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RESUMEN

Esta disertacion contribuye a la compren-
sion de las relaciones genéticas, estructurales y fun-
cionales existentes wentre 1los complejos principales de
histocompatibilidad de las especies y el sistema del comple-
mento. Se han usado como modelos al complejo H-2 del ratén
y a dos especies moleculares presentes en el suero de estos
animales, la substancia sérica o proteina Ss y la proteina
limitada al sexo o Slp.

Ss se encuentra en todas las cepas de
ratones estudiadas y sus niveles séricos son fuertemente
dependientes del alelo presente en la region S, ubicada en
el centro del complejo H-2. S1p ha sido descrita, con algu-
nas excepciones, s0lo en machos portadores de ciertos alelos
en la region S, ya que sus niveles séricos son regulados por

la testosterona.

La mayoria de 1los experimentos presen-
tados aqui han tenido por objetivo ya sea la determinacidn
de la estructura y la funcidon o la blsqueda de variantes de
estas proteinas para Jlocalizar sus genes estructurales.

Ambas proteinas fueron purificadas par-

cialmente mediante cromatografia en base a tamafio molecular,

xXiv




radiomarcadas, inmunoprecipitadas con anticuerpos especifi-
cos y analizadas en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio. La deteccion de variantes estructurales
se realizo mediante una modificacion de la técnica electro-
forética bidimensional de O0'Farrell y las funciones de Ss y

S1p se estudiaron en ensayos para proteinas del complemento.

Los resultados demuestran que Ss y Slp
son dos proteinas estructuralmente relacionadas pero fun-
cionalmente diferentes. Ambas tienen un peso aproximado de
200 kilodaltons, son reconocidas como idénticas por
heteroantisueros, estan formadas por tres cadenas poli-
peptidicas designadas ~ , 3 Y y s con pesos de 98, 77 y 34
kilodaltons para Ss y 105, 74,5 y 32 kilodaltons para Slp.
Ss tiene todas las propiedades del cuarto componente del
complemento: es activado por Cls, tiene actividad hemolitica
de C4 y afinidad por C4-bp que es una proteina reguladora
de l1a actividad de C4. Slp carece de estas propiedades y su
funcion sigue siendo desconocida.

Tres variantes estructurales de la cadena

de C4 fueron detectadas (%1, 72, 93) y el control de

este polimorfismo fue localizado en la region S de H-2. La

caracterizacion de este polimorfismo permitio resolver el
problema del grupo sanguineo murino H-2.7 (controlado por 1la
region G de H-2), ya que «corresponde a una variacion aloan-

tigénica del fragmento C4d de la cadena % de una de las

XV



variantes de C4 ( 7/1). En base a estos resultados se pro-
pone la eliminacidn de la region G .

La cadena 7 de Slp presentd dos varian-
tes electroforéticas controladas a la idzquierda de 1la
region D. La variante Y1 fue detectada en cepas en que la
expresion de Slp esta limitada al sexo mientras que 1a
variante v 2 fue detectada s6lo en las cepas BLO.WR7 y
C3H.W7 donde 1a molécula es constitutiva.

Finalmente, la produccion de anticuerpos
monoclonales contra diversos epitopos de Slp permitio el uso
de un método inmunoradiométrico de alta sensibilidad con el
cual se reevalud la sexo-limitacion de esta proteina. Se
concluyd que Slp esta presente en hembras en concentraciones
que varian entre 0.2 y 1% de las de los machos. Por 1o
tanto, S1p no esta limitada al sexo y el control de 1la
testosterona sobre sus niveles 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
concluir que Ss y Slp representan probablemente el producto
de genes mutados y duplicados, estrechamente 1ligados en 1la
regién S de H-2. Ss conservé la funcion de C4 mientras que
S1p no tiene funcion conocida.

Las conclusiones de esta disertacion

contribuyen a dar validez a la generalizacion de que todos
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los componentes del complemento que participan en la activa-
cidén del tercer componente, o sea C4, C2 y el factor B, han
sido localizados sin excepcion en el complejo principal de
histocompatibilidad de diversas especies de mamiferos. De
estos componentes s6lo el factor B y C2 estan estruc-
turalmente relacionados, pero ninguno de ellos estd rela-
cionado con otros productos del complejo H-2 (clase I o 1LY,
por lo cual sus ligamientos a este segmento cromosomico no
puede explicarse por duplicacién génica. No puede descar-
tarse entonces la posibilidad de que la presencia de estos
genes en los complejos principales de histocompatibilidad

represente el resultado de alguna forma de presion selectiva.
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ABSTRACT

This dissertation is concerned with the
understanding of the genetic, structural and functional
relationships between the major histocompatibility complexes
of the species and the complement system. As models the H-2
complex of the mouse and two molecular species in the serum
of these animals, the serum substance or Ss protein and the
sex-limited protein or S1p, have been used.

Ss is present in all the mouse strains studied and
its serum levels are strongly influenced by the allele pre-
sent in the S region, located in the middle of the H-2
complex. With some exeptions and due to the testosterone
regulation of Slp serum levels, this molecule is detected
only in males carrying certain alleles in the S region.

The objetive of most of the experiments presented
here has been either to determine the structure and function
or the search for variants of these proteins in order to
locate their structural genes.

Both proteins were partially purified by molecular
sieving chromatography, radiolabelled, inmunoprecipitated

|

with specific antibodies and analysed in polyacrylamide gels
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in the presence of sodium dodecyl sulphate. The deteccion
of structural variants was achieved by using a modification
of the O0'Farrell two-dimensional electrophoretic technique
and the functions of Ss and Slp were studied in hemolytic
assays for complement proteins.

The results show that Ss and S1p are structurally
related but functionally different proteins. Both have a
molecular weight around 200 kilodaltons and are recognized
as identical by heteroantisera. Both are formed by three
polipeptidic chains called *, # and 7, with molecular
weights of 98, 77 and 34 kilodaltons for Ss and 105, 74.5
and 32 kilodaltons for Sl1p. Ss has all the properties of
the fourth component of complement: is activated by Cf;,
has C4 hemolytic activity and has affinity for Cd4-bp. This
is a protein that regulates C4 activity. S1p lacks these
properties and its function is still unknown.

Three structural variants of the % chains of C4
were detected ( %1, Y2, and 7 3) and the control of this
polimorphism was located in the S region of the H-2 complex.
The characterization of this polimorphism led to the solu-
tion of a problem related with the murine H-2.7 blood group
(controlled by the G region of H-2), since it was determined
that it is an aloantigenic variation located in the C4d
fragment of the o chain from one of the C4 variants (71).
Based on these results, the elimination of the G region

from the H-2 complex is proposed.

X1iXx




Two electrophoretic variants of the ?Ichain S1p were
detected. The control of this variation was located to the
left of the D region. The T 1 variant was detected in all
strains were the Slp expression is sex-limited. The W; 2
variant was detected only in the B10.WR7 and C3H.W7 strains
were the molecule is constitutive.

Finally, the production of monoclonal antibodies
against various epitopes of Slp allowed the use of a high-
sensitivity immunoradiometric assay which allowed the
reassessment of the sex-limitation of this protein.

It was concluded from these studies that females
have 0.2 to 0.1 % of the Slp present in males. Thus, the
protein is not sex-limited and its testosterone dependence
is not fundamentally different from the effect of this hor-
mone on cohplement components such as C5, C6 or C4-bp.

From these results it can be concluded that Ss and
S1p are probably products of mutated and duplicated genes,
tightly linked in the S region of H-2. One of these pro-
ducts (Ss),kept the C4 function while the function of the
other is still unknown.

The conclussions of this thesis are agreement with
the generalization that all the complement components par-
ticibating in the activation of the third component, that is

C4, C2 and factor B. have been located, with no exception,
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in the major histocompatibility complex of several mammalian
species. From these components only factor B and C2 are
structurally related, but none of them is related with the
other products of H-2 (class I or IT).

Therefore, their linkage to this chromosome segment
can not be explained by gene duplication. Accordingly, the
possibility that the presence of these genes in the major
histocompatibility complexes is due to some sort of selec-

tive pressure, can not be ruled out.
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INTRODUCCION

La existencia misma de todas las especies ver-
tebradas depende, en gran medida, de la disponibilidad de
mecanismos vitales de vigilancia que les permiten defenderse
de la agresion patogena constante perpetrada por virus,
bacterias, parasitos y células neoplasicas. E1 sistema
inmune proporciona estos mecanismos involucrando, por 1o
menos, a tres grupos principales de entidades: células
inmunocompetentes, anticuerpos y a un grupo complajo de pro-
teinas séricas conocidas como sistema del complemento.

La evolucion que muestra el sistema iamune,
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 primera vez.
En otras palabras, ha adquirido la eficiencia en discriminar
entre lo propio y lo ajeno a través de respuestas que impli-
can variaciones en estados activos de tolerancia e inmunidad.

E1 control genético que, en primera instancia,
determina el resultado de la respuesta inmune, esta repre-
sentado por un gran ndmero de genes reguladores y estruc-
turales dispersos en el genoma o agrupados en familias

multigénicas.
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Una parte importante de estos genes han sido caracterizados
de acuerdo a 1a genética clasica vy conieﬁza a ensrger la
definicidon genético-molecular de algunos de ellos.

Durante los dltimos 7 anos, se ha acumulado
una gran cantidad de informacion relacionada con el liga-
miento entre los elementos genéticos estructurales de algu-
nas proteinas del sistema del complemento y 1o que parece ser
una serie de familias multigénicas, incluidas en el coapleajo
principal de histocompatibilidad de 1las especies. (C.P.H.)

Esta disertacion analiza 1las relaciones entre
el complejo principal de hnistocomnatibilidad del ratén, o
complejo H-2, y el control de algunas proteinas selec-

cionadas del complemento.




REVISION DE CONCEPTOS RELEVANTES

Generalidades sobre familias multigénicas.

Las familias multigénicas son una unidad fundamental de
organizacion genética y evolucion en eucariontes. Se
caracterizan por exhibir cuatro propiedades
fundamentales: multiplicidad genética, 1ligamiento
estrecho de sus elementos, homologia de la secuencia
aminoacidica primaria de sus productos y funciones
relacionadas e incluso duplicadas (1).

Aparte de los C.P.H. existen otros grupos de
familias multigénicas entre los que se destacan las
de RNA ribosomal (2), de RNA de transferencia (3), las
de histonas (4), de las globinas de tipo 3 (5), de 1los
satélites de DNA (6) y de las moléculas de anticuerpos
(7). E1 nimero de genes de estas familias puede variar
desde unos pocos a varios cientos.

Las familias multigénicas no han sido defini-
das en procariontes. E1 origen de estas familias en
lTos organismos multicelulares puede estar dado por la
duplicacion de un solo gen o la duplicacidn en parte o
en total de una familia preexistente, a través de meca-
nismos tales como crossing-over homélogo desigual,
tetraploidizacion o duplicacion y translocacién de una

porcion de cromosoma (8).

(l)




E1 origen de una familia multigénica a partir
de un gen requiere de un 1largo periodo de evolucion.
En cambio, la duplicacidén de una familia wmultigénica
completa podria generar nuevas familias a partir de un
solo suceso genético. Este tipo de duplicacidon esta
claramente ilustrado por las relaciones de homologia
existentes entre las familias de genes de anticuerpos,
1o que sugiere que todas ellas se derivaron de una fami-
lia multigénica ancestral (9).

Los productos génicos de una nueva familia multigénica
pueden interactuar con los productos de la familia
ancestral y resultar de ello una unidad molecular fun-
cional, como en el caso de las cadenas livianas y pesa-
das de las moléculas de 1los anticuerpos, que son el
producto de dos familias de genes independientes (10).
Alternativamente, la magnitud del cambio operado en 1la
nueva familia puede ser tal que determine nuevas

funciones.

Los complejos Principales de Histocompatibilidad de 1as

especies (C.P.H.).

Conceptos Generales.

Durante los dltimos 15 anos se ha establecido que una
variedad importante de fendmenos inmunolégicos estan

controlados por un grupo de genes presentes en todos




los mamiferos, con una localizacion cromosémica
definida.

Los C.P.H. fueron detectados originalmente por
su participacion en el rechazo rapido de alotransplan-
tes (transplantes entre dos individuos genéticamente
diferentes, de la misma especie). Los antigenos presen
tes en el tejido del donante que inducen una respuesta
inmune en el huésped, se 1laman antigenos de histocompa
tibilidad y son el producto de los genes de histocom-
patibilidad localizados en los C.P.H.. El C.P.H., en
todas las especies estudiadas, <corresponde a un
segmento cromosomico que contiene un nlmero de genes
estrechamente ligados, cuya caracteristica mas notable
es su alto polimorfismo dentro de una misma especie.
Los genes clasicamente definidos en los C.P.H. tienen
alguna relacion <con funciones inmunoldgicas o de
reconocimiento celular. Estas funciones se realizan
mediante interacciones moleculares que ocurren a nivel
de superficies celulares o entre células y factores
solubles.

Aparte de los antigenos de histocompatibili-
dad, se han caracterizado otros tipos de moléculas
codificadas tambien en los C.P.H.. Se trata de 1los
antigenos la, de 1los antigenos Qa y TL y de algunos
componentes del sistema del complemento. E1 grueso de

Ta evidencia actual indica que los antigenos Ia son el




producto de los genes de respuesta inmune (Ir). Los
antigenos Ia y los antigenos de transplante parecen ser
estructuras de reconocimiento que determinan el
resultado de 1las interacciones entre 1los elementos
celulares del sistema inmune (células derivadas del
timo, o células T, células derivadas de la médula dsea,
o células B, y macrofagos).

Los antigenos Qa y TL, cuyos genes estruc-
turales también se consideran parte de H-2, se expresan
en células linfoideas. Su funcion es desconocida.

E1l aspecto de 1los .C.P.H. de importancia
central en esta disertacion, es la presencia de genes
responsables del control de algunos componentes espe-
ciales del sistema del complemento. Este control se
realiza tanto a nivel estructural como regulatorio y
sera discutido, cuando sea posible, en el contexto de
los otros genes del complejo, especialmente aquellos
cuyos productos sean conocidos. Esto hace necesario el
incluir en esta introduccién una revision sumaria de
conceptos generales sobre estructura Yy funcion del
complejo H-2.

La posicion relativa de los cuatro tipos de
genes mencionadas anteriormente, varia en las diferen-
tes especies. Los C.P.H. mejor estudiados son el

murino (H-2) y el humano (HLA). En el trabajo descrito
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aqui, se ha usado el ratdén como modelo experimental
con el convencimiento de que , con muy pocas excep-
ciones, este modelo tiene validez bioldgica general.
E1 rol del C.P.H. humano en inmunobiologia general y en
el sistema del complamento en particular, ha sido revi-

sado en excelentes publicaciones recientes (11-12).

E1 ratdon (Mus musculus) como modelo experimental.

Esta especie animal reune varias ventajas que
la han hecho adecuada para ser usada como modelo
experimental en este trabajo.

Aparte de caracteristicas ventajosas genera-
les como tamafio conveniente, fertilidad, gestacion
corta y facilidad relativa de mantencidn, el ratén es
una especie en 1a cual es posible controlar un gran
nimero de variaciones genéticas de interés bioldgico y
biomédico general.

A partir de 1930, una de las preocupaciones
principales de los genetistas de vertebrados ha sido el
estudio de la herencia y la localizacion de variaciones
en cepas cuyo proceso de endocruza estaba en desarrollo
en aquella época. E1 estudio del efecto de genes ais-
lados se ha acumulado ya durante casi 7 décadas y, re-
trospectivamente, se puede asegurar que constituye la

contribucidon principal del ratdén a la genética clasica




y moderna. En 1935, existian 11 loci y 5 grupos de 1i-
gamiento, el primero de l1os cuales fue establecido por
Haldane y colaboradores en 1915 (13). En 1965 existian
162 loci definidos en el raton. En 1979 en ndmero
aumentd exponencialmente a 423 (14). Si se considera
esta tendencia y la estimacion que el nimero de genes
estructurales en el genoma murino es superior a 30.000
(15), se puede predecir que durante la proxima década
1a cantidad de informacidn a obtener sera impresionante.

Los 423 loci identificados hasta ahora, estan
distribuidos homogéneamente en 1los 20 cromosomas de
esta especie.

E1 conocimiento de la naturaleza fisico-quimi-
ca y funcion de los productos génicos de un nimero im-
portante de estos Tloci también ha aumentado considera-
blemente durante los Gltimos afios. Esto se debe a tres
hechos fundamentales: primero, 1a disponibilidad de ce-
pas endocruzadas; segundo, el desarrollo de cepas
congénicas y congénicas recombinantes, gracias al es-
fuerzo pionero del Dr. George D. Snell en el Laborato-
rio Jackson en Bar Harbor, Maine, y tercero, la incor-
poracion de una importante variedad de métodos y técni-
cas bioquimicas y moleculares a 10s estudios genéticos.

En resumen, el ratdn es la especie ideal para

los estudios de genética del sistema del complemento




vpresentados aqui, ya que existe un extenso conoci-
miento de su genética general y de su C.P.H. en par-
ticular. Existen mas de 200 cepas endocruzadas, por 1lo
menos 15 haplotipos H-2 independientes, 60 recombinan-
tes intracomplejo H-2 'y mas de 20 mutantes H-2. Por
otra parte, mas de 400 loci han sido ubicados fuera de
H-2 y mas de la mitad de estos han sido localizados a
nivel cromosomico. Por dltimo, todos 1los cromosomas
del raton son identificables citologicamente.

A pesar del cuadro favorable presentado en los
parrafos anteriores, la mayor parte del conocimiento de
la estructura molecular e interacciones de 1los com-
ponentes del complemento no se ha obtenido del ratén,
sino fundamentalmente de suero humano y de cuy. AsT,
si bien el conocimiento del C.P.H. del ratdn es el mas
completo, el progreso en é] conocimiento de su sistema
del complemento se ha visto seriamente entorpecido por
dificultades en 1la purificacion y en el ensayo fun-
cional de sus componentes. Una gran parte de estas
dificultades se deben al pequefio volidmen de sangre
obtenible de estos animales. Las dificultades que pre-
senta el cuy derivan fundamentalmente de la falta de
estandarizacion genética en esta especie. En humanos,
a pesar de las facilidades para obtener grandes

volimenes de suero, las dificultades genéticas son
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obvias. Por estos motivos, en este trabajo se plantea
aumentar nuestro conocimiento del sistema del comple-
mento del ratdén en sus aspectos funcionales y estruc-
turales, para comprender los mecanismos genéticos que

participan en el control del sistema.

E1l complejo H-2.  Sistema genético principal de

histocompatibilidad del ratodn.

Existen por 1o menos 20 1loci de histocom-
patibilidad, diferentes de H-2, asignados a cromosonas
individuales del ratén (16). Todos estos loci codifi-
can antigenos de histocompatibilidad y median el
rechazo lento (mas de tres semanas) de alotransplantes.
E]l estudio de estos complejos menores de nistocom-
patibilidad se ha visto dificultado por la falta de
métodos seroldgicos rapidos para su anéiisis. Hasta
ahora, su deteccidn puede realizarse solo por medio de
transplantes de tejidos.

Mientras 1los complejos menores de nhistocom-
patibilidad estan ubicados en diferentes partes del
genoma del raton, el complejo principal ocupa una
region cromosomica inica y existen, ademas del
transplante de tejidos, otros métodos para su deteccion
(17-18).

La Fig. 1 representa wun mapa del cromosoma

namero 17 del ratdon. E1 complejo H-2 esta ubicado en
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Figura 1: F1 cromosoma numero 17 del ratdon, el complejo
H-2, Tla y otros marcadores. T, tf vy thf representan a los
marcadores "brachyury", "tufted" y "thin fur". Los numeros
representan las distancias en centimorgans entre 10sS

diferentes marcadores. Los complajos H-2 y Tla han sido

ampliados. E1 orden relativo de los loci D, L, R y de los
loci Ss y Slp es desconocido. (E1 Tlocus G ha sido incluido
entre paréntesis en este mapa solo como ilustracién
histérica. Experimentos presentados en la seccion Resulta-

dos demuestran que este locus no existe.
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el brazo derecho de este cromosoma, a 14 centimorgans
del centromero. Los 1imites del complejo, por ahora
estan dados por las regiones K y Tla, separadas por
1.5 centimorgans. Este segmento cromosomico tiene

suficiente DNA para codificar 1600 polipéptidos de
1000 residuos aminoacidicos cada uno (9). Sin embar-
go solo 10 productos génicos de este complejo han si-
do caracterizados estructuralmente y de otros 5 se
conocen solo rasgos funcionales. Este complejo gené-
tico ha sido objeto de intenso estudio por muchos
laboratorios y durante los UGltimos 7 afos, se han
publicado extensas revisiones (17, 19-24). La in-
formacion acumulada sobre el sistema H-2 permite

asegurar que constituye el segmento cromosomico

mejor caracterizado de las especies vertebradas.

Algunas definiciones sobre 1a nomenclatura del

complejo H-2.

Dadas las relaciones estructurales entre los produc-
tos de los loci K, D, L, Qa y Tla (25-29), 1a
nomenclatura mas reciente limita el complejo H-2, al
segmento cromosomico que abarca desde el locus K al

lTocus Tla. E1 material genético presente en todas
estas regiones parece cumplir con la definicion de
familia multigénica presentada anteriormente. Sin

embargo, debido a 1o 1limitado de la caracterizacion




funcional y estructural de los loci Qa y TL, no se
consideraran parte del complejo en esta disertacion.
(Los criterios para aceptar o no a una determinada
region como miembro del complejo H-2 serda tema de 1la
seccion Discusion).

En genética de los C.P.H. se entiende por
haplotipo a una combinacion de alelos en loci indivi-
duales de un mismo cromosoma. Por ejemplo H-23 que
es un haplotipo recombinante natural, corresponde a

1a secuencia alélica (en sentido telomérico)

kkkkkkkkddddd, o KkAakAB kEBkBkaEa kckssdsipdpdidrd,

(Debido a 1a falta de recombinantes informativos no se
conoce la secuencia relativa de l1os loci subrayados).
En esta secuencia la letra maylscuia corresponde al
lTocus, la minlGscula al alelo presente en el locus y
las letras griegas a las subunidades de los antigenos
Ia. Este haplotipo particular se origino por recom-
binacion entre dos haplotipos independientes, H-2k y

H-2d.

El término regidn se usa para designar a un
segmento cromosomico en el cual se ha caracterizado
por 1o menos un locus,-con un crossover a cada lado.

Las regiones mejor caracterizadas actualmente son K,

I, S, D.
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2.

Locus, se define como wun lugar cromosomico que
controla un cardacter dnico. La individualidad del
locus puede estar definida por sucesos recombinativos
o, en genética moderna de H-2, por la individualidad
estructural de su producto génico. E1 concepto de
locus hara frecuentemente innecesario el wuso en este
trabajo del término region y subregion.

Alelos, son formas alternativas de material
genético en un locus determinado. Por ejemplo §3£,

Ssb, ssd ssf, son algunos de los alelos posibles en

y
el locus Ss.

Seqin Klein y colaboradores (21) 1los loci se
pueden agrupar en clases de acuerdo a sus homologfas
estructurales y/o funcionales. Actualmente se

distinguen cuatro clases: clase I, (K, D, L, R,)s

clase II, (Agq » AB , EB B , J, Egs E,); 111)Ss,

S1p,) y IV (Qa, Tla). La asignacion del locus G a 1la

clase IIIl es problematica. (En esta disertacidn se

objetara experimentalmente la existencia de este

locus).

Conceptos generales sobre genética, bioquimica y

funcién de las cuatro clases de productos génicos

del complejo H-2.




2.3.2.1 Clase 1I: Los loci de clase I mejor caracterizados

son los K y D. Los productos génicos de estos loci
corresponden a proteinas integrales de membranas con
peso molecular de 45.000 daltons. Estas moléculas
forman dimeros a trévés de una asociacion no covalen-
te con la RBp-microglobulina cuyo gen estructural es-
ta ubicado en el cromosoma nimero 2 del raton (30).
La actividad antigénica y bioldgica de los antigenos
H-2 residen en la cadena pesada.

Las relaciones estructurales entre algunos de
lTos loci H-2 estudiados hasta ahora, indican que pro-
bablemente corresponden a genes duplicados (31). Uno
de los aspectos mas notables de estos loci es su ex-
tenso polimorfismo, ya que desde el punte de vista
serologico se han definido aproximadamente 50 alelos
en cada locus (32). Estudios de secuencia ami-
noacidica limitada sugieren que este polimorfismo
puede explicarse por 1o menos en parte, por diferen-
cias en la estructura primaria (31). Este extenso
polimorfismo ha estimulado a algunos investigadores
(33-34) a proponer una hipotesis alternativa a 1a
alélica. Basicamente, esta hipotesis postula que en
las regiones K y D hay grupos de genes reguladores
estrechamente 1ligados y polimorficos. Dos hechos
experimentales apoyan este hipoteis: primero, 1los

productos de los alelos presentes en K o D difieren




en 15 a 20 por ciento de los aminoacidos, mientras
que los productos de alelos de otros loci difieren en
uno o pocos aminoacidos (31, 34). Segundo, ciertos
tumores murinos expresan determinantes antigénicos
de clase I correspondientes a alelos que la cepa nor-
mal no posee (35). Esto se deberia a que el fendmeno
neoplasico activaria genes H-2 normalmente silentes
en esa cepa. Este problema probablemente se aclarara
con la informacidn proveniente de las técnicas de clo
namiento de DNA.

La funcion de las moléculas de clase I es ain
tema de controversia. Klein y colaboradores (21)
proponen que la participacion de estas moléculas en
el rechazo de alotransplantes (36), en la inducciodn
de linfolisis en cultivo mixto (37-38) y en la reac-
cion del transplante contra el huésped (39), consti-
tuyen situaciones artificiales creadas por el
investigador. Estos (21) y otros (40) autores propo-
nen que la verdadera funcion de las moléculas de
clase I es servir como marcadores de 1o propio
("self") en el reconocimiento de células con altera-
ciones en sus propiedades de superficie. Esta
generalizacion se basa principalmente en las obser-
vaciones de Zinkernagel y Doherty en 1974 (40),
quienes describieron las propiedades restrictivas de

las moléculas de <clase I en la respuesta de Tlas
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células T a antigenos virales.

2.3.2.2. Clase II: Los loci de clase II participan en el
control de diversas funciones inmunoldgicas tales
como respuesta inmune e interacciones entre células
'T, células B y macrofagos (41-42).

Aunque no todos los genes de respuesta inmune

(Ir) estan ubicados en H-2, McDevitt y colaboradores
(43-44) demostraron que una parte importante de estos
loci estdn en la regidon I, ubicada entre las regiones
K y S del complejo. A pesar de la aparente variedad
de funciones controladas por esta regidon, los dnicos
productoé génicos identificados inmunoquimicamente
hasta el momento son los antigenos Ia, que son codi-
ficados por loci identificados en las sub-regiones I-
A e I-E de Ta regidn I (45).

i Los antigenos Ia son muy polimdérficos serolé-
gicamente y hay consenso entre los diferentes grupos
de investigadores que estos antigenos, se expresan
fundamentalmente en linfocitos B. La presencia de
estos antigenos, en cantidades mucho menores, en
otros tejidos ha sido tema de controversia durante
los Gltimos cinco anos. Sin embargo, parece cierta
su presencia ademds en macrofagos y células epidér-

micas (46). Se trata de proteinas integrales
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de 1a membrana plasmatica, formadas por dos subunida-
des de pesos moleculares aproximados de 35.000 vy
28.000, 1lamadas o y R respectivamente y asociadas en
forma no covalente (47).
Es muy probable que los cuatro polipéptidos, Ax

, AB s EB y Eu , sean codificados por cuatro loci
diferentes, los tres primeros en la sub-region IA y
el cuarto en la subregion IE. Las cadenaso y R for-
man dimeros funcionales que se insertan normalmente
en las membranas plasmaticas. Uno de estos dimeros
(A, -A6 ) es codificado en la subregion IA. E1
otro, E. - E@ es codificado por dos subregiones

diferentes, IE e IA respectivamente. De hecho, ambas

regiones deben complementarse en cis o trans para

producir un dimero funcional (48).

Con respecto a fhs subregiones IB, I1J e IC se
conocen s6lo rasgos funcionales, ya que sus productos
‘génicos no han sido caracterizados y, mas adn, sus
existencias como loci independientes han sido
seriamente objetadas (21).

En cuanto a la funcion de la region I, la aso-
ciacion mas directa entre genes Ir y antigenos la
fue desrita originalmente por Schwartz y colabora-
dores (49) quienes demostraron que la respuesta pro-

liferativa de células T, inducida antigénicamente in

vitro, puede ser inhibida por anticuerpos anti Ia.




2:3:2.2

Mis aln, cuando la respuesta estudiada es controlada
por genes Ir especificos, la inhibicidon anti Ia
muestra especificidad de haplotipo; en otras
palabras, la respuesta proliferativa de linfocitos T
provenientes de hibridos F1 (respondedor x no
respondedor), sensibilizados, puede ser bloqueada
s6lo por anticuerpos dirigidos contra antigenos Ia
codificados por los alelos del padre respondedor.
Estos experimentos implican, por primera vez,
a productos génicos de la region I en el desarrollo
de la respuesta inmune. Se desconoce el mecanismo
intimo mediante el cual estos productos génicos
median la respuesta inmune. Sin embargo, en términos
generales, se puede establecer que el proceso gober-
nado por los genes Ir (muy probablemente a través de
Tas moléculas Ia) es el control de la respuesta
inmune de células T. En otras palabras la produc-
cion de anticuerpos se afectda solo como resultado
de la necesidad de l1a presencia de células T ayudan-

tes("helper") para la respuesta de las células B

(22).

Clase III. Estas moléculas, controladas por la
region S del complejo H-2, constituyen el tema

central de esta tésis.

20
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La protefna Ss (substancia sérica) : La primera

definicién de la region §_fue.hecha por Shreffler y
Owen (50) hace casi 20 afios, durante 1a bilisqueda de
variantes serolodgicas proteicas en el vratodn. El
modelo experimental consistia bdsicamente en inocular
conejos con fracciones giobulinicas de suero de
raton. E1 suero inmune de los conejos era probado
en un sistema simple de inmunodifusidn en agar. Como
era predecible, la respuesta de los conejos fue muy
heterogénea, dado la complejidad de 1la mezé1a inocu-
lada. Numerosas 1ineas de precitacion fueron iden-
tificadas en diversas cepas de ratdn y, aungue no se
detectaron las variaciones cualitativas buscadas,
estos autores hicieron una observacidn muy
importante: una de las 1ineas de precipitacidon bpre-
sente en animales DBA/2 (H-2d), dié una reaccién de
identidad con una linea mucho mas débil presente en
animales CBA (H-2K). Esto sugirid que el antisuero
de conejo reconocid, entre otras proteinas, a una
cuyos niveles séricos eran notoriamente diferentes en
éstas dos cepas de ratones. Cuando se probd en este
sistema a un hibrido DBA/CBA (H-2d/H-2K), se obtuvo
una 1inea de intensidad intermedia y antigénicamente
idéntica a la de los parentales. La notoria difsren-

cia cuantitativa permitid a Shreffler y Owen absorver




el suero anti DBA con suero CBA y obtener asi un pro-
ducto operacionalmente monoespecifico contra una pro-

teina que denominaron substancia sérica o Ss.

