadores    de    los    haploti.pos   !±±S   y   !±|2f ;    ry'2,

presente   en   C3H.Q(!±q)   y   tambl.6n   en   cepas   portadoras    de   los

haplotipos    H.2k,    ±!±d,    !±±r,    !±±b,    ±±±u,     H.2W7    y    j±±wr7.

V3,     preseniT   en    la    cepa    BIO.STA12    y    tambi.6n    detectada    en

B10.L1855.             Estas       dos       tiltl.mas      cepas      son      portadoras       de

complejos    H-2   no    designados,    derivados    de    ratones    si.1vestres.
\

\
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de    haplotipos    silvestres,     no    desl.gnados.1as    cadenas

presentaron    un    pl   de   6,5    (   y3).       Estos    resultados    se

resumen    en    la    Tabla    I.

La         demostracl.6n         de         que         las         cadenas

poll.m6rficas    observadas    en    la    Figura    16    corresponden

en     realidad     a     las     cadenas      q'        de     C4     fue     obteni.da

sometiendo       el        material        anali.zado       en       IEF       a       una

segunda     separaci6n     en     base     a     peso     molecular.          La

fi.gura   17   muestra   resultados    representativos    de   alre-

dedor     de     40     geles      bidimensionales      estudi.ados.           En

todos       estos       experl.mentos      la      cadena       poll.pepti.dica

polim6rfi.ca       tuvo       pesos       moleculares       aparentes       de

34.000,       1o      que      esta      de      acuerdo      con      lo      descri.to

anteriormente    para    la    cadena    ry'     de    C4.       Mss    adn,     1.n-

munoprecipitados     obtenidos     con     anti.suero     contra     C4

humano,     que     reacciona    cr-uzadamente    con    C4    de    rat6n,

produjeron     resultados     siml.lares     a    los     obteni.dos     con

antl.-C4   de   rat6n.

La    cantidad    de   cadena    ry'   de    C4   vari6   cuan-

ti.tativamente     de    cepa     a    cepa,     de    acuerdo    con    datos

serol6gicos        publicados       previamente        (169).              Asi.,

cuando    se    analizaron    muestras    de    animales    portadores

del     haplotl.po   E±i,    en    los    cuales    se    ha    descrito    la

exi.stenci.a    de    solo    un    53    del     nivel     normal     de    C4     (Ss)

(169),    se    detect6    tambi.€n    una   cantidad      equi.valente
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TABLA     I

Ti.po    de   cadena   7'de    C4(Ss)    en    ratones    con    di.ferentes    alelos

en    la    regi6n    S    de    H-2.

Alelo    en    la          Ti.po    de

Cepa    de   rat6n                                           regi6n   s              cadena   /

P/J

B10.M

A.SW,      B10.S,     SJL,      A.TFR4,     A.TH,

810 . R  I  I  I  ( 2 0R  )

B10.WB

B10.CAS2

B10.KP8128

DBA/2J,         C3H.OH,         Blo.A,         A/J.

B10.BSVS

AKR/J,      C3H.OL.     A.TL,     B10.TFR5,

B lo.  HTT

B10.RIII

PL/J

B10.Q

A.BY

C3H.W7,      B10.W7R

B10.L1855,      B10.STA12

ja

wl7

wl9

d

r

u

q

b

w7

1

1

1

2

2

2

2

2

2

silvestre,                    3
no    designado
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Figura     17:         Separaci.6n     bi.di.mensi.onal     de    las    cadenas      7'    de

C4.       Despu6s    de    enfocadas,1as    cadenas     7'   de    C4   fueron    some-

ti.das     a     una     separaci6n     en     segunda     di.mensi6n.de     acuerdo     a

tamafio,en     bloque     de     SOS-PAGE.         La    cadena    r   aparece     en     la

esquina    inferior    izquierda    de   cada    bloque    con    el     peso    mole-

cular     esperado     de     34.000     daltons.           La     naturaleza     de     la

mancha    heterog€nea    localizada    en    la    parte    superior    de    cada

bloque    representa    probablemente    el    precursor    de   la    mol6cula.

de     C4.          Este     precursor    consta     de     una     sola    cadena     de     peso

aproximado    de    200.000     (134-135,176).        En    el     cuadro    1.nferi.or

derecho    se    muestra    una   composicl.6n    de    las    tres    variantes    de

la    cadena    y    ,     con    el     objeto    de    mostrar    la    magnitud    de    la

variabilidad    electrofor€ti.ca       de    ellas.       Mss    del    90%    de    las

cuentas    estuvl.eron    asocl.adds    a    la    banda    pri.ncipal.       Es    pro-

bable    que    las    bandas    mss    d6bi.1es    resulten    de    modificaciones

post-traducci.6n     que    ocurren    in    vl.vo    o    in    vi.tro     (ver    texto

para    di.scusi.6n          de    este    problema).
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de    cadena    6     en    la    segunda    dl.mensi.6n.        En    ni.nguno    de

los    grupos    de   controles    negati.vos    se    detect6   material

radioactl.vo    en    la    posici6n    de    las    cadenas     t}        de    C4.

Estos    controles    incluyeron    inmunoprecipitados    obteni.-

dos    con    aloanti.sueros    contra    Slp   y   C5   con    antisuero

de   conejo    o   cabra   contra   C3   y    factor   a   murinos.

Ademas,    se    usaron    sueros    normales    de    rat6n,    conejo   y

cabra.       Es    todos    los    experl.mentos    positl.vos,    mss    del

90%    de    las    cadenas    se    enfocaron    a   los    pl    mencionados

anteri.ormente,    de    acuerdo   a   lo   determinado   cortando

las    sendas    en    segmentos    de    I    mm   y    mi.di.endo    la

radl.oactl.vl.dad    asocl.ada    en    un    contador    gama.       E1103t

restante    de    las    mol6culas    se    enfocaron    en    un    rango    de

pH   mss    ampli.o,    formando    bandas    bi.en    resueltas    pero

mss    d6biles     (Fi.gura    17).       N6tese    que    una    de    las    ban-

das    mss    d6biles    en    tl   ti.ene    un    pl    si.mi.lar    al     de    la

banda    pri.ncl.pal    de   12.       Esto    podri.a    interpretarse   co

mo    1.ndi.cativo    de    la    presencl.a    de    pequefias    cantidades

de    C4-i   2    (menor    de    un       10%)    en    cepas    portadoras    C4-|1.

Si.n    embargo,    esto    es    poco    probable   ya    que    la

1.nmunoprecl.pi.taci6n    con    un    aloanti.suero    contra    C4

(anti    H-2.7,    ver    secci6n   3)    produjo    precisamente    el

mi.smo    patr6n    de    $  1,    obtenido    en   cepas    portadoras    de

C4-61,    ml.entras    que    no    reacci.on6    en    absoluto    con
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ninguna    de    las    bandas    de    C4-62.        Es    probable    enton-

ces    que    el    patr6n    de    bandeo    obtenido    resulte    de    modi.-

ficaciones    post-traducci6n    in    vl.vo    o    i.n    vitro,    tales

como     deamidaci6n     y/o     carbamilaci.6n.          La     posi.bi.1i.dad

de     que     estas     variaci.ones     se     deban     a     glicosilaci6n,

con      incorporaci6n      de     acido     sialico,      puede      descar-

tarse,   ya   que   el    tratamiento   de   las   tres    vari.antes    de

C.4    con     exceso     de    iieuranithi.dasa    no     alter6     el     pa.tr6n

el ectrofor6ti co .

2.2 ELELqEL
1  i zado

control a el    polimorfismo    de    C4   esta    loca-

en    la    regi6n    S    del complejo    H-2.         La     Tabla     11

refine    los    elementos    de    juicio    que    permiten    ubicar    e`l

gen    responsable    del     polimorfismo    de    C4   en    la    regi.6n   S

del      complejo     H-2.              La     participaci6n     exclusiva     del

com.plejo    ±±    en     la     determinaci6n     de     los     fenoti.pos

descritos    se    demuestra    a    trav6s    de    la    identidad    del

pl    de    las    cadenas    S      entre    cepas    con    un    mismo    haplo-

t.ipo       ±±      y       con        di.ferente        base        ("background")

gen6tica.        Por    ejemplo,     A.Sw,     B10.S    y    S.JL    son    todas

cepas    con    haplotipo    !±±i   y    en    todas    ellas    C4   es    de

ti.po      bl.        Por    otra    parte,    cepas    con    haplotipos    H-2

diferentes     pero     con     la     misma     base     producen     C4     con

cadenas          b   de    di.ferente     pl,     esto     es     l.lustrado     por

ejemplo,    por    la    presencia    de    cadenas    no   1   y   no   3   en    las
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TABLA    11

El    gen   que   controla   el    polimorfismo   de   la   cadena  rde   C4  esta   ubicado   en

la   regi6n   S   del    coiTiplejo   H-2,.

Cepa                             origen   de   las   regiones   de  H-2     ::3:ngect         Conclusi.6n_    dec4

KABJECSD

A.SW;B10.S;SJL     s       s       s       s       s`      s       s       s            1          i:ob3:2)::n::i::e
influenciar  el

B10/A;A/J                  k       k        k        k        k        d       d       d            2          tipodecadenaor
de  C4.

B10.WB

B10.Q

B10.L1855

A.SW

A.BY

i      i      j     i      i      i      j      b         1

qqqqqqqq2

silvestre,   no   designadas                 3

ssssssss

bbbbbbbb

El   control   del
polimorfismo   de
la   cadena  frde   C4
esta   ubicado  den-
tro   de  H-2.

B10.S                               s`.,`s         s         s         s         s         s         s

B10.BSVS                      s         s         s        s         s         s         d        d

gen   responsa-
ble   del    polimor-
fi.smo   esta   ubica-
do  en   las   regi.o-
nes   S   o   D.

B10.RIII                  r       r       r       r       r       r       r       r

B10.RIII(20R)*      s        s        s        s        s        s        s        r

A.TH                                s        s        s        s        s        s        s        d

A.TL                                   s         k         k         k         k         k         k         d               2`

La   regi6n   D   no
parti.cipa  En  el
control   del   poli-
morfi smo .

*   La   cepa   B10.RIII[20R)    es

del   hapl otipo ±  (±:±=S_al_¥_EJ±EiELD4)  y  ratones ±|p|g  (±xp_I_rE_H±[iDLr)
Informaci6n   presentada   en   (170)   muestra   la   posici6n   del    intercambi.o

gen6tico   entre   I-C  y  S   e   indi.ca   que   la   regi6n  S   de   B10.RIII(20R)   se
ori.gi.n6   del    hapTJEipo-E±S.      Sin   embargo,   los  Fatones   B10.RIII(20R)
son   Slp-a  y,   por   lo   tanto,   el    suceso   recombinatorl.o   se   reali.z6   proba-
blemente   entre   las   regi.ones   S  y  D  como   se   indica   en   esta   tabla.

un   recombinante  entre   ratones  ±]jp:i portadores
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cepas     B10.S,     B10.L1855     respecti.vamente,     o    de    cadenas

yi,y2    en    las    cepas    A.Sw   y    A.BY.        La    comparaci6n    de

las    cepas    B10.S    con    BIO.BSVS    ubl.ca    al     gen    responsable

en   la   regi.6n   i  o   i.      La   regl.6n   i  puede   ser   descartada

al      comparar     dos     combi.naci.ones     de     cepas     cong6nicas:

B10.RIII    con     B10.RIII(20R)    y    A.TH    con    A.TL.

De    acuerdo    a    este    analisi.s    el     gen    estruc-

tural      del      cuarto     componente     del      complemento     muri.no

esta    ubicado    en    la    regi6n   S    del    complejo   H-2.

La     expresi6n     de     las     variantes      de     cadenas

es     codomi.nante     en      1.ndi.vl.duos     F1.          Esta     codomi.nanci.a

sugi.ere     nuevamente     que     la     dl.ferencl.aci6n     fenoti.pica

entre    Y1,       72   y    or3   es   una   propiedad   i.ntri.nseca   de

la     mol6cula     de     C4      (secuenQia     aml.noacl.dica    y     no     una
\

modi.ficaci6n    postsint6tl.ca.

ELgrupo    sangutneo

al oanti

murino    H-2.7     es     un     determinante

6nico    de    C4d,

onente    del    com

q=-q_e_ es    un    f ra mento    del    cuarto

1emento   de   esta   es ecie     (171).        El

grupo    sangui.neo    murino    H-2.7    descubi.erto       por    Hoecker

y    colaboradores     (70,     es    expresado    por    los    haploti.pos

±=ifi   ±=±i.   H-2i  y  E±P.     David  y  colaboradores   (71)  y

Klein       y       colaboradores        (72)        demostraron,        que        a

diferencia    de         otras    especi.ficidades    H-2,       H-2.7   se
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expresa    predominantemente     e.n     los     eri.trocitos    y    ubi-

caron    el     gen    que    controla    la    expresl.6n    de    esta    espe-

cificidad      en      una      nueva      regi.6n      que      llamaron      H-2G,

entre   i   y   i,    basandose    en    la    reacti.vidad    de    la    cepa

recombina.nte      A.TFR1.           Estudi.os      recientes       (73)      nan

demostrado     que     la     ubicaci6n      propuesta     por     Davi.d    y

colaboradores    y    Klein         y    colaboradores     (71,     72)     es

err6nea    y    que    6ste    gen    esta    ubicado    en    reali.dad,    en

la    regi.6n    S.       De    acuerdo    a    lo    descrl.to    en    la    secci6n

2.2,      esta      regi6n      conti.ene      el      gen      estructural      del

cuarto     componente      del      complemento.           De     este      hecho

surgi6     la     1.nteresante     posibill.dad     que    H-2.7    est6    de

alguna     manera     relacl.onado     con     C4.         La     presencia     de

H-2.7    en     los     g16bulos     rojos,     suero     y     plasma     de     los

animales    posi.ti.vos,    conjuntamente    con    el     hecho    de`.`.ser

controlado    por    el     C.P.H       del        rat6n,    es    reminiscente

de    los    grupos    sangul-neos    humanos    Chl.do    y   Rodgers    cuya

expresi6n      es      controlada      por      el       CPH      humano      o     HLA.

Observaciones    recientes    han    demostra.do    que    estos    gru-

pos    sangui.neos    corresponden    a    determi.nantes    anti.geni-

cos    de    un    fragmento    de    C4    (C4d,    Figura    3)    y    que    6ste

fragmento        puede        incorporarse        pasl.vamente        a       los

eri.trocitos      durante      la      actl-vacl.6n      del      complemento

(74-75,172).       Por    otra    parte,    el     gen    estr.uctural     del
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cuarto    componente    del     complemento    hum.ano    est5    ubi.cado

en    el     complejo   !±±±   (12).       Ademas,     H-2.7,     al     igual     que

C4    se     expresa     en     el      suero    y    plasma.         Esto     ha     sido

probado    mediante    i.nhl.bici.6n     de    la    hemaglutinaci6n     de

g16bulos      rojos      H-2.7     positl.vos      si      se     preincuba     el

anti-H-2.7      con       suero      o      plasma      de      ani.males      H-2.7

p 0 s 1. t i v 0 s .

De      los       hechos      ci.tados      en      los      parrafos

anteriores     se    desprende    la    obvia    necesi.dad    de    estu-

diar,     en    el     rat6n,     la    naturaleza    de    la    mol€cula    que

expresa    el     anti-geno    H-2.7,     con     la     hip6tesi.s     de    tra-

bajo      de      que     este     antfgeno     H-2.7     corresponde     a     un

fragmento    de    C4   murino.

3.1 La     expresi.6n     de     H-2.7     esta     correlacionada     con     los

a 1 o t I. p o s  _ {i ]i c a d e n a

complemento   muri.no.       En    las

ar.to    componente    del

secci.ones    2.1   y    2.2   se   -ha

descri.to       un       poll.morfl.smo      de      C4      murino      basado      en

diferencl.as     en     pl     de     la     cadena    b           y     el      control

gen6t.1.co    de    esta    variacl.6n    estructural     fue    ubicado    en

la    regi.6n    S    del     complejo    H-2.           La    Tabla    Ill    muestra

la    notori.a    cor.relaci.6n    existente    entre    las    vari.antes

de     la    cadena        ts    de     C4   y     la     expresi6n     del      anti.geno

H-2,.7.          La     distri.buci6n     del      anti.geno     H-2..7     en     las



TABLA      Ill

Relaci6n    entre    las    vari.antes    de   cadena   frde    C4,    controladas

por    la    regi6n   i,    y    la    expresl.6n    del    aloanti.geno    H-2.7.

