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RESUMEN

El Sistema del Complemento (C’) es uno de los principales integrantes de la defensa
innata del hospedador vertebrado pero, ademas, constituye un sensor de
reconocimiento de sefiales extrafias y/o de peligro de vertebrados que, junto con las
familias de receptores Toll y de proteinas citopldasmicas NLR, desempena un papel
primordial en la induccién y desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. Esta
integrado por unas 30 proteinas plasmaticas y de la superficie celular de leucocitos y de
otros tejidos. Algunos de sus componentes son zimdgenos que se activan por protedlisis
en forma de cascada siguiendo un proceso amplificador que genera respuestas
efectoras de gran intensidad y rapidez. Alteraciones en los mecanismos homeostaticos
del complemento dan origen a diversas patologias. Entre sus mecanismos efectores se
incluyen la opsonizacion, el desarrollo de respuestas inflamatorias con liberacion de
potentes anafilatoxinas, la destruccidon de células y microorganismos por accion de la
cascada citolitica, y la solubilizacion y aclaramiento de inmunocomplejos (IC)
opsonizados potencialmente lesivos para el organismo. Se conocen tres vias de
activacion del complemento, la via clasica (VC), la de las lectinas (VL) y la alternativa
(VA). Aunque descritas como independientes, suelen activarse simultdneamente y

confluyen en la protedlisis del C3, el componente central del sistema.

La finalidad de esta Tesis Doctoral fue obtener y caracterizar anticuerpos monoclonales
(AcM) frente a proteinas del C’' y utilizar los mejores para el disefio de inmunoensayos
que permitiesen identificar disfunciones del mismo en patologias asociadas con
procesos inflamatorios, enfermedades autoinmunes o infecciones recurrentes. También
seleccionar los AcM que, por sus caracteristicas, fueran adecuados para dirigirse a

puntos clave de las vias (dianas) para el control de la activacion del C'.

Se han caracterizado AcM frente a los componentes de la VC (Clq y C4), de la VA (factor
B (fB), factor D (fD), factor H (fH) y Properdina (P), C3/iC3b/C3d, y de la Via Litica (C5 y
C9), lo que permitira el empleo de los mismos en inmunoensayos como: ELISA indirecto
(ELISAi), ELISA de captura (ELISAc), western-blot (WB), Citometria de flujo (CF) e

Inmunohistoquimica.
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Ademas, se han obtenido AcM frente al fB, integrante de la C3 y C5 convertasa de la via
alternativa; frente al C5; y frente al C5a, la anafilotoxina mas potente generada e

involucrada en enfermedades autoinmunes con base inflamatoria.

Empleando los AcM anti C5 y C9 se disefiaron dos ensayos tipo ELISA: 1) Uno de ellos
permite un analisis cualitativo de la activacion del C’' simultaneamente por las tres vias;
VC, VLy VA. Este ensayo se puso a punto con sueros humanos normales, posteriormente
fue probado en 191 sueros procedentes de una seroteca de nuestro laboratorio y, por
Ultimo, los resultados fueron contrastados con los obtenidos con un ELISA
comercializado para el mismo fin en un grupo mas reducido de muestras. Los resultados
obtenidos con estos sueros, representativos de la poblacion general adulta trabajadora,
mostraron que el 85% de la poblacidn tiene funcional las tres vias de activacion del C’;
gue el 95% tiene integras la VC y la VA; y que el 100% de los individuos analizados son
capaces de activar el C’ por la VC. 2) El otro inmunoensayo desarrollado es un ELISA tipo
sandwich que permite la cuantificacion de la concentracion del complejo soluble C5b-9
(SC5b-C9) en suero. Su puesta a punto se llevé a cabo con el SC5-9 purificado y se testé
posteriormente en los mismos 191 sueros mencionados. A pesar de que este complejo
estd asociado a enfermedades que cursan con una elevada activacién del complemento,
se detectd su presencia en el 11% de los sueros obtenidos de una poblacion

tedricamente sana.

Los AcM obtenidos a lo largo de este trabajo y la caracterizacién funcional de los mismos
mediante la determinacidn de la inhibicion de la actividad del C’ por la VC con un anti-
C3b, de la VA con un anti-P, y de la Via Litica con un anti-C9, proporcionan nuevas
herramientas que deberdn ser evaluadas en el futuro para valorar su posible utilidad
como agentes inmunomoduladores en las alteraciones inflamatorias originadas por una

activacion exacerbada del C'.

12



Introd

."|| \.‘

Jccion

ul

13






1. INTRODUCCION

1.1. El Sistema del Complemento

El C" es uno de los principales mecanismos efectores de la respuesta inmune innata.
Estudios evolutivos han demostrado la existencia de un C° primitivo en cnidarios,
remontando asi su origen a hace mas de 500 millones de afios [35]. Estd implicado en la
defensa frente a infecciones y en la eliminacién de células tumorales y, junto con las
familias de receptores Toll y de proteinas citoplasmaticas NLR, desempefia un papel

primordial en la induccidon y modulacion de la respuesta inmune adaptativa [45].

El C" fue descrito por Jules Bordet en el siglo XIX como una proteina termolabil del suero
[35], mientras que la parte termoestable eran los anticuerpos (Ac). Posteriormente, Paul
Ehrlich le designa el término de complemento, definido como “la actividad del suero de
la sangre que complementa la accion bactericida y hemolitica de los anticuerpos” [32].
En los ultimos afios se ha avanzado en el conocimiento sobre este sistema, sus
componentes, su activacion y sus implicaciones fisiolégicas, de forma paralela al
desarrollo de nuevas técnicas de laboratorio para su caracterizacion, lo que ha permitido

que se reconozca su gran relevancia.

1.1.1. Funciones del Sistema del Complemento

El C" es un sistema complejo vital en la defensa del huésped [49]. Entre sus funciones
efectoras se encuentran las siguientes, que también se representan en la figura 1.1.

1. Lisis de patogenos.

2. Opsonizacion de microorganismos.

3. Aclaramiento de IC.

4. Favorecer la presentacion del antigeno (Ag).

5. Activacion de células B de memoria.

6. Generacidén de péptidos con propiedades quimiotacticas y reguladoras

del sistema inmune [45].
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Figura 1.1. Funciones efectoras del C": 1) Interviene en la respuesta inflamatoria por

la produccidn de las anafilotoxinas C3a y C5a. 2) Opsonizacion de microorganismos a
través del fragmento C3b. 3) Induce la lisis de los patégenos por la formacion del
complejo de ataque a la membrana.
(www.ehu.eus/immunologia/iwiki/?2_1_Inmunidad_innata_frente_a_bacterias_extracelulares)
Ab, anticuerpo; m.o., microorganismo.