Estos mismos autores estudiaron la segregacion
de Ss en retrocruzas y F2 entre DBA/2 y CBA, usando
el antisuero monoespecifico anti -Ss. Estos estudios
permitieron determinar tres fenotipos: Ss alto, Ss
bajo y Ss intermedio. la segregacion en ambos
tipos de cruzas concordd con un sistema de un locus Yy
dos alelos codominantes: Ssh (Ss alto)y Ss! (Ss
bajo), provenientes de los haplotipos d y k
respectivamente.

E1 estudio de otras cepas con este mismo anti-
suero permitio clasificarlas en dos grupos
principales: aquellas con altos niveles (SsH) 'y
aquellas con bajos niveles (SsL) de Ss. En ese
momento se hizo evidente rapidamente, que todas 1las
cepas SsL eran portadores del haplotipo ﬂ:gﬁ o habfan
derivado de alguna manera por recombinacidn intra-H-2
del haplotipo ﬂ;&&. Esta observacidn sugirid una a-
sociacion o ligamiento entre los genes que controlan
las extensas variaciones cuantitativas de Ss y el
complejo H-2. Los estudios de este ligamiento impli-

caron varias combinaciones de cepas y no tardaron en

producir los resultados esperados (51-52). El




anilisis de mas de 1000 segregantes sugirid un
estrecho ligamiento entre el gen que regula esta
variacién cuantitativa de Ss y el complejo H-2. Mas
ain, la dnica manera de interpretar Tlos resultados
obtenidos era asumir que el locus Ss estd ubicado
dentro de H-2 y que las escasas recombinaciones
observadas se explican por crossing-over intra H-2 .
Esto permitio establecer 1la posicion del Tlocus Ss
dentro del complejo (no se observaron) recombinacio-
nes entre Ss y el complejo completo). Estos resulta
dos fueron ampliamente confirmados mediante el uso de
cepas congénicas vy congénicas recombinantes (53-54).

La diferencia descrita originalmente 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
mads Ss que las cepas con bajos niveles (50). La
técnica de doble inmunodifusién usada no detectd
variantes estructurales, 1o cual dejo sin responder
la pregunta si el gen presente en el centro de H-2 es
en realidad el gen estructural de Ss. (Podria tra-
tarse, por ejemplo, de un gen que regulara la sin-
tesis o el catabolismo de Ss estando el gen estruc-
tural de esta proteina en otra parte del genoma).
Esta pregunta quedd abierta a la investigacion y
constituye uno de los objetivos especificos de esta

tésis.
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La proteina Ss se expresa fundamentalmente en
el suero. Su distribucion tisular difiere radi-
calmente de la distribucion de otros productos del
complejo H-2 (moléculas de clase I y II). La pro-
teina Ss ha sido detectada en el citoplasma de las
células del parénquina hepatico (55). Esta deteccion
se logrd incubando primero el tejido con el suero de
conejo anti-Ss y luego con un conjugado de
fluoresceina y anticuerpos de cabra anti-
inmunoglobulina de conejo. La tincion especifica
citoplasmatica también se observd en macrofagos obte-
nidos de diversas fuentes. La presencia de la pro-
teina Ss en el citoplasma de estas células representa
seguramente un estado previo a su secrecion. Por
otra parte, las dnicas células que parecen expresar
Ss en su superficie son los fibroblastos (55). Se
desconoce el rol que estas moléculas juegan en 1la
superficie de estas células.

Las primeras versiones sobre las propiedades
fisicoquimicas de la proteina Ss fueron muy confusas.
Shreffler y bassmore (56) describieron la substancia
sérica como una proteina con un peso molecular extre-
madamente variable, entre 150.000 y 1.200.000
daltons. E1 tratamiento con mercaptoetanol diéocia

esta substancia en subunidades de peso 75.000. Este
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mismo efecto se lograba dializando 1la proteina
contra cloruro de sodio 1M . La actividad antigénica
parecia conservarse en un amplio rango de con-
centracion salina y pH. Ademds, la actividad antigé-
nica se conservaba después de tratar la substancia a
700C durante 20 minutos. Cuando estos autores (56)
sometieron suero a separacion inmunoelectroforética
determinaron que la substancia Ss tiene una movilidad
de tipo B . Cuando el mismo suero se separd en
columnas de Sephadex G-200 la actividad antigénica de
Ss fué detectada principalmente en el vollimen de
exclusion y una proporcién menor en la regidn
incluida. Diversos intentos de purificacién por
estos mismos autores, usando cromatografia por
filtracion en geles de DEAE-Sephadex, resultaron solo
en purificacion parcial de la substancia Ss y no se
obtuvo informacion con respecto a su posible funcidn.
Los esfuerzos para caracterizar westa substancia
sérica fueron retomados en 1975 por Capra y colabora-
dores (57). Estos investigadores wusaron una com-
binacion de cromatografia en columnas de Sephadex
G-200 y DEAE-Sephadex, seguida por radiomarcacién con
vodo, inmunoprecipitacion y electroforesis en geles

de acrilamida en presencia de dodecil sulfato sodico.




26

Este trabajo mostrd que la substancia Ss tendria un
peso de 120.000 daltons y estaria compuesta de subu-
nidades de pesos 46.000, 35.000, 23.000 y 14.000. E)
peso de 1la substancia sin reducir sugirié a estos
autores gque podria tratarse del segundo componente
del complemento (C2), considerando ademas que la
deficiencia de C2 en humanos estd ligada a HLA (58).

La primera indicacion de una posible relacign
entre la proteina Ss y el sistema del complemento fué
presentada por Démant y asociados en 1973 (59).
Estos autores demostraron que la actividad hemolitica
total del complemento en suero de ratones estd rela-
cionada directamente con los niveles de Ss, pero no
presentaron datos con respecto a ningdn componente
particular.

En 1975, Meo y asociados (60) obtuvieron
resultados que sugirieron wuna vrelacidn entre 1la
substancia Ss y el cuarto componente del complemento
humano (C4). Estos investigadores detectaron una
reaccion 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 compar-
ten determinantes antigénicos, pero no se aclard el
problema de 1la identidad a nivel estructural y

funcional.




Curman y asociados (61) observaron que anti-
Ss reconoce una proteina de peso 200.000 en plasma
tratado con EDTA. Ademds la proteina Ss purificada
por inmunoabsorcidn inhibe la unidn de C4 humano
(radiomarcado) con anti-C4 humano y anti-C4 hunano
inhibe la reaccidon entre Ss y anti-Ss. Mas aln, un
suero al cual se le extrajo Ss no presentd actividad
hemolitica de C4. Estos autores no presentaron estu-
dios estructurales y funcionales directos.
Lachmann y colaboradores (62), también en
1975, publicaron resultados que, aunque indirectos,
sujirieron nuevamente una relacidon funcional entre Ss
y C4. Al comparar animales con altos y bajos niveles
de Ss no encontraron diferencias cuantitativas
notorias en 1la funcidn de varios componentes del
. complemento: Cl1, inhibidor del C1, inactivador de
C3b, C5-C9, factor B y factor D. En cuanto al tercer
componente (C3), sus niveles inmunoquimicos fueron
Tigeramente mas altos en la cepa con bajos niveles de
Ss. Por 1o tanto, estos experimentos sugieren, por
exclusion, que la proteina Ss corresponde fun-
cionalmente al cuarto (C4) o segundo (C2) componente

del complemento. Para discernir entre estas dos
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posibilidades, estos autores (60) incubaron eritroci-
tos sensibilizados con anticuerpos especificos (EA) y
suero con altos o bajos niveles de Ss pero deficiente
en C5. De este modo se logra la incorporacion a los
eritrocitos de los componentes 1, 4, 2 y 3 (EACI423).
Estos eritrocitos fueron incubados con anti-Ss y 1la
hemoaglutinacion fué directamente proporcional a los
niveles de Ss presente en los sueros usados para tra-
tar a EA. Cuando se incubaron EA y sueros con altos
niveles de Ss y luego se les tratdo con EDTA (para
remover C1 y C2), la reaccidon con anti-Ss no fué
afectada.

Considerando en conjunto 1los experimentos de
estos tres laboratorios (60-62) se planted una seria
posibilidad de que Ss fuera en realidad el cuarto
componente de]\comp1emento.

Sin embargo, en 1978 Goldman y colaboradores
(63) objetaron la posible relacion entre Ss y Cé4

ye que al fraccionar plasma de ratén en croma-
tografia de intercambio idnico y filtracidn en gel
ellos pudieron separar la actividad antigénica de Ss
de la actividad hemolitica de C4. Mas adn,
encontraron que al tratar EACT42 preparado con suero
de raton deficiente en C5 con EDTA, se perdia 1la

actividad de todos 1o0os componentes <conocidos del
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complemento pero estas células aln conservaban 1la
propiedad de reaccionar con anti-Ss. Por otra parte,
cuando estos investigadores trataron el suero de
raton con amonio (que destruye selectivamente a C4 de
cuy y humano) no 1lograron destruir 1la actividad
hemolitica de C4. Ademas, este mismo suero fué
incapaz de generar células aglutinables con anti-Ss.
Estas observaciones son evidentemente contradictorias
con aquellas de los autores mencionados anteriormente
(60-62), pero concuerdan con otros trabajos del mismo
laboratorio (64-65) en que se describen importantes
diferencias estructuralas vy funcioﬁa1es entre los
primeros componentes del complemento del ratdn y
aquellos del hombre y del cuy.

De todos estos resultados (56-57; 59-65) sé
desprende un panorama confuso con }especto a las pro-
piedades fisico-quimicas y funcionales de la proteina
Ss. La mayor parte de los grupos implicados concuer-
dan en la existencia de una relacion entre Ss y el
cuarto componente dé] complemento, Sin embargo,
estos trabajos dejan sin contestar varias preguntas
importantes; por ejemplo :;Cudl es la relacidn
estructural entre Ss y C4?; ;A cuantas especies mole-
culares reconoce el heteroantisuero anti=Ss?. Si

este antisuero reconoce mas de una especie molecular




;estan todas ellas relacionadas con c4?. ;Como expli-
car las extensas variacidnes de pesos moleculares de
Ss descritas por algunos autofes?.

En esta disertacion se describirdn estudios
definitivos sobre el problema de la naturaleza y fun-

cion de la proteina Ss.

La proteina sexo-limitada (S1p). E1 antisuero de

conejo originalmente preparado por Shreffler y Owen
(50) detectd solo variaciones cuantitativas en la
proteina Ss, por lo tanto, estos autores no pudieron
descartar la posibilidad de que en el locus presente
en el centro del complejo i;g exista un elemento
genético regulador de un gen estructural presente en
otro 1lugar del genoma. Passmore y Shreffler (66)
trataron de descartar esta posibilidad iniciando la
bdsqueda de variantes alotipicas de Ss. Para €sto
procedieron a inmunizar diversas cepas de raton con
proteina Ss parcialmente purificada. Se obtuvieron
asi, varios aloantisueros. En inmunodifusion en aéar
estos aloantisueros dieron una linea de precipitacion
mas débil que la obtenida con anti-Ss. Todas 1las
cepas donantes del antigeno dieron una reaccion de
identidad, 10 que sugirid que todos 1los aloantisueros

estaban dirigidos contra la misma proteina. Sin

30




31

embargo, varias cepas no produjeron precipitados al
ser probadas con estos aloantisueros. En otras
palabras, estos aloantisueros definieron cepas posi-
tivas y negativas para un aloantigeno presente en el
suero. Sorprendentemente, en 1las cepas positivas
solo el suero de machos adultos reacciondé con 1lo0s
aloantisueros. Las hembras fueron negativas sin
excepcion. Diversos cruzamientos demostraron que la
herencia de esta proteina esta determinada por un gen
autosomico dominante. No hubo indicios de ligamiento
a los cromosomas X o Y. Usando diversos cruzamientos
se demostr0 que en las cepas positivas, las hembras
tienen la informacion genética pero no expresan la
protefna. Por este motivo este aloantigeno fué 1la-
mado S'r ("sex limited protein"). Las dos clases de
fenotipos detectados entre las diversas cepas fueron
designados como Slp-a y Slp-o para denotar la presen-
cia o ausencia del antigeno en la cepa, determinada
por los alelos §l£3. y Sipo respectivamente.

E1 locus responsable de la presencia o ausen-
cia de esta proteina no ha sido separado por recom-
binacion del locus que controla las variaciones cuan-

titativas de Ss en el suero.

Todas las cepas portadoras del alelo §§l son

S1p2 y las cepas portadoras del alelo ssh son
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S1pa o S1p9. No se ha detectado la combinacidn SslSipa
(56). En las cepas endocruzadas corrientes el alelo
Sipa esta asociado con los siguientes haplotipos

H-2: d, j, p, s y u. E1 alelo S1p2 esta asociado con

los haplotipos f, k, g, r y v.

Las primeras descripciones de las propiedades
fisico-quimicas de la proteina Slp (56) fueron tan
confusas como las de la proteina Ss. Se le atribuyod
un peso molecular de 150.000 daltons y otras carac-
teristicas similares a las de la proteina Ss. Slp
reducido con 2-mercaptoetanol produjo subunidades de
un peso aproximado de 75.000 daltons. Su movilidad
electroforética, al igual que la de Ss, corresponde a
B . S1p, a diferencia de Ss, es termolabil (52°C
durante 20 minutos). Cuando se filtran sueros de
machos SsﬂSIpQ por una columna de Sephadex G-200 1a
actividad antigénica de Slp se encuentra en una so6la
area correspondiente al segundo pico de actividad
antigénica de Ss (56).

La proteina Slp ha sido detectada so6lo en el

suero de animales Slpa- No se tiene informacion con

respecto a su distribucion tisular.
De 1o expuesto anteriormente se desprende que
la proteina Slp es reconocida por dos antisueros: un

heteroantisuero producido en conejos por inoculaciodn




de la proteina Ss parcialmente purificada, y un
aloantisuero producido en ratones S1p0. Esto implica
que el heteroantisuero reconoce por 1o menos dos
entidades moleculares (Ss y Slp) supuestamente inde-
pendiantes pero que comparten extensa homologia
antigénica. En otras palabras, el sistema inmune del
conejo, no es capaz de discriminar entre Ss y Slp,
por tratarse probablemente de moléculas muy simi-
lares. Por otra parte, el aloantisuero contra Slp
reconoce una sola entidad molecular ya que la inmuni-
zacién se hizo desde una cepa SshSipa a cepas
Sshsipo (56).

Al igual que en el caso de Ss, el control de
H-2 sobre Slp se traduce en variaciones cuan-
titativas (presencia o ausencia en machos). Por 1o
tanto, este control se podria deber a un gen o genes)
que regulan la actividad-de genes estructurales loca-
lizados fuera de H-2, incluso en otro cromosoma.

E1 esclarecimiento de este problema es otro
objetivo especifico de esta tésis.

La proteina Slp constituye el dnico ejemplo de
un producto controlado por un CPH cuya expresion esta
sujeta a un estricto control hormonal (67). Desde el

punto de vista ontogénico esta proteina se detecta

w
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por primera vez en machos S1pd3 de 5 a 6 semanas de
edad. Esta edad <corresponde al comnienzo de 1la
madurez sexual en el ratodn. Los niveles séricos de
S1p aumentan progresivamente hasta los 3 meses y se
estabilizan por el resto de la vida del animal. Si se
procede a castrar machos Slp2 a 1las 3-4 semanas de
vida, el antigeno no aparece en el suero. Estos ani-
males, inoculados <con propionato de testosterona,
desarrollan niveles normales de la proteina. Si se
tratan hembras jovenes (castradas 0o no) con
testosterona, también desarrollan niveles normales de
S1p. En cambio, este tratamiento no inducira la pro-
duccion de S1p en machos o hembras S1p0. De estos
resultados se desprende que la presencia del antigeno
S1p requiere de la induccidon mediada por Tla
testosterona. Esta induccid6n es posible a las 5-6
semanas de edad, 10 cual indica que ocurre solo
después de un proceso de diferenciacidén. E1 mecanismo
mismo del proceso de induccidn hormonal es discutible
pero esta claro que no se realiza a nivel periférico
(67) y 1o mas probable es que la hormona actie
directa o indirectamente sobre el locus que codifica

a la proteina (o que regula las variaciones cuan-

titativas entre hembras y machos).




En 1975, Klein (68) describio un haplotipo

w7

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

E1 control de esta expresion en hembras no es
separable del gen que <controla 1las variaciones
descritas anteriormente. Al respecto, en 1976 Hansen
y Shreffler (69) proponen que la limitacion al sexo
en la expresion de Slp puede explicarse en términos
de los mecanismos regulatorios del tipo Jacob-Monod.
La expresion constitutiva del haplotipo ﬂ;gﬁl
representaria una mutacion "operador-constitutiva".

La funcion de 1la proteina Slp ha sido un
enigma desde su descubrimiento. En esta disertacion
se presentaran datos que demuestran una clara rela-
cion estructural entre Ss y Slp. Se demostrara
ademas queSses el cuarto componente del complemento
del raton y que Slp no cumple con los requisitos
basicos para ser considerado funcionalmente C4.

La region G. En 1959 Hoecker y asociados (70)
describieron el antigeno G (H-2.7). Desde el punto
de vista serologico este antigeno es similar a los de
clase I y puede detectarse con precision mediante
técnicas serologicas (70).

En 1975 David y colaboradores (71) y Klein y
colaboradores (72) analizaron diversas cepas recom-

binantes y concluyeron que el antigeno H-2.7 es




codificado por un locus ubicado entre las regiones S
y D. La independencia del locus G de la regidn S se

basd en un solo recombinante, H-ZSEl, usado por amhos

grupos (71-72). Se tratd de un doble recombinante

cuyos loci K, A-S G-D se originaron supuestamsnte

h 4
de los haplotipos H-2S, H-2K y H-2f respectivamente.

La existencia de este recombinante entre G y S fué
objetada posteriormente por Huang y Klein (73)
quienes demostraron que el Tlocus G es heredado del
haplotipo ﬂ:gﬁ_ y no de ﬂ:gi como se pens6 pre-
viamente. Por 1o tanto, de acuerdo a estos resulta-
dos la region S y 1 locus G no rueden ser separzdos
por recombinacidn.

En antigeno H-2.7 al igual que los antigenos
de clase I, se expresa en 1los gloébulos rojos vy,
aunque en menor cantidad, en 1los linfocitos. Una
diferencia importante con los antigenos clasicos de
transplante es que H-2.7 esta presente ademds, en el
suero de los animales H-2.7 positivos (el suero de
estos animales inhibe 1a reaccion entre los glébulos
rojos H-2.7 positivos y anti-H-2.7).

El hecho que el antigeno H-2.7 (o una

substancia con reactividad cruzada) se encuentre en
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el suero y que el locus responsable esté en la proxi-
midad de la regidn S ( que presumiblemente codifica
al cuarto componente del complemento), establece un
paralelismo con la situacién descrita para dos gru-
POs sanguineos humanos, Chido Y Rodgers. 0'Neill y
colaboradores (74) vy Tilley y colaboradores (75)
demostraron que estos dos fenotipos resultan de 17a
adsorcion de fragmentos de C4 a la superficie del
eritrocito. Esto sugiere una posible relacign entre
H-2.7 y C4 murino.

En esta disertacidn se presentarsi evidencia de
que el antigeno H-2.7 del ratén corresponde a
fragmentos de C4 (especificamente C4d) incorporados
extrinsicamente a 1los globulos rojos Y que por 1o
tanto C4 y H-2.7 son productos de wun mismo gen
estructural. En base a ésto se propondra la elimina-

cion de la region G del complejo H-2.

2.3.2.4. Clase 1v. Desde el punto de vista del complejo

H-2, estos loci han sido considerados clasicamente
como miscelaneos. Para ésto se ha tomado en cuenta
s0lo la caracteristica comin de estos loci de estar

ubicados en 1la vecindad telomérica de H-2D. Sin

embargo, recientemente se han realizado algunos estu-
dios estructurales de los productos de algunos de es-

tos loci y se ha planteado la existencia de diversos
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grados de homologia con el producto de la region D,
1o que sugiere la posible existencia de un ancestro
genético comidn. Entre estos loci hay que considerar
a H-2L cuyo producto fué detectado seroldgicamente en
1961 por Stimpfling y Pizarro (76) como un antigenos
piblico designado H-2.28. Este antigeno fué con-
siderado originalmente bajo el control de los loci de
clase 1I. Sin embargo, entre 1975 y 1977, diversos
grupos (77-81) demostraron que H-2.28 es seroldgica y
bioquimicamante independiente de los productos de las
regiones K y D (clase I). No se ha descrito recom-
binantes que separen L de D.

La molécula L, al igual que “os productos de K
y D es una glicoproteina de peso molecular 45.000 que
se encuentra asociada no covalentemente a 1a
ﬁZ-microg]obu]ina (79, 80, 82). Por otra parte, el
estudio comparativo de mapas peptidicos de Tlas
moléculas D y L demostrd un 35% de homologia entre
ellas (83) 1o que sugiere que estas moléculas son
genéticamente homélogas. Estos resultados justifican
la reclasificacion de las moléculas L en la clase I,
revalidando la observacion original de Stimpfling y
Pizarro (76). Esta reclasificacion es apoyada tam-

bién por diversas pruebas funcionales (83-88) que
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implican a las moléculas L en el reéhazo de tejidos y
en la linfocitotoxicidad mediada por células contra
antigenos de transplante o virales.

Recientemente se ha descrito un tercer locus
cercanamente ligado a D y L (89). Este locus ha sido
Tlamado R, no ha sido separado por recombinacidn de D
y L, su caracterizacion estructural y bioquimica es
preliminar y no se conoce su funciodn.

Actualmente existe la tendencia a aceptar a la
inclusidn de los loci Qa y Tla en el complejo H-2
dadas las relaciones estructurales entre los produc -
tos de estos loci y los de las regiones K y D. Las
moléculas de Qa y Tla, al igual que las de clase I
tienen un peso de 45.000 y estan asociadas no cova-
lentemente con la g2-microglobulina (28, 90-91).

Mas ain, Solosky y colaboradores (92) han demostrado
que esta homologia se extiende a nivel estructural
primario. Estos autores determinaron homologia, a
nivel de péptidos tripticos, entre un antigeno Qa
(Qa-2) y antigenos K y D. Esto indica posiblemente
un ancestro genético comin. Por 1o tanto, los ele-
mentos genéticos que controlan las moléculas H-2K,
H-2D, H-2L, Qa y posiblemente, Tla forman una familia
multigénica. La funcién de las moléculas Qa y Tla es

desconocida. La genética de estos loci esta en pleno
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desarrollo y hasta el momento se han caracterizado
por To menos cinco loci Qa (Qa-1 - Qa-5) y un locus
Tla. En cada uno de estos loci se describe constan-
temente nuevos alelos cuyos productos se expresan en
diversas subpoblaciones de linfocitos. La genética
de Qa y Tla ha sido revisada recientemente (29).
Todos estos loci han sido ubicados a la derecha de
la region D, siendo el locus Tla el mis distante (1.5
centimorgans de D). En el intervalo D-Tla se ubican
Tos Toci Qa. No se conoce las relaciones funcionales
entre las moléculas Qa y Tla, ni tampoco las rela-
ciones funcionales entre estas moléculas y los pro-

ductos de las regiones K, I, S y D.

2.3.2.5 Loci estructurales o reguladores, ligados a H-2, de

localizacion incierta o definitivamente fuera del

complejo.

E1 locus para el tercer componente del comple-
mento esta teloméricamente a 11 centimorgans de H-2
(93-95), por 10 cual, su inclusién como parte de H-2
es discutible.

En 1975, en nuestro laboratorio, se describio

por primera vez la existencia de un gen ligado a H-2




que regula, temprano en la ontogenia, variaciones
significativas en los niveles séricos de C3 (97-98).
No fué posible establecer en esa época si se trataba
de un gen estructural o regulador, pero si se con-
sideran los resultados citados anteriormente (93-95),
esta pregunta esta contestada: el gen estructural
para- C3 esta a la derecha de H-2; el elemento
descrito dentro de H-2 (97-98) corresponde segura-
mente a un gen regulador.

Por 1o menos dos componentes del complemento
(C3 y C4) se unen, al ser activados, a receptores
especificos presentes en 1as membranas de algunas
subpoblaciones celulares. Al respecto, en 1974,
Gelfand y colaboradores (99-100) describieron un
ligamiento entre genes que controlan 1la expresion
ontogénica de los receptores para C3 y el complejo
H-2. Estos hallazgos estdn relacionados con los de
otro grupo (101) que realizé investigaciones simi-
Tares en humanos. Estos autores decribieron una aso-
ciacion eatre dos especificidades determinadas por
el complejo HLA, 4a y 4b, y los receptores para C3 en
lTas membranas de los leucocitos. En 1976 demostramos
(102-103) que 1los modelos experimentales usados por

estos dos grupos (99-101) no prueban el ligamiento en
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el raton ni la asociacidn propuesta en humanos.

Fuera de H-2, pero ligados al complejo existen
una serie de loci que controlan variaciones electro-
foréticas de diversas enzimas (isoenzimas). Su loca-
1izacion en el mismo cromosoma que H-2 puede tener o
no tener significado funcional, ya que los loci es-
tructurales para diversas isoenzimas estan distribuf-
das con relativa homogeneidad en los 20 pares de cro-
mosomas murinos. Los loci estructurales de isoenzi-
mas localizadas en el cromosoma 17 son por 1o menos
5.

Glo-1 controla el polimorfismo electroforético
de la S-lactoil-glutation metilglioxal liasa o
glioxalasa, ubicado a 1.7 centimorgans centromérica
con respecto a K (95-104). Se han descrito dos ale-
los en este locus, presentes en la mayoria de 1las

cepas endogamicas y silvestres (Glo-12) Y, en una

cepa 1lamada MA, (Glo-1B). La glioxalasa convierte
dialdehidos a hidroxiacidos.

Pgk-2  controla variaciones electroforéticas
en la 3-fosfo-D-glicerato l-fosfotransferasa o fos-
foglicerato kinasa o PGK. Esta es una enzima gl1i-
colitica que cataliza 1a conversion de
1,3-difosfoglicerato y ADP a 3-fosfoglicerato y ATP,
En el raton se han descrito dos loci que codifican

esta enzima. Uno de ellos, Pgk-1, esta ligado al




cromosoma X y Pgk-2 ligado a H-2 (105-107). Pgk-2

esta ubicado cerca de Tla. Se expresa solo en esper-
mios de testes y epididimo y tiene tres alelos
electroforéticos.

Ce-2, controla wuna substancia adn no iden-
tificada en el rifodn. Esta substancia se une a 1la
catalasa o de alguna manera altera postsintéticamente
su carga eléctrica (108). La catalasa es una enzima
que degrada el perdxido de hidrégeno (Hp05) a oxigeno
y agua. Este mecanismo supuestamente protege a las
células renales contra la oxidacion exagerada. Este
lTocus tiene dos alelos y estd localizado teleméri-
camente a la regidn D.

Apl, es un locus que controla la sialidacién
de la fosfatasa acida del higado. Esta enzima hidro-
liza, a pH bajo, a monoésteres fosfdricos y se
encuentra en la fraccion lisosdomica de un lisado
hepatico (109). E1 locus Apl estd teloméricamente a
7 centimorgans de H-2 (110).

Map-2. Este locus controla el grado de siali-
dacion de una enzima hepatica 1lamada -manosidasa
que se detecta en dos formas electroforéticas
(111-112). Este locus y el locus Apl no han sido
separados por recombinacion, su funcidn es muy pare-

cida y en realidad, pueden ser idénticos.

43




44

Estos cinco loci que controlan variaciones
isoenzimaticas no parecen tener una relacidn obvia
con los loci de clase I-IV. Su presencia en el cro-
mosoma niumero 17 puede ser simple producto del azar.

Por dltimo, centroméricamente a la region K se
encuentra ubicado un complejo genético que controla
una serie de factores dominantes (I) y una de recesi-
vVOS LE). tEstos factores se expresan pleiotropica-
mente en forma de una variedad de sindromes que van
des de alteraciones de la cola a letalidad
intrauterina. Estos efectos se deben a la accién
conjunta de varios loci, cuyos productos no han sido
caracterizados bioquimicamente. La genetica de estos
factores es considerablemente extensa Yy compleja y ha
sido revisada en varias oportunidades (20, 113-118).
La presencia de estos loci en el cromosoma 17 parece
tener wun efecto muy interesante relacionado con 1la
supresion o disminucién de los sucesos recom-
binatorios en este cromosoma (119-120). Este
fendmeno se discutird mas adelante.

En 1o transcurrido de esta introduccidn se ha
presentado una visién somera de la organizacidn gené-
tica del complejo H-2 y de los loci de sus vecinda-

des telomérica y centromérica. Cuando ha sido




posible, se han presentado algunos conceptos sobre 1la
funcion y estructura de los productos de estos loci.
Esto se ha hecho con el objeto de definir al ambiente
genético en que se encuentran los genes que controlan
a Ss y Slp que son las dos proteinas relacionadas con
el complemento y que constituyen el interés central
de esta tésis. En otras palabras, se han presentado
lTos elementos imprescindibles que permitiran discutir
lTos productos génicos Ss y S1p en el contexto de H-2.

En los parrafos siguientes se revisaran algu-
nos conceptos relevantes generales sobre el sistenma
del complemento. Se enfatizard la iniciacidn de 1la
activacion del sistema, considerando que todos 1los
componentes cuyos genes estructurales se encuentran
ligados a los CPH participan precisamente en esta

etapa.

E1l sistema del complemento.

E1 sistema del complemento tiene un rol
bioldgico fundamental como efector de 1a respuesta
inmune contra numerosos organismos patogenos. Esto
puede lograrse mediante diversos mecanismos que van
desde la alteracion profunda de la funcidén y estruc-

tura de Tas membranas bioldgicas a actuar en forma si

nérgica con las moléculas de anticuerpo para determinar
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la ingestion y destruccion .de microorganismos por
células fagociticas.