Tipo    de    cadena
Alelo    en    la    regi6n    S                            7'de    C4.*

H -2 .  7
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P

f

S

J

Desconocl.do     (MP)

k

d

r

u

q

b

w7

si.1vestre,    no    desi.gnado
(B10.L1855    y     B10.STA12)

P o s i  t 1'  V o

P o s 1' t 1'  V o

Pos i ti vo

P o s 1'  t 1'  v o

P o s i  t 1'  V o

P o s 1'  t 1'  V o * *

Negati vo

Ne9ati  vO

Negati  vO

N e g a t 1. v o

N e g a t 1.  v o

N e g a t 1.  v o

Negati vo

*       Ti.pos    1.    2   y    3   con    puntos    1.soel6ctricos    7.4,    6.9   y    6.5

respecti vamente .

**   Negativo    en    los    eri.trocl.tos,    negativo    o    debl.lmente    posi.-

tivo    en    el     suero    por    inhibl.ci6n    de    la    hemagluti.naci.6n;

posi.ti.vo    por    absorci.6n    1.n    vl.vo    del     aloantisuero    anti

H -2 .  7.
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diferentes      cepas       fue      obtenida      de      la      literatura

(70-73).        Los    ratones    portadores    de    los    alelos   I.,   I,

i,   y   i   en   la   regi.6n   S      de   !±±  producen   C4   de   ti.po  ry'1

y    son    H-2.7    positivos.       Con    una    excepci6n,1a    presen-

ci.a      de   otros    alelos    en    la    regi6n    S   esta    asoci.ada   con

C4-V2   o    C4-y3   y    negatividad    para    H-2.7.       La   excep-

ci6n    esta    dada    por    el     alelo    k    en     la    regi6n    S.         En

este   caso,1os    anl.males    producen   C4-Y2   y   sin    embargo

han      sido     clasificados      como     H-2.7     posi.ti.vos      porque

absorben      1.n       vl.vo           la      activl.dad      de      aloanti.sueros

anti.-H-2.7       (71-72).       Esta    dnl.ca    di.screpancia    para    la

correlaci6n      establecida      sera      anali.zada      experimen-

talmente    mss    adelante.

3.2 El          aloantisuero         contra

("reconoce")      mol6culas

H-2.7            1.nmuno

9i iL EL 1 Pla s_Ta_ in u r 1. n 0

Plasmas-EDTA    de    ratones    H-2.7   posl.tl.vos     (SJL-Ei)    y

negativos      (DBA/2J-E±±)     fueron     fraccionados     en     una

columna    de    Sephadex   G-200   y    la    presencia    del     anttgeno

H-2.7    fue     determi.nada    en    estas     fraccl.ones,     medi.ante

inhibici.6n        de    la    hemaglutinaci.6n.        Una    fuerte    acti-

vidad     inhibi.torl.a     fue     detectada     solo     en     la     porci6n

as.cendente     del      segundo     pico     prot€i.co     del      plasma     de

ratones      SJL.           Esta     area     conti.ene     adem5s     la     mayor

parte    de    C4.        Los    tubos    positivos    fueron    combinados,

marcados    e    inmunoprecipl.tados    con    antisuero    de   conejo



150

contra    C4   y    con    aloantisuero    contra    H-2.7.        Una    por-

ci.6n    de    este    materl.al     fue    incubado    con    CTs    antes    de

la        1.nmunoprecipl.taci6n.               Los        complejos        inmunes,

elui.dos    de   S. aureus, fueron    someti.dos    a    SOS-PAGE    o    a

IEF,        bajo       condici.ones       de       denaturaci6n       completa,

seguido     de     radioautografi.a.        La    fi.gura    18    demuestra

que    el     aloantisuero    contra    H-2.71.nmunoprecl.pl.ta    del

suero    de    ratones    SLJ    tres    cadenas    poll.pepti.di.cas    con

pesos     moleculares      id€nticos     al      de     la5       cadena5       de

C4     (Figura     18,     senda    3),     determi.nados     en     la     secci6n

1.4.        Ademas,1a    cadena      cA     de    la    mol6cula    H-2.7    posi.-

tiva    es    di.gerida    por   Cls,    con    generaci6n    de    un

fragmento    con    peso    molecular    id6nti.co    al    de    la   cadena   cr

de     C4     humano      (Figura     18,      senda     2;      Figura     3).         Por

otra        parte,         en        condicl.ones        de        no        reducci.6n,

anti.-H-2.7     1.nmunoprecipl.ta     una     sola     mol6cula     con     un

peso         aparente         de         205.000         daltons         (datos         no

mostrados),     que    es    el     ml.smo    peso    determi.nado    para    la

mol6cula    completa    de    C4    muri.no     (Fi.gura    13).

De    los     resultados    resuml.dos     en    la    Tabla     I,

puede    predecirse     que    anti-H-2.7    1.nmunoprecipi.tars    C4

de      tipo         S     I.            La      fl.gura      19      demuestra      que      la

prediccion       es       correcta.       La       senda       1       muestra       el

resultado    de    la      precipl.taci6n    de    C4--$1   con    anti.-C4.
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Fi.gura       18:       Radi.oautograma             de      una      gradl.ente      11.neal        de

7-15%    en         SOS-PAGE     de   .fracciones     de    plasma    H-2.7    positivas

de     ratones     SJL.           La     1.nmunoprecipl.taci6n          se     hi.zo     con      un

aloantisuero   anti.    H-2.7.       Este    experi.mento   es    representativo

de     los     resultados     obtenidos     con     plasma-EDTA     de    cepas     por-

tadoras    de    alelos   i.    I,    i   y   i   en    la    regi.6n   S    del    complejo

±=i.    Las    sendas    i-3    representan    respectivamente:    inmunopre-

ci.pit.aci6n     con     suero     normal      de     raton,     1.nmunoprecipitaci.6n

con     anti-H-2.7    despu6s     de    tratar    con    C1|,     1.nmunopreci.pi.ta-

ci6n   sin    tratar   con    Crs.       Es    evi.dente    que   la   cadena            de   la

mol6cula     reconocida     por     antl.     H-2.7    es     sensl.ble    a    la     acci.6n

de    Cls.       La    comparacl.6n    de    las    sendas    I   y    3    demuestra    que    el

aloantisuero    anti    H-2.71.nmunoprecipi.ta    C4   del    plasma    de    los

ratones    SJL    (cadenas  a,  P    y7con    pesos    de   98,77   y   34

kilodaltons    respectivamente.    La    senda    nu`mero   2    demuestra    que

el     aloanti.suero    tambi6n    reconoce    a   C4b).
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Fi.gura    19:       Radioautografl.a    de    IEF    de    C4   murino:       Fracciones

de    plasma    C4-posi.tivos    frieron    inmunopreci.pi.tadas.    desnatura-

1i.zadas   y   enfocadas.      Las   sendas   I   a   4   muestran   los   resultados

obtenidos    con    la    cepa    SJL    (representante    de    las    cepas    H-2.7

posi.ti.vas,    C4-71)   y   las    sendas    5    a   8    muestran    los    resulta-

dos    obteni.dos   con    la   cepa    DBA/2J    (representante    de   las    cepas

C4-72,     H-2.7    negativas).       La    I.nmunoprecipitaci.6n    fue    hecha

con    suero    de    conejo    anti-C4    de    rat6n    (senda    I    y    5),     suero

normal     de    conejo     (sendas    2   y    6),    suero    de    rat6n    anti     H-2.7

(sendas    3    y    7)    y    suero    normal     de    rat6n     (sendas    4   y    8).        El

hetero    antisuero     (anti-Ss     inmunopreci.pi.ta    C4-Vl    y    C4-0'2

(sendas     1    y     5).       .El      anti     H-2.7    i.nmunoprecipi.ta     C4    de     ti.po

rf  1     (senda   3)    pero    no    C4   d6    tipo    72    (senda   6).       Las    ban.das

especi.fi.cas    adicl.onales    en    las    sendas    1,    3   y   5    son    fragmen-

tos    de   cadena  Ou  (168).
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3.3

La     senda     namero     3,     el     mismo     material      inmunoprecipi.-

tado     con     anti-H-2.7.             En     la    senda    ndmero    5,     C4.de

tipo        6    2     inmunoprecipl.tado     con     el      heteroantisuer*o

contra        C4    y    en     la    sen.da    7,     el     mismo    materi.al     inmu-

nopreci.pl.tado      con      el       aloantisu6ro      contra           H-2.7.

Las    sendas    2,    4,    6   y   8   corresponden    a   controles    nega-

ti.vos       inmunopreci.pi.tados      con      los      correspondientes

sueros    prel.nmunes.       Es    obvio       de    estos    resultados    que

el       heteroanti.suero    de.   conejo..   reconoce   C4   de    tipo  t   1

y    t    2.        En    cambi.o,    el     aloantisuero    anti     H-2.7    reco-

noce    solo    C4   ti.po     6     1.       N6tese    que    estos    resultados

no       implican       que      anti       H-2.7      reacciona      con      si.ti.os

antig6nicos      ubicados      en     la     cadena      U         de     C4.          El

aloanti.suero      podri-a      reconocer      otras      areas       de      la
\

mol6culi    y    la    cadena    fr      ser    s6lo    un    indi.cador    de    la

especifici.dad     de     la     alo,reacci.6n.         Este     problema     se

resuelve    en    la    pr6xima    secci6n.

La       especificidad       de       H-2.7       esta       ubicada       en       el

fragmento     C4d     (         QL2) de    la    cadena    ct          de    C4.        Los

experi.mentos     descri.tos     en     las     secciones     3.i     y     3.2

demuestran     que,     con     una     exce`pc.i6n,     1a     especi.fici.dad

H-2.7    se    encuentra    en    C4   o    C4b    (anti     H-2.7    reacci.ona

con    C4   despu6s    de    tratarlo   con    Clll,    si.empre    que   sean

de    tipo   t   1.       Para    determl.mar    la    locall.zaci6n    del     o
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1os   .sitios    antig€ni.cos    H-2.7,     se    procedi.6    a    analizar

los    fragmentos    C4c    y    C4d    producidos    por    la    acci6n    de

C3b-INA   y    C4-bp    sobre    C4b    (Fi.gura   3).        Fragmentos    C4c
\

purl.fi.cados     fueron     obtenidos     de    suero    de     ratones    MP

|H-2.7    positivos)     medi.ante    el     procedi.mi.ento    descrito

en    la    secci.6n    4.I    de    Materi.ales    y   M6todos.       C4c    esta

formado    por   2    fragmentos    de   cadena     d\(   a.3   y      a.4),    una

cadena     @      y.una      Y     (Figura    3).        Las    cadenas      8      y7

no      son       afectadas       por      el       C3b-INA      y      C4-bp.            Si.n

embargo,       el        fragmento       C4c       es       H-2.7      negativo       de

acuerdo    a    dos    crl.terios:     (a)     es    inactl.vo    en    ensayos

de     1.nhi.bi.cl.6n     de     hamaglutl.naci.6n     en     concentraci.ones

si.milares     a     la     de     C4     en     suero     normal     y,      (b)     estos

fragmentos       no       son       inmun`oprecl.pitables             por       anti
\

H -2 .  7.

Estos     resultados     sugi.ri.eron     que     el     deter-

ml.nante    H-2.7    no    esta    ubi.cado       en    C4c,    si.no    en    otro

lugar     de    la     mol6cula,     probablemente    en    el     fragmento

C4d    (o|2)    (Figura   3).       Para    resolver    este    problema    se

procedi6     a     fraccionar     cromatografi.camente      (Sephadex

G-200)    suero de    animales    H-2.7    posi.ti.vos     (SJL,    H-2|)

y    negativos    (DBA/2J,   !!±4)   y   la    presenci.a    de   H-2.7   en

las     fracciones     fue     detectada    mediante     inhi.bi.ci6n     de

la    hemoaglutinaci6n.    tc4   en    suero   es    rapi.damente
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activado    y.   fragmentado    a    C4c    mss    C4d,    a    menos    que    se

tomen     las     precauci,ones     especiales     detalladas     en     la

referenci.a     151).          Una     fuerte     actl.vi-dad     i.nhibi.tori.a

fue   detectada   solo   en   el    tercer   pico   de   densidad   6pt-

ica.           Las      fracciones      positl.vas      fueron     combi.nadas,

radiomarcadas     e     inmunoprecipi.tadas     con     anti     H-2.7    o

con    anti.-C4.

Los     resultados     de   .las     radi-oautografi-as     de

los     bloques     de     SOS-PAGE     son     mostradas     en     la     Fi.gura

20.           Una     sola      banda     especi-fica     de     peso      molecular

aparente    de    45.000    fue    revelada    por    inmunoprecipi.ta-

ci.6n    con    anti.suero    contra    H-2.7   y   C4    (sendas    ndmero   2

y    3   respectivamente)       La    demostraci.6n    de    que    el    mismo

polip€ptido    es    en     realidad    reconocido    por'`\.anti.-H-2.7

y      anti.      C4      fue      hecha      mediante      I.nmunoprecipi.taci6n

secuencial.          Prl.nero,     el      mater.I.al      radi.omarcado     fue

incubado    con    anti.suero    contra    C4   y    C4c,    en    exceso    de

anticuerpo,      o     con      suero     normal      de     conejo,     y     los

complejos     1.nmunes     fueron     removidos     con     S.     aureus     y

centrifugaci6n.             Luego,       1os       sobrenadantes       fueron

1.ncubados     con     aloanticuerpos     contra     H-2.7,     tratados

con   S.    aureus y   centrifugados.       Los    complejos    inmunes

elui.dos     de     las     bacterias     fueron     analizados     en     SDS-

PAGE   y    radi.oautografi.a.       Debe    sefialarse    que    se    puede
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:-1.gura      20:           Radi.oautografl.a      de      una      gradl.ente.11.near      del

7-15%     en     SOS-PAGE     del      fragmento     C4d(   ct2)     de     C4.         Suero     de

ratones    SLJ     (H-2.7    positl.vos)     fue    fraccl.onado    en    una    colum-

na    de    Sephadex   G-200   en    la    presencl.a    de    Ca++   y    Mg++.       El     ter

cer    pico     proteico     fue    radl.omarcado    e    inmunoprecipitado    con

suero    normal`    de    rat6n     (senda    1),     suero    de    rat6n    anti-H-2.7

(senda    2),suero    de    conejo    antl.     C4     (senda    3)    y    suero    normal

de    conejo     (senda     4).     Un     fragmento     de     45.000        daltons     fue

1.nmunoprecipitado     especl.ficamente     por    anti.-C4    y    anti     H-2.7

(C4d    o-c(2).
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predecir    que    el     fragmento    C4d    de    cepas    H-2.7    negati.-

vas    es    1.nmunoprecipitado    por    antl.     C4   pero    no    por    anti

H-2.7.        La    Tabla    IV    resume    los    resultados    de    la    I.nmu-

noprecl.pl.taci6n.,   con      dl.versos      antisueros,,   de      C4     y

fragmentos     C4    de     cepas     H-2.7    positivas    y    negati.vas.

La    expresl.6n    de    los determinantes    H-2    en    la    mol6cula

de    C4    esta    controlada mecanismos     de    efectoci.s

Es     posi.ble     que     algunas     de     las     vari.aciones     detecta-

bles        en        la        estructura       de       C4       mediante       m6todos

serol6gi.cos    o    inmunoqufmi.cos    sean    debidos    a    modi.fi.ca-

ci.ones     post-traduccl.6n.         Por    ejemplo,     Huang    y    cola-

boradores       (173)      nan      sugerido      que      la      especi.fi.ci.dad

aloantig6nl.ca     H-2.7     podrl.a     generarse     despu€s     de     la

digesti.6n     de    la    mol6cula    de    C4   por    enzi.mas    controla-

das    en    la    regi.6n   i   de    H-2.        De    €sto    se    desprende    la

importancia    de    la    bdsqueda    de    efectos    trans       en    ani.-

males      Fl      origi.nados     del      cruzami.ento     de     cepas     H-2.7

posi.ti.vas     (C4      bl)    y    H-2.7    negativas     (C4-82).        Si

la       sugerencia    de    Huang   y    colaboradores     (173)    es    ver-

dadera,      o     si.      H-2.7     es     el      producto     de     otro     efecto

post-si.nt6ti.co    tal     como    glicosilaci.6n,     en    estos     ani-

males    Fl     tanto    C4-$    1    como    C4    6   2    deberi.an    ser    por-

tadores     la     especl.ficidad     H-2.7      (efecto     trams).          Se

probaron    hi.bridos    Fl     entre    animales    SJL    (H-2i,    H-2.7
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'     TABLA     IV

Resumen   de   los    resultados    de   la   inmu-nopreci.pitaci6n   de   C4  y   fragmentos

de   C4   de   ratones   H-2.7   positivos   y   negatl.vos   usando   diversos   antisueros

espec i fi cos .