1.1.2. Activacion del Sistema del Complemento

El C" estd integrado por mas de una treintena de proteinas que estan presentes en el
plasma y en la superficie de las células de la sangre y de otros tejidos [48]. Los
componentes solubles del plasma se encuentran como zimdgenos que se activan por
digestion proteolitica, desencadenando un proceso amplificador en cascada que genera

respuestas efectoras de gran intensidad y rapidez.

Se consideran principalmente tres vias de activacién del C": 1) VC, 2) VL y 3) VA, que
confluyen en la produccién del componente clave del sistema, el C3b. Se ha descrito otra
posible via de activacion a través de la P, aunque finalmente se le ha atribuido un papel

de reclutamiento de C3 y C3b, mds que un mecanismo de activacion [24, 28].
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Activacion de la via cldsica

La VC se inicia y activa cuando el componente C1 se une a la regién constante (Fc) de las
inmunoglobulinas (Ig) IgM e IgG (excepto el isotipo IgG4 en humanosy el IgG3 en ratdn).
Cuando las Ig estdn unidas a un Ag de superficies celulares de patdgenos o a IC solubles
son reconocidas por el primer componente, el C1. El C1 es un complejo trimolecular
formado por una molécula de Clg, dos moléculas de Clr y dos de Cls y que es
estabilizado en presencia de iones Ca%*. El subcomponente C1q estd compuesto por 18
cadenas polipeptidicas agrupadas de tres en tres formado una estructura globular de
seis subunidades idénticas. Cada subunidad esta formada por un brazo en disposicion
de triple hélice (porcidn fibrilar que se dispone igual que el coldgeno) y termina en una
cabeza globular que posee un sitio de reconocimiento para la region Fc (figura 1.2). La
union de Clq a la region Fc de las Ig induce un cambio conformacional que activa a las
subunidades Clr y Cls. El C1 activado actla sobre los dos siguientes componentes de
esta via, el C4 y el C2. Como consecuencia de la escision del C4 se producen el C4a, una
anafilotoxina que se libera al medio, y el C4b, que se une covalentemente a proteinas
de la superficie activadora. En estas condiciones al C4b se le une el C2a que en presencia
de iones Mg?* forma un complejo sobre la superficie celular denominado C3 convertasa
de la VC, una serin-proteasa que hidroliza C3 en C3b y C3a. El C3a se libera al suero como
anafilotoxina, favoreciendo el proceso inflamatorio. Se han descrito varios productos
microbianos, como el lipido A de la endotoxina, la proteina A de Staphylococcus aureus,
o la plasmina [20], y mediadores inflamatorios como la proteina C reactiva y el
componente amiloide-P sérico [10], que pueden activar el componente C1 directamente

sin la participacion de Ac.

| c4 ;}
C1q
T h K 0-48.] C‘IE)
1Gir Cis .
( LC2a | | C2b )
i c2 )
Surface
antigens g C3 convertase

LGEa|G4D;I

Figura 1.2. Activacién de VC. La union del componente C1q a los IC induce un
cambio conformacional y activa las subunidades Clr y Cls que produce una
escision de los componentes C2 y C4, formandose la C3 convertasa de la VC.
Adaptado de [2].
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Activacion de la via de las lectinas

La VL se inicia y activa por la unién de polisacaridos microbianos a lectinas circulantes,
como la proteina de unidon a manosa (MBL) y determinadas ficolinas plasmaticas, que
poseen una estructura similar al C1g. La unidén activa a diversas serin-proteasas (MASP-
1, MASP-2, MASP-3) (figura 1.3), capaces de escindir a C4 y C2, en presencia de iones
Ca’*y Mg?*, de forma similar a lo que ocurre en la VC. Por tanto, esta via se considera

una ruta de activacion de la VC en ausencia de Acs especificos.

MBL (kv._..':i_a)

(cial (c8)
N @L@_@j
¢ M

Sugar u:; 90 C3 convertase

moleties © S ,, C2a i ;'.;4]:}

[P R S L

Figura 1.3. Activacion de la VL. La MBL se une a restos de azucares de la superficie
de los patégenos, activando una cascada de sefializacién intracelular mediada por
las MASPs con actividad serin-proteasas capaces de escindir los componentes C2 y
C4 de manera analoga a lo que ocurre en la VC. Adaptado de [2]

Activacion de la via alternativa

La activacién del C" por la VA se considera un proceso no “inmunolégico” que permite
la deposicion de C3b en superficies activadoras de microorganismos. En condiciones
fisioldgicas, el componente C3 se encuentra activado como C3b debido a la hidrdlisis
espontanea del enlace tioéster en el medio acuoso; no obstante, su concentracion es
muy baja y su vida media muy corta (milisegundos) [33]. La presencia de superficies
activadoras, tales como endotoxinas bacterianas, polisacdridos de parasitos, bacterias o
levaduras, alteran dicho equilibrio y disparan la produccién de C3 (H20). Esta molécula
es funcionalmente igual al C3b generado por la convertasa de la VC y se fija
covalentemente a la superficie activadora. El fragmento C3b forma un complejo con el
fB, que a su vez es escindido por accidn del fD (figura 1.4), una serin-proteasa que circula
de forma activa a baja concentracién por la sangre. El complejo C3bBb es muy labil y es

estabilizado por la P, se forma de ese modo la C3bBbP o C3 convertasa de la VA, que
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cataliza la protedlisis de mas moléculas de C3. Los nuevos fragmentos C3b generados
actlan como opsoninas y se uniran de nuevo a la superficie activadora, pudiendo servir

como sustrato inicial de esta misma via en un proceso de retroalimentacion [46].
_C3(H,0) | FactorB )
’)/
_C3(H,0) | Bo)
(C3a] C3b)  Bb)

i P i P s A AR A i

Figura 1.4. Activacion de la VA. El componente C3 se hidroliza de forma
espontanea. El fragmento C3b generado se une al fB formando el
complejo C3bBb, que es muy labil y es estabilizado por la P (C3bBbP),
formando la C3 convertasa de la VA. De la hidrdlisis de C3 se produce la
liberacion del fragmento C3a, una anafilotoxina con funciones
inmunomoduladoras. Adaptado de [2].

El fragmento C3b, idéntico el generado tanto por la VC como por la VA, es capaz de
amplificar la VA de forma rapida y eficiente (figura 1.5) participando asi en

aproximadamente el 80% de actividad de la via litica del complemento [49].