La naturaleza fisico-quimica de l1a sefial que
inicia la activacion del complemento puede ser muy
variada y las primeras etapas implican la activacion
secuencial de zimdégenos a proteasas.

Se han descrito dos rutas de activacign del
complemento 1lamadas ruta clasica y ruta alterna. La
fig.2 es wun diagrama de Ta activacion de ambas
rutas, en que el suceso central es la activacion del

tercer componente.

Ruta clasica. La ruta clasica es iniciada prin-

cipalmente por complejos antigenos-anticuerpo. Esta

activacion puede ocurrir in vivo o in vitro (121) y

en ella se generan tres proteasas complejas:
a. La C1 esterasa (C1), formada por tres
tipos de subunidades, Clq, Cir y Cis. CTr y CTs
son serino-proteasas cuyos zimdégenos son Clr y Cls.
(La 1inea sobre el componente indica que éste se
encuentra activado).
b. La C3 convertasa o C4bC2a es una proteasa

cuyo substrato es C3. Esta formada por cantidades
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Figura 2: Simplificacion esquematica de Ta activacidn del
complemento. Este esquema se centra en la formacion de las
convertasas de C3 y C5 a través de las dos rutas de activa-

cion, con formacion de un complejo 1itico final comin.




equimoleculares de Céb Y CEE, generadas después de
la activacion de C4 y C2 por Cis.

c. La C5 convertasa, formada por C4b y C2a mis
C3b que es el producto de la activacion de C3 por 1la
C3 convertasa.

La activacion de C5 es el (ltimo suceso pro-
teolitico después del cual se produce la asociacion
estequiométrica, no proteolitica, sobre membranas
bioldgicas de los componentes C6 a C9, con profunda

alteracion de la estructura y fisiologia de éstas.

Esta (Gl1tima etapa se manifiesta dramaticamente in

vitro cuando se wusan globulos rojos sensibilizados
con anticuerpos como sistema indicador. La libera-
cion de hemoglobina de los gldbulos rojos implica que
hubo dafio irreversible de sus membranas.

Las proteasas del sistema del complemento son
muy complejas pues, con la dnica excepcidn del inac-
tivador de las anafilotoxinas, requieren para su acti-
vidad de 1la asociacion de dos o mas proteinas.

Un aspecto interesante desde el punto de
vista bioldogico, es que en el sistema del complemento
se encuentran por 1o menos tres proteinas con estruc-

turas excepcionales, no descritas hasta el momento en
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otros sistemas. Se trata de Clqg, C2 y el factor B.
Clg tiene unayéstructura en parte fibrilar, similar
al coldgeno y en parte globular. C2 y el factor B

. "- son dos serino-proteasas muy similares con un péptido

) catalitico caracteristico de 1as serinoproteasas

- - pero, con 300 _residuos aminoacidicos adicionales

- hacia el lado aminoterminal. E1 C3b inactivador es

- T 7 otra proteasa con aspectos estructurales especiales.

T ‘:Es%as estructuras excepcionales de algunos componen-

_. tes del comp]émeﬁto sugieren que la historia evolu-

tiva del sistema también es especial. Estos y otros

aspectos de Tas proteasas del sistema del comolemento

han sido revisados en detalle recientemente
(122-124).

A continuacién se revisard en forma muy
general 1la estructura de 1os primeros componentes.
Mayor detalle al respecto ha sido publicado
recientemente (121-128).

E1 subcomponente Clq puede ser aislado gracias
a su afinidad por 1la inmunoglobulina & yYa sea
acoplada a soportes inerteso en complejos 1inmunes
(125). Su peso mo]écu]ar es de 400.000 y estda for-
mado por un total de 18 cadenas de 3 tipos, 6A, 6B y

6C de tamafio y estructura similar. En el extremo

amino terminal cada cadena tiene aproximadamente 80




residuos aminoacidicos con una secuencia similar a
1a del colageno. Los residuos carboxiterminales, no
tienen aspectos estructurales especiales, su secuen-
cia es muy similar en Tas cadenas A, B Yy C y adoptan
una estructura globular. Esta estructura, sugerida
originalmente por Porter y Reid (123), concuerda muy
bien con el tamafio y forma de la molécula visualizada
al microscopio electronico.

Los _subcomponentes Cir y Cis pueden aislarse
de la fraccidon euglobulinica del suero por croma-
tografia de intercambio idnico (126-127). Ambas
moléculas estan formadas por una sola cadena
polipeptidica de peso 85.000. Al ser activadas su
conformacion cambia a dos cadenas de pesos 27.000 y
56.000 unidas por puente disulfuro. En ambos casos,
el sitio enzimdtico activo estd . ubicado en 1a cadena
b que es 1a mas pequefia.

A pesar de la gran homologia existente entre
las cadenas b de Clr y Cls, 1la especificidad de estas
proteasas es muy diferente. Clr actiia solo sobre Cls
y éste, en cambio, hidroliza enlaces peptidicos en
C4, C2 y otros substratos sensibles a 1la tripsina
(121).

El segundo componente del complemento (C2) es

especialmente dificil de purificar debido a su baja
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concentracidon sérica (15 mg por litro de suero) y a
su extrema vulnerabilidad a 1a degradacidn pro-
teolitica (128). Estad formado por una sola cadena
glicoproteica de peso aproximado 100.000 (129).
Cuando es activado por CTs origina dos cadenas de
peso 70.000 (C2a) y 30.000 (C2b).

E1 cuarto componente (C4), tiene un peso
aproximado de 200.000 y esta compuesto por tres cade-
nas unidas por puentes disulfuro. Las cadenas han
sido designadas o , B y 6 con pesos 93.000, 78.000 y
30.000 respectivamente (130). la molécula ha sido
aislada en estado puro y 1las cadenas pueden
separarse, después de reducir la molécula, mediante
diversos métodos cromatogrdficos y electroforéticos
(131). La secuencia aminoacidica del extremo amino-
terminal de las cadenas o comparte cierta homologfa
con Tlas secuencias aminoterminales de las cadenas
de €3 y C5, 1o cual puede deberse a un orfigen
genético comin (121). Las cadenas B y ® muestran
cierto grado de heterogeneidad que puede estar rela-
cionada con las variantes de C4 encontradas con téc-
nicas electroforéticas (132).

C4 es sintetizado como una sola cadena poli-

peptidica que debe ser hidrolizada en puntos




especificos para originar la estructura funcional
de tres cadenas (133). E1 precursor se encuentra en
el plasma en una proporcidon del 1 a 3% de la forma de
tres cadenas (133-136). No se sabe donde se realiza
lTa conversion de precursor a producto. En el precur-
sor el orden de las cadenas es g s o s ¥ (137-138),
de acuerdo con la secuencia aminoacidica aminoter-
minal de pro-C4, de la cadena B de C4 y del producto
de la digestion de pro-C4 con Cls.

Para pasar a formar parte de la C3 convertasa
de la ruta clasica, C4 debe ser activado por (Ts,
presente en el complejo Cl. Esta activacidon se
realiza por digestion de un solo enlace peptidico en
1& cadena @ de C4 con 1liberacidén de un pequefio
frdgmento 11amado Cd4a y constituido por 66 residuos
aminocidicos del extremo aminoterminal (139). El
fragmento mayor, 1lamado C4b, puede unirse fuer-
temente a través del resto de la cadena « (a'), pro-
bablemente en forma covalente, a las superficies
celulares o a la inmunoglobulina G agregada. Los
puntos de wunidon a las superficies celulares no han
sido caracterizados. La unidén a la molécula de IgG
ocurre en el fragmento Fc¢ que corresponde a la mitad

aminoterminal de 1las cadenas pesadas de 1a inmunoglubu-

Tina (140).
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Los componentes C3 y C5 tienen una estructura
general muy similar, con un peso molecular de 185.000
y estan formados por dos cadenas unidas por puentes
disul furos, 1lamadas @ y (>, con pesos de 115.000 y
70.000 respectivamente. Estas propiedades similares
permiten la separacion conjunta de estos dos com-
ponentes hasta etapas finales de 1la purificacion
(141). Cuando C3 y C5° son activados por 1las
correspondientes convertasas cada uno pierde un pép-
tido del extremo aminoterminal de la cadena .
Estos péptidos se 1laman C3a y C5a, tienen aproxima-
damente 70 residuos aminodcidicos de longitud y una
importante homologia en sus secuencias (142). C3, al
igual que C4 es sintetizado como un precursor de una
sola cadena (143). ]

Cuando 1a C3 convertasa se une a una o mas

moléculas de C3 activado (533), forma el complejo

C4b, 2a, 3b y cambia su especificidad a C5 conver-
tasa (143). E1 cambio en especificidad no requiere
necesarimente de un cambio estructural muy grande en
CZa (que contiene el sitio activo) ya que C3 y C5 son
muy parecidos. En ambos casos se libera un peptido
anafilotoxico (C3a y C5a) del extremo amino terminal

de la cadena.
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Uno dé los hallazgos recientes mds interesan-
tes en Ta activacion del complemento es el hecho de
que C4 y C3, al ser activados, forman enlaces cova-
lentes con proteinas o polisacaridos que se encuen-
tran proximos al sitio de activacidon. Este mecanismo
fue descrito por Law y Levine en 1977 (144). Estos
autores demostraron que C3 al ser activado por
EACT4b2a (eritrocitos sensibilizados por anticuerpos
que han incorporado 1la C3'convertasa) forma un enlace
estable, probablemente de naturaleza covalente, con
componentes de la superficie celular. Este enlace,
de tipo éster, es sensible a la accion de la hidroxi-
Tamina. Una situacidn similar puede ocurrir con C4,

después de su activacidn por Ci (145).

i
\

Ruta alterna. Debido a que esta ruta no tiene espe-

cial relevancia en el tema.central de esta tésis,
solo se mencionérén brevemente algunas generalidades.
La biologia molecular y 1a quimica de esta ruta ha
sido revisada en detalle recientemente (146).

En la ruta alterna la activacidn también puede
ser iniciada por anticuerpos agregados. Esto ha sido
demostrado con coﬁp1ejos entre antigenos y moléculas
de anticuerpos a los cuales se le ha removido el
fragmento Fc (porcidn de las cadenas pesadas distales

a los sitios de combinacién de 1a molécula de




anticuerpo) (F(ab')p-Ag). Estos complejos no activan
la ruta clasica (146-147).

La funcion bioldgica principal de la ruta
alterna parece basarse en su capacidad de activacion
in vivo por polisacaridos presentes en las paredes
bacterianas y de los hongos a 1los cuales causa
destruccion mediante la fagocitosis de éstos o por
el ataque 17itico sobre sus membranas. La ruta
alterna formaria asi la primera linea de defensa
contra las infecciones, antes que ocurra una
respuesta inmune (produccion de anticuerpos) y, por
ende, antes de que se active la ruta clasica. El
suceso central en esta ruta, al igual que en 1la
clasica, es la activacion del tercer componente
(fig.2). La C3 convertasa (C3bBb) en esta caso, esta
formada por C3b y factor B activado (Bb) que contiene
el sitio enzimatico activo. La C5 convertasa
((C3b)nBb) se origina por incorporacion de moléculas
de C3b adicionales a la C3 convertasa (146).

Los sucesos iniciales de la activacion de esta
ruta estan menos caracterizados que los de la clasica
Se acepta que esta iniciacion implica la asociacidn
de pequefias cantidades del factor B y C3b en un com-

complejo bimolecular (C3bB) en el cual el factor B
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es sensible a Ta accion de una enzima, presente en

forma activa en el plasma, 1lamada factor D (146).
Los componentes terminales (C6-C9) participan

de igual manera en ambas rutas.

Proteinas reguladoras de 1a actividad del

complemento.

La actividad del sistema del complemento como
mecanismo central defensivo se realiza generando
gran cantidad de productos activados que no solo
estan capacitados para atacar al organismo invasor
sino también a tejidos del huésped. Este dafio poten-
cial al huésped puede realizarse a través de diversos
mecanismos, tales como opsonizacion, alteracidn de
membranas celulares, 1liberacion de anafilotoxinas,
etc. 1o cual puede originar o contribuir a una reac-
cion inflamatoria local o sistémica. Es esencial,
por 1o tanto, la existencia de mecanismos regula-
torios altamente eficientes, cuyo objetivo principal
se cumple mediante la inactivacion de componentes del
complemento. Esta inactivacion se logra de diversas
manera. Asi, algunos componentes, indispensables en
la iniciacion de la cascada, tienen una vida media
muy corta durante la cual pueden unirse a membranas
biologicas. Por otra parte, las tres enzimas comple-

jas centrales del sistema estan restringidas en su
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actividad por una tendencia intrinseca a la inac-
tivacion debida a la pérdida espontanea del com-
ponente que tiene el sitio enzimdtico activo (C2a)

tanto por parte de la C3 convertasa como de 1a C5

convertasa de la ruta clasica (C4b,2a y C4b2a3b
respectivamente). Un fendmeno similar ocurre por
disociacion del fragmento activo del factor B (Bb) de
1a C3 y C5 convertasas de la ruta alterna (C3bBb y
C3b(Bb)n respectivamente).

Un tercer tipo de control esta representado
por inhibidores naturales de proteasas, como el inhi-
bidor de Ci y los inactivadores, como el C3b inac-
tivador (C3b-INA), cuya especificidad sobve C3b y Cé4b
requiere de 1los cofactores By H y C4-bp respec-
tivamente. La biologia molecular y funcion de estas
4 moléculas reguladoras ha sido revisada en detalle
recientemente (121-146). Una de estas protefnas
(C4-bp) tiene especial relevancia en esta diser-
tacion y, en este contexto. sera discutida mas

adelante.

Recapitulacion de objetivos especificos.

E1 objetivo central del trabajo descrito aquf,
es el de contribuir a l1a comprension de Ta naturaleza
de Tas relaciones existentes entre el complejo prin-

cipal de histqcompatibi]idad de las especies y el
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sistema del complemento. E1 hallazgo de 1la par-
ticipacion de estos complejos genéticos en la regula-
cion y la sintesis de algunos componentes claves del
sistema del complemento aparece como algo inesperado,
debido principalmente a que los productos genéticos
cldsicos de los CPH (Clase I y II) se expresan prin-
cipalmente como constituyentes estructurales en 1las
membranas—aé diferentes poblaciones celulares y solo
secundariamente en el suero,en contraste con los pro-
ductos de clase III.
E1 modelo genético escogido ha sido el
complejo H-2 del ratén. Este sistema controla exten-
sas variaciones cuantitativas de dos proteinas del
suero, la substancia sérica (Ss), implicada por
diversos laboratorios en el sistema del complemento,
y 1a proteina sexo-limitada (S1p), de funcion
desconocida.
Los objetivos de los experimentos presentados
aqui pueden clasificarse en dos grupos:
a. Determinar la estructura y funcion de Ss y
Sip.

b. Buscar variaciones estructurales de estas
protefnas y usar estas variaciones como
marcadores para identificar y localizar Tlos

genes que las codifican.




Uno de los objetivos especificos de algunos de
los experimentos descritos aqui se cunplid al
demostrar que Ss es estructural y funcionalmente el
cuarto componente del complemento del ratodn. Esta
demostracion ha sido publicada (150). Por 1lo tanto,
el uso del término "substancia sérica (Ss)" es
actualmente obsoleto. Sin embargo, respetando 1la
secuencia histdrica, en los siguientes capitulos este
término y el de "cuarto componente del compleamento

(C4)y’ seran usados como equivalentes.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos: En esta seccion se identificara primero a
las companias o laboratorios seguido de los reactivos
que alli se obtuvieron.

American Hoechst Corporation, Sommerville, Nueva Jer-
sey, U.S.A.: Agarosa.

Bio-Rad Laboratories, Richmond, California:
N,N'-metilen-bis-acrilamida; N,N,N',N'-tetrametil-
etilendiamina (TEMED); persulfato de amonio y dodecil

sulfato sodico (SDS).

Cal-Biochem, San Diego California, U.S.A.: diisopro-
pilflurofosfato (DFP).

Miles Laboratories, Inc., Miles Research Products,
Elkhart, Indiana, U.S.A.: alblmina sérica bovina
(BSA).

New England Enzyme Center, Boston, Massachusetts,

U.S.A.: Staphylococcus aureus de la cepa Cowan I (S.

aureus).
Shell Chemicals Corp., Londres, Inglaterra: Nonidet

P-40.
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Sigma, Chemical Corp., Saint Louis, Montana, U.S.A.

:ovoalbdmina; B -galactosidasa (de Escherichia coli);

catalasa (de higado bovino); mioglobina (de higado
equino); dehidrogenasa alcohélica (de 1levadura) Yy
fosforilasa A (de misculo de conejo).
Pharmacia Fine Chemicals, Div. of Pharmacia, Inc.,
Piscataway, Nueva Jersey, U.S.A.: DEAE-Sephacel,
Sephadex G-200.

Whatman Chemicals Div. W. and R. Balston, Maidstone,
Kent, Inglaterra: DEAE-celulosa (DE-52).

Stockholm Superfosfat Fabriks A.B. Stockholm, Suecia:
Pevikon G-870.

Shwarz/Mann Div., Becton Dickinson and Co. Orange-
burg, Nueva York, U.S.A.: sul fato de amonio y urea
ultrapura.

LKB Instruments, Inc., Rockville, Mariland, U.S.A.:
Anfolitos, pH 3.5 a 10y 5 a 7.

Soluciones tampones: Salino tamponado con fosfato

(Dulbecco's PBS) fué obtenido de Grand Island Biolo-
gical Co., Grand Island, Nueva York.

PBS-EDTA: PBS con 0.002M de etilendiaminotetracetato
sodico (NazHEDTA), pH 7.55.

PBS-EDTA-EACA: PBS-EDTA con 0.005M de acido

e-aminocaproico (EACA).
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Tampon barbital, pH 8.6: 0.023M barbital sodico,
0.037M 3cido barbitdrico y 0.002M Na3HEDTA.

Salino isotdnico tamponado con veronal (VvBST), pH
7.4: 0.0025M barbital, NaCl cantidad suficiente para
lograr una conductividad de 7.4 mS a 0°0c, y 0.002M
NazHEDTA (VBS-EDTA).

GVB**: VBS con 0.1% de gelatina, 0.005M de CaCla, vy
0.00015M MgClo.

DGVB**: GVB** vol/vol con dextrosa al 5% en agua con
0.001M MgClp.

Tampon cloruro de sodio-EDTA-Tris (NET), pH 8.6:
0.15M NaCl, 0.005M Tris, 0.002M Na3zHEDTA y 0.02%
peso/volimen de azida de sodio (NaN3).

NET-0.5% NP-40: NET con 0.5% voldmen/volimen de
NP-40.

NET-0.05% NP-40: NET con 0.05% volimen/voldmen de
NP-40.

Tampon deoxicolato (DOC), pH 8.6: 0.02M Tris-HCI1,
0.05M NaCl, y 0.05% peso/volumen de deoxicolato.
Tampon barbital-lactato de calcio, pH 8.6: 0.023M
barbital sédico, 0.037M acido barbitirico y 0.0009M
lactato de calcio.

Tampon cloruro de sodio-fosfato, pH 6.7: 0,05M fos-
fato y 1M cloruro de sodio.

Tampdn acetato, pH 5: 0.1M dcido acético.
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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 vario entre 4 y 8 meses, con una
media de 6 meses. En esta seccion se identificara la
fuente que proporciond los animales y luego a las
cepas correspondientes.

Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, U.S.A.:
DBA/2J, DBA/1J, C57B1/10, AKR/J, B10.D2, Balb/c,
A.Sw, C3H, B10.Br, A.By, B10.M.

Dr. D.C. Shreffler, Washington University, Saint
Louis, Montana, U.S.A.: C3H.0OH, C3H.O0L, C3H.B10O,
C3H.W7. Estos animales fueron reproducidos
posteriormente en nuestro vivero.

Dr. G. Biozzi, Fondation Curie, Paris, Francia,:
machos MP.

Dr. J. Stimpfling, Mc Laughlin Research Institute,
Great Falls, Montana, U.S.A.: B10.RIII, B1O.RIII(20R)
y B10.BSVS.

Dr. M. Dorf, Harvard University Medical School,
Boston Massachusetts, U.S.A.: A.TFR4 y B10.TFR5.

Dr. H. Passmore, Rutgers University, New Brunswick,
Nueva Jersey, U.S.A.: A.BY, B10.LIB55, B10.STA1l2,
B10,CAS2 y B10.KPB128.

Dr. R. Bash, New York University School of Medicine,

Nueva York, U.S.A.: A.TL y A.TH.
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Dr. C. David, Mayo Medical School, Rochester, Min-
nessota, U.S.A.: B10.WB, (B10.F(13R)xA/J)F1l, B10.P,
B10.BDR-2, B10.HTG, B10.S(7R), B10.F(14R).
Dr. F. Figueroa, Universidad de Chile, Facultad de
Medicina, Santiago, Chile: Primera generacion entre
ratones silvestres, capturados en la vecindad de San-
tiago, constitutivos para la expresion de la proteina
S1p y ratones C3H. Estos animales estan actualmente
en la sexta generacidn de retrocruza contra C3H para
preparar una cepa congénica para la expresidn cons-
titutiva de Sl1p.

Todos estos animales fueron usados para
obtener suero, plasma y globulos rojos o para produ-

cir aloantisueros.

\
\

Para 1a obtencion de plasma ‘Tos animales
fueron sangrados por 1la vena y arteria axilar en
tubos de vidrio a los cuales se agregd previamante
NagHEDTA y EACA para obtener concentraciones finales
de 0.002 y 0.005M respeétivamente. Los tubos se
centrifugaron para separar el plasma al cual se
agregd DFP para obtener una concentracion de 0.004M.
Este plasma fue usado inmediatamente o congelado a
-700C por periodos no superiores a un mes.

Para la obtencidn de suero, los animales se

sangraron de igual manera, la sangre se dejo coagular




4.1

66

durante 10 minutos a temperatura ambiente y una hora
a 00C. Después de separar el coagulo por centrifuga-
cion se agregd EDTA, EACA, y DFP al suero en con-
centraciones iguales a las usadas para el plasma.
Para la obtencion de gldbulos rojos los anima-
les fueron sangrados por la arteria y vena central de
la cola, en una solucidn anticoagulante isotomica de
citrato de sodio, pH 7.4, a 4°C. Los gldbulos rojos,
separados por centrifugacion, fueron Tlavados dos
veces con PBS y una vez con 0.85% peso/voldmen de

NaC1l.

Antisueros:

Anti_ Ss. De gran importancia en los estudios

descritos aqui es 1la disponibilidad de wun suero
anti-C4 de raton 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 Brunswick, Nueva Jersey,
(148). Este heteroantisuero fue producido inoculando
en conejos fracciones parcialmente purificadas de C4.
El antisuero producido en estos casos es
po1iéspecffico, 1o que hace necesaria su absorcion
con el suero de ratdn con bajos niveles de C4 (H-2K).

E1 producto obtenido asi, puede ser operacionalmente
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monoespecifico, si se prueba con técnicas de sen-
sibilidad moderada, tales como inmunodifusion doble
en agar, 1inmunoelectroforésis en cohete ("rocket
immunoelectrophoresis":RIE) o inmunoelectroforésis
cruzada (CIE). Sin embargo en ensayos mas sensibles
(radioinmunoensayo o simple inmunoprecipitacion de C4
a partir de fracciones de suero radiomarcadas) este
heteroantisuero puede .bresentar problemas debido
fundamentalmente a la imposibilidad de absorter
completamente 1os anticuerpos contaminantes, a 1la
presencia de componentes séricos de la cepa usada
para absorber y a la presencia de complejos inmunes
solubles. Todos estos problemas se resolvieron con
el desarrollo en nuestro laboratorio de un método
para purificar en tres pasos, un fragmento de Ss
(identificado como C4c que es un fragmento del cuarto
componente del complemento), y la inoculacion de este
producto en conejos que produjefon un antisuero
monoespecifico anti Ss (149). El1 aislamiento de C4
se baso en la observacion realizada previamente en
nuestro laboratorio de que, al menos que se tomen
precauciones especiales, el C4 de raton es facilmente
activado por Cis, con produccidon de un fragmento me-

nor 1lamado C4a y un fragmento mayor 1lamado C4b.Este
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fragmento se une a una nueva proteina reguladora del
complemento, descrita en nuestro laboratorio 1lamada
"C4-binding protein" o C4-bp (151), formando un
complejo macromolecular. C4b en este complejo es
sensible al ataque enzimatico del C3b inactivador que
digiere a C4b en dos fragmentos, uno menor
11amado C4d ({(45.000 daltons) y uno mayor (150.000
daltons) 1lamado C4c (Figura 3). Este fragmento per-
manece unido no covalentemente a Cé4-bp.

Los complejos Cé4b/Cé4-bp o Cd4c/C4-bp pueden
separarse de otros componentes séricos mds pequefios
mediante precipitacion con tampon acetato, pH 5.0,
resolubilizacion en PBS-EDTA seguida de un simple
pasaje a través de una columna de Sephadex G-200. EI
volidmen excluido de esta columna es concentrado Yy
dializado contra cloruro de sodio 1M, a pH6. Esta
concentracion salina disocia los complejos entre Céc
o C4b y Cé4-bp. Si este material se pasa por una
segunda columna de Sephadex G-200, equilibrada con
NaCl1 1M, pH 6, se puede separar eficientemente C4-bp
de C4b yu Cdc. Este {l1timo fragmento se obtiene con
un grado de pureza tal que al ser inoculado en cone-
jos produce un antisuero monoespecifico contra Ss Yy

con reactividad cruzada contra Slp.
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Figura 3: Representacion esquematica del cuarto componente
del complemento humano (C4) y de los fragmentos generados
por la accion de Cls, C3bINA y C4-bp. C4 es una beta globu-
1ina formada por tres cadenas polipeptidicas, o , R y.Y de
pesos 90, 75 y 31 kilodaltons respectivamente, unidas cova-
lentemente por puentes disulfuro. Cls es wuna esterasa,
activable por complejos inmunes, que puede hidrolizar un
enlace peptidico en 1la cadena o de C4, generando wun
fragmento pequefo, de peso 4.000, 1lamado C4a o , 1, y un
fragmento mayor, C4b, de peso 195.000, formado por las cade-
nas ', g Y y - E1 catabolismo de C4b incluye la accion de
una enzima, C3bINA, y de un cofactor, C4-bp, esencial para
la accidon de la enzima. Esta accidn resulta en la digestidn
de C4b en dos fragméntog de C4d o o2 y uno mayor, de peso
150.000, 1lamado C4c. Este UGltimo tiene 2 fragmentos de
cadena a (a3 Yy a 4 de pesos 25.000 y 17.000
respectivamente) unidos <covalentemente al resto de 1la
molécula formada por la cadena R y la y , ambas intactas.
De todos éstos fragmentos solo se conoce la funcidon de Cé4b

que es la de formar parte de la C3 convertasa de la ruta

clasica (Cé4b2a).
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Dada 1a importancia de este antisuero en este
trabajo, en los parrafos siguientes se describe un
protocolo tipo para producirlo. Todo el proceso de
purificacion se hizo a 40C. 20m1 de suero de wuna
cepa de raton con altos niveles de Ss fueron dializa-
dos durante 12 horas contra dos litros de tampdon ace-
tato, pH 5.0. E1l precipitado obtenido fue solubili-
zado en PBS-EDTA y analizado mediante RIE, deter-
minandose que contenia mas del 90% del C4 presente en
el suero original. Este material fue pasado por una
columna de Sepnradex G-200 (100 x 2.5 cm) equilibrada
con PBS-EDTA. Se recolectaron fracciones de 3.7 ml.
Como se observa en 1a Figura 4A, se obtuvo un pico
proteico excluido agudo, seguido de wuna <cola de
material de peso molecular menor. El} antigeno C4 se
encontrd en el primer pico, formando un complejo con
C4-np (151). Para disociar estos complejos, se pro-
cedido a juntar las fracciones 44-50 y a concentrarlas
mediante dialisis a presion contra tampdn fosfato,
con cloruro de sodio 1M. La separacion de 1los

antigenos C4 y C4-bp se logré mediante un segundo
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Figura 4: (A), 20 ml de suero de machos MP (C4-al'to, S1pd)
fueron dialisados contra buffer acetato 0.1 M, pH 5.0. EIl
precipitado obtenido fue disuelto en 5 ml de PBS y filtrado
en una columna de Sephadex G-200. La concentracion relativa
de Ss (circulos) y C4-bp (1inea segmentada) fue determinada
en las fracciones mediante RIE contra antisueros
monoespecificos. Ss y C4-bp fueron detectados solo en el
primer pico de densidad optica. E1 tampdn de elucidn usado
fue PBS-EDTA, pH 7.55. La columna fue calibrada pre-
viamente con suero completo de ratén y el perfil de densidad
dptica estd representado por la linea punteada (el pico de
la albiimina se representa solo parcialmente). Los tridngu -
los representan la densidad 6ptica obtenida con el precipi-
tado redisuelto. Las fracciones 44 a 50 (entre flechas)
fueron combinadas, concentradas mediante dialisis a presion
contra tampdn fosfato; 0.1M, pH 6.7, conteniendo NaCl 1M, y
filtradas a través de una segunda columna de Sephadex G-200

equilibrada con el mismo tampdn. Los resultados de este

pasaje se muestran en (B). E1 antigeno C4 (circulos)
aparece ahora en dos areas separadas. Los triangulos
representan el perfil de densidad Optica obtenido. Las

fracciones conteniendo C4c puro (identificados en SDS-PAGE),
ubicados entre las flechas, fueron combinadas, concentradas

mediante didlisis a presion contra PBS, pH 7.3 y usadas para
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Figura 4 (continuacidn)

inmunizar conejos. E1l pico contenido entre las fracciones
47 a 55 corresponde a C4b (identificado en SDS-PAGE). Este
material no se usO para inmunizar por estar contaminado con

Cd4-bp. No se detectd actividad hemolitica de C4 en ambos

picos (C4b y Cdc).




pasaje por Sephadex G-200, equilibrado con el mismo
tampon. En estas condiciones, la actividad
antigénica de C4 eluydo en dos picos: el primero
correspondiente a C4b y el segundo a Cd4c (Figura 4b).
Este segundo pico fue concentrado a 7 ml por dialisis
a presion contra PBS-EDTA. Lectura a 280 nm
(A2gonm) fue de 0,2. Este material fue analizado
en electroforesis en gel de acrilamida en la presen-
cia de dodecil sulfato sodico (SDS-PAGE), en con-
diciones no reductoras, obteniéndose una sola banda
de peso molecular 140.000 (Cé4c).