*   La   1.nmunopreci.pi.taci.6n   de   C4  natl.vo,   con   tres   antisueros,   fue   realiza-

da   con   preparaciones   de  29  cepas   de   ratones   portadores   de   di.ve+sos

alelos   en   la   regi.6n  i,   de   acuerdo   a   lo   mustrado   en   la   Tabla   I.

La   inmunopreci.pi.taci.6n   de   C4b.   C4c   y   C4d   fue   reali.zada   con   preparacio-

nes    de    ratones    SJL,    MP(H-2.7   posl.tl.vos)   y   DBA/2J    (H-2.7   negati.vos).

#   Heteroanti.suero.

§  Aloanti.suero.
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posl.tivos,    C4-6     1)   y    DBA/2J    (ji±),    H-2.7    negativo,

C4-t2).           No      se      observ6     efecto      trans.      como      se

demuestra     en     la     F1.gura    21:     en    la    senda    2    se     Yen    las

cadenas       b   I    y     6     2     de     C4    inmunopreci.pitadas     por    el

heteroanti.suero     contra     C4.          De     estas     cadenas     solo

t      1     fue     inmunoprecipitada    por    anti     H-2.7     (a    trav6s

del     fragmento    C4d    de    la    cadena         ctde    C4)     (senda    3).

(El     resto    de    la    Figura    4    es    perti.nente    a    la    secci.6n

que    sigue).

3.5 El      determinante    aloanti

_t_i__po    2_e.s_t_an     P

C4     codi.fi.cada

6nico H-2.7     y     la     cade

resentes    en    una   mol6cula   exce

na7de

ci.onal    de

PJlliklL9_i±.      Los   ratones   por-
tadores     del     alelo    k        en     la    regi6n    S    tl.enen    ni.veles

excepci.onalmente    de    bajos    C4   circulante,    de    acuerdo    a

lo     demostrado      en      tl.tulacl.ones      hemoli.ti.cas      (150)      o

mediante    RIE    usando    un     heteroantisuero     (149).        Estos

ratones      son     excepcionales      pues      expresan      de     alguna

manera     la     especifl.cl.dad     H-2.7     a     pesar     de     ser     por-

tadores    de    C4    de    tipo    b  2.       C4   de    ratones    B10.HTT(Si)

fue      i.nmunoprecipi.tado     especl.fi.camente     con      H-2.7     y,

como    se     demuestra    en     el     IEF    presentado    en    la    Fi.gura

21,     senda    5,     la    cadena      b          obtenl.da     fue    de    tl.po    2.

Los     pesos     moleculares     aparentes     de     las     cadenas        c`,B

y  6    obteni.das    fueron    idefiticos    a   los    de    las    cadenas
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Figura   21:       Radioautografi.a    de    IEF    de    C4   de    raton.       Las    con-

dicl.ones     experimentales     fueron     descrl.tas     en     la     Figura     19.

Las    sendas    1    a    4    muestran    los    resultados    obteni.dos    con    C4    de

ratones    hfbridos   Fl   entre   SJL    (is,    H-2.7   positivos,    C4-7'1)   y

DBS/2J       (Sd      H-2.7      negati.vos,       C4-ry'2).            Las      sendas      5-6

muestran     los    resultados    obtenidos    con    ratones    B10.HTT    (ik,

C4-72.    H-2.7   positivos).       La    senda   1   muestra   los    resultados

de    1.nmunoprecl.pl.taci6n    con    suero    normal     de    conejo,    la    senda

2    con    suero    de    conejo    antl.-C4,1a    senda    3    y    5    con    suero    de

rat6n     anti     H-2.7,     y    las     sendas     4    y    6    con     suero    normal      de

rat6n.      El    heteroantisuero    reconoce      a   C4-frl   y   C4-72   en    el

suero     del      hibrido.          El      aloantisuero     anti     H-2.7     en     cambio

reconoce   ±L9]p   C4    de    tipo    ry'l     (comparar    sendas    2   y    3).        Las

bandas    especi.ficas,    presentes    en    la    senda   2,    y    que    se    enfo-

can    entre    pH    6.25   y    5.95    corresponden    a    productos    de    degra-

daci6n    de    la    cadena  a.    .       Esta    Figura    tambi.6n    muestra    que    C4

de     la     cepa     B10.HTT     (Sk,      C4     bajo-fr2,      H-2.7     posi.tivo)      es

reconocido      por      anti-H-2.7.            La      diferenci.a      en      1.ntensidad

entre   la   banda    7'   en    la   senda   5   y    las    intensidades   r  de   las

sendas    .2     y     3     es     esperada    ya     que     todos     los     animales     por-

tadores    del    alelo   k    en    la    regi6n   S    tienen    bajos    niveles    de    C4.
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de    C4    de    otras    cepas    de    rat6n,    como    se    demuestra    en

la    Figura   22,    sendas   2   y    3.       De    acuerdo    a    lo    esperado

la     i.ntensi.dad     de     las     bandas     obtenidas     fueron     mucho

menores .

ELIEL
rat6n

estructural

_(_S_1   p   )

h 1. s t o c o in

de    la    protei.na    sexo-1imitada    del

esta    ubicado   en   el    com

pati bi 1 i dad.

r ,. n c 1. pal    de

Los     resultados     presentados    en

secci.ones    anteriores    nan    demostrado    que    la    protei.na

Slp         es         una         entidad        molecular         defi.niti.vamente

di.ferente     del      cuarto     componente     del      complemento,      a

pesar    de   compartl.r    notorl.as    homologl.as    estructurales.

Tambi.6n     se     demostr6     en     seccl.ones     anteri.ores     que     el

gen    estructural     de    C4   esta    ubicado    en    la    region    S    de

H-2.           Por    otra    parte,    el    control     de    la    sexo    11.mi.ta-

ci.6n    de   Slp    ha    sido    atrl.bui.do    tambi6n    a    genes    presen-

tes      en      la      region      S       (56,       66-67).            Estos      hechos

sugi.eren    que    el     gen    estructural     de    Slp    podri.a    estar

tambi6n     en     la     region    i,     cercanamente    ligado     al     gen

estructural    C4.       S1.n    embargo,    estos    hechos    no    descar-

tan     la     posi.bilidad     de     que    exista     alli.     uno     o     vari.os

genes    que    regulan    la   actividad   de    genes    estructurales

localizados    fuera    de   ±±,    incluso    en    otro    cromosoma.

En    las    Secci.ones    si.guientes    se    abordara    este    problema

experi.mentalmente.          Para     6sto     se     1.nl.ci.61a     bdsqueda

de    vari.antes    electrofor€ti.cas    de   Slp.
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Fi.gura        22:               Radi.oautografl.a        de        gradi.ente        de        SOS-PAGE

(7-15%).       Las    condi.ciones    experimentales    fueron    descri.tas    en

la     Fi.gura     18.          Las     sendas     I-2     muestran     los     resultados     de

inmunoprecipi.taci.6n     de     fracciones     de    plasma,     positi.vas     para

C4,      proveni.entes      de      ratones      810     HTT      (Si,      C4-bajo,      H-2.7

posi.ti.vos)            Las      sendas      3     y      4,      SJL      (S|,      C4-alto,      H-2.7

positivos).         La     senda    2    y    3    muestran     los     resultados     de     la

1.nmunop+ecipi.taci.6n     con     anti      H-2.7    y     las     sendas     1    y    4    son

controles    con    suero    normal     de    rat6n.        Los    pesos    moleculares

aparentes    de    las    cadenas       a.,    8     y     i     de    C4   de    ratones   _Si   y

ratones    Si   son    1.d6nticas    lo    que    esta    de    acuerdo   con    resulta-

dos    anteri.ores    (150).



4.1 ±iprotefna   S]jL±ipolim6rfica  ±L£LqEL
est6    ubicado    en    e 1     complejo    H-2.

estructural
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Slp,    parcialmente

purificado    de    ratones    machos,    fu6    radiomarcado,    1.nmu-

noprecipi.tado      con      aloanti.suero     y      anali.zado      en      la

modificaci6n      (162)      de      la      t6cnica      bidi.mensional       de

O'Farrell       (161).           En     la     gradi.ente     de     pH     usada,      1a

cadena    A        de   Slp   no    entr6   en    los    geles.       Las    cadenas

a-y   7   penetraron       en       la    prl.mera    dl.mensi6n   y    fueron

1.dentifi.cados     en     los     radioautogramas     de     la     segunda

di.mensi.6n      por      sus      pesos      moleculares.            En      algunos

geles     pudo     vi.sualizarse     una    mancha     de    peso    molecular

200.000   que    probablemente    representa    el     precursor    de

la    mol6cula    Slp.

Di.versos       controles       negatl.vos        fueron

anali.zados,          incluyendo         frac¢iones         equivalentes,

radi.omarcadas,     obtenidas     de    machos     de    cepas     que    son

gen6tica.mente       Slp       positi.vas       pero       fenoti.pi.camente

negativas    (i]pi-S|p±).      Estos   controles     negativos   y

tambi6n    inmunoprecipl.tacl.ones    de    Slp   con    suero    normal

de     rat6n     y     con     aloantisueros     contra     C5    y    C4     (anti

H-2.7),     no    produjeron    manchas     en    las    segundas    dimen-

siones    en    las    posi.ci.ones    correspondientes    a   las    cade-

nas   CL   y   rf   de   slp.

Aunque          no         se         detectaron         vari.aci.ones

gen€ticas    en    las    cadenas    ct.   de    Slp,    las    cadenas     or
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resultaron     ser     claramente      poll.m6rficas.           Asi.,      1as

cadenas    I      de    ratones    C3H.W7    mostraron    un    pl    de    6,55

(t   2,     Figura    23)     que,     comparado    con     la    cepa    C3H.OH,

pl    6,71     (1    Figura    24),     resulta    claramente    di.ferente.

Como     es      de     esperar,      una     mezcla     de.    Slp     de     ratones

C3H.OH    y    C3H.W7.     produjo    cadenas     i      con    ambos    puntos

isoel6ctricos     y     con      la     misma     intensidad,     como     se

demuestra    en    la    Figura   25.

Resultados    1.d6nticos    a    los    mostrados    en    la

Fi.gura       25       fueron       obtenidos       con       machos        (C3H.OH       x

C3H.W7)        F1.              Las       hembras       si.n       embargo       produjeron

resultados     como    los     de     la     F1.gura    1.        La    expli.caci.6n

de    esto     radi.ca    en     que    en    la    cepa    C3H.W7    el     complejo

E=i   deriva    de    una    hembra    silvestre,     fenoti.pi.camente
\

Slp    positiva     (S|.P±-Sip-a),     descri.ta     por    Klein     (68).

Con   el    complejo   ±±   de   esta    hembra   se   prepar6   la   cepa

C3H.W7.      en     que     la     expresi6n     de     Slp     es     consti.tutiva

tindependi.ente     de     la     regulaci6n     hormonal      y     por     lo

tanto     expresada     en     hembras    y    machos).         El     hecho     de

que      hembras      (C3H.OH      x     C3H.W7)Fl      produzcan      solo      Slp

con   cadena    si.mi.lar    a   la    de    la   cepa   consti.tutiva    (t  2)

demuestra      que      el       control       de      la      consti.tuti.vidad,

aparte    de    residir    en    Elf,        acttia    con    un    efecto    de

tipo   ii±.        En    otras    palabras.     el     elemento    regulador

presente    en    el    cromosoma    ntimero    17,    proveniente    de    la
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Figura    23.         Radioautografi.a     de     un     gel     bi.di.mensi.onal     de    Slp

purifi.cado    de    ratones    machos    C3    H.W7.       Se    observan    3    manchas

especffi.cas:    1a   mancha    superior   corresponde    probablemente    al

precursor      de      Sip       (pl      6,4,       200.000      daltons);      1a      cadenaou

(pl    6,50;     105.000    daltons)    y    la    cadena    Y       (pl    6.55,     34.000

daltons).       El    mi.smo    resultado    se    obtuvo    con    ratones    B10.W7R.

En    la    mayoria    de    las    separaciones,       menos    de    un    5%    de    cade-

nas      7        especi.ficamente    inmunopreci.pitadas    se    enfocan    a    pH

mss      altos     o     bajos      que     el      grueso     de     las     cadenas.          Esto

ocurre,     probablemente,     como     consecuencl.a     de     modi.fi.caciones

post-traducci6n    de    las    mol6culas     Slp.         Este    ti.po    de    mi.cro-

heterogeneidad    ocurre   con    la    mayorl.a    de    las    protei.nas    some-

tidas     a     este    sensi.ble    procedl.ml.ento.        Resultados     1.d6nticos

fueron     obtenidos     con     ratones     (BloD2    x     810    WR7)    Fl    hembras,

demostrando    que    el    co_ntrol     de    la    expresi6n    de    Slp    en    hembras

es    de   un   efecto   cis.



-EF-
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Flgura  24
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Fi.gura    24:        Radioautografi.a    de    electroforesis    bi.di.mensi.onal

de     Slp     de     ratones     machos     C3H.OH.         Se     vi.sualiza     una     mancha

especffi.ca:           1a      cadena       7          (pl     6,75,      34.000      daltons).

Resultados     1.d6nticos     fueron     obtenidos     con     todas     las     cepas

Slp     positi.vas     excepto     C3H.W7    y     Blo.WR7.          (En     este     experi.-

mento    la    cadena    a.     es    visible    s61o    despu6s    de    sobreexponer

la    peli.cula).



-'EF-

plo-Slp?

al + a,2-

174

Figure  25



175

Figura    25:         Radioautografi.a    de    una    electroforesi.s     bi.di.men-

si.onal       de      una      inezcla      de      Slp      de      ratones      machos      C3H.W7     y

C3H.OH.             Cuatro      manchas      especi.ficas       son      visi.bles:       pro-

Slp,    cadenasa      ,    cadenas    t    1    y    t    2.       Resultados    I.d€nticos

fueron    obteni.dos    con    ratones    machos        (C3H.OH    x    C3H.W7)F1.



176

cepa     C3H.W7,      no     puede     induci.r     la     producci.6n     de     Slp

por    parte    del     gen    estructural     presente    en    el     cromo-

soma     hom61ogo,      proveniente     de     la     cepa     C3H.OH      (174).

La     Tabla     V     muestra    la     di.stri.buci6n     de     los

fenoti.pos    electrofor6tl.cos    de    ratones    Slp    posl.tl.vos.

Con     la     excepci.6n     de     las     cepas     C3H.W7    y     B10.WR7.     que

son      portadoras      del      haplotipo     j±j     derivado     de     la

hembra   constituti.va   capturada    por   Klein    en    1975    (68),

todas    las    cepas    son    portadoras    de    Slp    con    cadena    de

pl     6,71      (   S   I).         1.ncluyendo     la     progeni.e     Fl      de     tres

hembras     constl.tutivas     capturadas     en     la     vecl.ndad     de

S a n t ,. a g 0 .

El       locus      responsable      de      este      polimorfismo      podri.a

designarse    Slp-l    y,     de    acuerdo    a    los     datos    presen-

tados    mas    arrl.ba,    podrl.a    postularse    la    exi.stenci.a    de

dos    alelos,    i]ul±.    que    determl.na       la    presencia    de

cadena   tl    con    pl    6,71,    y   i|ri!,    que    determi.na    la

presencia    de   cadena    i    2   con    pl    6,55.       Si    se   comparan

las      cepas      B10.WR7      con      B10.WB      o      B10.S     y      C3H.OH      con

C3H.W7,     se    puede   conclul.r    que    el     locus    responsable    de

este     polimorfi.smo    est6    ubicado    en    el     complejo    !±±

La       ubi.caci6n       precisa       de       este       locus       dentro       del

complejo     no     ha     sl.do     posl.ble        por    no     existir     recom-

binantes    informativos.
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5. Reevaluaci6n    de    la    sexolimi.taci6n    de    la rotei.na   Sl

(175).          Los      resultados     presentados     hasta     ahora     se

res8men    en    que    la    regi6n    S    de    H-2    contiene    los    genes

que    codi.fican    al     cuarto    componente    del     complemento    y

muy   probablemente,    a   la    protei.na   Slp.       A   pesar    de    que

la    funcl.6n     de    Slp    es     desconocida,     su    expresi.6n    est6

sujeta    a    un    interesante    control    hormonal     que    se    tra-

duce    en    la    sexo-11.mi.taci6n     (presenci.a    en    machos    y    no

en     hembras     en    la    mayori.a    de    las    cepas     endogamicas).