Figura 1.5. Amplificacién de la actividad del complemento por la VA. El fragmento C3b generado en

las tres vias de activacion del C" se deposita en la superficie celular y sirve como lugar adicional de
formacién de C3 convertasas originando la cascada de amplificaciéon. Adaptado de [6].
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1.1.3. El componente C3

El C3 es el componente mds importante del C'. De todos los factores, es el que se
encuentra a mayor concentracion en el suero, ademas de ser capaz de reaccionar con
una plétora de proteinas del huésped y de microorganismos involucrados en la
activacion y funcién efectora del C'. El C3 es una glicoproteina de 195 kilodaltons (kDa)
compuesta por dos cadenas peptidicas denominadas cadena a (120 kDa) y cadena B (75
kDa), que estdn unidas entre si por un puente disulfuro (figura 1.6). En la cadena a se
encuentra un grupo tioéster oculto en la molécula hasta que el C3 es escindido por
accion de la C3 convertasa en el fragmento C3a (9 kDa) que se libera de la cadena a
quedando expuesto el grupo tioéster, altamente reactivo. Este grupo puede: 1)
reaccionar con el agua, y el C3b se inactiva, o 2) reaccionar con proteinas de la superficie
celular formando un enlace covalente tipo amida. Si el C3b se une al C4b2a de forma
estable dara lugar al C4b2aC3b, que es la C5 convertasa de la VC, y si se une al C3bBbP
da lugar al C3bBbPC3b, que es la C5 convertasa de la VA. Ademas de la participacion del
C3 en el mecanismo efector del C’, que conlleva la lisis de microorganismos, el C3b es
una importante opsonina que, al unirse a IC o a la superficie celular, participa en el
aclaramiento de estas sustancias al interaccionar con el receptor CR1 de las células
fagociticas. Posteriormente, el C3b unido a la superficie celular puede dar lugar a
distintos productos de degradacidon, que sirven como biomarcadores en Ila
caracterizacion de enfermedades de desregulaciéon del C’, o participar en otras
funciones, como la activacién de linfocitos B cuando el fragmento C3d (88 kDa) se une

al receptor CR2 de estas células.
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Figura 1.6. Degradacion del componente C3. El fl escinde el fragmento C3b
originando el fragmento iC3b, que permanece unido a la superficie celular,
y el fragmento soluble C3f. De nuevo, el fl vuelve a actuar sobre el iC3b y
libera el fragmento C3c soluble y el fragmento C3dg, que permanece unido
a la membrana. Este fragmento sera degradado por diversas proteasa
séricas en fragmentos menores, entre ellos, el C3d. Adaptado de [47].

1.1.4. La via litica

La adicién del fragmento C3b a las C3 convertasas de la VC y la VA genera las C5
convertasas (C4b2aC3b y C3bBbPC3b), que actuan sobre C5 y lo escinden en dos
fragmentos C5b y C5a. El C5a, al igual que el C4a y el C3a, se libera al medio como
anafilotoxina, y activa fundamentalmente mastocitos, baséfilos y neutrdfilos,
induciendo la liberacion de mediadores inflamatorios, como la histamina, que producen
un aumento de la permeabilidad vascular. EI C5a es 2.500 veces mas potente que el C4a
y 20 veces mas que el C3a, es la anafilotoxina mas potente que existe, y debido al dafio
potencial que puede inducir en las células del organismo existe en el suero una
carboxipeptidasa que elimina el residuo de Arginina en el extremo C-terminal del C5a
creando las formas desarginadas. Estas retienen las propiedades quimiotdcticas, pero
pierden la actividad bioldgica. En presencia de esta anafilotoxina, los macréfagos y los
neutrofilos aumentan la expresion de receptores del complemento en su superficie, lo

que conlleva un aumento en la secrecidn de interleuquinas IL-1 e IL-6. Estas citoquinas
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pueden estimular la proliferacién de células T activadas y asi, de una forma indirecta, el

C5a interviene en la respuesta inmune adaptativa[40].

El C5b queda anclado a la superficie celular y permite la union secuencial de C6 y C7 para
formar el complejo C5b67, que se inserta en la membrana plasmatica permitiendo la
union del componente C8, formandose asi el complejo C5b678, que adquiere capacidad
citolitica gracias a que C8 modifica su configuracién espacial para ofrecer zonas
hidrofdbicas que facilitan su insercion en la membrana. Finalmente, el C9 polimeriza en
la parte de unién de C5b-8 dando lugar al complejo de ataque a la membrana (MAC)
(figura 1.7), el cual forma poros en la membrana originando la lisis osmética celular.

El componente C9 presenta homologia estructural con la perforina, proteina liberada
por los linfocitos T citotdxicos y las células NK y que es, asimismo, responsable de la

formacion de poros en la membrana de las células diana.

Figura 1.7. Formacidn del MAC. Tras la hidrdlisis del componente C5 se
origina el fragmento C5a, una potente anafilotoxina que se libera al
suero, y el fragmento C5b que se deposita sobre la superficie celular, al
cual se uniran el resto de componentes C6, C7, C8 y C9 para formar el
MAC, que producira la lisis celular. Adaptado de [2].

A continuacion, a modo de, resumen en la figura 1.8 se presentan las tres vias de
activacion principales del C" y sus interrelaciones.
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Figura 1.8. Activacion de las vias del complemento. La VC, por depésito de IC. La VL por la MBL, ficolinas y
restos de azUcares de la superficie de microorganismos y la VA, por hidrdlisis espontanea del componente C3.
Inicio de la via litica a través de las C5 convertasas originadas por la VCy la VA y formacién del MAC con actividad
citolitica. Adaptado de www.researchgate.net/figure/262545540. Esquemas de las vias de activacion del complemento.

1.1.5. Regulacion del Sistema del Complemento

La activacion de la cascada del complemento se encuentra finamente regulada. Estos
mecanismos de regulacidn estdn destinados, principalmente, a preservar la accién litica
del C' sobre las células del huésped. Por ello, en este sentido, la mayoria de los
componentes no se encuentran en el suero de forma activada, sino en forma de
zimogeno. Otros como el C3b, son muy labiles en solucidn, y se inactivan por hidrélisis
rapidamente. Pero, ademas, cada via de activacion del C’ tiene sus propios elementos
de regulacion (figura 1.9). Son reguladores fisioldgicos, tanto de fase soluble, como de

membrana.
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Reguladores de la VC

El inhibidor de C1 (C1-INH) es un miembro de la familia de serinas, también
conocido como SERPING [1], que actua controlando la activacién inespecifica de
C1; se une a Clr y Cls y los disocia de Clq, inhibiendo la activacion de la VC.
También puede inhibir las proteinas MASP-1 y MASP-2, pero no la actividad de
MASP-3, controlando la activacién de la VL [28]. Inhibe adema3s la calicreina, la
plasmina y ciertos factores de la coagulacidén, como el factor Xla y el factor de
Hageman (Xlla)[1].

El proteoglicano condroitin-4-sulfato y el grupo hemo derivado de la hemdlisis
pueden unirse a C1q e inhibir la activacion de la VC. El mecanismo de accién del
hemo, asi como de otros inhibidores del Clq, se basa en la unién a la cabeza
globular del componente C1q[48].

La calreticulina, liberada durante la muerte celular, también puede actuar como

un inhibidor del C1q [28].

Reguladores de la VL

Las proteinas MASP-3, MAp44 y MAp19 son capaces de unirse a la MBL y a
ficolinas y competir con las proteinas MASP-1 y MASP-2, pero sin capacidad

proteolitica sobre los componentes C2 y C4.