La preparacion de C4c fue inoculada en conejos
hembras New Zealand/White de 6 meses de edad. En
cada conejo se inoculd un total de 3 ml consistentes
de volimenes iguales de adyuvante de Freund completo
(CFA) y antigeno. E1 dia 0 la mitad de esta prepara-
cion se inoculd subcutaneamente en el cojinete plan-
tar izquierdo Yy lTa otra mitad intramuscularmente en
el muslo derecho. Los animales fueron reinoculados
el dia 14 con 200 ug de C4c en CFA, distribufdos en
partes iguales en el cojinete plantar derecho y el
muslo izquierdo. Una tercera inoculacion de 100 ul
de C4c por conejo fue hecha en dia 25 inoculando

antigeno intraperitonealmente, sin CFA. A partir del

75
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dia 32, los animales fueron sangrados semanalmente,
por 1o menos durante 1 mes.

Los antisueros fueron probados en CIE y RIE
contra sueros de ratones de diversas cepas. Cuando

se usd suero de ratones C4-alto, S1p0, se observo un

solo pico en CIE (Figura 5A y 5B, macho C3H.B1lO y
hembra C3H.OH respectivamente). Cuando se probaron
ratones C4-bajo (Figura 5C, C3H.OL) en CIE se observd
un pico muy pequefio (5% del area obtenida con énima-
les C4-alto). En RIE, los animales con bajos niveles
de C4 nuevamente presentaron menos de un 10% de 7los
niveles presentes en el suero de animales Cd-alto
(Figura 5D). Por otra parte, en todos los ratones
S1p3-S1p-a, se observé otro pico, con movilidad
electroforética mas lenta (Figura 6A). En la Figura
6B se demuestra que este pico corresponde en realidad
a Slp. Para ésto se us0 una combinacion de RIE y
CIE, En este experimento se sometio a CIE el suero

de machos C3H.WS1p (C4-alto, S1pa) ¥ se incluyo el

aloantisuero anti-Slp en la primera dimensidn, por 1o
cual se formd un "rocket" de precipitacion y la eli-
minacion del pico correspondiente a Slp en la segunda
dimension. Como control negativo se incluydo en la
primera dimensidn un antisuero contra un antigeno no

relacionado (C5: quinto componente del complemento)
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Figura 5
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Figura 5: Demostracion de la monoespecificidad del anti-
suero anti C4c mediante CIE (A, B, C, anodo a la izquiesrda)
y RIE (D, anodo en la parte superior). A y B, machos

C3H.B10 (Ss alto S1p°) y hembras C3H.B10 (Ss alto-S1pO)

respectivamente. C, machos C3H.OL (Ss bajo-S1p%). Estos

machos produjeron un precipitado equivalente a un 5% del
area de precipitado presente en A o B. RIE fue hecho
diluyendo 1/2, 1/4, 1/8 sueros con bajos niveles de C4 (D,

lado izquierdo y altos niveles (D, lado derecho).
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Figura 6




Figura 6: Demostracion de la reactividad cruzada del anti-
suero anti-C4c con la proteina Slp, mediante wuna com-

binacion de RIE y CIE. Suero de machos C3H.W7 (Ss alto-

S1pa) fue probado con CIE contra anti Cé4c (A). Se obtuvo
dos picos de movilidad electroforética diferente: uno mayor
(and6dico) y uno menor (catédico). Si se incluye IgG anti-
S1p en la primera dimension (B) se forma un "rocket" y el
pico es eliminado especificamente de la segunda dimension.
Como control negativo de este (dltimo experimento se incluyd
IgG anti-C5 en 1a primera dimensidn (C), nuevamente se formd
un "rocket" pero no hubo efecto sobre ninguno de los picos

presentes en la segunda dimensiodn.
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que produjo un precipitado que no afecto a C4 o Slp
(Figura 6C).. Este protocolo de purificacion de Cdc e
inmunizacion ha sido usado por 1o menos cuatro veces
en nuestro laboratorio con resultados similares. E]
antisuero obtenido ha sido de gran utilidad en gran
parte de 1los experimentos descritos en 1la seccion

Resultados.

Anti Slp

Aloantisuero policlonal contra 1la proteina

sexolimitada: Este fue preparado de acuerdo a un

método publicado anteriormente (148). Brevemente: 5

ml de plasma de ratones DBA/2J machos (Ss alto-S1p@)

al cual se 1le agrego EDTA, EACA y DFP en con-
centraciones 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 49cC. Las fracciones de la
parte ascendente del segundo pico de densidad optica
fueron combinadas, concentradas a un vollmen igual al
del plasma original e inoculadas en ratones DBA/1lJ

(Ss alto-S1p%), hembras o machos. E1 dia O se ino-

culé el antigeno emulsionado volidmen a vollmen con
CFA, 20 ml en cada cojinete plantar posterior. £l

dia 7 se inoculo 50 ul del mismo material en la
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region supraescapular, el dia 21, 50 ul intraperito-
neal sin CFA y, el dia 28, 50 ul intravenoso (vena
lateral derecha de la cola). Los animales fueron
sangrados 1los dias 35, 42, 49 y 56 por la vena Yy
arteria ventral de la cola. El1 dia 63 se inoculd
50 u1 de antigeno intravenoso y el dia 70 los anima-
les fueron sacrificados mediante sangria exhaustiva,
bajo anestesia etérea. Cuando este antisuero fue
probado en RIE di6 wuna reaccion positiva con una

serie de machos Ss alto-S1p@ y negativa con hembras

Ss alto-Slpa- Las cepas DBA/2J (donante de Slp) y

DBA/1J (productora del aloantisuero) tienen 1los
mismos alotipos de inmunoglobulinas y no se han
detectado otras diferencias en el suero aparte de la
respectiva presencia y ausencia de Slp. Por 1o
tanto, este antisuero es mbnoespecffico contra Slp,

de acuerdo a todos los criterios disponibles.

Anticuerpos monoclonales anti-Slp: Anticuerpos

monoclonales contra S1p han sido preparados recien-
temente en nuestro laboratorio. El método wusado
incluye la descripcion fundamental de Kohler y
Milstein (153) y Pontecorvo (154) con algunas modifi-
caciones introducidas en nuestro 1laboratorio por
Potocnjak y colaboradores (155). Brevemente; ratones

hembras DBA/1J fueron inmunizados de acuerdo a lo



descrito en la seccion 4.2.1. Cuatro dias después
de la dltima injeccion se procedié a sacar los bazos
y preparar una suspension celular que fue fusionada
con una linea de células mielomatosas (P3Ul). La
presencia de anticuerpos especificos, fue
detectada en un redioinmunoensayo. Para ésto se pro-
cedio a cubrir placas de microtitulacidn, hechas de
cloruro de polivinilo, con inmoglobulina de conejo
anti-Ss de raton (como se menciond anteriormente
estos anticuerpos reconocen a Ss y Slp). Luego las
placas fueron incubadas secuencialmente con: (a)
plasma Slp positivo o negativo; (b) sobrenadantes de
los cultivos de hibridomas o inmunoglobulina G normal
(no inmune); (c) Inmunoglobulina G de cabra marcada
con 1257 anti-inmunoglobulina de ratodn. |

Asi se 1logrd detectar 15 hibridos estables
productores de anti-Slp, 9 de los cuales fueron clo-
nados mediante diluciones limite Yy tres de estos
clones fueron inoculados intraperitonealmente en
ratones histocompatibles, produciéndose asi 17quido
con grandes cantidades de inmunoglobulinas monoclona-
les anti-Sl1p. Estas inmunoglobulinas fueron purifi-
cadas mediante precipitacion con sulfato de amonio

seguido por cromatografia en DEAE-Sephacel y elucidn
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con gradiente salina. Los tres anticuerpos monoclo-
nales obtenidos son IgGl, de acuerdo a tipificacion en -
inmunodifusion doble contra antisueros especificos.
Estos anticuerpos monoclonales anti-S1p han sido usa-
dos fundamentalmente para detectar Ta presencia de
S1p en hembras de algunas cepas murinas mediante un
radioinmunoensayo de gran sensibilidad que sera

descrito mas adelante.

Anti H-2.7: Un tercer antisuero de gran importancia

en los experimentos descritos en esta disertacisn es
el aloantisuero contra el grupo sanguineo H-2.7.
Este antisuero fue generado en 1la combinacion

(B10.F (13R) x A/J)F1 anti B1O.p que implica a 1los

incompatibilidad es tal que implica s6lo a 1las
regiones S y D. En pruebas de citotoxicidad el anti-
suero reacciona solo con H-2DP (H-2.22). En pruebas
de hemaglutinacién, la reactividad con H-2f, H-25 y

H-2d es especifica para H-2.7. La absorcidn in vivo

en animales H-2k puede remover Ta actividad anti
H-2.7 pero no la actividad anti H-2.22. La hemaglu-

tinacion con gliébulos rojos H-2P podria deberse a Ta

reaccion con H-2.2.7 o H-2.22.
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Anti C4-bp: Un cuarto antisuero importante en este

trabajo, es aquel contra C4-bp. Este antisuero fue
obtenido en nuestro 1laboratorio (151) usando el
siguiente procedimiento: 5 ml de plasma de ratones

AKR/J (H-2k, Ss-bajo~S1p2) con 0.010 M EDTA fue

filtrado por una columna de Sephadex G-200. C4bp fue
excluida con otras macromoléculas en el primer pico
proteico cuyas fracciones se combinaron. 1.5 mg de
este material fueron emulsionados en CFA e inoculados
al dfa 0 en conejos en los cojines plantares. Estos
animales fueron reinoculados intraperitonealmente el
dia 14 con 0.75 mg de proteina y sangrados los dfas -=
21 y 24. Estos antisueros fueron probados en CIE
contra plasma de raton, detectandose anticuerpos
contra C4-bp y varios contaminantes. La actividad
contra estos contaminantes pudo eliminarse absor-
biendo Tos antisueros con suero de hembras que com-
parten otros antigenos y que tienen sélo un 30% de
los niveles séricos de C4-bp presentes en los machos
(151-152). Este antisuero nos permitié caracterizar
a C4-bp como un nuevo componente regulatorio del

sistema del complemento (151).

Otros antisueros: Una serie de antisueros fueron usa-

dos como controles positivos o negativos en Tlos

experimentos presentados aquf. Un aloantisuero
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contra el quinto componente del complemento del ratén

- fue preparado de acuerdo al método de Cinader y cola-
boradores (156). Antisuero de cabra contra C4 humano
fue adquirido de Meloy Laboratories Inc., Spring-
field, Vancouver. Este antisuero -reacciona fuer-
temente en forma cruzada con Ss y débil con Sip. Un
antisuero contra C3 humano fue preparado inoculando
conejos con 100 pg &é“ca humano puro, incorporado en
CFA.

De todos los antisueros descritos aqui se pro-
cedié a purificar IgG. Cuando el antisuero fue pre-
parado en ratones (aloantisueros) el suero inmune fue
filtrado por columnas Sephadex G-200, se combinaron
las fracciones del segundo pico de densidad optica y
se agregd un volidmen igual de una solucién saturada
de sulfato de amonio. EI1 precipitado fue disuelto en
PBS y la IgG purificada electroforéticamente en blo-
ques de Pevikon (157). La presencia de inmunoglobu-
linas especificas en las fracciones de Pevikon fue
detectada en RIE, usando suero de ratones positivos
para los antigenos respectivos.

Cuando el antisuero fue preparado en conejos,
las inmunoglobulinas fueron purificadas por frac-

cionamiento del suero completo en columnas de

DEAE-celulosa.




Métodos analiticos: La Figura 7 representa un

ésquema general de 1a metodologia wusada en 1a
bisqueda de variantes electroforéticas de Ss y Slip.
Esta metodologia se puede describir resumidamente
como sigue: Voldmenes que variaron de 1 a 5 ml de
plasma con EDTA, EACA y DFP fueron filtrados a través
de columnas de Sephadex G-200, 1as fracciones de 13
porcion ascendente del segundo pico de densidad opti
ca fueron combinadas Y una porcidon de ellas radiomar-
cada con 1257, Este material fue tratado con 1IgG
anti-Slp y después de un corto periodo de incubacign
Tos complejos inmunes fueron separados con S. aureus.
E1 pellet se utilizg para el analisis de Slp y el
sobrenadante para el anilisis de Ss. Este pellet fue
eluido ya sea con tampon para muestras a ser corridas
en SDS-PAGE (SDS-SB) o con tampon para muestras a ser
corridas en isoelectroenfoque (IEF) o en geles bidi-
mensionales (IEF seguida de SDS-PAGE) (IEF-SB).

E1 sobrenadante fue tratado con inmunoglobu-
Tina anti-Ss, seguido por S. aureus Yy el pellet obte-
nido fue tratado al igual que el pellet usado en e]
analisis de S1p (nétese que este material carece de
S1p ya que éste fue removido en una primera etapa.
Esto es esencial para estudiar Ss ya que anti-Ss pre-

cipita Ss y Sip).

g7
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Figura 7: Esquema general de 1a metodologia usada en 1a

bisqueda de variantes electroforéticas de Ss y STp (ver texto).
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5.1 Radiomarcacién: Las fracciones de plasma conteniendo

Ss y Slp fueron radiomarcadas de acuerdo a una modi -
. ficacion de un método descrito previamente (158) como
sigue: 25 ul de tampdn tris-HC1 0,8 M fueron mezcla-
dos con 2 mC de +vyodo 125 (New England Nuclear,
Boston, Massachusetts, U.S.A.) contenidos en 20 ul de
PBS. Luego se agregé 50 41 de la muestra conteniendo
Ss/S1p y 25 al de cloramina T (0,5 mg/ml). La
muestra fue incubada 4 minutos a temperatura ‘
ambiente. La reaccidn fue detenida al agregar 25 wi
de metabisulfito de sodio (0,5 mg/ml) y 0,5 ml de PBS
a 40C. El1 material radiomarcado fue dializado contra
200 y 1000 volimenes de PBS durante 6 Y 12 horas
respectivamente. Al sacarlo de la bolsa de dialisis,
se agregd 0,1 ml de albdmina sérica bovina (BSA) (10
mg/ml) para evitar pérdidas por adsorcidn no

especifica.

5.2 Inmunoprecipitacion: Este método se basé fundamen-

talmente en aquel descrito por Kessler en 1975 (159)
para el aislamiento rdpido de complejos inmunes.

Este método se basa en la fuerte afinidad de la pro-
teifna A (presente en 1la superficie de algunas cepas

de S. aureus) por la porcién Fc de las moléculas de

inmunoglobulina.
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Aproximadamente 107 cpm de las muestras
radiomarcadas conteniendo Ss y Slp fueron tratadas
con las fracciones inmunoglubulinicas experimentales
0 controles. Esta muestras fueron incubadas por
periodos gque variaron entre 2 y 30 minutos a 40C.
Los complejos inmunes fueron separados agregando
entre 30 y 100 ul de wuna suspension al 10% de S.
aureus en NET-0,05% NP-40. Esta mezcla fue incubada
10 minutos en el hielo, agitando cada 2 minutos. Los
tubos fueron centrifugados a 2000 g durante 15 minu-
tos y los pellets lavados 2 veces con tampon
NET-0,05% y 2 veces con tampdn DOC. luego se midio
la radioactividad unida a las bacterias y los comple-
Jos fueron eluidos con tampones apropiados para el
analisis en SDS-PAGE o en IEF (S0S-SB y IEF-SB
respectivamente), incubando 20 minutos a temperatura
ambiente. Después de centrifugar se procedio a con-
tar la radioactividad en l1os sobrenadantes y a calcu-

Tar la recuperaciéon especifica.

Procedimientos electroforéticos: Los procedimientos

electroforéticos utilizados en este trabajo tuvieron
cuatro objetivos:
a) Determinar 1la estructura, en términos de

cadenas polipeptidicas, de las moléculas Ss
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5.3.1,1

Yy S1p (SDS-PAGE).

b) Buscar variantes estructurales expresadas
en variaciones en carga eléctrica de 1las
cadenas polipeptidicas (IEF y electro-
forésis bidimensional).

c) Cuantificar Ss y Slp después de procedi-
mientos de purificacion (RIE).
d) Controlar 1la especificidad de diversos

antisueros (CIE).

Electroforésis en geles de acrilamida: La acrilamida

polimerizada forma geles compactos de porosidad
variable de acuerdo a su concentracidon. Esta porosi-
dad restringe la movilidad de las moléculas pro-
teicas, las que en un campo eléctrico se separaran
no solo de acuerdo a carga eléctrica neta sino tam-
bién de acuerdo a tamafio, el que generalmente esti

relacionado con peso molecular.

Electroforésis en presencia de dodecil sulfato

sodico (SDS-PAGE). Para estimar el peso molecular

de cadenas polipeptidicas en geles de poliacrilamida,
es necesario eliminar el efecto diferencial de 1a car
ga eléctrica de las moléculas. Esto se logra sa-

turandolas con SDS. Este detergente anidnico otorga
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a todas las cadenas polipeptidicas una carga fuer-
temente negativa. La carga eléctrica no ejercera un
efecto significativo en 1la discriminéﬁién electro-
forética la que serd ejercida por la porosidad
de la poliacrilamida en base a tamafio molecular.
Esta técnica se usd de acuetdo a la descripcidn para
geles en bloques ("slabs") de Laemmli publicada en
1970 (160). En la mayoria de Tos casos se usd un
gel concentrador ("stacking gel™) al 3,5% y geles
separadores al 7%. Diversas protefnas no radioac-
tivas fueron usadas como patrones de pesos molecu-
lares. Como todas 1las muestras estudiadas fueron
radiomarcadas, fue necesario someter los geles tefi-
dos y secos a'radioautografia, durante 1 a 5 dfas, a
Y -709C, usando pelficulas Kodak, Rohester, Nueva York,
U.S.A.) y pantallas intensificadoras (Cronex; Dupont

Instruments, Wilmington, Dalaware, U.S.A.).

5.3.1.2 Electroforésis bidimensional: La técnica electro-

forética bidimensional en geles de poliacrilamida in
troducida por O0'Farrel en 1975 (161) significé un im
portante avance en el andlisis de mezclas complejas
de polipéptidos. Esta técnica combina la alta sen-
sibilidad del enfoque isoeléctrico (IEF) y SDS-PAGE

en una primera y segunda dimensidn respectivamente. Por
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1o tanto, las moléculas se separaron en base a dos
criterios independientes: punto isoeléctrico (pl) y
peso molacular.

La decisidon de usar esta técnica en este
trabajo fue estimulada por la posibilidad de introdu-
cir varias modificaciones importantes que facilitaron
un procedimiento altamente laborioso y aumentaron 1la
precision de la comparacidon entre las muestras (162).
Esta técnica es de importancia central en una parte
substancial de 1os experimentos presentados aqui.
Mds adn, se podria asegurar que sin las modifica-
ciones introducidas a esta técnica, muchos de 10s
experimentos presentados aqui habrian sido extremada-
mente dificiles de 1levar a cabo. En los parrafos
siguientes sé\deta11anestas modificaciones.

Los tampones y soluciones usados son
aquellos descritos por O'Farrel (160) y detallados en
la seccion 1.

Primera dimensidon: E1 isoelectroenfoque fue hecho en

placas de vidrio estandar para SDS-PAGE en bloque
("slab") (16 x 27 <cm), wusando espaciadores de
plastico de 1.5 mm de grosor. Una solucidn de acri-
lamida al 4.5% (18.5 g de urea ultrapura, 5.7 ml de

una solucion madre de acrilamida al 30% p/v, 6.7 ml
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de NP-40 al 10% v/v, 5.8 ml de agua, 2% p/v de anfo-
Titos, 50 ul de Temed y 25 ul de persulfato de amonio
al 10% p/v, con un volidmen final de 37 ml) se vacTia
entre las placas de vidrio (este molde debe sellarse
cuidadosamente con agarosa al 2% p/v derretida en
agua) . Los pozos para cargar las muestras se forman
en el extremo superior (catédico) del gel por poli-
merizacion de la acrilamida alrededor de peines de
plastico.

Una vez que el gel ha polimerizado, se pro-
ceda a sacar el peine, a aspirar el 17quido residual
presente en 10s pozos para las muestras Yy a colocar
el molde en un aparato para electroforésis vertical
similar al descrito por Laemmli (159). Luego, se pro-
cede a equilibrar los pozos par;‘muestra con 50 ul de
IEF-SB durante 10 a 20 min. Este tampon es elimi-
nado por'aspiracién. E1 volimen de muestra radiomar-
cada a ser cargada por Pozo no debe superar el 702 de
la capacidad de éste vy dependerd del nimero de cpm
por voldmen de muestra, del ndmero de handas proteicas
especificas esperadas y del tiempo de exposicién
radioautografica previsto. 6000 cpm por banda
requieren 1-2 h de exposicion a -709C ysando pan-

tallas intensificadoras. Alternativamente, 0.5-3.0 ug
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de proteina por banda son detectados facilmente
después de tincion con Coomasi b]ue. Los pozos que
no se cargan con muestras deben cargarse con IEF-SB
para mantener wuna conductividad homogénea a través
del gel. E1 espacio restante en el orificio de la
muestra debe ser cuidadosamente 1lenado con tampon
para cubrir (IEF-0B o IEF-"overlay buffer") de modo tal
que se obtenga una interfase entre este tampon y 1la
muestra. Luego, el extremo catédico completo del
ges es cubierto cuidadosamente con 0.02M NaOH degasi-
ficado y se procede a 1lenar el estanque superior con
el mismo electrolito. La funcion del tampdn para
cubrir es proteger a la muestra de la accign directa
de este electrolito, por 1o cual debe tenerse espe-
cial cuidado de no alterar las interfases
muestra/IEF-0B/NaOH. E1 estanque inferior se 1lena
con H3P04 degasificado y se eliminan las burbujas que
se retienen en la superficie anddica del gel. Para
ésto .se usa wuna jeringa con una aguja curva. La
electroforésis se realiza a 10 mA, amperaje
constante, hasta alcanzar 400 V; en este momento se
aplica un voltaje constante de 400 V durante 18
horas. Si se dispone de una fuente de poder cons-
tante la electroforésis se puede realizar a 1,5 Watts

durante 18 horas.




Segunda dimension: La composicion (porosidad) del gel

usado en esta dimension varia de acuerdo al peso
molecular del producto a ser analizado. En estos
experimentos descritos aqui se usé generalmente un
gel concentrador al 3,5% y un gel separador al 7%.
La solucidon de acrilamida se vacia en un molde simi-
Tar al usado en la primera dimension, excepto que los
espaciadores de plastico son 0,1 mm mis gruesos. EI
volimen del gel separador debe calcularse para dejar
espacio a un gel concentrador de 1,5 cm de profun-
didad y 1,5 cm de espacio sobre este gel.

Cuando se completa la primera dimensidn, se
saca una placa de vidrio del molde y la otra, con el
gel adherido, se coloca sobre una hoja de papel
milimetrado. Este papel se usa como referencia para
cortar tiras de acrilamida de 1,5 cm de ancho con-
teniendo T1os polipéptidos enfocados. Cada tira de
acrilamida se coloca en un tubo de ensayo conteniendo
10 ml de SDS-SB y se deja equilibrar durante 90 minu-
tos a temperatura ambiente. Una porcidon del gel con-
teniendo también muestras experimentales Yy controles,
puede ser fijada con tres cambios de soluciodn para
destefiir (este tratamiento también eluird 1los
anfolitos), tefiida, secada y radioatografiada. Esto

proporcionara informacion sobre el comportamiento

97
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isoeléctrico (primera dimensidn) de las muestras.
Algunas tiras centrales, que no contengan muestras, y
Tos bordes laterales de la primera dimensidn pueden
ser cortados en segmentos de 1 cm y eluidos durante
2 horas a temperatura ambiente con agua destilada
degasificada, para determinar la gradiente de pH. La
calidad de estas gradientes permite hacer separa-
ciones de excepcional sensibilidad Y reproducibili-
dad. La Figura 8 muestra tres de estas gradientes
obtenidas en experimentos realizados en dfas
diferentes.

Para la segunda dimensién se wusé un aparato
del mismo tipo wusado en la primera, con ambos
estanques 1lenos com tampon para SDS-PAGE. La tira
de IEF ya equilibrada en SDS-SB se coloca sobre una
hoja de parafilm o pldstico, se levanta con una
regleta de plastico y se coloca entre 1las placas de
vidrio sobre el gel concentrador de 1la segunda dimen-
sion. Es importante que el contacto entre la tira de
IEF y el gel concentrador sea completo. E1 espa-
ciador mas grueso (1,6 mm) usado en esta segunda
dimensidon, permite la colocacién con un minimo de
esfuerzo y presidon de la tira de IEF, entre las pla-

cas de vidrio, manteniendo a esta tira en contacto
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Figura 8: Gradiente de pH de tres geles de IEF corridos
independientemente. Después de correr 1la primera dimensidn
se cortaron tres tiras de 1 cm. de ancho de poliacrilamida
de cada gel (2 de 1os border Yy una del centro), en sentido
anddico-catddico. Estas tiras se cortaron en segmentos de 2
cm, se eluyeron durante 2 h en 2 ml de agua degasificada y
se midio el pH. Cada valor representa el bH promedio de
tres puntos a través del gel. Cf{rculos, tridngulos abiertos

y triangulos cerrados representan tres experimentos independientes
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estrecho y uniforme con el gel concentrador. En las
cavidades que quedan entre los extremos de la tira y
los espaciadores laterales se pueden incluir marcado-
res de peso molecular y la muestra experimental, eluf
da con SDS-SB. La electroforesis se corre hasta que
el frente tefiido salga del gel. Luego el gel se tife,
se seca y se radioautografia.

Las modificaciones propuestas aqui se basan
en que la primera dimension electroforética se
realiza en un bloque vertical en lugar de tubos. De
esto se derivan varias ventajas:

a. Es un hecho conocido que en la técnica
de O0'Farrel la longitud de los tubos
afecta la reproducibilidad. En otras
palabras, cada tubo es practicamente un
experimento independiente. En cambio,
en el sistema en bloque, la longitud,
posicion y ancho de cada senda electro-
forética es determinada uniformemente
por el peine de plastico y el molde
dnico usado.

b. En el sistema 0'Farrel cada tubo debe
1lenarse individualmente con una
jeringa y una aguja larga, comenzando

en el fondo para evitar la retencidn de
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burbujas. En el sistema en bloque, el
molde, que puede recibir hasta 14
muestras, puede 1lenarse rapidamente
vaciando la solucion directamente.

En la técnica 0'Farrell, después de 1la
polimerizacion debe sacarse el Parafilm
usado para sellar el fondo de cada tubo
y reemplazarse por membranas de diali -
sis, sujetas al tubo con eldsticos. En
el sistema en bloque, se saca el espa-
ciador del fondo y todo el extremo
anédico del gel es expuestoe al electro-
lito acido.

En el sistema O'Farrell, después de 1la
primera dimensidon, los geles se sacan
individualmente conectando una jeringa
a los tubos y aplicando presidn posi-
tiva. En el sistema en bloque, todas
Tas muestras enfocadas son expuestas
simultaneamente al separar las placas
de vidrio con una espatula.

E1 correr el IEF en bloque tiene otra
ventaja general que consiste en que

todas las muestras pueden correrse en
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el mismo gel. Por 1o tanto, 1la
variacion o error experimental entre
las muestras se reduce al minimo. Esto
es fundamental si esta técnica se va a
usar en 1a bisqueda de variantes
electroforéticas de protefinas. En el
sistema 0'Farrell la comparacién entre
cilindros requiere del alineamiento
~manual de @é&stos para su secado y
posterior radicautografia. Ademds, fre-
Cuentemente, los cilindros secos produ-
cen una resolucidon deficiente de 1las
bandas.

En el sistema 0'Farrel, 1la separacidn
en 1la segunﬁa dimensidn requiere una
modificacién. de las placas de vidrio
(que debe ser hecha por personal
especializado) para poder recibir el
cilindro de acrilamida del IEF. Para
mantener este cilindro en su lugar y
evitar que se mezclen los frentes pro-
teicos durante la migracién hacia el
bloque de SDS-PAGE, el cilindro debe
incluirse en una solucién de agarosa
caliente. £Esta etapa requiere manipu-

lacidon rdpida y cuidadosa. Estos pasos
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se simplifican o eliminan, en la modi-
ficacidn usada aqui, simplemente porque
ambas dimensiones se hacen en blogque,
usando el mismo equipo y las tiras del
IEF simplemente se <colocan sobre el
segundo bloque.

g. Por dl1timo, del hecho de usar el mismo
equipo para ambas dimensiones se deriva
una ventaja econdémica importante, ya
que el aparato de electroforesis en
bloque puede ser fabricado a menos de
un cuarto del costo del aparato para
electroforésis en tubo.

Por los motivos citados anteriormente esta

modificacion ha sido exitosamente usada en algunos de

3
\

los experimentos presentados aquf.

Electroforesis en agarosa: En este caso las moléculas

proteicas migran de acuerdo a la carga eléctrica ya
que la porosidad es tal que no restringe la movilidad
en base a diferencias de tamafic molecular. Si 1la
migracion se realiza en la presencia de anticuerpos
contra alguno de 1o0s componentes presentes en 1la
mezcla (inmunoelectroforesis) se producird un preci-

pitado que puede usarse con fines cualitativos o

cuantitativos.
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5.3.2.1 Inmunoelectroforesis en cohete o l'rocket" (RIE)

{163). E1 antigeno se coloca en orificios hechos
en una placa de agarosa disuelta en un tampdn de baja
fuerza i6nica, a pH 8.6. Esta agarosa contiene una
concentracidn preterminada de anticuerpo (IgG). A
este pH, la gran mayorfa de 1las proteinas séricas
tienen una carga neta negativa por lo cual migraran
hacia el dnodo. Las inmunoglobulinas presentes pre-
cipitardn a las moléculas respectivas formando
"rockets" cuya altura serg directamente proporcional
a la cantidad de antigeno cargado e inversamente oro-
porcional a la cantidad de inmunoglobulina presente
en la agarosa. La base de! "rocket" es constante
pues esta dada por el tamafio de] orificio donde se

cargé la muestra.

5.3.2.2 Inmunoelectroforesis cruzada (CIE) (164). En este

caso el antigeno o mezcla antigénica se corre, en
una primera dimensién, en ausencia de anticuerpos y
luego se someten a una segunda dimensién en agarosa
conteniendo una concentracion de anticuerpos
preestablecida. En este caso se formarin &reas de
precipitados con forma de una curva de distribucign

aproximadamente normal. E1 &rea debajo de esta curva
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serd directamente proporcional a la concentracidén de
antigeno e inversamente proporcional a 1la con-
centracion de anticuerpos presentes en 1la segunda
dimension. Esta técnica permite estimar movilidad
electroforética, cuantificar determinados antigenos y
establecer relaciones de identidad entre antigenos de

movilidad similar.