Esta    sexo-limitacl.6n    se    debe    a    que    los    andr6genos    son

necesari.os     para    i.nducir    la    si.ntesi.s    de    la    protei.na,

de    acuerdo    a    lo       demostrado    por   Passmore   y    Shreffler

(67).Esta    inducti.vi.dad    por    andr6genos    hace    de    Slp    una

herrami.enta    de    utilidad    muy    promisorl.a    para    el     estu-

dl.o    de    los    mecanismos    de    activaci6n    g€ni.ca    por    parte

hormonas     esteroidales.         La    primera    excepci6n    a    esta

sexo-li.mi.tacl.6n    estuvo    dada    por    la    hembra    si.1vestre,

Slp     posi.ti.va,     capturada     por    Klein     (68).     Esta     hembra

teni.a    niveles    Slp    tan    altos   como   los    de    los    machos    de

cepas    endogamicas    posi.ti.vas    para    Slp.

La    conclusi6n    de    que    la    expresi6n    de    Slp    es

dependiente          de     la     testosterona     y,     por     lo     tanto,

limi.tada     a    los     machos     adultos    portadores     de    ci.ertos

alelos    en    la    regl.6n   i,    se    basa    en    medi.ciones    reali.zadas
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con    t6cnicas    convencl.onales.        Las    mss    importantes    de

6stas,     han     si.do,     inmunodi.fusl.6n     doble,     RIE    e    inmuno-

di.fusi.6n      radi.al      si.mple      (52,      56,      66-69).          En     todos

estos    casos    la    positi.vl.dad    de    los    sueros    pudo    detec-

tarse    solo    hasta    dilucl.ones    de   1/20.    Las    hembras,    con

la       excepci6n       mencionada       mss       arriba       (68),       fueron

siempre    negativas,     incluso    cuando    se    prob6    suero    sin

dilui.r.        Estos     hechos    indicaron        a    diversos    autores

(52,       56,       66-69,       150,       162,       168-170,       174)       que      las

hembras     de     cepas     genotipicamente     Slp     posi.ti.vas     son

fenoti.pi.camente    Slp    negativas    (Slpa-Slpo.       Un    aspecto

contradi.ctorio    con    estas    observaciones    esta    dado    por

el     hecho    de    que    las    hembras    gehotfpl.camente    Slp    posi.-

ti.vas    son    inaapaces    de   produci.r   aloanticuerpos   contra

Slp    (67),    a    pesar   de   no    tener   Slp    detectables    en   cir-

culaci6n.         Este     hecho    sugl.ere    que     el     sistema    1.nmune

de    estas    hembras    es    tolerante    a    Slp    por    tener    estas

pequefias      canti.dades      de      la      protei.na      ci.rculante      no

detectable   con    la    tecnologi.a   clasica.

En      esta      tiltima     seccl.6n      de      resultados      se

establecera    experimentalmente    que    las    hembras    geneti.-

camente     Slp     positivas     en     realidad     expresan     Slp,     en

canti.dades      relativamente     bajas,     pero     detectable     en

forma   consi.stente.       La    detecci.6n    de    Slp    en    estas
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hem,bras     ha    sl.do     posible    gracias     a    la    producci.6n        en

nuestro     laboratorl.o     de     dos     antl.cuerpos     monoclonales

di.ri.gi.dos      contra      di.ferentes      si.tios      anti.g€nicos      de

Slp.             Estos       anticuerpos       permiti.eron       adaptar       un

radioinmunoensayo    (R.I.E.)    de    muy    buena    sensibili.d.ad,

para    dos    sitios    antl.g6nicos.       La    producci6n    de    anti.-

cuerpos    monoclonales   y   R.I.E    han    sido    descritos   -en    la

secci6n   Materiales   y   M6todos).

La    fi.gura    26    muestra    la    curva   estandar    ob-

teni.da    en    el     R.I.E     de     doble    siti.o    anti.g€nico.        Para

esto    se     probaron     diferentes     di-luci.ones     de    plasma    de

machos      B10.D2(H-2±9       C4-alto,      Slp      positivo).            Como

control       negativo       s{e       us6      plasma      de      machos      DBA/IJ

(!ij±,    C4-alto,    Slp   negati.vo).
\

Hembras   y   macho\.`s    de    diferentes    cepas    fueron

probados     en     este    R.I.E.     y    sus     niveles     relati.vos     de

Sip     fueron     calculados     por     intrapolaci.6n     a     la     curva

standard.        La    sensl.bilidad    de    este    R.I.E.    es    tal     que

el     plasma    puede    diluirse    por    lo    memos     hasta    1/3200   y

adn     detectar     Slp     con     confianza.          El      uso      de     este

R.I.E.        ha       permiti.do        demostrar       que        las        hembras

gen6ticamente    positl.vas,     "fenoti.picamente    negativas"

en     reali.dad     expresan     Slp     en     cantidades      que     pueden

alcanzar      hasta      4%      del      Slp     presente     en     los     machos

respecti vos .
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Fi.gura    26:    Radioinmunoensayo    (RIE)    para    la    detecci6n    de    Slp.

Modifi.caci.6n    del     RIE    de    doble    si.ti.o    antig6ni.co        (167).        Pla-

cas     de    microtl.tulaci.6n         de     PVC     fueron     precubi.ertas     con    50

rl/pozo    de    una    soluci.6n    de    IgG    monoclonal     (5   Hg/ml)    di.ri.gi.da

contra    un    sl.tl.o    antig€nl.co    1    de    la    mol6cula    de    Slp.       Despu6s

de     saturar    la     placa     con     exceso         BSA         fue     1.ncubada    con    25

Hl/pozo      de      diferentes      soluciones      de     plasma     Slp      positi.vo

(B10.D2,    i4,    macho)    ci.rculos    cerrados.       En    un    cuarto    paso    la

placa      se      incub6     con      25     /1       de      IgG      monoclonal       anti-si.tio

antig6ni.co       2    de    la    mol6cula    de    Slp,     a    una    concentraci6n    de

1    /g/mi.        Despu6s        de    I.ncubar,     se    determi.n6    la    canti.da+J    de

radioactivl.dad    asociada    con    los    pozos.
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La     Tabla     VI     resume    los     resultados     de    esta

reevaluaci6n.    Las    hembras    portadoras    de    los    alelos    d,

i,    o   i   (clasicamente   consi.derados    negati.vos)    expresan

Slp    en    cantidades     que    varl.an    entre    4%     (B10.F(14R))    y

0.2%       (B10.DBR-2)      de      los      niveles      presentes      en      los

machos     respecti.vos.         No     se     detect6     Slp     en     machos     y

hembras   considerados   clasl.camente   Sip   (aquellos    por-

tadores     de     los     alelos     k,      b     o     f     en     la     regi.6n     S).

Los       anticuerpos       monoclonales       permiti.eron

ademas     la     purl.ficaci.6n     parci.al      de     Slp     del      plasma     de

hembras     mediante     cromatografi.a     por     afi.ni.dad.          Esto

perml.ti6    demostrar   conclusivamerite    que    el    R.I.E.    para

doble    sitio    antl.g6nl.co        reconoce    en    realidad    Slp,    y

no     una    mol6cula    con     reactividad    cruzada.        La     Figura

ndmero    27    resume    esta    demostraci6n.       Se    trata    de    una

radioautograffa    de    mol6culas    de    C4   y    Slp    de    diferen-

tes    fuentes,    incluso    hembras,    analizadas    en    SOS-PAGE.

C4     (senda     i),     una    mezcla    de    C4   y    Slp     (senda    2)    y    Slp

solo    (senda   4)    fueron    inmunoprecipitados    de    plasma    de

machos     B10WR    y    usados    como    controles     positivos.        Slp

de     hembras Balb/c     (j±±4,     C4    alto,     Slp±-Slp-o),     fue

purl.fi.cado     por     afinidad     en     columnas     de     Sepharosa     a

las     cuales     se     acopl6    antl.cuerpos     monoclonales     anti.-

Slp.       El     material    elui.do   conteni.endo    Slp    fue

radiomarcado,    inmunoprecipitado    con
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TABLA    VI

Presenci.a   de   Slp   en   hembras   murl.nas   previamente   consl.deradas

fenotfpicamente   Slp-negati.vas.

Unidades    de   Slp*                Alelo   en   1

Cepa                              Genotipo   slp           Hembras                   Machos                 regi.6n   s.

B10.D2                                   S|pa

B10.BDR.2                          S|pa

BALB/c                                  S| pa

B10.HTG                                  s|pa

A.SW                                             S|pa

B10.RIII(20R)                S|pa

B10.S(7R)                           sipa

B10.F(14R)                        S|pa

B10.P                                      Slpa

C3H                                               Slpo

B10.Br                                    S|pO

DBA/1J                                    Sl po

A.BY                                              S|pO

B10.M                                           S|pO

50   (5)

10    (1)

57    (15)

28    (8)

13    (3)

10    (3)

4    (0,4)

0

0

0

0

0

10, 000                        d

4878    (131)            d

6061    (616)            d

8000   (3800)         d

1562    (132)            s

S

100   (45)              p

20   (3)                 p

*     A  la   cantidad   de   Slp   presente   en   una

machos   B10.D2   adultos   le   fue   asignado
10.000  unidades.      Diluci.ones   de   este
construi.r   una   curva   estandar   para   el
Los   valores   experi.mentales   rostrados

combinaci6n   de   plasma   de
un   valor   arbitrari.o   de

material    fueron   usadas   para
ensayo   1.nmunoradi.om6trico.

(media   de   6   a   10   animales
con   sus   errores   estandar  entre   par6ntesl.s)   fueron   calculados   por
intrapolaci6n   a   la   curva   estandar.

--Experi.mento   no   reali.zado.
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Figura     27:          Determi.naci6n     en     SOS-PAGE     de     la     estructura     de

cadenas      polipeptfdi.cas      de     la      proteina     Slp     purl.ficada      de

plasma     de     hembras.          Las     condicl.ones     experimentales     de     la

electrofor6sis    fueron   descritas   en   la   Figura   15.      Tres    anti-

cuerpos     monoclonales     (IgG     1),     dirigi.dos    contra    tres    si.tios

antig€nicos       di.ferentes       fueron      combinados      y      acoplados       a

Sepharosa.       EI    Slp    de    hembras    Balb/c    parci.almente    purificado

en    esta    columna        fue    inmunoprecipl.tado    con    suero    de    conejo

anti.     C4     (senda    3)     o    con     anti     Slp     (senda    4).        Se    incluyeron

dos          controles      positivos      obteni.dos      de     machos      C3H.W7:      C4,

inmunopreci.pi.tado   con    anti    C4   depu6s    de    extraer    Slp    con    anti.

Slp     (seiida    1);    una    mezcla    de    C4   y    Slp    1.nmunoprecipitada    con

anti    C4    (senda   2).          La    senda   5    incluye    uno    de    los    controles

negativos   corridos.
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di.versos     ~antisueros.              La       senda       3       muestra       este

materi.al      i.nmunoprecipitado     con     anti     C4.      La     senda     4

muestra    el     mi.smo    material     inmunoprecipi.tado    con    anti.

Slp.         Es     evidente     de     estos     resultados     que     anti     C4

reconoce             en             esta             preparaci.6n                          a     Slp

(comperar     se.ndas     3    y     2).         Tambi6n     es     evidente     que
-"   an-:ti--Sip     reconoce     en     estas     h~eTribras     a     una     mol6cula

id6ntica    al     Slp    de    los    machos     (comparar    sendas    4   con

2)..             Esta         mol6cula,         presente     en     hembras,     tiene

tres    cadenas    uni.das    covalentemente    con    pesos    molecu-

1ares            como        el         de        las                   cadenas        presentes

en    eT    plasma    de    los    machos.        Por    ffltimo,     es    tambi.6n

evidente    que    esta    mol6cula    es    diferente    de   C4.          Por

lo     tanto,         esta     mol6cula    ha    si.do    i.denti.ficada,     por

todos     los     cri.teri.os     disponibles,     como     Slp    y     se     ha

determinado    en    forma   concluyente    que   este   mol6cula   no

esta   restri.ngi.da    (sexo-li.mi.tada)    a   los    machos.
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En    esta     disertaci6n    se     anali.zan    experl.men-

talmente      las         relaci.ones      gen€ticas      estructurales      y      fun-

cionales    existentes    entre    Ss    y   -Slp,    -dos    `protei-nas    controla-

das     por     el      complejo     H-2.          La     elecci6n     de     estas     protei-nas

para    los    estudios    presentados    aqul-tuvo    un    triple    objeti.vo.

Primero,      aumentar     nuestr6     conocimiento     con     respecto     a     la

gen6tica    del    sistema    del    complemento,    ya    que    ambas    protei-nas

han     sido     impli.cadas     de    una     u    otra    manera    con     este     sistema

por     di.versos     investl.gadores     (579     59-65).         Segundo,1a     pre-

sencia   de    genes    estructurales   y/o    reguladores    para   estas    dos

protetnas    en    el     ,segmento    cromos6mi.co    mejor    caracteri.zado    de

las    especies    vertebradas,    permite    el     estudio    de    poll.morfir-

mos     (regulatorios    o    estructurales)     a   trav€s    de    una    variedad

de    in6todos    serol6gi.cos,    bioqui`mi.cos    e    inmunoqui-micos.       Estos

polimorfismos      pueden      ser      utili.zados      como      marcadores      para

contestar     preguntas.de     gran     inter6s     en     gen6tica     de     ver-

tebrados,    especialmente   aquellas    relacionadas    con    el    control

de     la     expresi6n     g6nl.ca.          En     tercer     lugar     la     elecci.6n     de

estas     protefnas     fue     influenciada     por     el      hecho     de     ser     los

tini.cos       productos       del       complejo       H-2       expresados       fundamen-

talmente    .en     el      suero    y     s61o     secundari.amente     en     c6lulas     o

tejidos.          Dadas     las     funciones     de     los     otros     productos     del

complejo    H-2    en    el     control     de    di.versas     interacciones     celu-

1ares,       era       entonces       obvia      la      necesidad      de    estudiar    las

188
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funciones    de    los    productos    expresados    en    el     suero     (Ss    y    Slp)

y       establecer      en       lo      posi.ble,       1as       relaciones       gen€ticas,

estructurales     y     funcl.onales     con      los      productos      expresados

primari.amente    a    ni.vel     de    membranas    celulares.

Los      resultados      experimentales      present.ados

aquf   contribuyen    a   la    satisfacci6n    de    los    dos    prl.meros    obje-

tivos.        Con    respecto    al     tercero,    6sto    es,1a    l.ntegraci6n    de

los     genes     estructurales     o     regulador:s     de     Ss     (C4),     Slp    y

otras    protefnas    relacionadas    con    el     complemento    al    contexto

de    los    otros    genes    de    los    CPH,    es    aan    tema    de    controversia.

En       esta       secci.6n       anall.zar6       prl.nero       los

resultados     concretos     relacl.onados     con     los     dos     primeros     ob-

jetivos     y     luego     utili.zar61a     l.nformaci6n      disponi.ble     para

di.scutir      (y     especular)     sobre     el      significado     biol6gi.co     del
\

liga`mi.ento    entre    loci     relaci.onados    con    el     complemento    y    los

CPH.

En    la    secci6n    Resultados    se    demostr6    que    la

protefna    Ss    es    en    realidad    el    cuarto    componente    del     comple-

mento     muri.no.          En     esta     discusl.6n,     por     razones     didacticas,

seguir61a    secuenci.a    cronol6gi.ca     de     los     hechos    y     utili.zar6

el      no.mbre     ori.gi.nal      de     la     protel-na     hasta     que     la     homologi-a

estructural    y    funcional    con    C4   sea    formalmente    discuti.da.
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1. ±±±    arittgenos    S±   i   S||i   ±±n   ±±±   protefnas
t u r a 1 in e n t e r e 1 a c i o n a d ±Li Fir_r`± jj±P£

estruc-

i onal mente di ferentes

La      demostraci6n      que      las      protel.nas      Ss      y      Slp      son

estructur'al      y     funcionalmente      diferentes     aclar6     un

gran      ndmero      de      observaciones      contradi.Ctorias      con

respecto    a    la    relacl.6n     entre    estas    protei.nas    y    el

sistema   del    co"ple"ento.