Reguladores de la VA

El fH es el regulador principal de la VA. Funciona como cofactor para la escision
mediada por el fl y la inactivacion de C3b a iC3b. Inhibe la actividad de la C3
convertasa, disociando el complejo C3bBb formado en la superficie celular.

El fl controla la activacion de la VA. Es una serin-proteasa que requiere la
presencia de varios cofactores como el fH, proteina cofactor de membrana
(MCP) y el receptor del complemento CR1, para escindir el fragmento C3b en 1)
iC3b, producto de degradacion de C3b que no puede unirse eficazmente al fB

[28]. 2) C3c que se libera al suero y 3) C3dg, que permanece anclado a la
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superficie celular. También participa en la protedlisis del componente C4 con
ayuda del cofactor C4BP (proteina de unién a C4)[28].

e La C4BP es una glicoproteina plasmatica implicada en la regulacion de la VCy la
VL. Acelera la disociacion de la C3 convertasa. Actia como un cofactor del fl en
la escision de los fragmentos C3b y C4b. La degradacion del fragmento C4b
genera los productos inactivos C4c y C4d [28].

e Elreceptor del complemento CR1 o CD35 es una glicoproteina de membrana con
afinidad por los componentes C3b, iC3b y C4b. Actlia como cofactor Unico del fl,
induciendo una escision adicional de iC3b para generar los fragmentos de
degradacion C3cy C3dg.

e La MCP o CD46 actua como cofactor del fl e interviene en la escision del

fragmento C3b.

Reguladores de la Via Litica

e La proteina S o vitronectina forma el complejo SC5b67 que no puede insertarse
en la bicapa lipidica, impidiendo asi la formacién del MAC.

e La proteina Sp40 o clusterina tiene una accion similar a la proteina S. También se
llama CLI (complement lysis inhibitor).

e El inhibidor de anafilatoxina es una carboxipeptidasa soluble que inactiva a los
productos C4a, C3a y C5a eliminando el residuo arginina N-terminal y limitando
su actividad.

e Elfactor de aceleracion de la degradacion (DAF) o CD55 es un inhibidor intrinseco
que favorece la disociacion de la C3 y C5 convertasas ancladas a la membrana.

e La protectina o CD59 es una proteina anclada a la membrana que inhibe la
insercion y polimerizaciéon de C9, evitando la formaciéon de poros en la
membrana.

e Elfactor de restriccion homodloga (HRF) es una proteina de membrana que inhibe

la insercidn de los componentes C8 y C9 en las membranas celulares.
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Figura 1.9. Proteinas reguladoras del complemento. Inhibidores
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fl, CABP, proteina S, clusterina y componentes de membrana que bloquean
la actividad efectora del C": CR1, MCP, DAF, CD59. Adaptado de [16].



1.2. Enfermedades relacionadas con la desregulacion del Sistema del

Complemento

La actividad anormal del C" se asocia con un gran numero de enfermedades (figura 1.10)
autoinmunes, tromboticas, relacionadas con la edad avanzada, infecciones, inflamacion
y cancer, entre ellas destacan el lupus eritematoso sistémico (LES), el sindrome urémico
hemolitico atipico (SUHa), las glomerulopatias C3 (C3G), la degeneracion macular

relacionada con la edad (DMAE) o la hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN).

Classical pathway iC3b Alternative pathway
Factor
Clq,Clr, Cls Factor H :
e Renal diseases
B Factor H \
G — 2 — cabza iGN
/ 2 C3bBb
Factor D
MBL, MASP Factor B
Lectin pathway Properdin
I l Meningococal meningitis I
(&3 o
Terminal pathway l €55
c9 «— CD59

Figura 1.10. Principales enfermedades relacionadas con Ila
desregulacion del complemento. Las enfermedades autoinmunes,
como LES, se relacionan con alteraciones en la VC, mientras que
infecciones por bacterias capsuladas, el SUHa y las C3G se relacionan
con alteraciones en componentes de la VA. Adaptado de [29].

1.2.1. Deficiencias en factores del complemento

Las enfermedades asociadas a deficiencias de alguno de los componentes de C’ pueden
ser primarias (hereditarias) o secundarias (adquiridas). La mayoria de las deficiencias se
transmiten de forma autosdmica recesiva, con excepcién de la deficiencia en C1-INH, fB
o MCP, que lo hacen de forma autosdmica dominante, y la deficiencia en P, que va ligada

al cromosoma X.

La expresion clinica de las deficiencias del C° es muy variable. Los pacientes con
deficiencias genéticas de alguno de los componentes del C° presentan mayor

susceptibilidad a infecciones, enfermedades reumaticas, angioedema o pueden
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permanecer asintomaticos. A continuacion, se describen las patologias mas prevalentes

en la poblacién por deficiencias en factores del C’:

Deficiencia en C1, C2y C4

La deficiencia de factores que intervienen en la activacién de la VC, como Clq, Clr, Cls
C2 y C4, esta fuertemente asociada a manifestaciones autoinmunes e infecciones
sistémicas. El LES es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por sintomas que
van desde erupciones en la piel, fatiga crénica y artritis a la glomerulonefritis, serositis y
afectacién neuroldgica graves[29]. Puede ser debido a deficiencias cuantitativas
(ausencia de C1q) o anormalidades funcionales (falta de C1r, C1s, C2 y C4) que conllevan
a una activacion ineficaz y a una alteracion en el aclaramiento de células apoptaticas. El
LES se asocia también a la presencia de Ac anti-Clg o complejos inmunes activadores

del complemento en la circulacion y en los glomérulos renales[29].

Deficiencia en C3

Los sujetos con deficiencia en el componente C3 presentan infecciones recurrentes por
bacterias capsuladas (neumococo, H. influenzae y meningococo), neumonia,
bacteriemia, meningitis y osteomielitis, debido a una disminucién o ausencia de
actividades de opsonizacién y quimiotaxis. Estos sujetos padecen con frecuencia
enfermedades causadas por depdsitos de IC, entre las que se encuentran el LES y la

glomerulonefritis.

Deficiencia en C5, C6, C7, C8 y C9

Las deficiencias en los factores que conforman el MAC (C5, C6, C7, C8 y C9) conllevan
una actividad litica del suero defectuosa y se asocian con infecciones sistémicas
recurrentes causadas por bacterias Gram negativas, como neisserias. El principal
mecanismo de patogenicidad de estos gérmenes es la presencia de un polisacarido

capsular que impide la fagocitosis y favorece su diseminacion e invasion celular.
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1.2.2. Hiperactivacion en el Sistema del Complemento

Angioedema por deficiencia del inhibidor C1

La deficiencia del inhibidor del primer componente del C’, el C1-INH, puede ser causada
por un defecto genético (angioedema hederitario) con deficiencia en el C1-INH o por un
consumo elevado (angioedema adquirido). La forma prevalente en la poblaciéon es el
angioedema hederitario, que se transmite de forma autosémica dominante, mientras
gue hasta en un 25% puede tratarse de una mutacién espontanea [1, 22].El angioedema
hederitario sin deficiencia en C1-INH es una nueva variante del angioedema que cursa
con valores normales de este regulador y se asocia con altos niveles de estrégenos (por
ejemplo, durante el embarazo). Estudios recientes demuestran como posible causa de
esta enfermedad una mutacion del factor Xll de la coagulacién [22].En el angioedema
hederitario los niveles de C1-INH estan disminuidos, mientras que en el angioedema
adquirido los niveles en plasma del componente C1-INH son normales, o incluso pueden

estar aumentados.