Titulacion hemolitica de C4. Gl1dbulos rojos de oveja

o vacuno fueron sensibilizados con inmunoglobulina M
(hemolisina) anti-oveja o anti-vacuno, preparada por
inoculacidn de Tos eritrocitos respectivos en conejos
(EA). EAC1 fueron preparados mezclando EA, en
DGVB**, con un volimen igual de C1 de cuy par-
cialmente purificado y diluido par; proporcionar 250
moléculas efectivas por célula. E1 C4 presente ya
sea en suero murino, plasma o mezclas de fracciones
obtenidas de columnas Sephadex G-200 fue eficien-
temente titulado incubando 0,5 ml de EAC1, a una con-
centracién de 1 x 108 cé&lulas/ml, con un volimen
igual de diluciones seriadas del material investi-
gado. Después de incubar durante 15 minutos a 30°C

la reaccion fue completada agregando una dilucion de

1/100 de suero de cuy genéticamente deficiente en e]

cuarto componente del complemento. A este suero se
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le agregd C2 huméno oxidado (estabilizado) con el

objeto de resolver el problema de la incompatibilidad

- de especies entre C4 de ratén y C2 de cuy para formar
una C3 convertasa efectiva. Desples de 60 minutos a

379C se procedid a medir 1la hemoglobina liberada, en

un espectrofotdometro a 415 nm. Los titulos fueron

calculados graficando las diluciones de 1las muestras

N investigadas contra y/l-y, donde y=% 1isis/100, y

determinando l1a dilucién en que y/1l-y=1.

5.5 Tratamiento de Ss y Sip con C7. 10 u1 de C1 purifi-

cado (1,4 mg/ml en DGVB**), preparado de acuerdo a un
método publicado anteriormente (165), fueron agrega-
dos a 100 M1 de una muestra positiva para Ss y Sip.
Los tubos controles recibieron volidmenes iguales de
tampon. Todos Tos tubos fueron incubados 1 h a
379C. E1 efecto de C1 sobre Ss y Slp fue estimado
funcionalmente de acuerdo a lo descrito en la sec-
cion 5.4, electroforéticamente en CIE y estruc-
turalmente en SDS-PAGE. Esto G1timo se hizo bajo

condiciones reductoras y no reductoras.

5.6 Prueba de hemaglutinacion. La prueba de 1a polivi- -

nilpirrolidona (PVP) fue realizada de acuerdo a

Stimpfling (166) con algunas modificaciones menores,

Se prepararon diluciones seriadas de antisueros en
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una solucidén de PVP al 0,9% p/v (0,9% PVP en PBS, pH

7,5 con 0,2% p/v de albiimina sérica bovina), comen-

zando <con wuna solucion de 1/10. Se prepararon
ademds, suspensiones al 2% en 0,85% p/v NaCl de
eritrocitos Tlavados (dos veces en PBS y una en 0,85
p/v NaCl). 0,05 ml/tubo de la respectiva suspensién
de eritrocitos fueron .agregados a voliimenes de 0,1 ml
de antisuero diluido. Las mezclas de sueros y
eritrocitos fueron incubadas durante dos horas a tem-
peratura ambiente, centrifugadas durante 30 segundos
a 1000 g. resuspendidas suavemente co 0,85% NaCl y

leidas.

Prueba de inhibicion de 1a hemaglutinacién. Los

ratones fueron sangrados por la arteria y vena
ventral de la cola en tubos con NagHEDTA suficiente
para una concentracion final de 0,010M, a pH 7,5.
Estos tubos fueron centrifugados inmediatamente en
frio y el plasma obtenido usado en el ensayo. El
aloantisuero se diluyd como se describe en la seccign
5.6. Plasma completo o fracciones de &1 se
mezclaron con las soluciones de antisuero en una pro-
porcidén de 1:1 y luego se agregd la suspension de

eritrocitos al 2%. Las mezclas fueron incubadas,

centrifugadas y 1os resultados 1lefdos como se
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describe en la seccidn anterior.

Purificacidn parcial de C4d (fragmento oL 2 de C4).

Este fragmento se genera por la acciédn conjunta de
C3b-INA y C4-bp sobre C4b (Figura 3). Suero de ani-
males DBA/2J fue recolectado en tubos de vidrio y
dejado coagular a temperatura ambiente durante 20
minutos, en el hielo durante 1 hora, a 37°C durante 1
hora y centrifugado a 2000 g durante 10 minutos. EJ
suero se dejo a 49C durante 12 horas Y luego fue
pasado por una columna de Sephadex G-200. E]1 tercer
pico de densidad optica fue concentrado (PM 30; Ami-
com Corp., Scientific Systems Div., Lexington,
Massachusetts, U.S.A.) al volimen original de suero.
Esta preparacion parcialmente purificada de C4d Yy
otra de C4c (seccién 4.1) fueron radiomarcadas e
inmunoprecipitadas como se describe en las secciones

5.1 y 5.2 respectivamente.

Radioinmunoensayo. Un radioinmunoensayo de alta sen-

sibilidad, fue usado para detectar 1la presencia de la
proteina sexo-Timitada en el suero de hembras. (Como
se describid anteriormente, el uso de técnicas con-

vencionales no ha permitido 1la deteccidn de S1p en
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hembras de diversas cepas murinas). Este ensayo con-
siste en una modificacidon del método de doole deter-
minante antigénico ("sandwich") descrito recien-

temente por Uotila y colaboradores (167). Placas
cloruro de polivinilo (usadas para microtit ulacidn)
fueron cubiertas primero con 50 ul/tubo de una solu-
cion de 5 ug/ml de IgG monoclonal anti S1p, (contra
un determinante antigénico A) diluida en 0.1M NaHCO3,
pH 9.6, incubando 12 horas a 4°C. Luego las placas
fueron lavadas tres veces con NaCl conteniendo 0.05%
Tween 20, incubadas con P3S-1% BSA durante 2 horas a
40C y lavadas nuevamente. En seguida se agregd 24
ul/tubo de plasma murino diluido seriadamente en PBS
con 1% de BSA. Después de incubar 2 horas a 40C y
lavar 3 veces con NaCl-Tween, se procedié a agregar
25 ul/tubo (25 ninogramos) de anticuerpos monoclona-
nes anti-S1p (contra un determinante antigénico B),
marcados con 1251 e incubado a 49C durante 2 horas.
La placa se lavd nuevamente 3 veces con NaCl-Tween y
se procedio a contar la radioactividad presente en
cada tubo. Para estandarizar este radioinmunoen-
sayo, fue necesario determinar la especificidad rela-
tiva, con respecto a determinantes antigénicos pre-
sentes en la molécula de Slp, de 3 anticuerpos
monoclonales, usando todas las combinaciones posibles
y eligiendo aquella que dido el mayor nidmero de cuen-

tas especificas.
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6. Analisis estadistico. La relacidon funcional entre

Ss, Slp y el cuarto componente del complemento fue
estudiada en diferentes fracciones de plasma. Para
ésto se procedié a remover especificamente. 1los
antigenos Ss o Slp y estimar el efecto de ésto sobre
Ta actividad hemolitica de C4. E1 coeficiente de -
correlacién entre las variables (remocigdn gérsus

actividad hemolitica residual) fue calculado mediante

andlisis de regresidn por el método de los cuadrados

minimos.
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RESULTADOS

Los antigenos Ss Yy Slp son dos protefnas estruc-

turaimente relacionadas pero funcionalmente dife-

rentes (150). Los experimentos presentados en
esta seccion demuestran que Ss y Slp pueden seér
diferenciados funcionalmente considerando: (a) par-
ticipacion en el sistema hemolitico del complemento,
(b) susceptibilidad a la actividad enzimatica de Cls
y (c) afinidad por C4-bp. Ademis se demostrara aquf
que Ss y S1p tienen rasgos estructurales generales
similares con a1gunés diferencias que los identifica

claramente.

E1 comportamiento cromatogrifico de 1los antigenos Ss

Yy S1lp y de 1a actividad hem&?ftica de C4 es predictible.

La Figura 9 muestra el modo de elucign de los
antigenos Ss y S1p en relaciéon a la actividad
hemolitica de C4. Cuando Ta cromatograffa se hace
con plasma (Figura 9A) la mayor parte del antigeno Ss
Yy la actividad hemolitica de C4 (3rea punteada)
coeluyen en 1la porcidn ascendente del segundo pico
proteico. En suero (Figura 9B), la mayor parte de 1la

actividad hemolitica se pierde y el antigenos Ss se

detecta ahora en el primer pico, coeluyendo con
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Figura 9: Cromatografia en Sephadex de G-200 de plasma-EDTA
(A) o suero (B) de ratones machos DBA/2J (H-2d, Ss-alto-

S1pd). Tampdn 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 Sip fueroh
determinadas en RIE. La actividad hemolitica de C4 se
representa en el area sombreada. C4-bp fue detectado.en el
primer pico cuando se usd suero y plasma. Slp y la activi-
dad hemolitica de C4 fueron detectados en el brazo ascen-
dente del segundo pico. Después del fraccionamiento el
suero contuvo sdélo un 7 a 8% de la actividad hemolfitica de]
plasma fraccionado. En plasma, la mayor parte del antigeno
Ss fue detectado en el segundo pico proteico, en cambio en
suero antigeno Ss fue detectado en el primer pico, junto con
C4-bp.

Resultados similares fueron obtenidos con suero y

plasma de machos C3H.W7 y MP.
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C4-bp. Por otra parte, Sip eluye en el segundo pico,
independientemente del wuso de suero o plasma.

Las fracciones con actividad hemolitica de
C4 fueron combinadas y usadas como fuente de Ss y Sip
en la mayoria de los experimentos descritos en esta

seccion.

1.2 La proteina Ss estd relacionada con 1la actividad

hemolitica del cuarto componente del complemento.

Para determinar si Ss y Slp tienen actividad
hemolitica de C4, la combinacidn de fracciones croma-
tograficas positivas para Ss Y Slp fueron tratadas
con IgG anti-S1p y con IgG anti-C4 humano (purifica-
das de antisueros de raton Yy cabra respectivamente).
La IgG anti-C4 humano reconoce, en reaccién cruzada,
a Ss. En este experimento inicial se prefirio usar
esta 1inmunoglobulina en Tugar del anti-Ss conven-
cional disponible en esa é&poca que, por las absor-
ciones necesarias, contenfa complejos inmunes y anti-
cuerpos residuales contra otras substancias. Sin
embargo, este antisuero fue satisfactorio para cuan-
tificar, en RIE, la remocidn de Ss por el antisuero
anti-C4 humano. En este experimento se dincluyeron

dos controles: tratamiento con IgG de conejo anti-C3

humano que reacciona en forma cruzada
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con €3 ratdn y tratamiento con IgG de ratédn. Después

de eliminar los complejos dinmunes (tratando con S.

aureus), se procedid a medir en los sobrenadantes 1os

niveles de Ss y Slp y la actividad hemolitica resi-
dual de C4. La Figura 10a muestra que la remocién de
Ss se correlaciona casi perfectamente (r=0,99,
P<0,001) con la disminucién de la actividad
hemolitica de C4. Por otra parte, esta actividad no
es afectada si se elimina un componente no rela-
cionado como C3 (Figura 10b). En estos dos casos la
fuente de Ss fue plasma de machos. Estas obser-
vaciones son vdlidas también cuando la fuente de Ss

es plasma de hembras (Figuras 10c y 10d).

La proteina Slp no estd relacionada con la actividad

'hemo1ftica de C4. E1 tratamiento de fracciones de

plasma con IgG anti-S1p no afecta la actividad
hemolitica de C4, como se demuestra en 1la Figura 11.
Estos resultados, conjuntamente con los de las sec-
ciones 1.1 y 1.2, permitieron predecir la existencia
de una correlacidn entre los niveles variables de Ss,
en plasma de ratones de diferentes cepas, y la acti-
vidad hemolitica de C4. En la Figura 12 se observa

que esta correlacion es bastante aceptable (r=0,94,

P 0.001) cuando se incluye solo cepas de ratones S1p
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Figura 10: Correlacidn entre el antigeno Ss y la actividad
hemolitica de C4. Las fracciones del brazo ascendente del
segundo pico protéico de cromatografia de plasma en Sephadex
G-200 (Figura 9A) fueron combinadas y 100 ul de estas
muestras fueron incubadas con IgG anti-C4 humano, que reac-
ciona cruzadamente con Ss (A y C), o con IgG anti-C3 humano,
que reacciona cruzadamente con C3 de ratdn (B y D). Después
de extraer los complejos inmunes con S. aureus 1los niveles
de los antigenos Ss y C3 fueron medidos mediante RIE y se
procedido a estimar la actividad hemolitica residual de C4.
E1 coeficiente de correlacion entre los niveles de antigeno
Ss y la actividad hemolitica de C4 es 0.99 para machos (A) y
0.98 para hembras (C), para 7 y 5 grados de 1libertad
respectivamente (P < 0,001 en ambos casos). La remocidn de
un antigeno no relacionado (B y D) no afectdé los niveles de
Ss ni la actividad hemolitica de C4. Resultados similares a
los presentados en estas figuras (A-D) fueron obtenidos

cuando los experimentos se realizaron con animales DBA/2J y C3H.W7.
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Figura 11: Falta de correlacidn entre la concentracign de
antigenos S1p y la actividad hemolitica de C4. La fuente de
Ss/S1p se describe en 1la Figura 10. Muestras de 100 ul
fueron incubadas con IgG anti Sl p. Después de extraer los
complejos 1inmunes con S. aureus, los nivles de Ss y Slp
fueron determinados mediante RIE Yy luego se determing 1a
actividad hemolitica residual de C4. E1 100% del antigeno
S1p pudo ser removido sin un efecto significativo sobre 1la

actividad hemolitica de C4.
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Figura 12: Correlacidon entre los niveles de Ss y la activi-
dad hemolitica de C4 en plasma de diferentes cepas de rato-
nes. Las mediciones se hicieron en una combinacién de
plasma de 3 ratones por cepa. Los circulos cerrados repre-
sentan los resultados obtenidos con animales S1p0., Los
cuatro circulos cerrados cerca del orfgen corresponden a dos
cepas con bajos niveles de Ss (C3H.OL y AKR/J, ambas por-
tadoras del alelo k en la regidon S). Los otros cinco cir-
culos cerrados representan, en orden creciente de actividad
hemolitica, a hembras y machos C57 B]/lOSn(§b), hembras
C3H.0H(S9d), hembras y machos A.CA(§f). E1 coeficiente de
correlacion entre 1los niveles de Ss Yy la actividad
hemolitica de C4 en las muestras S1p° fue de 0,94 (P 0,001
para 7 grados de libertad). Cuando se incluyd cuatro mues-
tras élRa—S1p—a (genotipo positivo-fenotipo negativo), el
coeficiente de correlacion descendié a 0,74 (0,01>P> 0.001,
para siete grados de libertad).

Niveles similares de actividad hemolitica de C4
fueron obtenidos en muestras de suero de lTos mismos animales
s6lo si se agregaba EACA-DFP NaH3EDTA inmediatamente

después de coagular.
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negativas. Si se incluyen cepas Slp positivas, la
correlacién se deteriora y e1 nivel de significancia
disminuye (r=0,74, 0,01 > P > 0,001).  Esto es
esperable si se acepta que Slp -no tiene actividad
hemolitica de C4, a pesar de ser reconocido-pér el

antisuero anti-Ss usado en este experimento.

Ss y Slp dos proteinas estructuralmente relacionadas

pero con diferente sensibilidad a CTs. €Ts es una

esterasa con actividad especifica sobre el cuarto
(Figura 3) y segundo componente del complemento. Sj
Ss es en realidad el cua?fs componente del compla-
mento su cadena o debe ser sensible a la accidn de
esta enzima. Muestras parcialmente purificadas de
Ss y S1p con un titulo hemolftico de C4 de 3000 U/ml,
fueron \tratadas con CTs humano purificado o con el
tampdn correspondiente. Después de este tratamiento
lTa actividad hemolitica de C4 fue totalmente abolida.
Para determinar el efecto de Cls sobre la estructura
de Ss y Slp se procedid a radiomarcar estas muestras
Y a inmunoprecipitarlas con anti-C4 humano (que reac-
ciona en forma cruzada fuerte con Ss y débil con Sip)
Y un anti-Sip. Los complejos inmunes fueron separa-

dos con S. aureus, lavados varias veces, y 1las

moléculas de Ss y/o Slp que permanecieron unidas a

t
{1
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las bacterias, fueron elufdas y analizadas en SDS -~
PAGE-en bloque y radioautobiograffa. En condiciones
de no reduccion (Figura 13) las moléculas nativas de
Ss y Slp tienen un peso molecular aproximado de
205.000 daltons {(sendas 1 y 3). Este peso es similar
al C4 humano. Las sendas 2 y 4 muestran el efecto
del tratamiento con Cls de 1las moléculas Ss -y Slp~

respectivamente. Es evidente, que Cls actud sobre

Ss el que perdié un fragmento de 7.000 a 8.000

~daltons. No se observa un efecto de la enzima sobre
Slp. Las sendas 5 y 6 son controles negativos de
precipitacion no especifica con sueros normales de

ratdn y conejo respectivamente.

E1 objetivo del siguiente experiménto fue
investigar si existe una ré]acién entre la estructura
de Ss y Sip y el cuarto componente del complemento
humano, el que hé sido muy bien caracterizado (Figura
3). Esta molécula tiene un peso de 200.000 daltons y
estd formada’ por 3 cadenas polipeptidicas unidas
covalentemente por puentes disulfuro. Estas cadenas
han sido 1lamadas &« , 3 , ¥, con pesos de 93.000,
78.000 y 30.000 daltons respectivamente (121).

Cuando Ss y S1p fueron analizados en con-

diciones reductoras (Figura 14), Sip nativo mostrd 3
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Figura 13: El efecto de Cls sobre las moléculas Ss y Slp
detectado en SDS-PAGE. Las fracciones del brazo ascendente
del segundo pico proteico de cromatografia en Sephadex G-200
(Figura 9A) fueron combinadas. Una muestra fue marcada con
1257 y 100 ul de ella fueron incubados con 14'pg (10 ul) de
Cls humano purificado. E1 experimento control consistid en
incubar el material radiomarcado con un voldmen igual de
tampon. Después de la incubacidn cada muestra fue dividida
en cuatro alicuotas y tratadas con uno de 1los siguientes
reactivos: IgG obtenida de un suero de cabra anti-C4 humano
(que reacciona cruzadamente con Ss), anti-Slp, suero normal
de conejo, o0 suero normal de ratodn. Los complejos inmunes
fueron removidos con S. aureus, eluidos con SDSﬁSB y someti-
dos a SDS-PAGE al 5%, bajo condiciones no reductoras.

Las sendas 1-6 muestran respectivamente: Ss nativo,
Ss tratado con CTs, Slp, S1p tratado con Cls Yy controles de
inmunoprecipitacion con sueros normales de ratén y conejo.

Es evidente que Cls digiere a Ss pero no a Slp.
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cadenas polipeptidicas que siguiendo el modelo de Cc4,
humano fueron designados como QU , G 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, 1o que concuerda con el peso
calculado para Slp en condiciones de no reduccién
(Figura 13, senda 3 y 4). E1 Ss nativo se muestra en
la senda nimero 2 de la Figura 14. Al igual que Slp,
Ss tiene 3 cadenas polipeptidicas que fueron designa-
das QU , ﬂ y 7, pero sus pesos moleculares (98,000,
77,000 y 34,000 respectivamente) son ligera pero
definitivamente diferentes de aquellas de las cadenas
de Slp. E1 peso de las cadenas de Ss suma 209.000 1o
que esta de acuerdo con el peso calculado para la
molécula no reducida.

La inmunoprecipitacion de Ss se hizo con
anti-C4 humano. Este suero no parece haber recono-
cido a Slp. En realidad este antisuero reacciona en
forma cruzada con Slp y 1los complejos inmunes se
unen al S. aureus. Sin embargo, después de 1los
miltiples lavados realizados en estos experimentos,
Tas moléculas de Slp se disocian de los anticuerpos
mientras que las moléculas de Ss permanecen fir-

mamente unidas.
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Figura 14: Estructura de las moléculas Ss y Slp deter-
minadas en SDS-PAGE. Las condiciones experimentales fueron
descritas en la Figura 13, excepto que se omitido el trata-
miento con Cls vy que el gel usado fue al 7% en condiciones
reductoras. Las sendas 1 y 4 muestran los resultados de los
controles con sueros normales de conejo y ratdon respec-
tivamente. Las sendas 2 y 3 muestran los resultados de la
inmunoprecipitacion con IgG anti-C4 humano y anti-Slp
respectivamente. Ss y Slp difieren ligeramente en el peso
de sus cadenas L , 3 y 9 . En la senda 2 no se observan
las cadenas Slp, 10 cual indica que anti-C4 humano no inmu-

noprecipita a ésta molécula.
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En los experimentos siguientes se investigé
el efecto de Cls en las cadenas individuales de Ss y
Slp. La prediccion fue que si Ss es C4 su cadena
deberia perder un fragmento de peso 5.000 por accion
de Cls. Por otra parte, 1la falta de actividad
hemolitica de C4, por parte de Slp, podria deberse,
por 1o menos en parte, a la insensibilidad de su
cadena o a la accion de C(CTs. Estas predicciones
resultaron verdaderas y se ilustran en la Figura 15.
Como puede verse en las sendas 1 y 2, Cis no indujo
cambios en las cadenas y , B 0 de Slp. En cambio,
al comparar las sendas 3 y 4 se puede apreciar que 1la
cadena a de Ss perdid un fragmento de peso aproxi-
mado a 7.000 daltons, tranformandose en o , de peso
90.000 daltons. No se observa un efecto de Cls sobre
las cadenas B y 6 de Ss. En las sendas 5 y 6 se
muestran los resultados de un experimento que
demuestra la accidn selectiva de Cis sobre la cadena
de Ss. En este caso la inmunoprecipitacién se hizo
con anti Ss que reconoce a Ss y Slp. Si las cadenas
de estas moléculas tienen diferente peso molecular,
en este experimento deberia demostrarse la existencia
de 6 cadenas especificas en una senda (3 para Ss y 3
para Slp). Ademas este experimento reune la con-

dicidon ideal de mostrar en una misma senda el control

a

o
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Figura 15: Evaluacion del efecto de Cls sobre las cadenas
polipeptidicas de Ss y Slp. Las condiciones experimentales
fueron descritas en la leyenda de las Figuras 13 y 14. Las
sendas 1 a 6 representan respectivamente: S]p nativo, Slp
tratado con Cls, Ss nativo, Ss tratado con Cls, una mezcla
de Ss y Slp nativos, una mezcla de Ss y Slp tratados con
Cls. Es evidente que 5610 la cadena o de Ss es digerida
por Cls (senda 4 y 6). La senda 6 representa el experimento
con el control negativo interno ideal para demostrar 1la
especificidad de Cls para Ta cadena o de Ss. Los mismos
resultados fueron obtenidos con otras dos cepas Ss
alto-S1p@ (C3H.W7 y C3H.0H). Cuando anti-Ss fue usado para
inmunoprecipitar cepas S1p0 tales como C57.B1/10(H4-22) y
A.CA(ﬂ;}iJ s6lo tres bandas especificas fueron detectadas y

sus pesos moleculares coincidieron con las sendas inmunopre-

cipitadas por anti-C4 humano.
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negativo interno representado por la cadena o de Sip,
que no es digerida por Cls (Senda 6). En la senda 5§
se observan claramente las 6 cadenas esperadas (el
resto- de bandas mas débiles son inespecificas pues
también se detectaron cuando 1a inmunoprecipitacion
se hizo con sueros preinmunes).

Al determinar que las cadenas de Ss y Slp
pueden diferenciarse en base a peso molecular (si se
inmunoprecipita con el heteroantisuero anti-Ss),
surgio la pregunta si los animales genotipicamente
negativos para Sl1p tienen en sus sueros moléculas
Slp-similes, equivalentes a un producto alélico no
reconocido por el aloantisuero anti-Sip. Si estas
molélulas existen, la probabilidad de ser reconocidas
por el heteroantisuero anti-Ss deberfa ser alta.

Suero de machos C57B1/10 y A.CA (ambos Ss-alto S1p9)

fueron procesados como se describio anteriormente, e
inmunoprecipitados con anti-Ss y anti-C4 humano. En
ambos casos, solo tres bandas fueron identificadas en
SDS-PAGE y sus pesos coincidieron exactamente con los
de Ss. Por lo tanto, pareceria que Slp no es produ-
cido en estos animales o, alternativamente, sus cade-
nas tienen pesos iguales o muy parecidos a los de Ss

Y no son muy diferenciables con 1la tecnologia usada.
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En esta seccion se ha demostrado estructural
y funcionalmente que la proteina Ss es el cuarto com-
ponente del complemento del ratdn (en las secciones
que siguen la abreviacion C4 reemplazara a la abre-
viacion Ss).
Se ha determinado ademds la estructura de la proteina
sexo limitada y su incapacidad de actuar como cuarto

componente del complemento.

E1 gen estructural del cuarto componente del comple-

mento del ratdn estd ubicado en la regidn S del

complejo principal de histocompatibilidad (168). En

esta seccion se demostrard que el gen estructural del
cuarto componente del complemento del ratdn esti en
el centro del complejo H-2 (regidon S). Para ésto, se
| procedid a la bidsqueda de variantes electroforéticas
de esta proteina en diferentes cepas de ratones. Con
este objetivo se us0 una modificacion (162) de 1a
técnica bidimensional de O0'Farrel (161), en la cual
lTas cadenas polipeptidicas se separan, en condiciones
de denaturacion completa, en base a tres criterios:
especificidad antigénica, punto isoeléctrico y peso
molecular. Esta técnica modificada es descrita en
detalle en la seccion Materiales y Métodos.

En el analisis de los resultados presentados

aqui es importante considerar que la deteccign de un
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polimorfismo estructural en cualquiera de las cade-
nas de C4 representa, probablemente, variaciones en
el material genético que codifica 1a molécula completa.
Esto se basa en que C4 se sintetiza como un precursor
de una sola cadena (133-135), que es procesada post-
sintéticamente en las tres subunidades (Q ,(? y'X)

de 1a molécula funcional.

La cadena ¥ de C4 murino es polimérfica. En el rango

de pH usado en estos experimentos no se logro enfocar
simultaneamente las tres cadenas de C4. Como el
-polimorfismo de la cadena 7 fue rapidamente evi-
dente, se procedido a estandarizar las condiciones del
IEF de modo de obtener una resolucién adecuada de
estas cadenas.

En la Figura 16 (pfimera dimension o IEF)
se observan los tres fenotipos detectados para la
cadena 2/ de C4. Estos tres fenotipos son represen-
tativos de 1los resultados obtenidos con todas las
cepas estudiadas. Asi, la cadena 9/ de C4 en cepas

portadoras de 1los haplotipos H-25, H-2P, H-2f y

H-Zii, tiene un pl de 7,4 y fue designada C/ 1; en
cepas portadoras de los haplotipos H-Zk, H-24, H-2d,

H-2r, H-2b, H-2u y H-2%7 1as cadenas Q/de C4 presen-

taron un plI de 6,9 ( ?/2) Y, en dos cepas, portadoras
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Figura 16: Radioautograma de IEF de C4 de ratdon. Fracciones
de plasma C4-positivés fueron marcadas con 1257 ¢ inmunopre-
cipitadas de acuerdo con Kessler (159) con antisuero de
conejo contra C4 de ratdon. Los inmunoprecipitados desnatura-
1izados fueron enfocados en un EIF en bloque. Se pueden
distinguir 3 variantes de cadena ?/: ’11, presente en anima-
les B10.WB(H-2J2) y P/J(H-2P), esta cadena también estd presente
en animales portadores de los hap1ot%pos H-25 y H-2F; 92,

presente en C3H.Q(H-28) y también en cepas portadoras de 1los
haplotipos H-2k, H-29, H-27, H-2D H-pu  H-2W7 y {-pwr7,

7(3, presente en la cepa B10.STAl2 y también detectada en
B10.LIB5S. Estas dos dltimas cepas son portadoras de

complejos H-2 no designados, derivados de ratones silvestres.




de haplotipos silvestres, no designados, las cadenas
presentaron un pl de 6,5 ( Y 3). Estos resultados se
resumen en la Tabla I.

La demostracion de que las cadenas
polimérficas observadas en la Figura 16 corresponden
en realidad a las cadenas 7 de C4 fue obtenida
sometiendo el material analizado en IEF a una
segunda separacion en base a peso molecular. La
figura 17 muestra resultados representativos de alre-
dedor de 40 geles bidimensionales estudiados. En
todos estos experimentos 1la cadena polipeptidica
polimérfica tuvo pesos moleculares aparentes de
34.000, 1o que esta de acuerdo con 1o descrito
anteriormente para la cadena % de C4. M4&s ain, in-
munoprecipitados obtenidos con antisuero contra C4
humano, que reacciona cruzadamente con C4 de ratén,
produjeron resultados similares a los obtenidos con
anti-C4 de raton.

La cantidad de cadena 7% de C4 varié cuan-
titativamente de cepa a cepa, de acuerdo con datos
serologicos publicados previamente (169). AsT,
cuando se analizaron muestras de animales portadores
del haplotipo ﬂ;gk, en los cuales se ha descrito la
existencia de solo un 5% del nivel normal de C4 (Ss)

(169), se detectd también una cantidad equivalente




TABLA I

Tipo de cadena ¥ de C4(Sg) en ratones con diferentes alelos

en la region S de H-2.
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Alelo en 1la Tipo de
Cepa de raton region S cadena 3/
P/J p 1
B10.M f 1
A.SW, B10.S, SJL, A.TFR4, A.TH, S 1
B1O.RIII(20R)
B10.WB ja 1
B10.CAS?2 wl7 1
B10.KPB128 wlo 1
DBA/2J, C3H.OH, B10.A, A/J, d 2
B10.BSVS
AKR/J, C3H.OL, A.TL, B10.TFRS5, k 2
B10.HTT
B10.RIII r 2
PL/J u 2
B10.Q q g
A.BY b 2
C3H.W7, B1O.W7R w7 2
B10.LIB55, B10.STA1l2 silvestre, 3

no designado
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Figura 17: Separacion bidimensional de las cadenas ?/ de
C4. Después de enfocadas, las cadenas % de C4 fueron some-
tidas a una separacion en segunda dimensién,de acuerdo a
tamafio, en bloque de SDS-PAGE. La cadena ¥ aparece en 1la
esquina inferior izquierda de cada bloque con el peso mole-
cular esperado de 34.000 daltons. La naturaleza de 1la
mancha heterogénea localizada en la parte superior de cada
bloque representa probablemente el precursor de la molécula.
de C4. Este precursor consta de una sola cadena de peso
aproximado de 200.000 (134-135, 176). En el cuadro inferior
derecho se muestra una composicion de las tres variantes de
la cadena % , con el objeto de mostrar 1la magnitud de la
variabilidad electroforética de ellas. Mas del 90% de las
cuentas estuvieron asociadas a la banda principal. Es pro-
bable que las bandas mas débiles resulten de modificaciones

post-traduccion que ocurren in vivo o in vitro (ver texto

para discusion de este problema).