La    Fi.gura    9    muestra    el     comportami.ento    cro-

matografico    de    las    protei.nas    Ss   y   Slp,    y   su    relaci6n

con    el     modo    de    eluci6n    de    la    actividad    hemoli.ti.ca    de

C4.              Cuando       se       us6       plasma-EDTA,       1a mayori.a      del

antigeno     Ss     fue     detectado    en     la    porci.6n     ascendente

del     segundo    pi.co    proteico.        En    cambio,    cuando    se    us6

Suero el     anti.geno    Ss    fue    detectado    en    el    pri.mer    pico
\
\

de    densl.dad        6pti.ca,     asoci.ado    con     C4-bp     (151).        Por

otra     parte,      Slp     tuvo     un     comportamiento     claramente

diferente,    ya     que     si.empre    eluy6    en    el     segundo    pi.co,

independientemente    del     uso    de    suero    o   plasma.

Resultados       id€ntl.cos       fueron       obtenidos       al        prob.ar

plasma   o   suero    de    varias    cepas    Ss-alto,    Slp-posi.ti.vas

(C3H,Wslp,       C3H.OH,       DBA/2J      y      MP).            En      todos      estos

experi.mentos       la       actl.vidad       hemoli.ti.ca       de       C4       fue

siempre    detectada    s6lo    en    el    segundo   pi.co    de    densi.dad

6ptica,       lo      que      contradl.ce      las    observaci.ones       de
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Goldman    y   colaboradores    (63).       Estos    aijtores    argumen-

tan             que    la    presencl.a     de     anti-geno    Ss     en     el     primer

pico.      no     acompafiada     de     actl.vidad     hemoli-tica     de     C4,

esta     en     contra     de     la     posibilidad     de     que     Ss     sea     el

cuarto     componente     del      complemento.           La     validez     de

este    argumento    es    dudosa   ya    que    la    presencia    Ss    en    el

primer    pico,     refleja    probablemente    la     acti.vaci.6n     de

Cl        durante      el       proceso      cromatografico       (177),       con

fragmentaci.6n    de    C4    (Ss)    a    C4b   y    fo+maci.6n    de    comple-

jos    con     C4-bp.        Los    complejos    C4b/C4-bp    son`macromo-

leculares    y    hemoli.ti.caTnente    I.nacti.vos.       En    concordan-

ci.a    con    lo    anterior,1a    Figura    9    tambi.6n    muestra    que

la    activl.dad    hemoll.tl.ca    de    .C4   en    el     suero    es    s61o    un

10%      de      la      que      se      encuent'ra      en      el       plasma.            Si.n

embargo,     cuando     se     tomaron     precauciones     para     qd`e     no

se      activara     el      Cl      del      suero      (agregando     EACA    y     DFP

despu6s    de    sacar    el    coagu.Io),1a    actividad    hemoli.ti.ca

fue    id6ntica    a    la    obtenida    al     fraccionar    plasma     (en

plasma     se      usa     EDTA     que     bloquea      a     los      iones     Ca++    y

Mg++,     esenci.ales    para    la    activi.dad    de    Cl).

La     evi.dencia      di.recta      de      que      Ss     media     la

acti.vidad    hemoll.tica    de    C4    se    obtuvo    en    experimentos

en     los     que    se    extrajeron     especl.ficamente    cantidades

vari.ables    del    antfgeno    Ss    de    fracci.ones    de    plasma.
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Luego     se     procedl.6     a    correlacionar     esta   .remoci6n     con

la     activi.dad     hemoll.tica     residual      de     C4     (F.1.gura     10).

Estas     dos     vari.ables     se     correlacionaron     con     un     alto

grado       de      signifi.cancia       too,99,       P    <    0,001).            Sin

embargo,     como     se     demuestra     en     la     Figura    11,     no     hubo

un     descenso    en     la     activi.dad    hemoli.tl.ca     de    C4    cuando

se   procedi-6    a   extraer    hasta    un    100%    del     anti.geno   Slp.

El    pequefio    descenso    en    la    actividad      hemoli-tica    de    C4

observado    al     agregar    un    exceso    de    IgG    anti.-Slp    (1,73

y      2,21     /1g)      se      debe      probablemente      a      adsorci.6n      no

especffl.ca    de    Ss    a    los    complejos    i.nmunes.

Al     comparar    los    niveles     de    Ss    con    la    acti.-

vidad        hemoll.tica        de        C4        en        plasma        de        ratones

fenotipicamente    Slp    negativos     (hembras    S]j2±   -Slp°,

o    hembras    y    machos    i|p=±),     Se    obtuvo    una    correlaci6n

altamente    significativa    (P<0,001)     (Fl.gura   12).       Este

ni.vel     de    signi.fi-cancia    di.sminuy6    al     incluir    plasma    de

ani.males    fenotfpicamente   Slp   positivos    (machos   i|p±).

Este    resultado    esta    de    acuerdo    con    la    predicci6n    de

que     Slp     j]p    ti.ene     actl.vi.dad     hemoli-tica     pero     sl`     es

reconocido      por      el       heteroanti.suero      utilizado      para

cuantificar     Ss.         Estos     resultados     explican     algunas

de    las    discrepancias    descritas    previ.amente    entre    los

niveles    de    Ss    y    la    activi.dad    hemoli.tica    de    C4,     espe-

ci.almemte    aquellas    destacadas    por   Goldman    y   asociados
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(63-65).        Los    estudi.os    de    las    relaciones    entre    Ss    y

acti.vi.dad    hemoli.tica    realizados    por    estos    autores    no

consideraron    que    Slp    contrl.buye    significati.vamente    a

las     medici.ones     de     anti.geno     Ss     realizada     con     anti-

sueros    heter6logos   y   no    detectaron    que    Slp   carece    de

activi.dad    hemoli.ti.ca   de   C4.       Difi.cultades    adicionales

surgen    del     hecho    de    que    si     no    se    toman    precauciones

especi.ales       para       prevenir       la       activaci.6n       de       una

variedad     de    proteasas     s6rl.cas,     la        protei.na    Ss     es

r5pidamente     fragmentada    durante    los     procesos    croma-

tograficos      a      que      se      somete      el       suero.           Una      vez

fragmentada,     esta     protei-na     se     une     a     C4-bp     (Ss-bp)

(151),     formando    complejos    macromoleculares     hemoli.ti.-

camente     inactivos.         Por     dltimo,     1a    mayori.a     de     las

t6cni.cas     usadas    previ.amente    para    la    detecci.'6n    de    la

activi.dad     de     C4    murino     no     reuni.il-a    las     condici.ones

6ptimas.          En     los     experimentos     presentados     aqui.     se

usaron     eritrocitos     de     vacuno     sensl.bill.zados     con     la

correspondiente      hemolisi.na       (IgM)      y      ademas      se      us6

suero    de    cuy    defici.ente    en    C4,     al     cual     se    agreg6    C2

humano     oxidado      (178)      para     resolver     el      problema     de

incompatibili.dad    de    especl.es    en    la    formaci.6n    de   la    C3

convertasa    (Ci5ZT)    (179).

Estas    modifi.caciones   ci.ert-amente   aumentaron
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1a     sensibili.dad     de     la     tl.tulaci6n     de     C4    en     plasma     o

suero    de    rat6n.

De    lo       discutl.do    anteriormente    se    desprende

que    la    protei-na    Ss    expresa    la    activl.dad    funci.onal     de

C4.        Se    podri-a    postular,    po`r    lo    tanto,    que    esta    pro-

tefna    deberi.a    ser    suscepti.ble    a    la    acci6n    enzi.m5tica

de     Cl      (Figuras     2    y     3).         En     las     Figuras     13    y     15.    se

deinuestra    que    el     tratami.ento    con     Cl     fragmenta       a    l`a

protefna      Ss      pero     no      a     Slp.           En     la     Figura     15     se

demuestra    que    la     acci6n     de    Cl     es     especi-fl.ca    para    la

cadena    ct     de     Ss,     eliminando     de    €sta     un     fragmento     de

peso    7.000    a    8.000.        Esta    acci.6n     de    Cl     transforma    a

Ss    en    una    mol6cula    hemoll-tl.camente    inacti.va.

Las     protei-nas     Ss    y    Slp    comparten     una     gran

homologi.a    antig6nica    y    estructural     ya    que    ambas     son

reconocidas     como     id6nticas     por     heteroanti.sueros      de

conejo    y     ambas     est6n     formadas     por     3     cadenas     poll.-

peptfdicas.        Si.n    embargo    hay    algunas    diferenci.as    que

han    si.do    demostradas    experimentalmente    en    esta    di.ser-

taci.6n.        Por    ejemplo,    en    la    senda    2    de    la    Figura    14,

se     observa     que     Ss.,     al     igual      que    C4    humano,     consiste

de    tres    cadenas    polipepti.di.cas     unl.das    covalentemente

(este         experimento         se         reali.z6         en         condici.ones

reductoras).       Estas    cadenas    ti.enen    pesos      moleculares

aparentes    de    98,    77   y    34   kl.1odaltons.       En    condi.ci.ones
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no     reductoras     (Fi.gura     13),     la    protei.na     Slp     tiene     el

mi.smo     peso     que     Ss.          Si.n     embargo,      en     condi.ciones      de

reducci.6n,     Slp    tambl.6n    muestra    3    cadenas    cuyos    pesos

moleculares     son     11.geramente     diferentes     de     los     de     Ss

(105,    74   y    32    ki.lodaltons    respectivamente,    Figura    14,

senda    3).

La    Tabla   VII    resume    los     datos    funcionales    y

estructurales    de    las    protei.nas    Ss    y    Slp    presentados

aqui-.      Estos      datos      permi.ten      conclul.r      que      Ss      es      el

cuarto      componente      del       complemento      del       rat6n.           La

homologi.a     de    Slp    con    Ss    se     desprende     de    la    si.mill.tud

en      estructura      de     cadenas      poll.pepti.di.cas     y     de      sus

relaci.ones     anti.g€ni.cas     con     Ss.        Si.n    embargo,1a     fun-

ci.on    de    $1p    sl.gue    siendo    desconoci.da.

En    consecuenci.a    con    los    resultados    di.scuti.-

dos     hasta     aquf ,     en    el     resto     de     esta     di.sertaci.6n     la

designaci6n     de     substanci.a     s€rica     o    Ss     sera     reempla-

zada     por     la     de     cuarto     componente     del      complemento     o

C4.

De     acuerdo     a     lo     menci.onado     en     vari.as     sec-

ciones    anteri.ores,     ratones    con    di.ferentes    haploti.pos

±±  tienen    concentraciones    relati.vas    de    C4   seri.co    que

pueden    vari.ar    entre    1   y   20   veces.       En    otras    palabras,

H-2   controla    estas    extensas    variaciones    cuanti.tati.vas

de    C4,pero    el    gen    estruct.ural     de    esta    protei.na    podri-a
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TABLA   VII

Diferencias   entre   las   irol€culas   Ss  y  Slp

Propiedad Slp

Reconoci.mi.ento   por
anti   C4  humano

Afi.nidad   por   C4-bp

Acti.vaci6n   por   Cl

Acti.vi.dad   hemoli.tica   de   C4       Si.

Peso   molecular   de
las   cadenas:

98. 000

77. 000

34. 000

Pobre

NO

No

No

105 . 000

74.500

32 . 000
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estar      en      otro      lugar      del       genoma.           Por      lo      tanto,

despu6s    de    i.denti.fl.car    a   Ss    como    el     cuarto    componente

del     complemento    pareceri-a    16gi.co    tratar    de    responder

la     pregunta     de     la     ubi.caci6n     de    su     gen     estructural.

Con    este    objeti.vo,    buscamos    marcadores    estructurales

de    esta    protei-na.        La    discusl.6n    de    estos    resultados

se   presenta    en    la   secci6n    si.gui.ente.

2. El Iqu estructural    del    cuarto.  componente    del    comple-

mento     del      rat6n     esta     ubi.cado     en     la     regi6n     S     del

complejo    H-2.     En    estos    estudios    se    us6    una    modifica-

ci6n      (162)      de     la     t6cnica      electrofor6tica     bi.di.men-

si.onal     de   O'Farrell     (161),    cuyas    ventajas    se    di.scuten

en      la      seccl.6n     M6todos.           Esta      t6cnica      permite      el

analisi.s         de        mezclas        complejas         de        poll.p6Ptidos

radiomarcados    mediante   tres   criteri.os    independi.entes:

punto    isoel6ctri-co    (pl),    peso   molecular   y   especifici-

dad    antig6nica.       Esto    se    logra    separando    las    muestras

primero       en        IEF        (pl)       y       luego       en       SOS-PAGE        (p.eso

molecular).          El      realizar     el      IEF     en     condici.ones      de

denaturaci6n      completa     permite      evitar     las      interac-

ciones     d6biles     protefna-protel-na     que     ocurren     entre

los        componentes        del         complemento        y        que        pueden

compli-car        seriamente        la        interpretaci.6n        de        las

diferenci.as    de   sus   mobilidades    electrofor6ti.cas
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(151).       Esto    permite    tambi6n    di.scernir    entre    los    pre-

cursores    de    los    componentes    estudiados,    tales    como

pro.-C4    tl34-135)      y   la   protei-na    nativa    o   productos    de

degradaci.6n    de    ella.

Usando    este   m6todo    pudimos    detectar   3

vari.antes    de   C4   murino   con    di.ferentes    pl   de    sus   cade-

nas   J.       Designamos    estas    variantes   como    T1    (pl

7.4),     ¥2    (pl    6.9)   y          73    (pl    6.5).       Los    genes    que

controlan    esta    variaci.6n    estan    localizados    en    la

regi6n    S    del    complejo   H-2.

Como    se    resume    en    la    Tabla    I   y    se    demuestra

en    la    Tabla    11,    en    las    cepas    comercialmente    dispo-

nibles    se    detect6   C4   de   tipo      Tl   y     y2    (Fi.guras    16   y

17).       C4   con    cadena          y3   fue    identl.fi-cado    en    dos

cepas,    B10.L1855   y    B10.STA12,    cuyos    genotipos    H-2

derivan   de   ratones   silvestres   capturados   en   sectores

rurales    de   Michigan,    U.S.A    tl980).       Es    i.ntere.sante    el

que,    a   pesar    de    que    los    genes    de    la    subregi6n    IA   son

muy    polim6rficos    en       los    haplotipos    de    derivaci6n

silvestre,    estas    dos    cepas    pertenecen    al    mismo    grupo

IA    e    IE    (W13)     (180).       Los    resultados    presentados    aqui-

indican    que    estas    dos    cepas    tambl.€n    tl.enen    regiones    S

muy    si.milares    o   id6nticas.

El    poll.morfismo    descrito    hace    surgir    la

pregunta    obvi.a    acerca    de   la    relaci.6n    entre    los    genes
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que     determinan     el      pl         de     la    cadena       T      de     C4   y    los

genes    descrl.tos    previ.amente    que   controlan    la    cantidad

de    C4   circulante    (181-182).

La      di.stribuci6n      de      estos      .caracteres      en

diversas   cepas    indi.ca   que   se    trata    de   entidades    inde-

pendi.entes.          Por     ejemplo,     1os     ratones      de     genoti.po

Si   y    S4   comparten    el     mi.smo    fenoti.po    de    cadena    de    C4

(     T2).        Si.n    embargo,    estos    ratones    muestran    diferen-

cias       de   10   a   20   veces    en    la   concentracl.6n    de   C4   cir-

culante,     mi.entras     que    los     ratones     de    genotipo    i4   y

S±   (y2   y    yl)    respectivamente)    tienen    diferentes      pl

y     concentracl.ones     muy     sl.mi.lares     de    C4    s€ri.co     (182).

En       cuanto       a       la       base       gen€ti.ca       de       la

variaci6n    estructural     de    las    cadenas     y,    1a    explica-

ci.6n    mas    directa    es    que    C4-y   1,     C4-y2   y    C4-y3   son

formas    al6licas     de    C4,    cuyo    gen    estructural     estari-a

localizado    en    la    regi.6n    S.        La    cadena       y    sirve    como

marcador     de     poll.morfismo     de     la    mol5cula     C4    completa

ya     que     €sta     se     traduce     como     una     so`la     cadena     poli-

pepti.di.ca      de     peso     200.000     que     es     procesada     post-

si.nt6ticamente    en     las     tres     cadenas    Ci,     8    y    T     (133-

183).        No    obstante,    debe    tenerse    presente    la    alter-

nativa     que     las      di.ferentes      formas     de     C4     represen-

ten          alotipos         complejos         codifi.cados         por      genes
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estrechamente    ligados,    productos    de    la    dupli.caci.6n    de

un    gen    ancestral.       En   este   caso    seri.a    necesario    1.nvo-

car      mecanismos       desconocidos       de      control       que      per-

mitieran     la     expresi.6n     de     una     s6.1a     forma     de     C4    por

cepa.             Como       los       alotipos      complejos       generaliTiente

difieren     en     muchas     subti.tuciones     ami.noaci-di.cas     (1),

esta    hip6tesis    es    compatl-ble    con    la    varl.aci6n    aloan-

tig6ni.ca    si.multanea    de    la    cadena       a    de    C4   murino    que

sera   discutira   en   la   pr6xima   secci6n.