El C1-INH regula las vias de activacidn clasica y de las lectinas a nivel del C1r, C1s, MASP-
1y 2, la cascada de la coagulacidn, inhibiendo la activaciéon de los factores Xl y Xl, y el
sistema de contacto mediado por la calicreina, responsable de la generacion de
bradicinina a partir del cininégeno (figura 1.11). El principal mediador responsable de la

generacion del angioedema es la bradicinina.

Cascada de la Cascada del Sistema de contacto
coagulacion complemento
Xl = Kla CiryCls Precalicrging » Dalit::e':ta
*_,-"' Ic1 MASP-1 2 - ict
X » ¥a S caPM  Bradicnin
eI SUE T, T
% D{a'f!’lla;l c4 VoG Receptar B2 de
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X ;}'ﬂ J
i C4b2a
Profromibina  » Trombina J Actvacien de céluas
il endoteliales
Fibrigene —— Fibrina C3a, C5a y MAC

Figura 1.11. Sitios de actuacion del C1-INH: en la cascada de la
coagulacién, en la cascada del complemento y en el sistema de
contacto [50].
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Se caracteriza por un edema recurrente severo del tejido subcutaneo y de la mucosa
[22, 23] que puede afectar a cualquier parte del cuerpo; extremidades inferiores y
superiores, el aparato digestivo, la cara y la via respiratoria. Los avances recientes en el
tratamiento del angioedema hederitario incluyen nuevas técnicas utilizadas para aislar
y purificar el C1-INH derivado de humanos (Berinert® y Cinryze®), la produccién de una
forma recombinante de C1-INH, conestat alfa (Ruconest®) y el desarrollo de farmacos
que se dirigen a la via de calicreina-cinina, bien disminuyendo los niveles de bradicinina
(ecallantide, Kalbitor®) o bloqueando de forma competitiva el receptor de la bradicinina

de tipo 2 (B2) (icatibant, Firazyr®) [22, 23].

Hemoglobinuria paroxistica nocturna

La Hemoglobinuria paroxistica nocturna (HPN) es un tipo de anemia hereditaria causada
por una mutacién genética en el gen PIGA, localizado en el cromosoma X, que codifica
para la molécula de anclaje glucosil-fosfatidil-inositol, necesaria para que numerosas
proteinas de membrana se fijen a la superficie celular. Dentro de estas proteinas se
encuentran el DAF (CD55) y el CD59, ambos inhibidores fisioldgicos de la activacién del
C’. Como consecuencia de este déficit, los hematies son mas sensibles a la accién litica
del complemento. Clinicamente se caracteriza por una hemolisis intravascular y por una
produccién medular disminuida de leucocitos y plaquetas, lo que provoca una aplasia

medular.

El eculizumab es un anticuerpo monoclonal (AcM) humanizado que se une
especificamente a la proteina del complemento C5 con gran afinidad, con lo que inhibe
su escision en C5a y C5b e impide la generacién del complejo C5b-C9 de la cascada

terminal. Esta indicado en el tratamiento de pacientes con HPN.

Sindrome urémico hemolitico atipico

El Sindrome urémico hemolitico atipico (SHUa) es una microangiopatia trombética renal
caracterizada por hemdlisis mecanica, trombocitopenia y dafio en las células del
endotelio vascular del glomérulo renal, que conduce a la formacion de microtrombos.
Es una enfermedad sistémica rara que afecta principalmente a los rifiones, pero en un

20% de los pacientes se producen manifestaciones extrarrenales, afectando a otros
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organos como el cerebro, el corazén, los pulmones, el tracto gastrointestinal, el
pancreas y la piel. Las anormalidades adquiridas y genéticas de la regulacion del C” se
observan en aproximadamente el 70% de los pacientes [11]. Se han identificado
mutaciones y polimorfismos en los genes que codifican ciertas proteinas que se
relacionan con la desregulacién de la VA (figura 1.12). Asi, mutaciones en el fH, la MCP,
el fl y latrombomodulina se relacionan con una disminucioén en la actividad de proteinas
reguladoras. Y mutaciones en el fB y en el componente C3 se asocian a una actividad
elevada de las C3 convertasas[8]. Este exceso de actividad del C" induce a la formacion

y depésito de C5b-9 en la superficie celular provocando daiio en el endotelio glomerular.

Ademas de las mutaciones en los genes del complemento, se han identificado la
presencia de auto-anticuerpos contra el fH. Los epitopos de unién de estos auto-
anticuerpos estan localizados en la region C-terminal y conducen a una deficiencia
funcional del factor. Su papel en la patogénesis del SHUa no estd completamente
establecido, pero parecen asociarse con el inicio o las recurrencias de la enfermedad
[8].Debido a la fisiopatologia de este sindrome, se ha postulado que la inhibicion del C’

es una opcion terapéutica en estos pacientes.
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Figura 1.12. Desregulacion del complemento en el SHUa. El exceso de actividad

debido a mutaciones genéticas en los componentes reguladores de la VA, asi como
una hiperactividad de la C3 convertasa origina el depdsito de C5b-C9 en la
superficie celular causando las lesiones. EIl AcM eculizumab, cuya diana es el
componente C5, inhibe el inicio de la via litica y la formacién del MAC. Adaptado
de [8].
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El AcM eculizumab bloquea la activaciéon del complemento terminal (figura 1.12),
previene el dafio organico mediado por el complemento y, actualmente, se recomienda

como tratamiento de primera linea [11].

Glomerulopatias del componente C3

Las Glomerulopatias del componente C3 (C3G) son enfermedades renales crénicas
raras, caracterizadas por depdsitos del componente C3 en las células mesangiales y en
la membrana basal del glomérulo renal. Se han descrito dos subtipos de C3G:
enfermedad de depdsito denso y glomerulonefritis del C3 [29]. La base fisiopatoldgica
de la enfermedad se debe a una activacion anormal de la VA del complemento, que
conduce a una produccién excesiva de C3 activo (C3b) y sus productos de degradacion

(iC3b y C3dg), que se depositan en el glomérulo.

Las causas de esta actividad incontrolada de la VA pueden ser debidas a mutaciones
genéticas en las proteinas reguladoras del complemento (fH, fl y MCP) o a la presencia

de auto-anticuerpos frente a la C3 convertasa.