142

de cadena ¥ en la segunda dimension. En ninguno de
los grupos de controles negativos se detectd material
radioactivo en la posicion de las cadenas § de C4.
Estos controles incluyeron inmunoprecipitados obteni-
dos con aloantisueros contra Slp y C5 con antisuero
de conejo o cabra contra C3 y factor B murinos.
Ademas, se usaron sueros normales de raton, conejo y
cabra. Es todos los experimentos positivos, mas del
90% de las cadenas se enfocaron a los pl mencionados
anteriormente, de acuerdo a lo determinado cortando
las sendas en segmentos de 1 mm y midiendo 1la
radioactividad asociada en un contador gama. E1 10%
restante de las moléculas se enfocaron en un rango de
pH mas amplio, formando bandas bien resueltas pero
mas débiles (Figura 17). NGétese que una de las ban-
das mas débiles en g1 tiene un pI similar al de la
banda principal de §2. Esto podria interpretarse co
mo indicativo de la presencia de pequefias cantidades
de C4- 2 (menor de un 10%) en cepas portadoras C4-%1,
Sin embargo, esto es poco probable ya que la
inmunoprecipitacion con un aloantisuero contra C4
(anti H-2.7, ver seccion 3) produjo precisamente el
mismo patron de ¥ 1, obtenido en cepas portadoras de

C4-%¥ 1, mientras que no reacciond en absoluto con
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ninguna de las bandas de C4- $2. €Es probable enton-
ces que el patron de bandeo obtenido resulte de modi-

ficaciones post-traduccién in vivo o in vitro, tales

como deamidacidon y/o carbamilacidn. La posibilidad
de que estas variaciones se deban a glicosilacién,
con incorporaciéh de acido sialico, puede descar-
tarse, ya que el tratamiento de las tres variantes de
C4 con exceso de mneuranimidasa no alterd el patrodn

electroforético.

2.2 E1 gen que controla el polimorfismo de C4 esti loca-

lizado en l1a regidn S del complejo H-2. La Tabla II

reiine los elementos de juicio que permiten ubicar el
gen responsable del polimorfismo de C4 en la regiédn S
del complejo H-2. La participacion exclusiva del
complejo H-2 en 1a determinacidn de 1los fenotipos
descritos se demuestra a través de la identidad del
pl de Tas cadenas § entre cepas con un mismo haplo-
tipo H-2 'y con diferente base ("background")
genética. Por ejemplo, A.Sw, B10.S y S.JL son todas
cepas con haplotipo H-25 y en todas ellas C4 es de
tipo 1. Por otra parte, cepas con haplotipos H-2
diferentes pero con la misma base producen C4 con

cadenas B de diferente pI, esto es ilustrado por

ejemplo, por la presencia de cadenas ¥1 y 6 3 en las




TABLA II
E1 gen que controla el polimorfismo de la cadena ¥ de C4 estd ubicado en

Ta region S del complejo H-2.

Tipo de
Cepa Origen de las regiones de H-2 cadena ¥ Conclusion
~ de C4

La base genética
ASW;B10.S;SdL s s s s s s s s 1 (no H-2)no parece
influenciar el

B10/A;A/J k k k k k d d d 2 tipo de cadena ¥
) de C4.

B10.WB g 3 3 3 3 i i b 1

B10.Q 9 9 9 9 g q g q 2 E1 control del
polimorfismo de

B10.LIB55 silvestre, no designadas 3 la cadena % de C4
estd ubicado den-

A.SW s s S s s S s s 1 tro de H-2.

A.BY b b b b b b b b 2

. E1 gen responsa-

B10.S syS S s s s s s 1 ble del polimor-
fismo estd ubica-

B10.BSVS s s s s s s d d 2 do en las regio-
nes S o D.

B10.RIII r r r r r r r r 2

BIO.RIII(2R)* s s s s s s s rp 1 La region D no
participa en el

A.TH s s s s s s s d 1 control del poli-
morfismo.

A.TL s k k k k k k d 2,

* La cepa BI10.RIII{20R) es un recombinante entre ratones S1pd portadores
del haplotipo t2 (KSASSSJSESCSSSDA) y ratones S1p9 (KYArBryrercrsrpr),
Informacion presentada en (170) muestra la posicidn del intercambio
genético entre I-C y S e indica que 1a regién S de BI10.RIII(20R) se
origind del haplotipo H-25. Sin embargo, los ratones B10.RIII(20R)
son Slp-a y, por lo tanto, el suceso recombinatorio se realizé proba-

blemente entre 1as regiones S y D como se indica en esta tabla.
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cepas B10.S, B10.LIB55 respectivamente, o de cadenas
% .7 2 en las cepas A.Sw y A.BY. La comparacion de
las cepas B10.S con B10.BSVS ubica al gen responsable
en la region S o D. La region D puede ser descartada
al comparar dos combinaciones de cepas congénicas:
B10.RIII con B10.RIII(20R) y A.TH con A.TL.

De acuerdo a este analisis el gen estruc-
tural del cuarto componente del complemento murino
estd ubicado en la regidon S del complejo H-2.

La expresion de las variantes de cadenas
es codominante en individuos F1. Esta codominancia
sugiere nuevamente que la diferenciacion fenotipica
entre 7(1, 7(2 y QY3 es una propiedad intrinseca de
lTa molécula de C4 (secuencia aminoacidica y no una

\

modificacion postsintética.

E1 grupo sanguineo murino H-2.7 es un determinante

aloantigénico de C4d, que es un fragmento del cuarto

componente del complemento de esta especie (171). EI

grupo sanguineo murino H-2.7 descubierto por Hoecker
y colaboradores (70, es expresado por los haplotipos
ﬂ:gi, H-25, y_2j y H-2P. David y colaboradores (71) y
Klein 'y colaboradores (72) demostraron, que a

diferencia de otras especificidades H-2, H-2.7 se
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expresa predominantemente en los eritrocitos y ubi-
caron el gen que controla la expresidon de esta espe-
cificidad en una nueva regidon que T1lamaron H-2G,
entre S y D, basandose en la reactividad de la cepa
recombinante A.TFR1. Estudios recientes (73) han
demostrado que 1a ubicacidn propuesta por David y
colaboradores y Klein y colaboradores (71, 72) es
errdonea y que é&ste gen estd ubicado en realidad, en
la regidn S. De acuerdo a lo descrito en la seccidn
2.2, esta region contiene el gen estructural del
cuarto componente del complemento. De este hecho
surgié la interesante posibilidad que H-2.7 esté de
alguna manera relacionado con C4. La presencia de
H-2.7 en 1los glébulos rojos, suero y plasma de.1os
animales positivos, conjuntamente con el hecho de'ser
controlado por el C.P.H del ratdn, es reminiscente
de los grupos sanguineos humanos Chido Yy Rodgers cuya
expresidén es controlada por el CPH humano o HLA.
Observaciones recientes han demostrado que estos gru-
pos sanguineos corresponden a determinantes ant{geni-
cos de un fragmento de C4 (C4d, Figura 3) y que éste
fragmentg puede incorporarse pasivamente a 1los
eritrocitos durante 1ta activacion del complemento

(74-75, 172). Por otra parte, el gen estructural del
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cuarto componente del complemento humano estd ubicado
en el complejo HLA (12). Ademds, H-2.7, al igual que
C4 se expresa en el suero y plasma. Esto ha sido
probado mediante inhibicidn de 1a hemaglutinacidn de
g1obulos rojos H-2.7 positivos si se preincuba el
anti-H-2.7 con suero o plasma de animales H-2.7
positivos.

De 1los hechos <citados en 1los pérrafos
anteriores se desprende Ta obvia necesidad de estu-
diar, en el ratdn, la naturaleza de la molécula que
expresa el antigeno H-2.7, con la hipdtesis de tra-
bajo de que este antigeno H-2.7 corresponde a un

fragmento de C4 murino.’

La expresion de H-2.7 estd correlacionada con 1los

alotipos de 1a cadena s del cuarto componente del

complemento murino. En las secciones 2.1 y 2.2 se "ha

descrito wun polimorfismo de C4 murino basado en
diferencias en pl de 1a cadena % y el control
genético de esta variacidn estructural fue ubicado en
Ta region S del complejo H-2. La Tabla III muestra
la notoria correlacidn existente entre las variantes
de 1a cadena 8 de C4 y 1a expresidn del antigeno

H-2.7. La distribucidén del antigeno H-2.7 en 1las




Relacion entre las variantes de cadena Qrde C4, controladas

TABLA III

por la region S, y la expresion del aloantigeno H-2.7.
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Tipo de cadena H-2.7
Alelo en la regidon S 7Yde C4.*
P 1 Positivo
f 1 Positivo
S 1 Positivo
J 1 Positivo
Desconocido (MP) | Positivo
k 2 Positivo**
d 2 Negativo
r 2 Negativo
u 2 Negativo
q 2 Negativo
b 2 Negativo
w7 2 Negativo
silvestre, no designado 3 Negativo
(B10.LIB55 y B10.STA12)
* Tipos 1, 2 y 3 con puntos isoeléctricos 7.4, 6.9 y 6.5

respectivamente.

** Negativo en los eritrocitos, negativo o debilmente posi-

tivo en el suero por inhibicidon de 1la hemaglutinacion;

positivo por absorcion

H-2.7.

vivo del

aloantisuero anti
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diferentes cepas fue obtenida de 1la literatura
(70-73). Los ratones portadores de los alelos ps £,
S, Y Jj en la region S de H-2 producen C4 de tipo Q/l
y son H-2.7 positivos. Con una excepcién, la presen-
cia de otros alelos en la regidon S estd asociada con
C4-'Xé o C4- ?% y negatividad para H-2.7. La excep-
cion esta dada por el alelo k en la regién S. En
este caso, los animales producen C4-‘X2 Y sin embargo
han sido clasificados como H-2.7 positivos porque

absorben in vivo la actividad de aloantisueros

anti-H-2.7 (71-72). Esta (nica discrepancia para la
correlacion establecida serd analizada experimen-

talmente mas adelante.

El aloantisuero contra H-2.7 inmunoprecipita

("reconoce"”) moléculas de C4 en el plasma murino.

Plasmas-EDTA de ratones H-2.7 positivos (SJL-H-25) y

negativos (DBA/ZJ'ELEQ) fueron fraccionados en una
columna de Sephadex G-200 y la presencia del antigeno
H-2.7 fue determinada en estas fracciones, mediante
inhibicion de la hemaglutinacidn. Una fuerte acti-
vidad inhibitoria fue detectada solo en 1la porcion
ascendente del segundo pico protéico del plasma de
ratones SJL. Esta area contiene ademds 1la mayor
parte de C4. Los tubos positivos fueron combinados,

marcados e inmunoprecipitados con antisuero de conejo
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contra C4 y con aloantisuero contra H-2.7. Una por-
cion de este material fue incubado con CTs antes de
la inmunoprecipitacion. Los complejos inmunes,
eluidos de S. aureus, fueron sometidos a SDS-PAGE 0 a
IEF, bajo condiciones de denaturacidn completa,
seguido de radioautografia. La figura 18 demuestra
que el aloantisuero contra H-2.7 inmunoprecipita del
suero de ratones SLJ tres cadenas polipeptidicas con
pesos moleculares idénticos al de las cadenas de
C4 (Figura 18, senda 3), determinados en la seccign
1.4. Ademds, la cadena ¢ de la molécula H-2.7 posi-
tiva es digerida por Cls, con generacion de un
fragmento con peso molecular idéntico al de 1la cadena
de C4 humano (Figura 18, senda 2; Figura 3). Por
otra parte, en condiciones de no reduccion,
anti-H-2.7 inmunoprecipita una sola molécula con un
peso aparente de 205.000 daltons (datos no
mostrados), que es el mismo peso determinado para la
molécula completa de C4 murino (Figura 13).

De los resultados resumidos en 1la Tabla I,
puede predecirse que anti-H-2.7 inmunoprecipitara C4
de tipo s l. La figura 19 demuestra que Ta
prediccion es correcta. La senda 1 muestra el

resultado de la precipitacion de C4- %1 con anti-C4.
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Figura 18: Radioautograma de una gradiente 1lineal de

7-15% on  SDS-PAGE de fracciones de plasma H-2.7 positivas
de ratones SJL. La inmunoprecipitaciodn se hizo con un
aloantisuero anti H-2.7. Este experimento es representativo
de los resultados obtenidos con plasma-EDTA de cepas por-
tadoras de alelos s, p, j y f en la region S del complejo
H-2. Las sendas 1-3 representan respectivamente: inmunopre-
cipitacion con suero normal de raton, inmunoprecipitacidn
con anti-H-2.7 después de tratar con Cls, inmunoprecipita-
cion sin tratar con Cls. Es evidente que la cadena de Ta
molécula reconocida por anti H-2.7 es sensible a la accign
de CT;. La comparacion de las sendas 1 y 3 demuestra que el
aloantisuero anti H-2.7 inmunoprecipita C4 del plasma de los
ratones SJL (cadenas @, 3 y'fcon pesos de 98,77 y 34

kilodaltons respectivamente. La senda nuimero 2 demuestra que

el aloantisuero también reconoce a C4b).
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Figura 19: Radioautografia de IEF de C4 murino: Fracciones
de plasma C4-positivos fﬂeron inmunoprecipitadas, desnatura-
lizadas y enfocadas. Las sendas 1 a 4 muestran los resultados
obtenidos con la cepa SJL (representante de las cepas H-2.7
positivas, C4-7/1) y las sendas 5 a 8 muestran los resulta-
dos obtenidos con la cepa DBA/2J (representante de las cepas
C4-7/2, H-2.7 negativas). La inmunoprecipitacion fue hecha
con suero de conejo anti-C4 de raton (senda 1 y 5), suero
normal de conejo (sendas 2 y 6), suero de raton anti H-2.7
(sendas 3 y 7) y suero normal de ratdon (sendas 4 y 8). EI
hetero antisuero (anti-Ss inmunoprecipita Cé4- %1 y Ci- 92
(sendas 1 y 5). E1 anti H-2.7 inmunoprecipita C4 de tipo
Q(l (senda 3) pero no C4 de tipo 72 (senda 6). Las bandas
especificas adicionales en las sendas 1, 3 y 5 son fragmen-

tos de cadena X (168).
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La senda nimero 3, el mismo material inmunoprecipi-
tado con anti-H-2.7. En Ta senda nidmero 5, C4 .de
tipo ¥ 2 dinmunoprecipitado con el heteroantisuero
contra C4 y en la senda 7, el mismo material inmu-
noprecipitado con el a]oantisuéro contra H-2.7.
Las sendas 2, 4, 6 y 8 corresponden a controles nega-
tivos inmunoprecipitados con 1os correspondientes
sueros preinmunes. Es obvio de estos rg§u1tados que
el heteroantisuero de conejo reconoce C4 de tipo ¥ 1
Yy % 2. En cambio, el aloantisuero anti H-2.7 reco-
noce solo C4 tipo ¥ 1. NOtese que estos resultados
no implican que anti H-2.7 vreacciona con sitios
antigénicos ubicados en la cadena de C4. El
aloantisuero podria reconocer otras dareas de 1la
mo]écufé y la cadena Y ser solo un indicador de 1a
especificidad de Tla aloreaccion. Este problema se
resuelve en la prdéxima secciodn.

La especificidad de H-2.7 estd ubicada en el

fragmento C4d ( o 2) de 1a cadena ¢ de C4. Los

experimentos descritos en las secciones 3.1 y 3.2
demuestran que, con una excepcidon, la especificidad
H-2.7 se encuentra en C4 o C4b (anti H-2.7 reacciona
con C4 después de tratarlio con CIs), siempre que sean

de tipo y 1. Para determinar 1a localizacidn del o
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Tos .sitios antigénicos H-2.7, se procedid a analizar
los fragmentos C4c y C4d producidos por la accion de
C3b-INA y C4-bp sobre C4b (Figura 3). Fragmentos Céc
purificados fueron obtenidos dg suero de ratones MP
(H-2.7 positivos) mediante el procedimiento descrito
en la seccion 4.1 de Materiales y Métodos. Céc esta
formado por 2 fragmentos de cadena & ( A3 y o4), una
cadena f3 'y una 7Y (Figura 3). Las cadenas g8 vy
no son afectadas por el C3b-INA y Cé4-bp. Sin
embargo, el fragmento C4c es H-2.7 negativo de
acuerdo a dos criterios: (a) es inactivo en ensayos
de inhibicion de hamaglutinacion en concentraciones
similares a la de C4 en suero normal y, (b) estos
fragmentos no son 1nmuqoprecipitab1es por anti
H-2.7. |
Estos resultados sugirieron que el deter-
minante H-2.7 no estad ubicado en C4c, sino en otro
lTugar de la molécula, probablemente en el fragmento
C4d (X2) (Figura 3). Para resolver este problema se
procedio a fraccionar cromatogrdficamente (Sephadex
G-200) suero de animales H-2.7 positivos (SJL, H-2S)
y negativos (DBA/2J, H-2d) y la presencia de H-2.7 en
las fracciones fue detectada mediante inhibicidn de

1a hemoaglutinacion, (C4 en suero es rapidamente
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activado y'fragmentédo a C4c mds C4d, a menos que se
tomen las precauciones especiales detalladas en 1la
referencia 151). Una fuerte actividad inhibitoria
fue detectada solo en el tercer pico de densidad opt-
ica. Las fracciones positivas fueron combinadas,
radiomarcadas e inmunoprecipitadas con anti H-2.7 o
con anti-C4.

Los resultados de las radioautograffas de
los bloques de SDS-PAGE son mostradas en 1la Figura
20. Una sola banda especifica de peso molecular
aparente de 45.000 fue revelada por inmunoprecipita-
cidn con antisuero contra H-2.7 y C4 (sendas nidmero 2
y 3 respectivamente) La demostracidn de que el mismo
polipéptido es en realidad reconocido porkanti-H-2.7
Yy anti C4 fue hecha mediante inmunoprecipitaciodn
secuencial. Primero, el material radiomarcado fue
incubado con antisuero contra C4 y C4c, en exceso de
anticuerpo, o con suero normal de conejo, y 1o§
complejos inmunes fueron removidos con S. aureus y
centrifugacion. Luego, 1o0s sobrenadantes fueron
incubados con aloanticuerpos contra H-2.7, tratados
con S. aureus y centrifugados. Los complejos inmunes

eluidos de las bacterias fueron analizados en SDS-

PAGE y radioautografia. Debe sefialarse que se puede
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~“igura 20: Radioautografia de una gradiente linear del
7-15% en SDS-PAGE del fragmento C4d( d2) de C4. Suero de
ratones SLJ (H-2.7 positivos) fue fraccionado en una colum-
na de Sephadex G-200 en la presencia de Ca™ y Mg**. E1 ter
cer pico proteico fue radiomarcado e inmunoprecipitado con
suero normal de raton (senda 1), suero de ratén anti-H-2.7
(senda 2), suero de conejo anti C4 (senda 3) y suero normal

de conejo (senda 4). Un fragmento de 45.000 daltons fue

inmunoprecipitado especificamente por anti-C4 y anti H-2.7

(C4d o0 X2).
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predecir que el fragmento C4d de cepas H-2.7 negati-
vas es inmunoprecipitado por anti C4 pero no por anti
H-2.7. La Tabla IV resume los resultados de la inmu-
noprecipitacidon., con diversos antisueros g de C4 y

fragmentos C4 de cepas H-2.7 positivas y negativas.

La expresidon de los determinantes H-2 en la molécula

de C4 esta controlada por mecanismos de efectocis.

Es posible que algunas de las variaciones detecta-
bles en la estructura de C4 mediante métodos
seroldégicos o inmunoquimicos sean debidos a modifica-
ciones post-traduccion. Por ejemplo, Huang y cola-
boradores (173) han sugerido que 1la especificidad
aloantigénica H-2.7 podria generarse después de 1la
digestidon de la molécula de C4 por enzimas controla-
das en la region S de H-2. De ésto se desprende la
importancia de la bilsqueda de efectos trans en ani- .
males F1 originados del cruzamiento de cepas H-2.7
positivas (C4 ¥1) y H-2.7 negativas (C4- ¥2). Si
Ta sugerencia de Huang y colaboradores (173) es ver-
dadera, o si H-2.7 es el producto de otro efecto
post-sintético tal como glicosilacion, en estos ani-
males F1 tanto C4- ¥ 1 como C4 ¥ 2 deberian ser por-
tadores la especificidad H-2.7 (efecto trans). Se

probaron hibridos F1 entre animales SJL (H-2S, H-2.7
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Resumen de los resultados de 1a inmunoprecipitacion de C4 y fragmentos

de C4 de ratones H-2.7 positivos y negativos usando diversos antisueros

especificos.

Naturaleza  Inmunoprecipitacién con antisuero contraj

Cepa* del fragmento

C4(Céc + C4d)# Cac# H-2.7§
de C4.

H-2.7 positiva C4 o C4b Positivo Positivo Positivo
Céc Positivo Positivo Negativo
C4d Positivo Negativo Positivo
H-2.7 negativa C4 o Cédb Positivo Positivo Negativo
Céc Positivo Positivo Negativo
C4d Positivo Negativo Negativo

* La inmunoprecipitacidon de C4 nativo, con tres antisueros, fue realiza-

da con preparaciones de 29 cepas de ratones portadores de diversos

alelos en la region S, de acuerdo a lo mostrado en la Tabla I.

La inmunoprecipitacion de C4b, Cdc y C4d fue realizada con preparacio-

nes de ratones SJL, MP(H-2.7 positivos) y DBA/2J (H-2.7 negativos).

# Heteroantisuero.

§ Aloantisuero.
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positivos, C4- y 1) y DBA/2J (H-29), H-2.7 negativo,
Ca- g 2). No se observo efecto trans, como se
demuestra en la Figura 21: en la senda 2 se ven las
cadenas ¥ 1 y ¥ 2 de C4 inmunoprecipitadas por el
heteroantisuero contra C4. De estas cadenas solo
¥ 1 fue inmunoprecipitada por anti H-2.7 (a través
del fragmento C4d de la cadena o de C4) (senda 3).
(E1 resto de la Figura 4 es pertinente a la seccién

que sigue).

E1 determinante aloantigénico H-2.7 y 1a cadena?de

tipo 2 estan presentes en una molécula excepcional de

C4 codificada por el alelo Sk, Los ratones por-

tadores del alelo k en la region S tienen niveles
excepcionalmente de bajos C4 circulante, de acuerdo a
1o demostrado en titulaciones hemoliticas (150) o
mediante RIE usando un heteroantisuero (149). Estos
ratones son excepcionales pues expresan de alguna
manera la especificidad H-2.7 a pesar de ser por-
tadores de C4 de tipo ¥ 2. C4 de ratones B10.HTT(Sk)
fue inmunoprecipitado especificamente con H-2.7 Y,
como se demuestra en el IEF presentado en 1la Figura
21, senda 5, la cadena % obtenida fue de tipo 2.
Los pesos moleculares aparentes de las cadenas a, B

y § obtenidas fueron ideAticos a los de las cadenas
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Figura 21: Radioautografia de IEF de C4 de raton. Las con-
diciones experimentales fueron descritas en la Figura 19.
Las sendas 1 a 4 muestran los resultados obtenidos con C4 de
ratones hibridos F1 entre SJL (SS, H-2.7 positivos, C4-71) y
DBS/2J (S9 H-2.7 negativos, C4- ¥ 2). Las sendas 5-6
muestran 1los resultados obtenidos con ratones BI1O.HTT (§k,
C4-?f2, H-2.7 positivos). La senda 1 muestra los resultados
de inmunoprecipitacidn con suero normal de conejo, la senda
2 con suero de conejo anti-C4, la senda 3 y 5 con suero de
raton anti H-2.7, y las sendas 4 y 6 con suero normal de
raton. El1 heteroantisuero reconoce a C4-’fi y C4-72 en el
suero del hibrido. E1 aloantisuero anti H-2.7 en cambio
reconoce solo C4 de tipo Q/l (comparar sendas 2 y 3). Las
bandas especificas, presentes en la senda 2, y que se enfo-
can entre pH 6.25 y 5.95 corresponden a productos de degra-
dacion de la cadena OL . Esta Figura también muestra que C4
de la cepa BIO.HTT (SK, 4 bajo- 22, H-2.7 positivo) es
reconocido por anti-H-2.7. La diferencia en intensidad
entre la banda 77 en la senda 5 y las intensidades ? de las
sendas 2 y 3 es esperada ya que todos los animales por-

tadores del alelo k en la region S tienen bajos niveles de C4.
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de C4 de otras cepas de ratdén, como se demuestra en
la Figura 22, sendas 2 y 3. De acuerdo a lo esperado
la intensidad de 1las bandas obtenidas fueron mucho

menores.

E1T gen estructural de la proteina sexo-limitada del

raton (S1p) estd ubicado en el complejo principal de

histocompatibilidad. Los resultados presentados en

secciones anteriores han demostrado que la proteina
S1p es una entidad molecular definitivamente
diferente del cuarto componente del complemento, a
pesar de compartir notorias homologias estructurales.
También se demostré en secciones anteriores que el
gen estructural de C4 esta ubicado en la region S de
H-2. Por otra parte, el control de la sexo limita-
cion de Slp ha sido atribuido también a genes presen-
tes en la region S (56, 66-67). Estos hechos
sugieren que el gen estructural de Slp podria estar
también en la region S, cercanamente ligado al gen
estructural C4. Sin embargo, estos hechos no descar-
tan la posibilidad de que exista alli uno o varios
genes que regulan la actividad de genes estructurales
localizados fuera de H-2, incluso en otro cromosoma.
En las Secciones siguientes se abordara este problema
experimentalmente. Para ésto se inicié la blsqueda

de variantes electroforéticas de Slp.
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Figura 22: Radioautografia de gradiente de SDS-PAGE
(7-15%). Las condiciones experimentales fueron descritas en
la Figura 18. Las sendas 1-2 muestran 1los resultados de
inmunoprecipitacion de fracciones de plasma, positivas para
C4, provenientes de ratones B10 HTT (SK, C4-bajo, H-2.7
positivos) Las sendas 3 y 4, SJL (Ss, Cé4-alto, H-2.7
positivos). La senda 2 y 3 muestran 1los resultados de 1la
inmunoprecipitacion con anti H-2.7 y Tlas sendas 1 y 4 son
controles con suero normal de ratdon. Los pesos molaculares
aparentes de las cadenas o, B y ¥ de C4 de ratones §£ y
ratones S2 son idénticas 1o que esta de acuerdo con resulta-

dos anteriores (150).
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La proteina Slp es polimdrfica y el gen estructural

esta ubicado en el complejo H-2. Slp, parcialmente

purificado de ratones machos, fué radiomarcado, inmu-
noprecipitado con aloantisuero y analizado en 1la
modificacion (162) de 1la técnica bidimensional de
0'Farrell (161). En la gradiente de pH usada, 1la
cadena 3 de S1p no entrd en los geles. Las cadenas
oy 7 penetraron en la primera dimensidon y fueron
identificados en 1los radioautogramas de 1a segunda
dimensidon por sus pesos moleculares. En algunos
geles pudo visualizarse una mancha de peso molecular
200.000 que probablemente representa el precursor de
Ta molécula Slp.

Diversos controles negativos fueron
analizados, incluyendo frac;iones equivalentes,
radiomarcadas, obtenidas de machos de cepas que son
genéticamente Slp positivas pero fenotipicamente
negativas (S1p2-Slp-o0). Estos controles negativos y
también inmunoprecipitaciones de S1p con suero normal
de raton y con aloantisueros contra C5 y C4 (anti
H-2.7), no produjeron manchas en las segundas dimen-
siones en las posiciones correspondientes a las cade-
nas OL y Y de S1p.

Aunque no se detectaron variaciones

genéticas en las cadenas (L de Slp, las cadenas Q(

J
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resultaron ser claramente polimdrficas. Asi, Tlas
cadenas ¥ de ratones C3H.W7 mostraron un pl de 6,55
(% 2, Figura 23) que, comparado con la cepa C3H.OH,
pl 6,71 (1 Figura 24), resulta claramente diferente.
Como es de esperar, una mezcla de Slp de ratones
C3H.O0H y C3H.W7, produjo cadenas % con ambos puntos
isoeléctricos y con la misma intensidad, como se
demuestra en la Figura 25.