Por   ffltimo,    se    puede    descartar   la   posibili-

dad    de    que    las    variaciones    de    pl    de    las    cadenas     Y

di.scutidas     aqui-     se     deban     a     la     l.ncorporaci6n     post-

traducci6n    de    aci.do    si.alico    a    estas    cadenas    ya    que,

el      tratami.ento     con     exceso     de     neurani.midasa     de     las

tres    vari.antes    de   C4,    no   alter6   en   absoluto   el    patr6n

de    IEF.       (Resultados    no   mostrados    por    ser    id€nticos    a

los    de    la    Fi.gura    16).

3. El    grupo    sangui-neo   muri.no    de   H-2.7    es    un    determinante

aloantig€ni.co    de    C4d qE ± qu
componente      del      complemento     de

fragmento    del    cuarto

esta      especi.e.      Hemos

demostrado      aqul-      que      el      determinante      aloantig6ni.co

H-2.7    esta    presente    en     un    fragmento    de    C4.        La    evi.-

denci.a       que      permite      conclui.r    €sto    es      mdlti.ple.       En
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\
ausencia      de      activaci.6n      del      complemento,      el      aloan-

tisuero      anti-H-2.7      i.dentifica      a      una      mol6cula      del

pl asma con    las    caracteri.sti.cas    funcionales   y   estruc-

turales    del     cuarto    componente    del     complemento.       Esto

es    sefia.lado    por   el    peso   molecular    de   las    tres    cadenas

poll.peptfdicas      de     la     mol6cula     reconocida     po.r     este

aloantisuero    (c*  .  a    yT  ),    por   el    pl   de    su   cadena     T    y

por    la    sensl.bi.11.dad    a    Cls    de    su    cadena     ct  .

En     el      suero,     1a especi.fici.dad     H-2.7     esta

asociada    con     un    p6ptido    mss     pequefio.        Este    peptido,

de     peso     45.000,      ha     sido     identi.ficado     aqui.     como      un

fragmento     de     la     cadena       or        de     C4     (c4d     o       Ci    2,.     ver

Figura   3).       Este    fragmen`.to    pudo    ser    inmunoprecipi.tado

por     el      alQantisuero     anti-H-2.7    y     por     el      heteroan-

ti.suero      anti.-C4,      pero     no      por      un      hetero-antisuero

anti.-C4c       Tabla    IV).       Por    otra    parte,    C4c    purifi.cado

de    suero    de    ratones    H-2.7   posl.tivos    no    pudo    ser   inmu-

noprecipi.tado      por     el      aloanti.suero      (este     fragmento

carece    de    C4d).        Huang    y    colaboradores     (184)    y    Huang

y     Klei.n      (185)     encontraron     que     el      aloanti`geno     H-2.7

puede      ser     incorporado     pasivamente,      in     vitro     o     in

±£j+£q,     a    gl6bulos    rojos    H-2.7   negativos.       Esta    obser-

vaci6n      es      explicada      por      los      resultados      expuestos

aqui-,      ya      que      el       fragmento      de      C4d,    portador    del
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aloanti-geno       H-2.7,       media       la       uni.6n       de      C4b      a      las

membranas      celulares      despu6s      de      la      activaci6n      del

complemento     (186).

Como     se     indica     en     la     Tabla      Ill      (con     una

excepci6n     que     se     di.scuti.ra    mss     adelante),     el     C4    de

diferentes    cepas    de    ratones    puede    ser   H-2.7   positivo

y    portador    de    cadena    T   1   o    H-2..7   negati.vo   y   portador

•de    cadena    T   2.        Las    variaci.ones    de    pl    de    las    cadenasy

y     la     expresi6n     del     determinante     aloanti.g€ni.co     H-2.7

son     i.ndependi.entes,     ya     que    el     fragmento    portador    de

la    especi.fi.cidad    H-2.7     (C4d)    se    origina    de    la    cadena

Ci     (Figura   3).       Es    di.fi-ci.l    explicar   estas    variaciones

estructurales        mtilti.ples        presentes        en        una        sola

mol6cula   en    base   a   un    solo   locus   con   alelos   mtilti.ples.

Considerando    6sto,    podri-a    argumentarse    que    alguT`as    de

las    modi.ficaciones    de    las    cadenas    Ci       o      a     resultaron

de    sucesos    post-traduccl.6n    como,     por    ejemplo,     gli.co-

silaci.6n.          Sin     embargo,     los      resultados     prese.ntados

aquf     demuestran     la    ausencia    de    efectos     gen6ticos    de

tl.pO    trans, 1o    que    podri-a    esperarse,    por    ejelnplo,    si

una     enzi.rna     controlada     por     la     regi6n          S     estuviese

impli.cada     en     la     generaci6n     de     las     variantes     de     C4.

Esto    fue    demostrado    al     probar    hi-brl.dos    Fl   entre    ani-

males    portadores    de    C4-yl    (H-2.7   positi.vo)   y    animales
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portadores    de    C4-Y2    (H-2.7   negati.vo).       Estos    hi-bridos

expresan    en    el    suero    ambas    variantes    de    C4,    pero    solo

una    (C4Y1)    expres6    en    su    cadenacL    la    especi.fi.cidad    de

H-2.7.         No     hubo     I-ndicaci6n     de     recombinaci6n     de    mar-

cadores      (efecto      trans),      como      se      demuestra      en      la

Figura   21.

De    acuerdo    a   lo    establecido    anteriorngente,

los     animales     portadores     del     alelo    k    en     la    regi6n    S

presentaron      vari.as      anomali.as      con       respecto       a      C4.

Estos      ani.males      han      sido      identifi.cados      como      H-2.7

posi.tivos     en     base     a    absorci6n     especi-fica     del     aloan-

tisuero   in    vi.vo.       A   pesar    de   €sto,    el     uso    de    t6cni.cas

tales        como        hemaglutl.naci6n       e       inhibici6n        de       la

hemaglutinaci6n     no    permiten     detectar    el      aloanti-geno

en    s.us    eritrocitos    o    suero     (71-72).        La    explicaci6n

mas        probabl.e       para       estos       hechos       contradictorios

estari-a    dada    por    los    bajos    niveles     de    C4   en    ratones

si.        Como    se    demuestra    en    la    Figura    22,     fue    posible

demostrar     la     presenci.a     del      aloanti-geno     H-2.7     en     la

mol6cula    de    C4    de    estos     animales     mediante    el     uso    de

una      t6cnica     de     inmunoprecipitaci.6n      de      sensibili.dad

adecuada.

Result6     inesperado     el      hecho     de     que     C4    de

ratones    Si   est6    asocl.ado    con    cadenas        Y2,     mientras
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que     todas     las     otras     cepas     H-2.7    positl.vas     son     por-

tadoras    de    C4   tipo     yl    (Tabla    Ill).       La    naturaleza    de

esta     combi.Iiaci6n         excepci.onal      dentro     de    la    mol€cula

de    C4    es     una    pregunta    de    gran    l.nter€s,    por    reflejar

qui.zas    la    expresi6n    de    una    mol6cula    defectuosa    cuyos

ni.yeles     en    el     suero    alcanzan    solo    un    5%    .de    los    nive-

1es     normales.         Al     respecto,     una    posibili.dad    1.ntere-

sante   es    que   el    gen   estructural    para   C4  en   los    anima-

1es     Si    se     originara'   a    partir     de     una     recombinaci6n

intracistr6nica   entre   genes   para   C4-yl  y   C4-y2.

Informaci6n    defl.nitiva   sobre    este    punto    emergera   pro-

bablemente      ya      sea       del       analisi.s       de      cromatogramas

pepti-dicos      de      los      tres      tipos      de      C4      (yl,      H-2.7

posi.ti.vo;y2,    H-2.7   negatl.vos    y     T2,    H-2'.'7   posl.tivo),

de     la     secuencia`    aminoaci-dica     o     de     la     secuencia     del
\

RNA   mensajero    de.6stas   .molEculas.

La       homologi-a       entre       el        grupo       sangui-neo
\

murino    H-2.7   y    los     grupos     sangui.neos     humanos    Chi.do    y

Rodgers     ha     sido     establecida     aqui.     en     el      senti.do     de

que,     en    ambos    casos,     las    especi.ficl.dades    anti.g€nicas

radican    en    el     fragiiiento    C4d    de    la    mol6cula    de    C4.       En

el      rat6n,      1a      demostracl.6n     de     la     existencia     de     un

antfgeno    anti.t6tico    de   r!-2.7   tuvo    que    esperar    durante

largo       ti.empo.             Recl.entemente,       Passmore       (187)       ha

demostrado      .1a       exi.stencia       de       un       anti-geno     (afin    no
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desi.gnado).que    se    expresa    en    g16bulos    rojos,    plasma   y

suero,     cuya     di.stribuci.6n     en    las     di.ferentes    cepas     de

rat6n    es    exactamente    opuesta    a   la    de      H-2.7    (negati.vo

en    animales   S£,    Si,    Si,   SP.  y   Si;   positivo   en    animales: --  L-
S±      S±,    Sr,    Sly   ±|).       Aunque    aan    no    hay   informaci6ni .  -- I I
•di.sponible    con    respecto    a    la    naturaleza    molecular    de

este   aloantfgeno   antit6tico,    es    probable   su   ubicaci6n

futura   en    C4   de   tipo   7'2,    en   cuyo   caso    el    paralelismo

con     los     grupos     sangui-neos     Chido    y    Rodgers     sera    mas

completo.        Persiste    el     probleTna    de    que    en    humanos     es

muy      probable      que      C4      ('nemoli.ticamente      activo)       sea

codi.ficado         por         dos         loci         cercanamente         li.gados

(188-189),    ya    que    la    distribuci6n    poblacional     de   .1as

variantes   electrofor6tl.cas    de   C

con      el      equi.11.brio

claramente    no    cumple

para     un     modelo

gen6tico     de     un     solo    .locus.         Cada     uno     de    estos     loci.

despliega      un      polimorfismo      bastante      importante,      de

acuerdo     a     lo     determi.nado     por     Awdeh    y    colaboradores

(190-191).          Estos      dos     loci      fueron     designados     C4A    y

C4B.          El      polimorfismo     electrofor6ti.co     de     C4    humano

concuerda    con    la   presencia    de    sel.s    alelos    en    el    locus

C4A     y     dos      alelos     en     el      locus      C4B.          Estos      autores

(190-191)    no    detectaron    la    existencia    de    "crossovers"

entre     estos     dos     loci.          El      producto     del      locus     C4A
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es    Rodgers    posi.tl.vo   y   el     del    locus    C4B    es    Chido    posi.-

ti.vo.       Dada   la    existencia    de   aproxi.madamente    un    4%    de

genes    nulos   en   cada    uno    de   estos   loci,   y   la   presencia

de    haplotipos     "seminulos",    la    eventual     generaci6n    de

1.ndi.vi.duos     C4    defi.cientes     6s    posi.ble..        Si.n     embargo,

1a    gran    mayori-a    de    los    indivi.duos    expresa    ambas    for-

mas      de      C4      en      el       suero,.o      sea      son      Chi.do-Rodgers

posi ti vos .

Con     respecto     a    H-2.7    muri.no    y    al     anti.geno

anti.t6ti.co          recientemente         discuti.do          (187),          la

situaci6n     es      obv].amente     dl.ferente     ya     que,      par     lo

memos      en      las      cepas      endog5micas      estudiadas,      se      ha

demostrado      la      presencl.a      ex``clusl.va      de      uno      u      otro

anti-geno.       Debe   considerarse,    no   obstante,    la    posibi-
\

li.dad    alternativa    a    la    al6ll.ca,     de    que    en    el     rat`6n,

.  al     igual     que    en    humanos,    exi.stan    por    lo    menos    2    loci

que     codifican     C4     hemoll.tl.camente     acti.vo     correspon-

di.entes        a       las        formas       C4-V'1-H-2.7       positivo       y

C4-fr2-H-2.7      negativo      (positi.vo      pa.ra      un      anti.geno

anti.t6tico).       Esto    impll.carl.a    la    existencia    de   meca-

ni.smos     muy    preci.sos     de    control,     li.gados    a    ±!±,     que

•permitiri.an    la    expresi6n    de    un        solo    gen    por    haplo-

ti.po.            Otras       posibili.dades      seran      discuti.das      mss

adel ante .
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Recientemente,     Ramos    y    colaboradores`    (192)

y       Ramos       y       Zavala        (193)       han       descrl.to       un       nuevo

aloantfgeno    en    el     rat6n    cuya    di.stribuci.6n    es    similar

a   la    de   H-2.7   con    respecto    a   su    presencia    en    g16bulos

rojos   y   en   el    suero.      Aunque   la   expresl.6n   de   este   nuevo

antfgeno,       denominado      Gh,       es      i.ndependiente       de      la

expresi6n     de    H-2.7,     ambos     estarl.an     relacionados     de

una      manera      paradojal      ya      que      es      posible      absor.ber

simultaneamente      la      acti.vi.dad      de      los      2      anti.sueros

respectivos      (anti.-Gh     y     anti-H.2.7)     con     teji.dos      de

ratones     Gh     posi.tivos-H-2.7 negativos      (192).           Esta

observaci.6n    es    difl.cl.l     de    explicar    en    t6rmi.nos    i.nmu-

nol6gi.cos      convencionales.     .`    Una     expli.caci.6n      posible

podrfa    estar    dada    por    el     fen6meno    de    Matuhasi-Ogate

(194-195).        Este    fen6meno    consiste    en    que    si    durante

a    despu6s     de    la    formaci6n    in    vi.tro de     un     complejo

.anti.geno-anticuerpo        especl-fico        se        introduce        al

sistema   un    anticuerpo    de   especificidad   no    relaci.onada

con     el      anti.geno     presente     en     el      complejo,     frecuen-

temente      se      producira      adsorci.6n      del      anti.cuerpo      no

especi.fi.co.             Se      desconoce      el       mecanismo      de      esta

i n t e r a c c 1. 6 n .

La    di.strl.buci6n    por    haplotipo    del     anti.geno

Gh    permite    suponer    que    no    esta   asociado   con   H-2.7   y,



208

probablemente,     tampoco     con     C4.          La     caracteri.zaci.,6n

estructural     de    la    entidad    Gh-positiva    presente    en    el

suero    podri-a    defi.ni.r    si     este    aloanti.geno    es    parte    de

otro    componente    del     complemento.        Por    otra    parte,    el

li.gami.ento    de    Gh    a   j±£,     detectado    por    Ramos    y   cola-

boradores     (192-193),     abre    la    interesante    posi.bill.dad

de    la    exi.stencia    de    otra    proteina    s6rl.ca    controlada

por   este   complejo.

En    esta    secci6n    se    ha    dl.scutido    la    natura-

leza    molecular    del     anti-geno    H-2.7,     concluy6ndose    que

se    trata    de    una    especifl.cidad    aloantig€ni.ca    presente

en    C4.         Por    lo    tanto,    en    base    a    estos     resultados    y

consi.derando   el    hecho    qae   i  y  i   no    han    sido   separados

por    recombinaci6n     (73),     se    propone    la    eliminaci.6n    de

la     regi.6n     G     como     entl.dad     independiente     dentro     del

complejo   H-2.

Los      experimentos      discutidos      en      las      sec-

ciones    1,     2    y    3    han    estado    relaci.onados    con    la    pro-

tefna     Ss    y    las     conclusl.ones     obtenidas     pueden     resu-

mirse    como    si.gue:     a)    SS`es     el     cuarto    componente     del

complemento     muri.no;     b)      el      gen      estructural      de     esta

protefna     esta     ubicado     en     la     regi.6n     S     del      complejo

E±;       c)    el     grupo    sangul-neo    H-2.7   corresponde    a    una

variariaci6n      aloantl.g€ni.ca      de      C4,      por     lo     cual      la

regi6n       G   debe    ser    eliminada    del     complejo   H-2.
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Concluye      aqui.      1a      dl.scusi6n      de      la      parte

experimental       relaci.onada      con      C4      murl.no.            En      las

pr6ximas    secciones    se    retomara   el    problema   de   la   pro-

tefna   'sexo   limitada.

4. ELSE estructural

esta   ubi.cado   en   el

t i b i 1 1. d a d .

4i 1|  Protefna
compl ejo

sexo   limitada Jay
stocompa-

Los    resultados    presentados    aqui.    permiten

conclui-r   que,    a   pesar   de   las   semejanzas   estructurales

de   esta    protei.na   con    C4  y   a   la   probabi-1idad   de    que    C4

y    Slp   sean    el    producto   de   genes    duplicados,    la   pro-

tei.na   sexo-li.mi.tada   no   ti.ene   funci6n   hemoli.ti.ca   de   C4.