Entre los auto-anticuerpos destaca el factor nefritico (C3NeF), presente en mas del 50%
de los pacientes con C3G [29]. El C3NeF es un anticuerpo que se une a la C3 convertasa
de la VA e impide su disociacidon espontanea, estabilizando su funcién. Se produce un
consumo masivo de C3, impidiendo la accion de las proteinas reguladoras sobre la
convertasa. Se han descrito otros auto-anticuerpos que actian de manera similar al
C3NeF, impidiendo la disociacion de la C3 convertasa, son los Ac anti-fB y anti-C3b. EI fH
es una proteina soluble que ejerce su actividad reguladora sobre la VA inactivando C3b,
favoreciendo la disociacidn de la C3 convertasa y evitando la formacién del MAC sobre
la superficie celular. Tanto la presencia de auto-anticuerpos anti-fH, que van dirigidos al
extremo N-terminal de la molécula, como mutaciones en los genes que codifican al fH
provocan una desregulacion del componente C3 y una hiperactividad de la VA,

desencadenando la enfermedad.

Degeneracion macular asociada con la edad

La Degeneracién macular asociada con la edad (DMAE) es una enfermedad inflamatoria

cronica que afecta a la retina. Es la principal causa de pérdida irreversible de la vision en
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los ancianos [15]. Existen dos formas de DMAE avanzada: la neovascular y la atrofia

geografica.

En la patogénesis de la enfermedad, ademas de factores de riesgo genéticos vy
ambientales descritos, estd implicado el C. Numerosos estudios han encontrado
variantes genéticas que conducen a una desregulacion de la VA, manteniéndola activada
de forma incontrolada y generando la formacion de depdsitos inmunes que dafan las

células epiteliales del pigmento de la retina, provocando asi la pérdida de la vision.

Entre los genes implicados en la DMAE relacionados con el C* se encuentran los que

codifican para: fl, fH, C3, C2, C9 y vitronectina.

Debido al papel central del C’, la inhibicion del complemento se ha considerado una
opcidn terapéutica potencial y se han iniciado varios ensayos clinicos con AcM frente a
los factores del complemento para investigar esta posibilidad [15]entre ellos destacan:
eculizumab, avacincaptad pegol y tesidolumab, (AcM anti-C5), lampalizumab (AcM anti

-fD), CLG561 (AcM anti-properdina) y POT4 (AcM anti-C3).

Los resultados muestran que el eculizumab no parecidé ser efectivo, mientras que
lampalizumab puede tener un efecto beneficioso en la reduccién de la progresion de la

DMAE[27].

1.2.3. Otras patologias asociadas
El cancer y el Sistema del Complemento

Estudios recientes han demostrado que la activacion del C* dentro del microambiente
tumoral puede iniciar el crecimiento del tumor, promoviendo la inflamacién crénica,
induciendo la angiogénesis y activando las vias de sefializaciéon relacionadas con la

progresién tumoral [2].

La sobre-expresidon de proteinas reguladoras, productos de degradacién del C3, y los

productos de activacion del complemento C5a, C3a y C5b-9 en las células tumorales,
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estimulan su crecimiento a través de un efecto autocrino directo, mediado por C3aRy

C5aR (receptores del complemento para los fragmentos C3a y C5a, respectivamente).

Otro posible mecanismo por el cual el C* estaria relacionado con el desarrollo de
tumores es la presencia de unas proteinas en la membrana de la célula tumoral, con
actividad serin-proteasa, que pueden escindir al componente C5 y generar C5a sin
necesidad de la activacion del C’, y la expresion celular de C1q independiente de C4 en
ciertos tumores como el melanoma, que favorece la progresion tumoral y la metastasis

[2].

La inmunoterapia, basada en el desarrollo de AcM, se encuentra entre las estrategias
mas prometedoras para el tratamiento del cancer. Estos Ac terapéuticos inducen la
muerte de la célula tumoral mediante mecanismos de citotoxicidad celular dependiente
de Ac, fagocitosis, citotoxicidad dependiente del complemento y apoptosis,
potenciando tanto la inmunidad innata como la adquirida, especifica para las células

tumorales con la minima toxicidad para las células sanas del huésped.
Penfigoide ampolloso

El penfigoide ampolloso (PA) es la enfermedad ampollosa autoinmune adquirida crénica
que afecta con mayor frecuencia a los ancianos [16]. Clinicamente, los pacientes
presentan lesiones ampollosas subepidérmicas y fragilidad capilar. La causa se debe a la
union de auto-anticuerpos de tipo IgG y el componente C3 al antigeno BP180 o coldgeno
tipo XVII, concretamente al dominio NC16A (no colagenoso 16), que es un segmento
extracelular préximo a la membrana plasmatica y el antigeno BP230 (figura 1.13), que

estan situados en los hemidesmosomas del queratinocito basal.

Técnicas como la inmunohistoquimica utilizando Ac frente a proteinas del C’, han
revelado la deposicidn especifica de 1gG y/o C3b a lo largo de la zona de la membrana
basal. Asimismo, se han encontrado otros componentes y fragmentos de activacion del
C" como Clq, C3, C3¢, C3d, C4, C4d, C5, C5b-9, fB, fH y P, tanto en la membrana basal
como en el fluido de ampollas de pacientes con PA. Estos hallazgos indican la

participacién de la VCy la VA en la en la patogenia de esta enfermedad [16].
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Figura 1.13. Localizacion del epitopo NC16A en el
PA, que es reconocido por las IgG formando el IC que
se deposita sobre la membrana basal de los
queratinocitos en el PA. Adaptado de [37].

Complejo soluble C5b-C9

Los efectos bioldgicos y patoldgicos de la activacién del C” estdn mediados por productos
de activacion [45] a través de fragmentos proteoliticos procedentes de la degradacién
de proteinas del complemento (C3, C4 y C5) o a través de la formacion del complejo de
ataque multimolecular (MAC), formado a partir de cinco proteinas (C5, C6, C7, C8 y C9)
en la ultima fase de la activacidon de este sistema y que se une directamente a la
membrana de las células diana provocando su lisis. En publicaciones recientes se
describen aproximaciones sobre la estructura molecular no solo del MAC, sino también
de su subproducto, el complejo del complemento terminal en fase fluida o también

conocido como C5b-9 soluble (SC5b-9)[25, 39].