Resultados idénticos a los mostrados en 1la
Figura 25 fueron obtenidos con machos (C3H.OH «x
C3H.W7) F1. Las hembras sin embargo produjeron
resultados como los de la Figura 1. La explicacion
de esto radica en que en la cepa C3H.W7 el complejo
H-2 deriva de una hembra silvestre, fenotfpigamente
STp positiva (S1p2-Slp-a), descrita por K]ein‘ (68).
Con el complejo H-2 de_esta hembra se prepard la cepa
C3H.W7, en que la expresidon de Slp es constitutiva
(independiente de 1la regulacién hormonal y por 1o
tanto expresada en hembras y machos). E1 hecho de
que hembras (C3H.OH x C3H.W7)F1 produzcan solo Slp
con cadena similar a la de la cepa constitutiva (8 2)
demuestra que el «control de 1la constitutividad,
aparte de residir en H-2, actda con un efecto de
tipo cis. En otras palabras. el elemento regulador

presente en el cromosoma nimero 17, proveniente de 1la
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Figura 23. Radioautografia de un gel bidimensional de Slp
purificado de ratones machos C3 H.W7. Se observan 3 manchas
especificas: la mancha superior corresponde probablemente al
precursor de Slp (pl 6,4, 200.000 daltons); la cadena
(pI 6,50; 105.000 daltons) y la cadena Y (pl 6.55, 34.000
daltons). E1 mismo resultado se obtuvo con ratones B1l0.W7R.
En 1la mayoria de las separaciones, menos de un 5% de cade-
nas ¥ especificamente inmunoprecipitadas se enfocan a pH
mas altos o bajos que el grueso de las cadenas. Esto
ocurre, probablemente, como consecuencia de modificaciones
post-traduccion de las moléculas Slp. Este tipo de micro-
heterogeneidad ocurre con la mayoria de las proteinas some-
tidas a este sensible procedimiento. Resultados idénticos
fueron obtenidos con ratones (B10D2 x B10 WR7) F1 hembras,
demostrando que el control de la expresion de Slp en hembras

es de un efecto cis.

oL
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Figura 24: Radioautografia de electroforesis bidimensional
de Slp de ratones machos C3H.OH. Se visualiza una mancha
especifica: la cadena 7 (pI 6,75, 34.000 daltons).
Resultados idénticos fueron obtenidos con todas las cepas
S1p positivas excepto C3H.W7 y B1l0.WR7. (En este experi-
mento la cadena & es visible sélo después de sobreexponer

la pelicula).
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Figura 25: Radioautografia de una electroforesis bidimen-
sional de una mezcla de Slp de ratones machos C3H.W7 y
C3H.O0H. Cuatro manchas especificas son visibles: pro-
Slp, cadenas¢g , cadenas ¥ 1 y % 2. Resultados idénticos

fueron obtenidos con ratones machos (C3H.OH x C3H.W7)F1l.
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cepa C3H.W7, no puede inducir la produccion de Slp
por parte del gen estructural presente en el cromo-
soma homdélogo, proveniente de la cepa C3H.OH (174).
La Tabla V muestra la distribucion de 1los
fenotipos electroforéticos de ratones Slp positivos.
Con la excepcion de las cepas C3H.W7 y B10.WR7, que
son portadoras del haplotipo H-2 derivado de 1la
hembra constitutiva capturada por Klein en 1975 (68),
todas las cepas son portadoras de Slp con cadena de
pl 6,71 ( ¥ 1), incluyendo la progenie F1 de tres
hembras constitutivas capturadas en la vecindad de
Santiago.
El locus responsable de este polimorfismo podria
designarse Slp-1 y, de acuerdo a los datos presen-

tados mas arriba, podria postularse la existencia de

dos alelos, Slp-1a, que determina la presencia de
cadena ¥1 con pl 6,71, y Slp-1b, que determina 1la
presencia de cadena % 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 concluir que el locus responsable de
este polimorfismo estda ubicado en el complejo H-2.
La ubicacion precisa de este locus dentro del
complejo no ha sido posible por no existir recom-

binantes informativos.




Distribucion de Slp en las cepas endogamicas.

TABLA V

Propiedades de Slp.

Presencia Control de Tipo de

en la expresion cadena +*

hembras en hembras
B10.WB J no -- 1
B10.S S no -- 1
P/J p no -- 1
C3H.0H d no -- 1
C3H.W7 w7 si H-2 2
B10.WR7 wr7 si H-2 2
NZB d si no H-2 1
PL/J u s no H-2 1
(C3H x W1)F1§ k/wl si desconocido 1
(C3H x W2)F1§ k/w2 si desconocido 1
(C3H x W3)F1§ k/w3 si desconocido 1

* Tipo 1 = pl 6.55, tipo 2 = pI 6.71.

§ Hibridos F) entre ratones C3H/Hed y ratones silvestres (W1,W2,W3)
capturados en las vecindades de Santiago.

can que los animales Fj se originaron de tres ratones diferentes.

Los ndmeros 1-3 indi-

177
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Reevaluacion de la sexolimitacion de la proteina Slp

(175). Los resultados presentados hasta ahora se
resimen en que la region S de H-2 contiene los genes
que codifican al cuarto componente del complemento y
muy probablemente, a la proteina Slp. A pesar de que
la funcion de Slp es desconocida, su expresion esta
sujeta a un interesante control hormonal que se tra-
duce en la sexo-limitacion (presencia en machos y no
en hembras en la mayoria de las cepas endogamicas).
Esta sexo-limitacidon se debe a que los andrdgenos son
necesarios para inducir la sintesis de la proteina,
de acuerdo a lo demostrado por Passmore y Shreffler
(67).Esta inductividad por androgenos hace de Slp una
herramienta de utilidad muy promisoria para el estu-
dio de los mecanismos de activacion génica por parte
hormonas esteroidales. La primera excepcion a esta
sexo-limitacion estuvo dada por la hembra silvestre,
S1p positiva, capturada por Klein (68). Esta hembra
tenia niveles Slp tan altos como los de los machos de
cepas endogamicas positivas para Slp.

La conclusion de que la expresion de Slp es
dependiente de la testosterona y, por 1lo tanto,
limitada a 1os machos adultos portadores de ciertos

alelos en la region S, se basa en mediciones realizadas




con técnicas convencionales. Las mas importantes de
éstas, han sido, inmunodifusion doble, RIE e inmuno-
difusion radial simple (52, 56, 66-69). En todos
estos casos la positividad de los sueros pudo detec-
tarse solo hasta diluciones de 1/20. Las hembras, con
la excepcion mencionada mas arriba (68), fueron
siempre negativas, incluso cuando se probd suero sin
diluir. Estos hechos indicaron a diversos autores
(52, 56, 66-69, 150, 162, 168-170, 174) que 1las
hembras de cepas genotipicamente Slp positivas son
fenotipicamente S1p negativas (S1p2-Slpo. Un aspecto
contradictorio con estas observaciones esta dado por
el hecho de que las hembras gehotfpicamente STp posi-
tivas son inéapaces de producir aloanticuerpos contra
S1p (67), a pesar de no tener Slp detectables en cir-
culacion. Este hecho sugiere que el sistema inmune
de estas hembras es tolerante a Slp por tener estas
pequefias cantidades de 1la proteina circulante no
detectable con la tecnologia clasica.

En esta {ltima seccidén de resultados se
establecera experimentalmente que las hembras geneti-
camente S1p positivas en realidad expresan Slp, en
cantidades relativamente bajas, pero detectable en

forma consistente. La deteccion de Slp en estas
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hembras ha sido posible gracias a la produccidon en
nuestro laboratorio de dos anticuerpos monoclonales
dirigidos contra diferentes sitios antigénicos de
Slp. Estos anticuerpos permitieron adaptar un
radioinmunoensayo (R.I.E.) de muy buena sensibilidad,

para dos sitios antigénicos. La produccidon de anti-

cuerpos monoclonales y R.I.E han sido descritos en la )

seccion Materiales y Métodos).
La figura 26 muestra la curva estandar ob-
tenida en el R.I.E de doble sitio antigénico. Para

esto se probaron diferentes diluciones de plasma de

machos BlO.DZ(ﬂ:gﬁ; C4-alto, Slp positivo). Como
control negativo se us6 plasma de machos DBA/IJ
(H-2b, C4-alto, S1p negativo). '

Hembras y mach&s de diferentes cepas fueron
probados en este R.I.E. y sus niveles relativos de
S1p fueron cafcu1ados por dintrapolacion a la curva
standard. La sensibilidad de este R.I.E. es tal que
el plasma puede diluirse por 1o menos hasta 1/3200 y
alin detectar Slp con confianza. E1 uso de este
R.I.E. ha permitido demostrar que Tlas hembras
genéticamente positivas, "fenotipicamente negativas"
en realidad expresan Slp en cantidades que pueden

alcanzar hasta 4% del Sl1p presente en 1los machos

respectivos.
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Figura 26: Radioinmunoensayo (RIE) para la deteccion de Slp.
Modificacion del RIE de doble sitio antigénico (167). Pla-
cas de microt{tulacion de PVC fueron precubiertas con 50
p1/pozo de una solucion de IgG monoclonal (5 umg/ml) dirigida
contra un sitio antigénico 1 de la molécula de Slp. Después
de saturar la placa con exceso BSA fue incubada con 25
u1/pozo de diferentes soluciones de plasma Sip positivo
(B10.D2, §Q, macho) circulos cerrados. En un cuarto paso la
placa se incubé con 25 ul de IgG monoclonal anti-sitio
antigénico 2 de la molécula de Slp, a una concentracidn de
1 pg/mi. Después de incubar, se determiné la cantidad de

radioactividad asociada con 1os pozos.
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La Tabla VI resume los resultados de esta
reevaluacidon. Las hembras portadoras de los alelos d,
s, o p (clasicamente considerados negativos) expresan
S1p en cantidades que varian entre 4% (B10.F(14R)) y
0.2% (B10.DBR-2) de 1los niveles presentes en los
machos respectivos. No se detecto Slp en machos vy
hembras considerados clasicamente S1p2 (aquellos por-
tadores de los alelos k, b o f en la regidn S).

Los anticuerpos monoclonales permitieron
ademas la purificacion parcial de Slp del plasma de
hembras mediante cromatografia por afinidad. Esto
permitio demostrar conclusivamerte que el R.I.E. para
doble sitio antigénico reconoce en realidad Slp, vy
no una molécula con reactividad cruzada. La Figura
nimero 27 resume esta demostracidn. Se trata de una
radioautografia de moléculas de C4 y Sip de diferen-
tes fuentes, incluso hembras, analizadas en SDS-PAGE.
C4 (senda 1), una mezcla de C4 y Slp (senda 2) y Slp
solo (senda 4) fueron inmunoprecipitados de plasma de
machos BlOWR y usados como controles positivos. Slp
de hembras Balb/c (ﬂ;&ﬂ, C4 alto, S1pa-Sip-o0), fue
purificado por afinidad en columnas de Sepharosa a
las cuales se acopldé anticuerpos monoclonales anti-
S1p. E1 material eluido conteniendo S1p fue

radiomarcado, inmunoprecipitado con
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TABLA VI
Presencia de Slp en hembras murinas previamente consideradas

fenotipicamente Slp-negativas.

Unidades de Slp* Alelo en 14
Cepa Genotipo Slp Hembras Machos region S.
B10.D2 S1pd 50 (5) 10, 000 d
B10.BDR.2 S1pd 10 (1) 4878 (131) d
BALB/c Sip2 57 (15) 6061 (616) d
B10.HTG S1p2 -- 8000 (3800) d
A.SW S1pd 28 (8) -- s
B1O.RITI(20R) S1pa 13 (3) 1562 (132) S
B10.S(7R) S1pd 10 (3) -- s
B10.F(14R) S1pd 4 (0,4) 100 (45) p
B10.P S1pa -- 20 (3) D
C3H S1p0 0 0 k
B10.Br S1po 0 0 k
DBA/1J S1po 0 0 b
A.BY S1p0 0 0 b
B10.M S1p© 0 0 f

* A la cantidad de Slp presente en una combinacion de plasma de
machos B10.D2 adultos le fue asignado un valor arbitrario de
10.000 unidades. Diluciones de este material fueron usadas para
construir una curva estandar para el ensayo inmunoradiométrico.
Los valores experimentales mostrados (media de 6 a 10 animales
con sus errores estandar entre paréntesis) fueron calculados por
intrapolacion a la curva estandar.

-- Experimento no realizado.
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Figura 27
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Figura 27: Determinacion en SDS-PAGE de la estructura de
cadenas polipeptidicas de 1la proteina Slp purificada de
plasma de hembras. Las condiciones experimentales de 1la
electroforésis fueron descritas en la Figura 15. Tres anti-
cuerpos monoclonales (IgG 1), dirigidos contra tres sitios
antigénicos diferentes fueron combinados y acoplados a
Sepharosa. E1 S1p de hembras Balb/c parcialmente purificado
en esta columna fue inmunoprecipitado con suero de conejo
anti C4 (senda 3) o con anti Slp (senda 4). Se incluyeron
dos controles positivos obtenidos de machos C3H.W7: C4,
inmunoprecipitado con anti C4 depués de extraer Slp con anti
S1p (senda 1); una mezcla de C4 y Slp inmunoprecipitada con
anti C4 (senda 2). La senda 5 incluye uno de los controles

negativos corridos.




187

diversos -antisueros. La senda 3 muestra este
materia{ inmunoprecipitado con anti C4. La senda 4
muestra el mismo material inmunoprecipitado con anti
S]p;w Es evidente de estos resultados que anti C4
~r;conoce ~en esta preparacion a Slp
__(comparar sendas 3 y 2). También es evidente que
"~ anti S1p reconoce en estas hembras a una molécula
idéntica al Slp de los machos (comparar sendas 4 con
2). Esta mo]écu1a, presente en hembras, tiene
tres cadenas unidas covalentemente con pesos molecu-
lTares como el de Tlas cadenas presentes
en el plasma de Tos machos. Por {Gltimo, es también
evidente que esta molécula es diferente de C4. Por
1o tanto, esta molécula ha sido identificada, por
todos 1los criterios disponibles, como Sip y se ha

determinado en forma concluyente que este molécula no

esta restringida (sexo-limitada) a los machos.




DISCUSION

En esta disertacidn se analizan experimen-
talmente 1las relaciones genéticas estructurales y fun-
cionales existentes entre Ss y Slp, dos proteinas controla-
das por el complejo H-2. La eleccidn de estas proteinas
para los estudios presentados aqui tuvo un triple objetivo.
Primero, aumentar nuestra conocimiento con respecto a 1la
genética del sistema del complemento, ya que ambas proteinas
han sido implicadas de una u otra manera con este sistema
por diversos investigadores (57, 59-65). Segundo, la pre-
sencia de genes estructurales y/o reguladores para estas dos
proteinas en el segmento cromosdmico mejor caracterizado de
las especies vertebradas, permite el estudio de polimorfir-
mos (regulatorios o estructurales) a través de una variedad
de métodos seroldgicos, biogquimicos e inmunoquimicos. Estos
polimorfismos pueden ser utilizados como marcadores para
contestar preguntas’  de gran interés en genética de ver-
tebrados, especialmente aquellas relacionadas con el control
de la expresion génica. En tercer Tlugar la eleccidon de
estas proteinas fue influenciada por el hecho de ser 1los
inicos productos del complejo H-2 expresados fundamen-
talmente en el suero y sb6lo secundariamente en células o
tejidos. Dadas las funciones de 1os otros productos del

complejo H-2 en el control de diversas interacciones celu-

lares, era entonces obvia 1la necesidad de estudiar las
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funciones de los productos expresados en el suero (Ss y Sip)
y establecer en 1lo posible, 1las relaciones genéticas,
estructurales y funcionales con 1los productos expresados
primariamente a nivel de membranas celulares.

Los resultados experimentales presentados
aqui contribuyen a la satisfaccidn de los dos primeros obje-
tivos. Con respecto al tercero, ésto es, la integracion de
los genes estructurales o regu]ador;s de Ss (C4), Sip yi
otras proteinas relacionadas con el complemento al contexto
de los otros genes de los CPH, es aiin tema de controversia.

En esta seccidn analizaré primero 1los
resultados concretos relacionados con 1os dos primeros ob-
jetivos y 1luego utilizaré 1la informacién disponible para
discutir (y especular) sobre el significado biolégico del
1ig$miento entre loci relacionados con el complemento y 1los
CPH.

En la seccidon Resultados se demostrd que la
protefna Ss es en realidad el cuarto componente del comple-
mento murino. En esta discusion, por razones didacticas,
seguiré la secuencia cronoldgica de los hechos y utilizaré
el nombre original de la proteina hasta que 1la homologfia

estructural y funcional con C4 sea formalmente discutida.



1so

Los antigenos Ss y Slp son dos proteinas estruc-

turalmenterelacionadaspero, funcionalmentediferentes:

La demostracion que 1las proteinas Ss y Slp son
estructural y funcionalmente diferentes aclard un
gran nidmero de observaciones contradictorias con
respecto a la relacion entre estas protefnas y el
sistema del complemento.

La Figura 9 muestra el comportamiento cro-
matografico de las protefnas Ss y Slp, y su relacién
con el modo de elucion de Ta actividad hemolitica de

c4. Cuando se usO0 plasma-EDTA, 1la mayorfa del

antigeno Ss fue detectado en la porcion ascendente

del segundo pico proteico. En cambio, cuando se usd

suero el antigeno Ss fue detectado en el primer pico

de densidad oOptica, asociado con C4-bp (151). Por
otra' parte, Slp tuvo un comportamiento claramente
diferente, ya que siempre eluyd en el segundo pico,
independientemente del uso de suero o plasma.

Resultados idénticos fueron obtenidos al probar
plasma o suero de varias cepas Ss-alto, Slp-positivas
(C3H.WS1p, C3H.O0H, DBA/2J y MP). En todos estos
experimentos la actividad hemolitica de C4 fue
siempre detectada s6lo en el segundo pico de densidad

optica, 1o que contradice 1las observaciones de
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Goldman y colaboradores (63). Estos autores argumen-
tan que la presencia dé antigeno Ss en el primer
pico, no acompafiada de actividad hemolitica de C4,
estd 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 activacidn de
Cl1 durante el proceso cromatografico (177), con
fragmentacidon de C4 (Ss) a C4b y formacidon de comple-
jos con C4-bp. Los complejos C4b/C4-bp son macromo-
leculares y hemoliticamente inactivos. En concordan-
cia con lo anterior, la Figura 9 también muestra que
la actividad hemolitica de €4 en el suero es sdlo un
102 de 1a que se encuentra en el plasma. Sin
embargo, cuando se tomaron precauciones para q@e no
se activara el Cl1 del suero (agregando EACA y DFP
después de sacar el coagulo), la actividad hemolfitica
fue idéntica a la obtenida al fraccionar plasma (en
plasma se usa EDTA que bloquea a los diones Catt y
Mg**, esenciales para la actividad de C1).

La evidencia directa de que Ss media 1la
actividad hemolitica de C4 se obtuvo en experimentos
en los que se extrajeron especificamente cantidades

variables del antigeno Ss de fracciones de plasma.




Luego se procedid a correlacionar esta -remocidn con
la actividad hemolitica residual de C4 (Figura 10).
Estas dos variables se correlacionaron con un alto
grado de significancia ¢=0,99, P < 0,001). Sin
embargo, como se demuestra en la Figura 11, no hubo
un descenso en la actividad hemolitica de C4 cuando
se procedid a extraer hasta un 100% del antigeno Slp.
E1 pequefio descenso en la actividad hemolitica de C4
observado al agregar un exceso de IgG anti-Sip (1,73

y 2,21 pug) se debe probablemente a adsorcidn no

especifica de Ss a los complejos inmunes.
Al comparar 1os niveles de Ss con la acti-
vidad hemolitica de C4 en plasma de ratones U

fenotipicamente Slp negativos (hembras SIp2 - S§1p0,

o hembras y machos S]DQ_)’ se obtuvo una correlacion
altamente significativa (P< 0,001) (Figura 12). Este
nivel de significancia disminuyé al incluir plasma de

animales fenotipicamente S1p positivos (machos S]p3)°

Este resultado esta de acuerdo con la prediccion de
que Slp no tiene actividad hemolitica pero si es

reconocido por el heteroantisuero wutilizado para

cuantificar Ss. Estos resultados explican algunas
de las discrepancias descritas previamente entre Tos

niveles de Ss y la actividad hemolitica de C4, espe-

cialmemte aquellas destacadas por Goldman y asociados
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(63-65). Los estudios de las relaciones entre Ss Yy
actividad hemolitica realizados por estos autores no
consideraron que S1p contribuye significativamente a
tas mediciones de antigeno Ss realizada con anti-
sueros heterdlogos y no detectaron que Slp carece de
actividad hemolitica de C4. Dificultades adicionales
surgen del hecho de que si no se toman precauciones
especiales para prevenir 1la activacion de una
variedad de proteasas séricas, la protefna Ss es
rapidamente fragmentada durante los procesos croma-
tograficos a que se somete el suero. Una vez
fragmentada, esta proteina se une a C4-bp (Ss-bp)
(151), formando complejos macromoleculares hemoliti-
camente 1inactivos. Por dltimo, la mayoria de 1las
técnicas usadas previamente para la deteccidn de 1la
actividad de C4 murino no reuniria las condiciones
optimas. En los experimentos presentados aqui se
usaron eritrocitos de vacuno sensibilizados con 1la
correspondiente hemolisina (IgM) y ademds se usé
suero de cuy deficiente en C4, al cual se agregd C2
humano oxidado (178) para re§o1ver el problema de
incompatibilidad de especies en la formacion de la C3
convertasa (C4b2a) (179).

Estas modificaciones ciertamente aumentaron
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la sensibilidad de la titulacidén de C4 en plasma o
suero de raton.

De lo discutido anteriormente se desprende
que la proteina Ss expresa la actividad funcional de
C4. Se podria postular, por 1o tanto, que esta pro-
teina deberia ser susceptible a la accién enzimitica
de C1 (Figuras 2 y 3). En las Figuras 13 y 15 se
demuestra que el tratamieﬁ;o con C1 fragmenta a 1la
proteina Ss pero no a Sl1p. En la Figura 15 se
demuestra que la accidn de C1 es especifica para la
cadena . de Ss, eliminando de ésta un fragmento de
peso 7.000 a 8.000. Esta accidn de C1 transforma a
Ss en una molécula hemoliticamente inactiva.

Las proteinas Ss y Sip comparten una gran
homologfa antigénica y estructural ya que ambas son
reconocidas como idénticas por heteroantisueros de
conejo y ambas estdn formadas por 3 cadenas poli-
peptidicas. Sin embargo hay algunas diferencias que
han sido demostradas experimentalmente en esta diser-
tacion. Por ejemplo, en la senda 2 de 1la Figura 14,
se observa que Ss, al igual que C4 humano, consiste
de tres cadenas polipeptidicas unidas covalentemente
(este experimento se realizo en condiciones
reductoras). Estas cadenas tienen pesos moleculares

aparentes de 98, 77 y 34 kilodaltons. En condiciones
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no reductoras (Figura 13), la proteina Slp tiene el
mismo peso que Ss. Sin embargo, en condiciones de
reduccion, Slp también muestra 3 cadenas cuyos pesos
moleculares son ligeramente diferentes de los de Ss
(105, 74 y 32 kilodaltons respectivamente, Figura 14,
senda 3).

La Tabla VII resume los datos funcionales y
estructurales de las proteinas Ss y Slp presentados
aqui. Estos datos permiten concluir que Ss es el
cuarto componente del complemento del ratodn. La
homologia de Slp con Ss se desprende de la similitud
en estructura de cadenas polipeptidicas y de sus
relaciones antigénicas con Ss. Sin embargo, la fun-
cion de S1p sigue siendo desconocida.

| En consecuencia con los resultados discuti-
dos hasta aqui, en el resto de esta disertacidon 1la
designacion de substancia sérica o Ss serd reempla-
zada por la de cuarto componente del complemento o
C4.

De acuerdo a 1o mencionado en varias sec-
ciones anteriores, ratones con diferentes haplotipos
H-2 tienen concentraciones relativas de C4 sérico que
pueden variar entre 1 y 20 veces. En otras palabras,
H-2 controla estas extensas variaciones cuantitativas

de C4,pero el gen estructural de esta proteina podria




TABLA VII

Diferencias entre las moléculas Ss y Slp
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Propiedad Ss Slp
Reconocimiento por
anti C4 humano Si Pobre
Afinidad por C4-bp Si No
Activacion por Ci Si No
Actividad hemolitica de C4 Si No
Peso molecular de
las cadenas:
ol 98.000 105.000
B 77.000 74.500
Y 34.000 32.000
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estar en otro 1lugar del genoma. Por 10 tanto,
después de identificar a Ss como el cuarto componente
del complemento pareceria 16gico tratar de responder
la pregunta de la ubicacién de su gen estructural.
Con este objetivo, buscamos marcadores estructurales
de esta proteina. La discusion de estos resultados

se presenta en la seccidn siguiente.

E1 gen estructural del cuarto. componente del comple-

mento del raton estd ubicado en la regién S del

complejo H-2. En estos estudios se usd una modifica-

cion (162) de 1la técnica electroforética bidimen-
sional de O0'Farrell (161), cuyas ventajas se discuten
en la seccion Métodos. Esta técnica permite el
analisis de mezclas complejas de po]ipégtidos
radiomarcados mediante tres criterios independiéntes:
punto isoeléctrico (pl), peso molecular y especifici-
dad antigénica. Esto se logra separando las muestras
primero en IEF (pI) y 1luego en SDS-PAGE (peso
molecular). E1 realizar el IEF en condiciones de
denaturacion completa permite evitar las interac-
ciones débiles proteina-proteina que ocurren entre
los componentes del complemento y que pueden
complicar seriamente la interpretacion de Tlas

diferencias de sus mobilidades electroforéticas
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(151). Esto permite también discernir entre Jlos pre-
cursores de los componentes estudiados, tales como
pro-C4 (134-135) y la proteina nativa o productos de
degradacion de ella. '

Usando este método pudimos detectar 3
variantes de C4 murino con diferentes pl de sus cade-
nas ¥ . Designamos estas variantes como Y1 (pl
7.4), ¥2 (pl 6.9) y Y3 (pl 6.5). Los genes que
controlan esta variacidon estdn localizados en 1la
regidon S del complejo H-2.

Como se resume en la Tabla I y se demuestra
en la Tabla II, en las cepas comercialmente dispo-
nibles se detecté C4 de tipo vyl y y2 (Figuras 16 y
17). C4 con cadena Y 3 fue identificado en dos
cepas, B10.LIB55 y B10.STA12, cuyos genotipos H-2
derivan de~ratones silvestres capturados en sectores
rurales de Michigan, U.S.A (1980). Es interesante e]
que, a pesar de que los genes de 1la subregidn IA son
muy polimérficos en 1los haplotipos de derivacign
silvestre, estas dos cepas pertenecen al mismo grupo
IA e IE (W13) (180). Los resultados presentados aquf
indican que estas dos cepas también tienen regiones S
muy similares o idénticas.

E1 polimorfismo descrito hace surgir 1la

pregunta obvia acerca de la relacidn entre 1los genes
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que determinan el pl de la cadena vy de C4 y 1los
genes descritos previamente que controlan la cantidad
de C4 circulante (181-182).

La distribucidon de estos <caracteres en
diversas cepas indica que se trata de entidades inde-
pendientes. Por ejemplo, 1os ratones de genotipo
25 y §£ comparten el mismo fenotipo de cadena de C4
( vy2). Sin embargo, estos ratones muestran diferen-
cias de 10 a 20 veces en la concentracidon de C4 cir-
culante, mientras que Tlos ratones de genotipo §£ y
ST (y2y v 1) respectivamente) tienen diferentes pI
y concentraciones muy similares de C4 sérico (182).

En cuanto a 1l1a Dbase genética de 1la
variacion estructural de las cadenas vy, la explica-
cion mas directa es que C4-y 1, C4- Y2 y C4- Y3 son
formas alélicas de C4, cuyo gen estructural estarfia
localizado en la regidn S. La cadena Y sirve como
marcador de polimorfismo de la molécula C4 completa
ya que ésta se traduce como una sola cadena poli-
peptidica de peso 200.000 que es procesada post-
sintéticamente en las tres cadenas ¢, B y v (133-
183). No obstante, debe tenerse presente la alter-

nativa que 1las diferentes formas de C4 represen-

ten alotipos complejos codificados por genes
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estrechamente ligados, productos de la duplicacidn de
un gen ancestral. En este caso seria necesario invo-
car mecanismos desconocidos de <control que per-
mitieran la expresion de una sdéla forma de C4 por
cepa. Como 1os alotipos complejos generalmente
difieren en muchas subtituciones aminoacidicas (1),
esta hipotesis es compatible con la variacién aloan-
tigénica simultdnea de la cadena © de C4 murino que
sera discutira en la proxima seccidn.

Por d1timo, se puede descartar la posibili-
dad de que las variaciones de pl de las cadenas Y
discutidas aqui se deban a la incorporacién post-
traduccidon de acido sialico a estas cadenas ya que,
el tratamiento con exceso de neuranimidasa de 1las
tres variantes de C4, no alterd en absoluto el patrén
de IEF. (Resultados no mostrados por ser idéntiéos a

los de la Figura 16).

E1 grupo sanguineo murino de H-2.7 es un determinante

aloantigénico de C4d que es un fragmento del cuarto

componente del complemento de esta especie. Hemos

demostrado aqui que el determinante aloantigénico
H-2.7 estd presente en un fragmento de C4. La evi-

dencia que permite concluir ésto es midltiple. En
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X

ausencia de activacion del complemento, el aloan-
tisuero anti-H-2.7 1identifica a una molécula del
plasma con las caracteristicas funcioné]es y estruc-
turales del cuarto componente del complemento. Esto
es sefialado por el peso molecular de las tres cadenas
polipeptidicas de 1T1a molécula reconocida por este
a]oantisuero_} a, B y‘y), por el pl de su cadena vy Yy
por la sensibilidad a Cls de su.cadena o .

En el suero, la especificidad H-2.7 esti
asociada con un péptido mds pequefio. Este peptido,
de peso 45.000, ha sido identificado aqui como un
fragmento de la cadena o de C4 (c4d o o 2, ver
Figura 3). Este fragmento pudo ser inmunoprecipitado
por el aloantisuero anti-H-2.7 y por el heteroan-
tisuero anti-C4, pero no por un hetero-antisuero
anti-C4c Tabla IV). Por otra parte, Cdc purificado
de suero de ratones H-2.7 positivos no pudo ser inmu-
noprecipitado por el aloantisuero (este fragmento
carece de C4d). Huang y colaboradores (184) y Huang
Yy Klein (185) encontraron que el aloantigeno H-é.?
puede ser incorporado pasivamente, in vitro o in
vivo, a globulos rojos H-2.7 negativos; Esta obser-

vacién es explicada por 1los resultados expuestos

aqui, ya que el fragmento de C4d, portador del
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aloantigeno H-2.7, media 1la unidén de C4b a 1las
membranas celulares después de 7la activacidon del
complemento (186).

Como se indica en 1a Tabla III (con una
excepcion que se discutird mds adelante), el C4 de
diferentes cepas de ratones puede ser H-2.7 positivo
y portador de cadena Y 1 o H-2.7 negativo y portador
-de cadena Y 2. Las variaciones de pI de las cadenas
y la expresion del determinante aloantigénico H-2.7
son 1independientes, ya que el fragmento portador de
Ta especificidad H-2.7 (C4d) se origina de la cadena
o (Figura 3). Es diffcil explicar estas variaciones
estructurales miltiples presentes en una sola
molécula en base a un solo locus con alelos miltiples.
Considerando ésto, podria argumentarse que algunas de
las modificaciones de las cadenas o o0 B8 resultaron
de sucesos post-traduccidn como, por ejemplo, glico-
silacion. Sin embargo, 1los resultados presentados
aqui demuestran Ta ausencia de efectos genéticos de
tipo trans, 1o que podria esperarse, por ejemplo, si
una enzima controlada por la region S estuviese
implicada en la generacion de las variantes de C4.

Esto fue demostrado al probar hibridos Fl entre ani-

males portadores de C4-yl (H-2.7 positivo) y animales

Y
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portadores de C4-7Y2 (H-2.7 negativo). Estos hibridos
expresan en el suero ambas variantes de C4, pero solo
una (C4Y1l) expresd en su cadenadh la especificidad de
H-2.7. No hubo dindicacidon de recombinacidén de mar-
cadores {efecto trans), como se demuestra en 1la
FiguraI21.