En    la    mayorl.a    de    las   .cepas    de    ratones,    Slp

es    detectada   s6lo   en   machos   porque,    aparentemente,    su

expresi6n    esta   bajo    un   control    estricto   por   parte   de

la   testosterona.      Sin   embargo   ratones    de   los    haploti.-

pos     H-2±!!Z    y    !±±±±!rz,      ambos     derivados     de     una     hembra

si.lvestre   capturada   por   Klei.n    en    1975    (68),    y   tambi.6n

los    ratones    de    las    cepas    endogamicas    PL/i,    NZB,     FM   y

LG/J        |196),        expresan       Slp       en       machos      y       hembras.

Dado     que,     de    acuerdo    al     alelo    en    la    regi6n    S    de    H-2

1as    diferentes   cepas    pueden   o   no   expresar   la   protei.na

Slp   en   el    suero,   es   posible   que  el   gen   estructural   para

Slp     est6    en     esta     regi6n,    cercanamente    ligado    al     de

C4.
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No     obstante,     es     posl.ble     tambi6n     que`el      gen     estruc-

tural    para    Slp    est6   en    otro    punto    del    genoma   y   que    lo

•regulado      por     la      regi6n     S      sea      su      expresi.6n.           Los

resultados    presentados    aqui-han    resuelto    parcialmente

este    problema   al    demostrar   que   la   cadena    |r  de   Slp    es

polim6rfica    en     su    carga    el€ctrl.ca    I.ntri-nseca     (pl)    y

q~ue      el      control       de     _e_ste     polimorfismo     reside     en     el

complejo   ±=±.  ~    La    locali.zaci6n    del    control    dentro    de

±=±   no    fue    posi.ble    por    falta    de    recombinates    infor-

mati vos ,
El    poll.morfismo    descrito    para    las       cadenas

y                  de        Slp    podri-a    deberse    a    d{ferenci.as    en    com-

posici.6n        aminoaci-di.ca        o        a       modifi.caciones        post-

sint6ti.Gas     (glicosilaci6n    por    ejemplo).        Esta    ffltima

posi.bi.1idad     parece     poco     probable    ya     que     los     machos

heterozl.gotos    (±ffi±)   expresan   ambas   formas   al€1icas

en     forma    codominante    y    las     hembras     expresan     so'1o    1a

forma   consti.tutiva    Slp    tl74).       Del     resfimen    presentado

en    la    Tabla    V    se    puede    concluir    que    el     ffnl.co    caso    en

que    la    expresi6n    de    Slp    en    hembras    es    controlado    por

el     complejo    ±=±,     ocurre     en     animales     portadores     del

haploti.po   !±±±!Z   o    !±±!±£rz.        Basados    en    este    hallazgo

Hansen     y     Shreffler     propusi.eron     en     1976      |69)     que     la

regi6n    i    del     complejo     H-2    contiene,     aparte     del     gen

estructural    para   Slp,    un    gen    regulador   controlado    por
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la    testosterona.        La    expresi6n    constitutiva    de    Slp

en    el    haploti.po   !±±!Z  estari-a    dada   por   una   mutaci6n

del     gen    regulador.       Los    resultados    presentados    aqui-

demuestran      que     este     haplotl.po     tambi6n      es      excep-

cional    en   el    senti.do   de   expresar   un    tipo   particular

de    Slp     (   y2.    codi.ficado    por    el     alelo   S|p=±)-        En

otras    palabras,    Slp-Y   2   es    el     ffnico    ti.po    de    Slp    en

que    ]a.J3xpresi6n    en    hembras   .esta_controlada    por    un

gen    ligado    a    H-2.        Esta    asocl.aci6n    puede    ser    pro-

ducto    del     azar   y    no    puede    descartarse    hasta    ahora

la        posibi.li.dad        de        que        la        mutacl.6n        del         gen

hi.pot6ti.co    regulatorio    ligado    a   H-2     (69)    no    exista

y    que    sea    el     alelo   §]j¥Z   mismo    el     que.    por    haber

mutado,    escape    al     control     hormonal.       En    la    secci6n

pr6xi.rna    se    discutiran    otros    elementos    relaci.onados

con    este    fen6meno.

5. Reevaluaci6n     de    la    sexo-1imitaci6n de    la    protei-na

Sip..        A    pesar    de    que    todos    los    estudios    i.nici.ales

han     .indicado      que      la      protei-na      Slp      se      encuentra

exclusi.vamente    en    machos    de    ciertds    cepas    de    rato-

nces     (±]jii),     y    que    Su   presencia     en     el     suero    esta

controlada     estri.ctamente     por     la     testosterona,     se

han     observado     posteriormente     vari.as     excepci.ones     a

esta    sexo-limitaci.6n.
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En    1975    Klein    (68)    descubri6   la    presencia
t

de   Slp   en    el    suero    de    una    h.embra   silvestre.       En    las

hembras        cong6nicas        endog5micas        portadoras        del

haploti.po   ng!!Z.    derivado   de   la    hembras    si.lvestre,

Slp      es     .expresado      cdnsti.tutivamente.            En      otras

palabras,      esta     presente     en     el      suero     de     machos,

hembras,    machos    castrados    e    i.ncluso    en~machos    por--

tadores   del    gen   |±E   {femi.nl.zaci6n   testi.cular).     ±±p

es    una    mutaci6n    recesiva,11.ga~da    al    c.romosoma   X    que

determina    insensibill.dad    a    la    testosterona    en    los

ratones    portadores     (197-198).        Esta    insensi.bi.lidad

se   deberi.a   a   que   este    gen    induc:l.ri.a   la   presencia    en

el      ci.toplasma     de     un     receptor     d.efectuoso     para     la

testos.terona      (198).          Hansen     y     Shreffler      (69)     y

Klei.n    (68)    han    propuesto    que    la    expresi6n    de    Slp    en

animales      portadores      del       haplotl-po     E=±±Z     podrl.a

explicarse     en      base     a     mecani.smos     reguladores      del

tipo     Jacob-Monod     (202)     o,por     lo     menos,a     un     meca-

nismo   que    redna    alguno    de   los    aspectos   centrales    de

este     modelo.          Por     ejemplo,,     el      modelo     regulador-

operador    podri-a     explicar    las     diferenci-as     en     t€r-

mi.nos     de     limi.tacl.6n     al      sexo     entre     ani.males     por-

tadores    del    complejo   i±   de    expresi6n    sexo-li.mitada

y    ani.males   S±Z   de    expresi6n   constituti.va;   en    el
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caso     S4,      1a     testosterona      (1.nductor)      evi.tari-a     la

1.nteracci.6n       entre       represor      y       operador       en       los

machos,     por     lo     cual      se     induciri.a     la     expresi6n     de

Slp    en    estos    ani-males.       En    cambi.o    en    hembras    S4.    la

concentraci.6n      de     testosterona     seri.a     insufi.ciente

para     inducir    la     producci6n     de    mol6culas     Slp.         Po.r

otra    parte,    en    los    ratones    S!±!Z,    el     operador    habrfa

mutado    o   sufri.do    una    delecl.6n    tal     que    seri-a    1.ncapaz

de          unirse          al           represor.                   Esta          mutaci6n

"operador-consti.tutiva"     resultari-a     en     la     si.ntesi.s

de       Slp,        1.ndependiente       d€       la       presencia       de       la

testosterona;     por     lo     tnto,      Sip     se     expresari.a     en

ambos    sexos.

Para      acomodar      esta      explicaci6n       a      los

resultados      obtenidos      con      la      l.ntroducci6n      de      la

mutaci.6n    Tfm,     se     postula    que    este     gen    codificari.a

la    protefna    represora    que    interactda    con    el    opera-

dor    del     gen    estructural    para    Slp.       Esto    estari.a    de

acuerdo    con     la    proposl.ci.6n     de    Ohno    y    Lyon     (197)     de

que     Tfm    codi.fica     un     represor    del     tipo    Jacob-Monod

que    puede    inactivar    genes    en    diferentes    partes    del

genoma.        La    testostero.na    podri.a    i.nteractuar    con    el

producto    del gen    Tfm   normal    e   inducir    asi-1a    si-nt-<

~jesis    de    los    productos    de    los    genes    reprimi.dos.       Si

se    acepta    que    el    Tfm   normal     codi.fica    una    protei-na
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represora,    el     gen    lip   mutante    codi.fi.carl.a    una    pro-

tefna    represora    defectuosa,    incapaz    de    interactuar

con    el     inductor    (testosterona),     aunque    conservari.a       .

su    capacidad    de    unirse    al     operador   y   rep`rimir.

Esto      resultarl-a      en      la      no      1.nductl.bilidad      de     `.1os

genes    estructurales    regulados    por    Tfm.       En    e.l     caso

especi-fico        de       Slp       los        datos        di.sponibles-con

respecto    al     efecto   |fE,    podri-an    resumirse    asi.;:   :en

ani.males     S±]     P0rtadores     del      gen     lip    mutante,     e|   -1=

represor,    al    estar   unido    al    operador,    no   podri-a   ser

desplazado     por     la     testosterona     y,     pQr     lo     tanto,    -

Slp       no       se       expresari-a       en       estos       animales.             En

Cambio,      en     animales     S±l      el      Operador     in.utante     no

interactuari.a     con      el      represor     norma.i      ni-      con     el

represor     alterado    \producto     del      gen    lip    mutante.
\

Por    lo    tanto,     en     an`imales    S±Z   Slp    serl.a    expresado

en       forma      consti.tuti.va,       i.rrespecti.vamente       de      la         .

presencia     del     gen    Tfm    mutante    y    de    la    presencia    o

ausencia    de   testosterona.
I
',

Aunque     el      sistema     oper6n     parece     ser     la

uni.dad     basi.ca     del      control      de     expresi6n     g6nica     en

procariontes,      el      modelo      presentado      anteri.ormente

parece    tener   cierta    base    en    el    CPH    del     rat6n.       Uno
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de    los    asF;ectos    mas    caracteri-sticos    de    la    organiza-

ci6n        del     sistema    oper6n    es    el     hecho    que    los    genes

reguladores     y      estruturales      interactdan      en      fo`rma

cis.         Este     efecto     es     detectable    en     individuos     Fl

heterocigotos    para    el    gen    estructural    y   para    el    gen

regulador.       Si    la    relacl.6n    es    de    tipo   fj±   y   si    se

dispone     de     los     marcadores      adecuados      para     el      gen

estructural     se    puede    determinar    que    el     gen    regula-

dor       controla    solo    al   .gen    estructural     al    cual    esta

ligado.          En     otras     palabras,      el      gen     regulador     no

controla    la     expresi6n     del      gen     estructural      ubi.cado

en     el     cromosoma    hom6logo.        Los     elementos     que    regu-

lan      la     cantidad     de     C4     presente     en     el      suero     de

di.ferentes    cepas     (por    ejemplo    Si   comparado    con   S±)

y    la    regulaci6n,1igada    a   !j±,    de    ]a    constl.tuti.vi.-
\
\

dad    de    Slp    actdan    s6lo    en    forma   ci.s    de    acuerdo    a   lo

demostrado      recientemente      en      nuestro      laboratori.o

(174).        Esto    consti.tuye    un    elemento    mss    que    hace    a

la     regi6n    S     un    modelo     de     utilidad    promisoria    para

el      estudi.o     de     la     regulacl.6n     g€nica     en     organismos

s uperi ores .

Una    segunda    excepci6n    a    la    sexo-limi.taci6n

de    Slp    ha    sido-descrl.ta     recl.entemente     por    Brown    y

Shreffler    (196).       Estos    l.nvestl.gadores    encontraron
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Slp     en     vari.as     hembras     de    otras     cepas     (FM,     PL/J    y

LG/S).           La      producci6n      de      Slp      en      estas      hembras

depende     de     la     presencia     de     uno     o     mss     genes     per-

mi.sivos,     no    ligados    a    H-2.        El     mecanl.smo    de    acci6n

de   estos    genes    es    desconocido.

En    6sta    t6sis    se    han    presentado    resulta-

dos      basados      en      el       uso      de      un      m6todo      i.nmunora-

diom6trico    para    medi.r    Slp    en    varl.as    cepas    de    rato-

nes   i|p:i,    en   las   Cuales   la   expresi6n   de   la   protei.na

ha    sido    clasi.camente    co'nsi.derada    limi.tada    al     sexo.

Si.n     excepci6n,     Slp     fu6     detectada     en     el      suero     de

todas      las       hembras.            Las      canti.dades      detectadas

fueron   pequeiias    variando   entre   0,2   y   4%   de   las   can-

ti.dades      presentes      en      los      machos      de      las      cepas

r e s p e c t 1. v a s .

Estos    hallazgos    hacen    di.fl.cil     la    disti.n-

ci6n     entre     los     mecanismos     l.mpli.cados     en     la     sexo-

li.mi.taci.6n    y    en    la    constl.tuti.vl.dad    de    la    expresi6n

de    Slp,    ya    que    i.ncluso    en    las    cepas    en    las    que    la

producci6n     de    Slp    es    consti.tuti.va,    los    niveles    de

la    protei.na    en    el     suero    de    las    hembras    son    de    s61o

un    30%    de    la   `cantidad    presente    en    los    machos     (69,

196).    Podri.a    argumentarse,    por   ejemplo,    que    la    pro-

ducci.6n    de    Slp    es    constitutiva    en    todas    las    cepas

£]j2±.    De    acuerdo   con   €sto,    el    sl.sterna   Slp   puede   ser
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informati.vo    no    s6lo    en    la   comprensi6n    de  .algunos    de

los    efectos    hormonales    sobre    la    producci.6n    de    pro-

tei.nas    del    complemento,    sino    tambi€n    para   contestar

preguntas       basi.ca       sobre      el       mecanismo       gen6tico-

molecular     de     la     acci6n     de     hormonas     esteroi.dales.

Por    ejemplo,     a    pesar    de    haber    documentaci.6n    ampli-a

de   una    afinidad   por   el    ADN   por   parte    de   los    comple-

jos   formados    por   hormonas   esteroidales   y   sus    recep-

tores    (203),    adn   no   hay   suficiente   evidencia   de    que

la    interacci6n,    produzca    cambl.os     en     la     transcrip-

ci6n.        Tampoco    hay    evidencia    de    que    los    complejos

receptor-hormona     deban     l.nteractuar    con     secuenci.as

nucleotfdi.cas    especificas    en   el    ADN   para   regular   la

expresi6n    g€nl.ca.

6. Los   CPH   y   el    si.sterna   del    com 1emento:    Di.scusi.6n    del

posible    significado    biol6gico,

tivo   de   esta   asociaci6n.
asta   e

funcional     y    evolu-

momento    de    redactar    esta    di.scu-

si6n,      C4     y      C3     eran      los      finicos      componentes      del

complemento      cuyos      11-gami.entos      a     H-2      habi.an      sido

formalmente    demostrados:    C4   en    la    regi6n    S,    dentro

de    H-2;     C3     a     la     derecha,     a    11    centi.morgans     de    S.

Recientemente,    Roos    y    D6mant    (219)    han    descrito    un

poll.morfismo     electrofor6tl.co     del      factor     8     de     la

ruta   alterna.      El    control    de   este   polimorfi.smo   esta

cercanamente    ligado    a   E±   pero,    debido    a    la    falta

de      recombi.nantes      I.nformativos,      estos      autores      no

pudi.eron      localizar      con    precisi6n      el    gen    o   genes
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responsables.       Este    nuevo    ligamiento    a   H-2   exti.ende

la     homologi.a     entre     este    complejo    y    los    correspon-

di.entes      en      el       hombre      (HLA),      cuy      (GPLA)      y      rhesus

(  RhLA)  .

A       estos       hechos       hay       que       agregar       los

resultados     de    Kaidoh    y    asociados     (208)    quienes    nan

detectado   lo   que    parece    ser   un    polimorfismo    estruc-

tural     de    C4-bp    murino,    co factor    en    la    degradaci6n

proteoli.ti.ca      de     C4b     por     parte      del      C3b-INA     (151,

205-207).        Los    datos    presentados    por    estos    autores

sugi.eren     un    polimorfl.smo    del     punto    isoel6ctri.co     de

C4-bp    en    vari.as    cepas    cong6nicas    de    ratones.       Estu-

dios         de        ligamiento        en        dos        combi.naciones         de

retrocruzas        i.ndi.caron     que    los     dos     tipos     de    C4-bp

detectados    son    controlados    por    un    solo    locus    codo-

mi.nante,    ligado    a   H-2.    El     anali.sis    de    recombinantes

i.ntra-H-2    sugiri.6    que     el     locus     responsable    esta    a

la     derecha     de     la     regi.6n     D,      aproximadamente     a     17

centi.morgans     de     la     regi6n    S.        Es     I.mportante     hacer

notar    que    estos    resultados    deben    i.nterpretarse    con

cautela    ya    que    se    basan     en    di.ferencias     sutiles     de

pl     obteni.das     en     un     1.soelectroenfoque     reali.zado     en

condi.ciones      no     reductoras     y     de     semi.denaturaci.6n.