En individuos sanos el SC5b-9 se encuentra en baja concentracion en el plasma y otros
fluidos biolégicos. Se ha observado que sus niveles aumentan notablemente durante la
activacion del complemento [31]. Ciertas enfermedades, tanto de naturaleza inmune
como de base no inmunoldgica, cursan con niveles plasmaticos elevados de SC5b-9; esto
ocurre en enfermedades autoinmunes como el LES, en enfermedades inflamatorias del

sistema nervioso central, en ciertas infecciones y durante el bypass cardiopulmonar.
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También se han encontrado niveles elevados en el liquido sinovial de pacientes con
artritis reumatoide [31]. Recientemente se ha detectado la presencia de auto-
anticuerpos contra neoantigenos de la proteina C9 en el plasma de algunos pacientes
con enfermedades autoinmunes, infecciosas o neoplasicas, pero son necesarios mas
estudios para definir la utilidad de este marcador sérico en la evaluacién de patologias

asociadas a la desregulacién del C'.

1.3. Desarrollo de anticuerpos monoclonales para el diagndstico y
tratamiento de patologias asociadas con alteraciones en el Sistema del

Complemento

Desde hace afios se conoce el papel del C' en la patogénesis de numerosas
enfermedades inflamatorias, infecciosas y de etiologia autoinmune, bien como agente
desencadenante o contribuyendo a la amplificacion de la enfermedad.

El desarrollo de AcM frente a los diferentes componentes y fragmentos activados del C’
supone un avance para el diagndstico y tratamiento de pacientes con patologias

relacionadas con alteraciones de este sistema.

Para el desarrollo de estos AcM es importante conocer qué via de activacién del C’ esta
implicada en la patogénesis de la enfermedad, pudiendo asi los Ac actuar como
moléculas inmunomoduladoras y posibles dianas terapéuticas para el tratamiento de
estas enfermedades. La figura 1.14 muestra una representacion de las diferentes
estrategias empleadas en la terapia anti-complemento y en qué fase de desarrollo se

encuentran actualmente [9]

Ejemplos de moléculas que se encuentran en fase de investigacion incluyen el NT009,
un AcM que bloquea el componente Cls, una de las enzimas especificas implicadas en
el inicio de la activacion de la VC y que se ha probado como diana para el tratamiento
de enfermedades como el PA y la crioglobulinemia. Otro ejemplo, es el AcM PRO-02

contra el componente C2 y el ANX0O5 contra Clq.
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Entre los AcM en desarrollo y relacionados con la VL destacan el OMS721 y el OMS906
dirigidos contra las proteinas MASP-2, para el tratamiento de la microangiopatia

trombética.

Novelmed ha desarrollado anticuerpos contra fB (bikaciomab) y contra P (NM9401), que

se encuentran aun en fases preclinicas, relacionados con la actividad de la VA del C".

El componente C5 es una de las proteinas del C" para la cual se ha investigado mas. En
el afilo 2007 se comercializd un AcM anti C5, Soliris®, que inhibe selectivamente la
activacion de C5 y la formacion del MAC, y que esta aprobado por las agencias
reguladoras para el tratamiento de la HPN y el SHUa. Actualmente se estd investigando
el ALXN1210, una version del farmaco original disefiado para mejorar sus propiedades
farmacocinéticas, ampliando el intervalo de dosificacion y previniendo su acumulacién.
Numerosas moléculas frente al factor C5 se encuentran en desarrollo clinico, como:
LFG316, CLG561, ALXN5500 o la Mubodina que es un anticuerpo contra C5 para el
tratamiento del SUHa [9]. También se estan desarrollando AcM contra el componente

C6, el Regenemab y el SKY59 frente al MAC.

El lampalizumab es la fraccién Fab de unién al antigeno dirigido especificamente al fD.
Siendo la primera terapia que muestra eficacia significativa frenando la progresién de la

DMAE [27].

Una alternativa para abordar el tratamiento de enfermedades basadas en un exceso de
activacion del C" es el desarrollo de moléculas inhibidoras de su activacién, de igual
modo a como actuan los inhibidores enddgenos como el C1-INH. Asi, se han
comercializado el Cinryze®, el Berinert® y el Ruconest®, todos ellos inhibidores del

componente C1[22].

La terapia con AcM frente a las etapas iniciales de activacién del C’, antes de la formacién
del C3b, conlleva mas riego de sufrir infecciones al inhibirse entonces la opsonizacién de
microorganismos por este componente. El bloqueo de la via terminal y la formacién del
MAC se asocia a un mayor riesgo de infeccidén por bacterias Gram negativas. Una de las
estrategias para mitigar este hecho es el uso de antibidticos profilacticos y la vacunacién

de los pacientes [3].
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Como estrategia alternativa a la terapia inespecifica con AcM se han desarrollado
fragmentos de proteinas o AcM con afinidad sdlo por componentes de la cascada del C’
activado. Estos componentes o fragmentos activados se encuentran en mayor
concentracion en los lugares donde se desencadena la enfermedad y estan
covalentemente unidos a las superficies celulares antigénicas [9]. La generacion de
agentes terapéuticos que se dirigen especificamente al sitio dénde se esta activando la
cascada de complemento permite una terapia selectiva y evita administrar dosis altas 'y
los efectos adversos derivados de la terapia sistémica con Ac. Esta estrategia de
localizacion incluye también los dominios de unién de los receptores del complemento
y de sus reguladores especificos [40]. Actualmente se encuentran en ensayo clinico
diversas terapias basadas en AcM dirigidos a neoepitopos de proteinas activadas del
complemento como el IFX-1, un Ac humanizado frente a la anafilotoxina C5a que no
tiene ningln impacto sobre la formacion de MAC [40]. A diferencia de muchos otros
agentes que actlan frente a la proteina nativa C5, el IFX-1 sélo se une al producto
activado C5a; impidiendo el reclutamiento de neutrdfilos y linfocitos T y, con ello, la
respuesta celular inflamatoria. Hay varios estudios en fase Il con esta molécula para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias agudas y crénicas, como la Hidradenitis
Supurativa.

Otros farmacos que se dirigen a neoepitopos incluyen: 1) el H17, un AcM humanizado
que se une especificamente al C3b activado y al fragmento inactivo iC3b, bloqueando el
bucle de amplificacidon de la VA [9]. Este agente tiene aplicacion clinica en enfermedades
con desregulacion de la VA como la C3G. 2) el AcM S77, obtenido por tecnologia del ADN
recombinante, se une al fragmento C3b, pero no al componente nativo C3, bloqueando
su interaccion con el fB y asi la activacion de la VA y 3) el agente TT30 es una molécula
quimérica que comprende el dominio de unién al cociente iC3b/C3dg del CR2 0 CD21y
los dominios funcionales del fH. Esta molécula ha demostrado un marcado beneficio
terapéutico, inhibiendo de forma significativa el C’' en varios modelos animales. Fue

desarrollado por Alexion Pharmaceuticals y ya se ha probado en humanos con HPN [9].

Otro agente con union selectiva frente a componentes activos del complemento es el
AcM TNTO020, que se dirige a un neoepitopo especifico del componente Cls activado,

aungue en la actualidad aun hay pocos datos disponibles.
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Otra estrategia en desarrollo es el disefio de moléculas pequenas biodisponibles por via
oral para inhibir el C" en humanos; esta estrategia representa un gran avance en el
campo de la farmacologia anti-complemento. Novartis ha desarrollado inhibidores de la
fB por via oral que se encuentran en desarrollo.