De acuerdo a 1o establecido anteriorpgente,
los animales portadores del alelo k en 1la reéién S
presentaron varias anomalias con respecto a C4.
Estos animales han sido identificados como H-2.7
positivos en base a absorcion especifica del aloan-
tisuero in vivo. A pesar de ésto, el uso de técnicas
tales como hemaglutinacion e 1inhibicion de 1la
hemaglutinacion no permiten detectar el aloantigeno
en sus eritrocitos o suero (71-72). La explicacion
mas probable para estos hechos contradictorios

estarfa dada por los bajos niveles de C4 en ratones

sk. Como se demuestra en la Figura 22, fue posible
demostrar 1la presencia del aloantigeno H-2.7 en 1la
molécula de C4 de estos animales mediante el uso de
una técnica de dinmunoprecipitacion de sensibilidad
adecuada.

Resultd 1inesperado el hecho de que C4 de

ratones 55 esté asociado con cadenas Y2, mientras
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que todas las otras cepas H-2.7 positivas son por-
tadoras de C4 tipo y1 (Tabla III). La naturaleza de
esta combinacion excepcional dentro de la molécula
de C4 es una pregunta de gran interés, por reflejar
quizds la expresidn de una molécula defectuosa cuyos
niveles en el suero alcanzan solo un 5% de los nive-
les normales. A1l respecto, una posibilidad intere-
sante es que el gen estructural para C4 en los anima-
1es._§5 se originara a partir de una recombinacign
intracistrdnica entre genes para C4-yl y C4-v2.
Informacidn definitiva sobre este punto emergera pro-
bablemente ya sea del anilisis de cromatogramas
peptidicos de Tlos tres tipos de C4 (Y1, H-2.7
positivo; vy 2, H-2.7 negativos y vy2, H-2}7 positivo),
de Tla secuencia aminoacidica o de la secuencia del
RNA mensajero deléstas,mo1écu1as.

La homologTfa entre el grupo sangufineo
murino H-2.7 y¥1os grupos sanguineos humanos Chido y
Rodgers ha sido establecida aqui en el sentido de
que, en ambos casos, las especificidades antigénicas
radican en el fragmento C4d de Ta molécula de C4. En
el ratdn, Ta demostracién de 1a existencia de un
antigeno antitético de H-2.7 tuvo que esperar durante

largo tiempo. Recientemente, Passmore (187) ha

demostrado la existencia de un antigeno (aidn no




205

designado)‘que se expresa en glgbulos rojos, plasma ¥y
suero, cuya distribucidon en 1las di ferentes cepas de
ratén es exactamente opuesta a la de H-2.7 (negativo
en animales Sf, sk, Sd, SP y SS; positivo en animales
sb sd, sr, sq y su). Aunque aiin no hay informacion
disponible con respecto a la naturaleza molecular de
este aloantigeno antitético, es probable su ubicacion
futura en C4 de tipo %2, en cuyo caso el paralelismo
con los grupos sanguineos Chido y Rodgers sera mas
completo. Persiste el problema de que en humanos es
muy probable que C4 (hemoliticamente activo) sea
codificado por dos 1oci’ cercanahente ligados
(188-189), ya que la distribucidn poblacional de las
variantes electroforéticas de C4 claramente no cumple
con el equilibrio de Hardy-Wei;berg para un modelo
genético de wun 5510 locus. Cada uno de estos Tloci
desp]ieéa un polimorfismo bastante importante,‘ de
acuerdo a 1o determinado por Awdeh y colaboradores
(190-191). Estos dos loci fueron designados C4A y
C4B. El polimorfismo electroforético de C4 humano
concuerda con la presencia de seis alelos en el locus
C4A y dos alelos en el Tocus C4B. Estos autores

(190-191) no detectaron la existencia de "crossovers"

entre estos dos 1loci. E1 producto del 1locus C4A
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es Rodgers positivo y e{ de{ locus C4B es Chido posi-
tivo. Dada la existencia de aproximadamente un 4% de
genes nulos en cada uno de estos loci, y la presencia
de haplotipos "seminulos", la eventual gene}acién de
individuos C4 deficientes es posible. Sin embargo,
1a gran mayoria de los individuos expresa ambas for-
mas de C4 en el suero, o sea son Chido-Rodgers
positivos.

Con respecto a H-2.7 murino y al antigeno
antitético recientemente discutido (187), 1a
situacidn es obviamente diferente ya que, por 1o
menos en las cepas endogamicas estudiadas, se ha
demostrado 1la presencia exclusiva de uné u otro
antigeno. Debe considerarse, no obstante, la posibi-
lidad alternativa a la alélica, de que en el ragﬁn,
. al 1igual que en humanos, existan por 1o menos 2 loci
que codifican C4 hemoliticamente acti&o correspon-
dientes a las formas C4- ?/1-H—2.7 positivo y
C4-Qfé-H-2.7 negativo (positivo para un antigeno
antitético). Esto implicarfa la existencia de meca-
nismos muy precisos de control, 1ligados a H-2, que
permitirfan la expresion de un solo gen por haplo-
tipo. Otras posibilidades serdn discutidas mas

adelante.
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Recientemente, Ramos y colaboradores (192)
Yy Ramos y Zavala (193) han descrito un nuevo
aloantigeno en el ratén cuya distribucidén es similar
a la de H-2.7 con respecto a su presencia en gldbulos
rojos y en el suero. Aunque la expresion de este nuevo
antigeno, denominado Gh, es independiente de 1a
expresion de H-2.7, ambos estarfan relacionados de
una manera paradojal ya que es posible absorber
simultaneamente 1la actividad de 1los 2 antisueros
respectivos (anti-Gh y anti-H.2.7) con tejidos de

ratones Gh positivos-H-2.7 negativos (192). Esta

observacion es dificil de explicar en términos inmu-
noldgicos convencionales. - Una exp]icacién posible
podria estar dada por el fendmeno de Matuhasi-Ogate
(194-195). Este fendOmeno consiste en que si durante

o después de la formacidn in vitro de un complejo

sistema un anticuerpo de especificidad no relacionada
con el antigeno presente en el complejo, frecuen-
temente se producira adsorcion del anticuerpo no
especifico. Se desconoce el mecanismo de esta
interaccion.

La distribucidon por haplotipo del antigeno

Gh permite suponer que no estda asociado con H-2.7 y,
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probablemente, tampoco con C4. La caracterizacion
estructural de la entidad Gh-positiva presente en el
suero podria definir si este aloantigeno es parte de
otro componente del complemento. Por otra parte, el
ligamiento de éh a H-2, detectado por Ramos y cola-
boradores (192-193), abre 1la interesante posibilidad
de la existencia de otra proteina sérica controlada
por este complejo.

En esta seccion se ha discutido la natura-
leza molecular del antigeno H-2.7, concluyéndose que
se trata de una especificidad aloantigénica presente
en C4. Por 1o tanto, en base a estos resultados y
considerando el hecho qide S y G no han sido separados
por recombinacion (73), se propone la eliminacidén de
Ta regiéon & como entidad independiente dentro del
complejo H-2. |

Los éxperimentos discutidos en 1las sec-
ciones 1, 2 y 3 han estado relacionados con la pro-
tefna Ss y 1las conclusiones obtenidas pueden resu-
mirse como sigue: a) SS'es el cuarto componente del
complemento murino; b) el gen estructural de esta
proteina estd ubicado en la regidn S del complejo

H-2; c¢) el grupo sanguineo H-2.7 corresponde a una
variariacion aloantigénica de C4, por 1o cual 1a

region G debe ser eliminada del complejo H-2.
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Concluye aqui 1la discusion de 1la parte
experimental relacionada con C4 murino. En 1las
proximas secciones se retomard el problema de la pro-

teina 'sexo limitada.

E1 gen estructural de la protefna sexo limitada (Slp)

esta ubicado en el complejo principal de histocompa-

tibilidad. Los resultados presentados aqui permiten
concluir que, a pesar de las semejanzas estructurales
de esta proteina con C4 y a la probabilidad de que C4
y S1p sean el producto de genes duplicados, la pro-
teina sexo-limitada no tiene funcidn hemolitica de C4.
En 1a mayoria de las cepas de ratones, Sip
es detectada sd0lo en machos porque, aparentemente, su
expresidon estd bajo un control estricto por parte de

Ta testosterona. Sin embargo ratones de los haploti-

pos 5:2311 y ﬂ:gﬂrZ; ambos derivados de una hembra
silvestre capturada por Kiein en 1975 (68), y también
los ratones de las cepas endogamicas PL/j, NZB, FM y
LG/J (196), expresan Slp en machos y hembras.
Dado que, de acuerdo al alelo en la regidn S de H-2
las diferentes cepas pueden o no expresar la proteina
S1p en el suero, es posible que el gen estructural para
S1p esté en esta regidn, cercanamente Tigado al de

c4.
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No obstante, es posible también que el gen estruc-

tural para STp esté en otro punto del genoma y que 1o

regulado por la regi6n S sea su expresicn. Los

resultados presentados aqui han resuelto parciaﬁmente
este problema al demostrar que la cadena 7{ de S1p es
polimérfica en su carga eléctrica intrinseca (pI) y
que el control de este polimorfismo reside en el
complejo H-2." La localizacidn del control dentro de
H-2 no fue posible por falta de recombinates infor-

mativos.
E1 polimorfismo descrito para las cadenas

Y de Slp podria deberse a diferencias en com-
posicion aminoacidica o a modificaciones post-
sintéticas (glicosilacién por ejemplo). Esta dl1tima
posibilidad parece poco probabie ya que los machos
heterozigotos (S4/SW7) expresan ambas formas alélicas
en forma codominante y 1las hembras expresan solo 1la
forma constitutiva S1p (174). Del resiimen presentado
en la Tabla V se puede concluir que el ({dnico caso en
que la expresidn de Slp en hembras es controlado por

el complejo H-2, ocurre en animales portadores del

haplotipo H-2W7 o H-2wr7. Basados en este hallazgo
Hansen y Shreffler propusieron en 1976 (69) que 1a
regién S del complejo H-2 contiene, aparte del gen

estructural para Slp, un gen regulador controlado por
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la testosterona. La expresion constitutiva de Slp
en el haplotipo ﬁ:gﬁl estaria dada por una mutacién
del gen regulador. Los resultados presentados aquf
demuestran que este haplotipo también es excep-
cional en el sentido de expresar un tipo particular

de S1p ( vy 2, codificado por el alelo Sip¥7). En

otras palabras, Slp-Y 2 es el dnico tipo de Sip en
que la .expresidn en hembras esta-controlada por un
gen ligado a H-2. Esta asociacion puede ser pro-
ducto del azar y no puede descartarse hasta ahora
la posibilidad de que 1a mutacion del gen
hipotético regulatorio ligado a H-2 (69) no exista
Y que sea el alelo §lgﬁ1 mismo el que, por haber
mutado, escape al control hormonal. En la secciodn
proxima se discutiran otros elementos relacionados

con este fendmeno.

Reevaluacidn de la sexo-limitacién de la proteina

Sip. A pesar de que todos los estudios iniciales
han .indicado que 1a proteina Slp se encuentra

exclusivamente en machos de ciertas cepas de rato-

nes (s]pg), Y que sy presencia en el suero esta
controlada estrictamente por Tla testosterona, se
han observado posteriormente varias excepciones a

esta sexo-limitacion.
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En 1975 Klein (68) descubrid 1a presencia

de S1p en el suero de una hembra silvestre. En las

hembras congénicas endogamicas portadoras del
haplotipo ﬂ:gﬂl,—derivado de la hembras silvestre,
S1p es -expresado cbnstitutivamen%e. En otras
palabras, esta presente en el suero de machos,
hembras, machos ca;trados e incluso -en machos por-

tadores del gen Tfm (feminizacidn testicular). Tfm
es una mutacién“recesiva, ligada al cromosoma X que
determina insensibi1iaad a la testosterona en 1los
ratones portadores (197-198). Esta insensibilidad
se deberfa a que este gen induciria la presencia en
el citoplasma de un receptor defectuoso para 1la
testosterona (198). Hansen y Shreffler (69) Yy
Klein (68) han propuesto que la expresion de Sip en
animales portadores del haplotipo ﬂ:gﬂl podria
explicarse en base a mecanismos reguladores del
tipo Jacob-Monod (202) o,por lo menos,a un meca-
nismo que refina alguno de Tlos aspectos centrales de
este modelo. Por ejemplo, el modelo regulador-
operador podria explicar las diferencias en tér-
minos de Tlimitacion al sexo entre animales por-
tadores del complejo §2 de expresion sexo-limitada

y animales §ﬁl de expresion constitutiva; en el
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caso Sd, la testosterona (inductor) evitaria 1a
interaccidon entre represor y operador en 1los
machos, por 1o cual se induciria la expresidon de

S1p en estos animales. En cambio en hembras $ds la

concentracion de testosterona serfa insuficiente
para inducir la produccién de moléculas Slp. Por

otra parte, en los ratones SW/, el operador habria
mutado o sufrido una delecidn tql que §erTa igcapaz
de unirse al represor. i Esta mutacion
“operador-constitutiva" resultaria en 1la sfntesi§
de Slp, dindependiente dé 1la p?esencia de Ta
testosterona; por 1lo tnto, Slp se expresaria en
ambos sexos.

Para acomodar esta explicacion a 1los
resultados obteﬁidos con 1a introduccidon de 1a
mutacion Tfm, se postula que este gen codificarfia
la proteina represora que interactiia con el opera-
dor del gen estructural para Slp. Esto estaria de
acuerdo con la proposicion de Ohno y Lyon (197) de
que Tfm codifica un represor del tipo Jacob-Monod
que puede inactivar genes en diferentes partes del

genoma. La testosterona podria interactuar con el

producto del gen Tfm normal e inducir asi la sint- <=

,/)esis de los productos de los genes reprimidos. Si

se acepta que el Tfm normal codifica una proteina

]
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represora, el gen Tfm mutante codificarfa una pro-
tefna represora defectuosa, incapaz de interactuar
con el dinductor (testosterona), aunque conservaria
su capacidad de unirse al operador y reprimir.

Esto resultaria en 1a no inductibilidad de "los
genes estructurales regulados por Tfm. En el caso

especifico de Slp 1los datos disponibles <con

respecto al efecto Tfm, podrian resumirse asi: ‘en

animales Sd. portadores del gen Tfm mutante, el - -
represor, al estar unido al operador, no podria ser
desplazado por 1la testosterona y, por 1lo tanto, -

S1p no se expresaria en estos animales. En

cambio, en animales SW/, el operador mutante no
interactuaria con el represor normal ni con el
represor alterado producto del gen Tfm mutante.
y

Por lo tanto, en animales §£l Slp seria expresado
en forma constitutiva, idrrespectivamente de 1la
presencia del gen Tfm mutante y de la presencia o
ausencia de testosterona.

Aunque el sistema operdn parece ser 1la
unidad bdsica del control de expresidon génica en
procariontes, el modelo presentado anteriormente

parece tener cierta base en el CPH del ratdén. Uno




de los aspectos mas caracteristicos de 1la organiza-
cién del sistema operdn es el hecho que los genes
reguladores y estruturales interactian en forma
cis. Este efecto es detectable en individuos F1
heterocigotos para el gen estructural y para el gen
regulador. Si la relacidon es de tipo cis y si se
dispone de 1los marcadores adecuados para el gen
estructural se puede determinar que el gen regula-
dor controla solo al ‘'gen estructural al cual esta
1igado. En otras palabras, el gen regulador no
controla la expresion del gen estructural ubicado
en el cromosoma homdélogo. Los elementos que regu-
lan la cantidad de C4 presente en el suero de

diferentes cepas (por ejemplo §£ comparado con iﬂ)
y la regulacidn, ligada a H-2, de 1a constitutivi-
dad de Sip actidan s6lo en forma Eii‘de acuerdo a 1lo
demostrado recientemente en nuestro laboratorio
(174). Esto constituye un elemento mds que hace a
1a region S un modelo de utilidad promisoria para
el estudio de la regulacion génica en organismos
superiores.

Una segunda excepcidon a la sexo-limitacion

de S1p ha sido -descrita recientemente por Brown y

Shreffler (196). Estos investigadores encontraron
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S1p en varias hembras de otras cepas (FM, PL/J vy
LG/S). La produccidon de Slp en estas hembras
depende de la presencia de uno o mas genes per-
misivos, no ligados a H-2. E1 mecanismo de acciodn
de estos genes es desconocido.

En ésta tésis se han presentado resulta-
dos basados en el uso de un método inmunora-

diométrico para medir Slp en varias cepas de rato-

nes Slpd, en las cuales la expresion de la proteina
ha sido clasicamente considerada Timitada al sexo.
Sin excepcion, Slp fué detectada en el suero de
todas Tlas hembras. Las cantidades detectadas
fueron pequefias variando entre 0,2 y 4% de las can-
tidades presentes en 1los machos de 1las cepas
respectivas.

Estos hallazgos hacen dificil la distin-
cion entre los mecanismos implicados en ia sexo-
Timitacion y en la constitutividad de Ta expresidn
de Slp, ya que incluso en las cepas en las que la
produccion de Slp es constitutiva, Tos niveles de
la proteina en el suero de las hembras son de sdlo
un 30% de la cantidad presente en los machos (69,
196). Podria argumentarse, por ejemplo, que la pro-
duccion de S1p es constitutiva en todas las cepas

Slpa. De acuerdo con ésto, el sistema Slp puede ser
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informativo no s6lo en la comprension de -algunos de
los efectos hormonales sobre la produccion de pro-
teinas del complemento, sino también para contestar
preguntas basica sobre el mecanismo genético-
molecular de Tla accion de hormonas esteroidales.
Por ejemplo, a pesar de haber documentacion amplia
de una afinidad por el ADN por parte de Tos comple-
jos formados por hormonas esteroidales y sus recep-
tores (203), ailn no hay suficiente evidencia de que
la 1interaccion produzca cambios en la transcrip-
cion. Tampoco hay evidencia de que Tlos complejos
receptor-hormona deban interactuar con secuencias
nucleotidicas especificas en el ADN para regular 1la

expresion génica.

Los CPH y el sistema del complemento: Discusion del

posible significado bioldgico, funcional y evolu-

tivo de esta asociacion.

Hasta el momento de redactar esta discu-
sion, C4 y C3 eran 1los (nicos componentes del
complemento cuyos ligamientos a H-2 habian sido
formalmente demostrados: C4 en la region S, dentro
de H-2; C3 a la derecha, a 11 centimorgans de S.
Recientemente, Roos y Démant (219) han descrito un
polimorfismo electroforético del factor B de 1la
ruta alterna. E1 control de este polimorfismo esta
cercanamente ligado a H-2 pero, debido a la falta

de recombinantes informativos, estos autores no

pudieron 1localizar con precision el gen o genes
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responsables. Este nuevo ligamiento a H-2 extiende
la homologia entre este complejo y los correspon-
dientes en el hombre (HLA), cuy (GPLA) y rhesus
(RhLA).

A estos hechos hay que agregar 10sS
resultados de Kaidoh y asociados (208) quienes han
detectado 10 que parece ser un polimorfismo estruc-
tural de C4-bp murino, cofactor en la degradacion
proteolitica de C4b por parte del C3b-INA (151,
205-207). Los datos presentados por estos autores
sugieren un polimorfismo del punto isoeléctrico de
C4-bp en varias cepas congénicas de ratones. Estu-
1io0s de ligamiento en dos combinaciones de
retrocruzas indicaron que los dos tipos de C4-bp
detectados son controlados por un solo locus codo-
minante, ligado a H-2. El analisis de recombinantes
intra-H-2 sugirid que el locus responsable estd a
la derecha de 1la regién D, aproximadamente a 17
centimorgans de la regidn S. Es importante hacer
notar que estos resultados deben interpretarse con
cautela ya que se basan en diferencias sutiles de
pl obtenidas en un isoelectroenfoque realizado en
condiciones no reductoras y de semidenaturacion.
En estas circunstancias no es posible descartar

interacciones residuales con otras proteinas del
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plasma cuya estructura, afinidad por Cé4-bp, con-
centracion sérica, etc., podrian ser las reguladas
por H-2. En cualquier caso, si estos resultados
son confirmados, constituirian el primer caso de
una proteina no implicada en la formacion de las
convertasas de C3, cuyo gen estructural estaria
ligado a H-2.

Todos estos hechos conducen a la uUltima
parte de esta disertacion que se referira a 1las
principales opiniones con respecto al significado
biologico y evolutivo de las asociaciones entre los
complejos principales de histocompatibilidad de las
especies y genes estructurales y reguladores de
algunas proteinas especiales del complemento.

Estas asociaciones implican estudios, vrevisados
recientemente (12), en por 1o menos 5 especies
(raton, hombre, cuy, rhesus) y no muestran excep-
ciones para C4, C2 y el factor B, 1o cual sugiere
que €sto puede ser una caracteristica comdn del CPH
de todos 1los mamiferos e, incluso, de todos 1los
vertebrados superiores. Es tentador por 1o tanto,
el pensar que esta no es una asociacidn por azar.
E1 tercer componente del complemento que,

entre otras funciones, participa en la formacidn de
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la C3 convertasa de la ruta alterna (C§ET§B) y en
la C5 convertasas alterna (C3p)nBb y clasica
(CEETEET?ET, es excepcional en su control genético.
Esta excepcionalidad se basa en que el hombre, a
diferencia del ratdon, no hay evidencia del 1liga-
miento entre el gen estructural de esta proteina y
HLA. Mas ailn, recientemente Whitehead y asociados
(204) usando hibridos somaticos entre fibroblastos
humanos y murinos han obtenido resultados que
sugieren que el gen estructural de C3 estaria ubi-
cado en el cromosoma nlimero 19 de Tla especie
humana. La ubicacion del gen estructural de C3 en
el ratén ha sido determinada por dos grupos inde-
pendientes de investigadores (93-96). Ambos con-
cuerdan en que este gen esta wubicado a 11 cen-
timorgans a la derecha de la regidon D. Es muy pro-
bable que este gen sea diferente del gen que regula
la concentracion sérica de C3 y que ha sido ubicado
en la cercania de las regiones S y D (97-98). A
pesar de esta divergencia en la localizacion de 1los
genes estructurales para C3 en el raton y humano,
queda aln en pie la generalizacion de que todos 1los
genes estructurales de 1los componentes que par-
ticipan en la conversidon (activacion) de C3 estan

ligados a los CPH.
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Las opiniones con respscta 2l significado
de esta asociacion en general co~d.ce~ a una de dos
conclusiones: a) estas asociaciznes son aleatorias
y no tienen significado bioldgico ad:zptativo, o b)
estas asociaciones tienen un significado central en
la fisiologia de los CPH. Aung.e ninguna de estas
conclusiones tiene base experir~iental, en 1los
parrafos siguientes se citan algun>s de los elemen-
tos de juicio que favorecen a una u otra posicion.

La primera hipotesis se basa en argumen-
tos de tipo evolutivo. Se pJiede pensar por
ejemplo, que los genes del com2lzmento se origi-
naron por duplicacidon de un gen crimordial. Esto
parece haber ocurrido con otros 3zenes de los CPH
(31, 210-212), tales como los de las regiones K y
D. E1 ligamiento entre los genes del complemento y
estos complejos se habria mantenido por no haber
transcurrido suficiente tiempo para la transloca-
cion de estos genes o porque fuerzzs selectivas que
habrian actuado sobre otros genes del complejo, no
relacionados con el complementd, habrian contri-
buido a mantener una integridad estructural, que no
tendria un significado funcional estricto.

La posibilidad de que C2 y el factor B

sean productos de genes duplicados es favorecida

N

-
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por el hecho de que estas proteinas tienen una
estructura y funciones similares: C2 en la C3 con-
vertasa de la ruta clasica y el factor B en la C3
convertasa alterna (121, 136). C4, sin embargo, no
parece compartir propiedades fisico-quimicas con C2
ni con el factor B, sino mas bien con C3 y C5
(213). Por 10 tanto, 1la presencia simu1téneé de
C4, C2 y el factor B en los CPH no puede exp1¥car§é
s6lo por duplicacidn génica. Tampoco puede expli-
carse por este mecanismo la presencia simultanea en
H-2 de los genes Ir y de los genes que codifican
los antigenos de transplante, ya que aparentemente
no hay relaciodn. estructural entre sus productos.
Klein y asociados 121) se destacan entre
10s inves€¥gadores que no otorgan importancia a la
asociacion CPH-complemento. Ellos manifiestan que
la region S del complejo H-2 es "notoriamente
diferente del resto del <complejo, ya que no
controla ninguno de 1los caracteres asociados con
las regiones K, D o I. En cuanto a la actividad
del complemento (el dnico caracter que controla) no
es afectada por 1las otras regiones, Esto da 1la
impresidn que Tla regidn S es un inmigrante extrafio
en el complejo H-2 y que no tienen ninguna relacidn

funcional «con el complejo mismo". En seguida,
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Klein y asociados (21) hacen notar la poca validez
del argumento de que Ta regién S es parte de H-2
porque, al igual que el complejo mismo, afecta fun-
ciones inmunoldgicas. De acuerdo con estos
autores, si este argumento fuese vadlido, entonces
todos Tlos loci que afectan funciones inmunolodgicas
deberian ser considerados miembros del complejo.

No existen antecedentes experimentales en
favor o en contra de las opiniones anteriores, pero
algunos de los argumentos usados para descalificar
a Ta regidén S como miembro de H-2 podrfan usarse
para descalificar a las regiones K D o I. Por
ejemplo, si se plantea que la regién S no controla
caracteres relacionados: con I, K o D, también se
puede argumentar que 1a‘regi6n I tampoco controla
caracteres asociados con K o D. En otras palabras,
las funciones conocidas para 1 pueden realizarse en
diversas cepas congénicas, irrespectivamente de los
alelos presentes en K o D. E1 argumento (121) de
que el reconocimiento por parte de células T de
antigenos virales en el contexto de los antigenos
de transplante de 1la célula infectada, habla en
favor del ligamiento entre 1las regiones K, D e I,

tampoco es necesariamente valido, ya que no hay
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evidencia de que las regiones K y D no podrian pro-
porcionar este contexto si estuviesen ubicados en
otra parte del genoma.

E1 problema central entonces es si 1los
genes actualmente descritos en los CPH podrian o no
cumplir sus funciones si estuviesen dispersos en el
genoma. Se podria pensar que el ligamiento de
todos estos genes ha persistido (incluidos los del
complemento) por razones selectivas. Se podria
especular, por ejemplo, que existe algin tipo de
interaccidon entre 1los productos de 1los genes
estructurales del complemento con los productos de
los otros genes de 1los CPH. Esta interacciodn
podria realizarse a nivel de la superficie de algu-
nas de Tas poblaciones celulares implicagas en Tla
respuesta inmune. Si se postula que estas interac-
ciones ocurririan con mayor eficiencia entre pro-
ductos alélicos especificos de dos o mds loci del
complejo, 1las fuerzas selectivas actuarian para
mantenerlos en 1los haplotipos especificos. En
otras palabras si estos loci no estuviesen ligados,
Ta generacion de combinaciones eficientes de alelos
especificos seria dificil de explicar, debido a 1la
asociacion independiente de 1los cromosomas en 1la

placa metafisica meiodtica.
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Al respecto Lachmann y Hobart (214) pien-
san que es mas que una coincidencia que de los tres
componentes del complemento codificados en los CPH,
dos hayan sido detectados en las membranas
celulares: el factor B (215-216) y C4 (217). En
ambos casos las cantidades detectadas son muy
pequefias y las funciones desconocidas. E1 meca-
nismo de incorporacion de estos componentes a Tlas
membranas celulares podria ser similar al discutido
anteriormente para Chido y Rodgers en humanos y
H-2.7 en el raton, cuyas funciones son
desconocidas.

Una atractiva posibilidad propuesta por
Lachmann y Hobart (214) es que 1o importante en 1a
superficie celular no serfan los componentes del
complemento (o derivados de ellos), idénticos a Jos
del suero, sino un conjunto distinto de componentes
similares pero no idénticos el complemento, codifi-
cados por una familia de genes duplicados rela-
cionados con los del complemento. Estas moléculas
actuarfan, en concentraciones muy béjas, a nivel de
superficies celulares, por ejemplo en reacciones de
citotoxicidad mediada por células. Para congraciar
estas posibilidades con la necesidad de mantener

todos estos genes 1igados en H-2, habria que
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postular que estas moléculas relacionadas con el,
complemento actdan mas eficientemente en el con-
texto de (interactuarian con) combinaciones de pro-
ductos especificos de alelos ligados.

Otra posible explicacion ae por qué todos
estos genes estan ligados en los CPH estaria dada
por requerimientos fisioldogicos de regulacidn comin
para coordinar la expresion de Tos lToci
respectivos.

E1 genoma murino abarca aproximadamente
1600 centimorgans de ADN (218) 1o que equivale
aproximadamente a 3 x 10% kilobases de ADN en el
genoma murino haploide. Si mecanismos tales como
el crossing-over ocurrieran al azar en todo el
genoma, 1 centimorgan seria igual a 1875 kb aproxi-
madamente. Por lo tanto H-2 (incluyendo Tla), con
1.5 cm, tendria 2800 kb de DNA. Este cdlculo puede
estar distorsionado si se considera que en la veci-
nidad de H-2 se encuentra el Tocus t, uno de cuyos
efectos es la casi completa supresion del crossing-
over del cromosoma 17 (116, 118, 219-220). En
otras palabras, loci que manifiestan pequefias frac-
ciones de recombinacion pueden estar en realidad

separados por distancias fisicas mayores a 1las

calculadas. En todo caso, este complejo parece
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contener suficiente DNA para codificar por 1o menos
1000 polipeptidos de tamafio promedio. S610 unos
pocos han sido caracterizados funcional y estruc-
turalmente y en ésto ha consistido 1a contribucidn
principal de esta tésis. Irdonicamente, de los rela-
cionados con el complemento es de los que se tiene
mas informacion en cuanto a sus funciones (en 1la
interaccion con complejos inmunes, en la promocidn
de funciones fagocitarias, en 1la 1lisis celular,
etc.). Sin embargo, alin no se pueden explicar sus
funciones en el contexto de los otros genes de los
CPH. La respuesta a ésto emergerd probablemente de
Ta comprensidén a nivel molecular de las interac-
ciones de las superficies celulares en Ta respuesta
inmune, de 1la caracterizacion futura de muchos
otros genes y productos ligados a H-2 y de 1a apli-
cacion de 1la tecnologia de ADN recombinante al
estudio de este complejo. €Esta Gltima nos promete
no sdélo la comprension de los mecanismos regula-
torios que operan en H-2 sino tambien a un paseo
cromosOomico de extremo a extremo del CPH murino Yy,

eventualmente, del de otras especies.
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