En      estas     ci.rcunstancl.as      no     es      posible     descartar

1.nteracciones    residuales    con    otras    protei.nas    del
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plasma     cuya     estructura,      afi.ni.dad     por     C4-bp,      con-

centraci6n    s6rica,    etc..     podri.an    ser    las    reguladas

por     H-2.          En     cualquier    caso,     si.     estos     resultados

son     confl.rmados,     constl.tul.rl.an     el      primer     caso     de

una     protei.na     no     1.mpli.cada     en     la     formaci.6n     de     las

convertasas     de     C3,     cuyo     gen     estructural      estari.a

11.gado     a    H-2.

Todos     estos     hechos     conducen     a    la     dlti.rna

parte     de     esta     disertaci6n     que     se     referira     a    las

pri.nci.pales     opi.ni.ones     con     respecto     al      si.gni.fi.cado

bi.ol6gi.co   y    evolutivo    de    las    asociaci.ones    entre    los

complejos    pri.ncl.pales    de    histocompatibill.dad    de    las

especies     y     genes     estructurales    y    reguladores         de

algunas    protei.nas    especi.ales    del    complemento.

Estas       asoci.aci.ones       implican       estudi.os,       revi.sados

reci.entemente       (12),       en      por      lo      menos      5      especi.es

(rat6n,     hombre,     cuy,     rhesus)    y    no    muestran     excep-

ci.ones     para     C4,     C2    y    el     factor    8,     lo    cual     sugiere

que    6sto    puede    ser    una    caracteri.stica    comdn    del     CPH

de     todos     los     mami.feros     e,      incluso,      de     todos     los

vertebrados    superiores.        Es    tentador    por    lo    tanto,

el     pensar     que     esta     no     es     una    asoci.aci.6n    por    azar.

El     tercer    componente    del    complemento    que,

entre    otras    funcl.ones,    partl.cipa    en    la    formaci.6n    de
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la     C3    convertasa     de     la     ruta     alterna     (C3b,Bb)    y    en

la      C5      convertasas      alterna                 (C3D)---n-B--b     y      clasica

(C4b,2a,3b),    es    excepci.onal     en    su    control gen €t i c o .

Esta     excepcionalidad     se     basa     en     que     el      hombre,     a

di.ferencia     del      rat6n,     no     hay     evidenci.a     del      li.ga-

mi.ento    entre    el     gen    estructural     de    esta    protei-na   y

HLA.        Mss     aan.     recientemente     Whi.tehead    y    asoci.ados

(204)    usando    hibri.dos    somaticos    entre    fibroblastos

humanos      y      muri.nos       han       obtenido       resultados       que

sugi.eren    que    el     gen    estructural     de    C3   estari.a    ubi.-

cado       en       el        cromosoma       ndmero       19       de      la       especi.e

humana.         La     ubicaci.6n     del     gen     estructural     de    C3    en

e`    rat6n        ha    sido    determinada    por    dos    grupos    inde-

pendientes     de     I.nvestigadores      (93-96).         Ambos     coh-

cuerdan     en      que     este      gen     esta     ubicado     a     11     cen-

ti.morgans    a    la    derecha    de    la    regi6n    D.       Es    muy    pro-

bable    que    este    gen    sea    di.ferente    del     gen    que    regula

la    concentraci.6n    s6ri.ca    de    C3   y    que    ha    sido    ubi.cado

en     la     cercani.a     de     las     regiones     S    y    D     (97-98).         A

pesar    de    esta    divergenci.a    en    la    localizaci6n    de    los

genes     estructurales     para    C3    en     el      rat6n    y    humano,

queda    adn    en    pi.e    la    generalizaci6n    de    que    todos    los

genes      estructurales      de     los      componentes      que      par-

ti.cipan     en     la     conversi6n     (acti.vaci6n)     de     C3    estan

ligados     a    los    CPH.
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Las    opini.ones    con    resp3c:3     al     significado

de    esta    asociaci6n    en    general     co-djcer    a    una    de    dos

conclusiones:     a)     estas     asociacicies     son     aleatorias

y     no     ti.enen     si.gnifi.cado    biol6gico     adiptativo,     o    b)

estas    asoc1.aciones    tienen    un    si.gil.r-icado    central     en

la     fi.si.ologi-a     de     los     CPH.        Aunq.e    ni.iguna    de    estas

conclusi.ones       ti.ene       base       experi,Ti.eital,       en       los

parrafos    sigui.entes    se    ci.tan    algun3s    de    los    elemen-

tos    de    JUT.ci.o    que    favorecen    a    una    u    otra    posici6n.

La    pri.mera     hl.p6tesis     se    basa    en     argumen-

tos       de       tipo      evolutl.vo.             Se       piede       pensar       por

ejemplo,      que     los     genes      del      com]lemento     se     origi.-

naron     por     dupll.cacl.6n     de     un     gen     pri.|ordi.al.         Esto

parece     haber     ocurrido     con     otros     genes     de     los     CPH

(31,     210-212),     tales     como     los     de     las     regi.ones    i   y

D.       El     ligami.ento    entre    los    genes    del     complemento    y

estos    complejos     se     habri.a    manteiido        por     no    haber

transcurri.do     suficiente     tl.empo     para     la     transloca-

ci6n    de    estos    genes    o    porque    fuerzas    selectivas    que

habri.an    actuado    sobre    otros    genes     del     complejo,     no

relacl.onados      con     el      complement.,      habri.an      contri.-

bui.do    a    mantener    una    i.ntegridad    estructural,    que    no

tendri.a           un          sl.gnl.fl.cado          funcional           estricto.

La     posi.bilidad     de     que     C2     y     el      factor     a

sean    productos    de    genes    duplicados    es    favoreci.da
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por      el       hecho      de      que     estas      protei-nas      ti.enen      una

estructura    y    funciones     sl.milares:    C2   en    la    C3   con-

vertasa    de    la    ruta    clasi.ca   y    el     fact'or    8    en    la    C3

convertasa    alterna     (121,136).       C4,    si.n    embargo,    no

parece    compartir    propiedades    fi-sl.co-qui`mi.cas    con    C2

ni      con      el      factor      8,      sl.no     mas      bl.en     con     C3    y     C5

(213).         Por     lo     tanto,     la     presencl.a     simult6ne;     de

C4,    C2   y    el     factor    8    en    los    CPH    no    puede    explicars--e

s61o    por    dupli.caci6n     g6nica.        Tampoco    puede    expli-

carse    por    este    mecanismo    la    presenci.a    simultanea    en

H-2     de     los     genes     Ir    y     de    los     genes     que    codifi.can

los    anti-genos    de    transplante,    ya    que    aparentemente

no    hay   relaci6n,estructural    entre    sus    productos.

Klein    y    asoci.ados     (21)    se    destacan    entre
`\

los    invest`igadores     que    no    otorgan     i.mportancia    a    la

asociaci6n     CPH-complemento.         Ellos    manifi.estan     que

la      regi6n      S      del       complejo      H-2      es       "notoriamente

diferente       del        resto       del       complejo,       ya       que       no

controla     ninguno     de     los     caracteres     asoci.ados     con

las     regiones     K,     D    o     I.         En     cuanto     a    la     acti.vidad

del    complemento    (el     dnico    caracter    que    controla)    no

es     afectada     por     las     otras     regi.ones,         Esto     da     la

impresi6n    que    la    regi6n    S    es    un    i.nmigrante    extrafio

en    el    complejo   H-2   y    que    no    ti.enen    ni.nguna    relaci6n

funcional        con       el        complejo       ml.smo".        En    seguida,
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Klei.n    y    asociados     (21)     hacen    notar    la    poca    validez

del     argumento    de     que    la    regl.6n    i   es    parte    de    H-2

porque,    al     igual     que   el    complejo   mismo,    afecta    fun-

ciones        inmunol6gl.cas.               De       acuerdo       con       estos

autores,     si     este    argumento    fuese    vali.do,     entonces

todos    los    loci     que    afectan    funciones    inmunol6gicas

deberi.an      ser     consl.derados     ml.embros     del      complejo.

N.o   exi.sten    antecedentes    experl.mentales    en

favor   o   en   contra   de   las   opiniones    anteri.ores,    pero

algunos    de    los    argumentos    usados    para    descalifi-car

a    la    regi6n    i   como    miembro    de   !±±   podri.an     usarse

para     descalificar     a    las     regiones    K,    .D     o     I.         Por

ejemplo,    si     se    plantea    que    la    regi.6n   S    no    controla

caracteres     relaci.onados.`   con     I,     K     o    D,     tambi€n     se
\
\

puede    argumentar     que    la    regl.6n     I    tampoco    controla

caracteres    asociados    con   K   o   D.       En    otras    palabras,

1as    funciones   conocidas    para   i  pueden    realizarse   en

di.versas   cepas    cong6nl.Gas,    irrespecti.vamente    de    los

alelos    presentes    en    i   o    D.        El     argumento    (121)    de

que     el      reconocimiento     por     parte     de     c€1ulas     T     de

antfgenos    virales    en    el     contexto    de    los    anti.genos

de     transplante     de     la     c61ula     infectada,      habla     en

favor    del     1i.gami.ento    entre    las     regiones    K,    D    e    I,

tampoco      es       necesariamente      valido,   ya    que    no    hay
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evidenci.a    de    que-las    regi.ones    K   y   D    no    podri-an    pro-

porci.onar    este    contexto     si.     estuviesen     ubicados     en

otra    parte    del    genoma.

El      problema     central      entonces     es     si      los

genes    actualmente    descritos    en    los    CPH    podri-an    o    no

cumplir    sus    funciones    si    estuviesen    dispersos    en    el

genoma.           Se      podri-a      pensar.     que     el      li.gami.ento      de

todos    estos    genes    ha    persl.stl.do     (inclui.dos    los    del

complemento)      por      razones     se.lectivas.          Se     podri.a

especular,     por     ejemplo,     que     exi.ste     algdn     tipo     de

1.nteracci6n       entre       los       productos       de       los       gen-es

estructurales    del     complemento    con    los    productos     de

los      otros      genes      de      los      CPH.           Esta      i.nteracci.6n

podrfa    reali.zarse    a   nl.vel     de    la    superficie    de    algu-

nas     de     las     poblaci.ones     celulares     impli.caqas     en     la

respuesta    l.nmune.     Si     se    postula    que    estas    intera.c-

ciones     ocurrl.ri.an     con     mayor    eficiencl.a     entre    pro-

ductos     al6licos    especi-ficos     de    dos     o    mss     loci     del

complejo,      1as      fuerzas      selectivas      actuari-an      para

mantenerlos      en      los      haplotipos      especl-fi.cos.            En

otras    palabras    si    estos    loci    no    estuvi.esen    li.gados,

1a    generaci.6n    de    combinaci.ones    eficientes    de    alelos

especi.ficos    seri.a    difl-cil     de    explicar,    debido    a    la

asociaci.6n     independi.ente     de     los     cromosomas     en      la

placa   metaffsica   mei.6tica.
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Al     respecto    Lachmann   y  .Hobart    (214)    pien-

san    que    es    mas    que    una    col-`ncidencl.a    que    de   .los    tres

componentes    del     complemento    codifi.cados    en    los    CPH,

dos        hayan        sido        detectados        en        las        membranas

celulares:     el      factor    8     (215-216)    y    C4     (217).         En

ambos      casos      las      canti.dades      detectadas      son      muy

pequefias     y    las     funcl.ones     desconocidas.         El      meca-

nismo    de     1.ncorporacl.6n    de    estos    componentes     a    las

membranas    celulares    podrl.a   ser   sl.mi.lar    al    discuti.do

anteriormente     para     Chl.do     y     Rodgers     en     huiTianos     y

H-2.7        en         el          rat6n,                cuyas        funciones        son

desconoci das .

Una     atr.activa     p`osibilidad     propuesta     por

Lachrpann    y    Hobart     (214)    es    que    lo    importante    en    la

superfici.e    celular     no     serl.an     los     componentes     del

comp-lemento    (o    deri.vados    de    ellos),1.d€nti.cos    a    los
'

del    suero,    sino    un    conjunto    dis.ti.nto    de   componentes

similares    pero    no    id€nticos    el    complemento,    codifi-

cados     por     una     familia     de     gene.s     dupli.cados      rela-

cionados    con    los    del     complemento.        Estas    mol6culas

actuari.an,    en   concentraciones   muy   bajas,    a   nivel    de

superficl.es   celulares,    por   ejemplo   en    reacciones    de

citotoxicidad   mediada     por   c6lulas.      Para   congraci.ar

estas     posi.bill.dades     con     la     necesi.dad     de     mantener

todos      estos       genes      11.gados      e.n      j±±,       habri.a.que
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postular     que     estas     mol6culas     relacl.onadas     con     el.

complemento     actdan     mas     efici.entemente     en     el      con-

texto   de    (interactuari-an   con)    combinaciones    de   pro-

ductos   especi.fi.cos    de   alelos    li.gados.

Otra   posl-ble    expll.cacion    de    por   qu€    todos

estos    genes    estan    ligados    en    los    CPH    estari.a    dada

por    requeri.mi.entos    fisl.ol6gi.cos    de    regulaci6n   com fin

para        coordinar         la         expresi6n         de        los         loci

respecti vos .

El      genoma     murl.no     abarca     aproximadamente

1600      centi.morgans       de      ADN       (218)      lo      que      equi.vale

aproximadamente     a    3    x     106    kilobases     de     ADN     en     el

genoma    murino     haploi.de.         Si     mecani.smos     tales     como

el      crossi.ng-over     ocurrieran     al      azar     en     todo     el

genoma,1   centi.morgan    serl.a    i.gual     a   1875    kb    aproxi.-

madamente.        Por    lo    tanto    H-2     (1.ncluyendo    Tla),    con

1.5    cm,    tendri.a   2800   kb    de   DNA.       Este    c51culo    puede

estar   distorsi.onado   si    se   consi.dera   que   en   la   veci-

ni.dad    de    H-2   se    encuentra    el    locus   i,    uno    de   cuyos

efectos   es   la   casi.    completa   supresi6n   del    crossi.ng-

over      del       cromosoma      17      (116,      118,      219-220).           En

otras    palabras,loci.    que   manifiestan    pequefias    frac-

ciones     de     recombl.naci.6n     pueden     estar     en     realidad

separados      por     distancias      fl.si.cas     mayores      a     las

calculadas.       En      todo      caso,       este   complejo   parece
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contener    sufici.ente    DNA   para   codi.fi.car    por   lo    menos

1000     poll.pepti.dos     de     tamafio     promedi.o.          S6lo     unos

pocos    han    si.do    caracteri.zados    funcional     y    estruc-

turalmente   y    en    €sto    ha    consl.stido   la    contri.buci6n

pri.ncipal    de   esta   t6sis.    Ir6nicamente,    de   los    rela-

cionados    con    el     complemento    es    de   los    que    se    tiene

mas     1.nformaci6n     en     cuanto     a    sus     funci.ones     (en     la

interacci6n    con    complejos    inmunes,    en    la    promoci6n

de     funciones     fagocitarias,     en     la     lisis     celular,

etc.).        Sin    embargo,    afin    no    se    pueden    expli.car    sus

funciones    en    el    contexto    de   los    otros    genes    de   los

CPH.       La    respuesta   a   6sto   emergera   probablemente    de

la     comprensi6n     a    nl.vel     molecul.ar     de     las     i.nterac-

ciones   de   las    superficies   celulares   en   la   respuesta

inmune,      de     la     caracterl.zaci.6n      futura      de      muchos

otros   genes   y   productos   ligados   a   !±±  y   de   la   apli.-

caci6n      de      la      tecnologi-a      de     ADN      recombinante      al

estudi.o    de   este   complejo.       Esta   dltima      nos    promete

no     s6lo     la     comprensi.6n     de     los     mecanismos     regula-

torios     que    operan    en    H-2    si.no    tambien       a    un    paseo

cromos6mi.co    de    extremo    a   extremo    del    CPH      murino   y,

eventualmente,    del    de   otras   especi.es.
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