Las estrategias basadas en la tecnologia de ADN recombinante se han empleado desde
hace tiempo para generar formas solubles de proteinas reguladoras del C° como

alternativa al desarrollo de moléculas que bloqueen directamente el C’.

El antagonismo de los receptores del complemento por moléculas pequefias también se
ha probado en humanos; como el inhibidor del receptor C5a (C5aR1), denominado
avacopan o CCX168, que se encuentra en las ultimas etapas del desarrollo clinico para

el tratamiento de la vasculitis ANCA [9].
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Figura 1.14. Representacion esquematica de las diferentes estrategias empleadas en la terapia
anti-complemento. Las dianas terapéuticas y la fase de desarrollo clinico en la que se
encuentran basadas en AcM, proteinas solubles y moléculas recombinantes obtenidas por
ingenieria genética. Adaptado de [9].

La utilizacion de ingenieria genética para modificar la biosintesis de una determinada
proteina, bien para prevenir la expresion de una proteina activadora o aumentar la
expresion de una proteina inhibidora, podria ser una linea alternativa y novedosa para
el tratamiento de patologias asociadas a alteraciones del complemento[19]. En este
sentido, lonis Pharmaceuticals ha desarrollado una serie de oligonucleétidos antisentido
gue regulan la traduccion de proteinas del complemento, como el fB, para el

tratamiento de la nefritis lUpica murina [9]. Sin embargo, todas las terapias que incluyen
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el desarrollo de AcM con el reconocimiento de neoepitopos constituyen a dia de hoy las
terapias mas prometedoras para el tratamiento de enfermedades asociadas a la

desregulacion del Sistema del Complemento.
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1.4. Objetivos y planteamiento experimental

El trabajo realizado en esta tesis doctoral se encuadra dentro de la ejecucién de dos
Proyectos de Investigacion: FIS (Desarrollo de Inmunoensayos para detectar y cuantificar
la activacion del sistema del complemento en pacientes con procesos inflamatorios,
autoinmunes e infecciones recurrentes, P13/01446) y Retos (Plataforma Integrada para el
diagndstico molecular de enfermedades relacionadas con el sistema del complemento,
RTC-2016-46351). La ejecucion de ambos proyectos y, por tanto, la del trabajo que aqui
se presenta, estaban dirigidos a profundizar en el conocimiento del Sistema del
Complemento Humano para mejorar el diagndstico y el tratamiento de enfermedades

asociadas a la desregulacion de este sistema.

Como objetivo global se pretendia obtener y caracterizar AcM que permitieran el
desarrollo de inmunoensayos con utilidad diagndstica y, entre los AcM obtenidos,
seleccionar aquellos cuyas caracteristicas funcionales (afinidad intrinseca, especificidad
epitopica, capacidad inhibitoria, etc) permitieran deducir que podian tener un potencial
interés inmunomodulador y terapéutico en enfermedades inmunoldgicas y de naturaleza

inflamatoria.
Para alcanzar el objetivo global se definieron los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Caracterizar los AcM ya obtenidos frente a los componentes del complemento

humano Clq, C4, C3/iC3b/C3d, fB, P, fD, C5y C9, para evaluar la funcionalidad del C'.

Objetivo 2: Obtener AcM frente al C5a, la anafilotoxina mas potente generada e

involucrada en enfermedades autoinmunes con base inflamatoria.

Objetivo 3: Desarrollar un ELISA para evaluar la activacion conjunta por la VC, VL o VA del

C’ a través de la deteccién del complejo citolitico C5b-C9 (MAC).

Objetivo 4: Poner a punto un ELISA para la determinacion del complejo SC5b-9, marcador

de enfermedades relacionadas con la desregulacion del C'.

Objetivo 5: Desarrollar aproximaciones diagndsticas y terapéuticas utilizando los AcM o

los inmunoensayos establecidos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material biologico

2.1.1. Animales

e Conejos New Zealand (animalario del ISCIll, Majadahonda)
e Ratones BALB/c (animalario del ISCIII, Majadahonda)

e Ratones DBA2 (Janvier Labs, )

2.1.2. Lineas celulares
e Linea celular de mieloma de ratén SP2/0-Ag14, ATCC (Middlesex, UK)
2.2. Productos y equipos

e Acido etilenglicol bis (B-amino-etil éter) N, N, N’, N tetraacético (EGTA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Acido etilendiamino N, N’, N’, N" tetraacético (EDTA) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)
e Acido sulfurico (H2S04) (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania)
e Albumina sérica bovina (BSA), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Adyuvante completo Freund (ACF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Adyuvante incompleto Freund (AIF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e Anticuerpo policlonal de cabra frente a inmunoglobulinas de ratén marcado con
peroxidasa (SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA)
e Anticuerpo policlonal de cabra frente a inmunoglobulinas de ratén marcado con
Alexa 488 (Jackson InmunoResearch, West Grove, PA, USA)
e Antisuero policlonal de cabra monoespecifico para:
» Las cadenas Y 1 de anticuerpos de raton (SouthernBiotech, Birmingham,
AL, USA)
» Las cadenas Y 2a de anticuerpos de ratdn (SouthernBiotech, Birmingham,

AL, USA)
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= Las cadenas Y 2b de anticuerpos de ratén (SouthernBiotech, Birmingham,
AL, USA)
» Las cadenas Y 3 de anticuerpos de raton (SouthernBiotech, Birmingham,
AL, USA)
= Las cadenas k de anticuerpos de ratén (SouthernBiotech, Birmingham, AL,
USA)
= Las cadenas A de anticuerpos de ratén (SouthernBiotech, Birmingham, AL,
USA)
Citometro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson, NY, USA)
Columnas HiTrap™ Protein G HP (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suecia)
DAPI (Life Technologies, Madrid).
Diaminobencidina (DAB) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
Estreptavidina marcada con peroxidasa (SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA)
Espectrofotometro ANTHOS 2020 (CulteK S.L.U, Madrid)
Espectrofotometro SmartSpec™ Plus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
Hemolisina (Serovet, Avila)
High Density Glyoxal 4 Rapid RUN™ (ABT, Madrid)
Inmunoglobulina G Humana (OCTAGAM) (Octapharma S.A., Madrid)
Inmunoglobulina M humana (Millipore Ibérica, Burgos)
Lipopolisacarido (LPS) de Salmonella typhosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Mananos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Medio Clonacell HY (Stemcell, Grenoble, Francia)
Medio RPMI 1640 (Lonza, Vervies, Bélgica)
Microscopio confocal TCS SP2 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania)
Membranas de Nitrocelulosa, (Amersham™ Protran™ 0,45 Bm NC (GE Healthcare
Bio-Sciences, Uppsala, Suecia)
O-fenilendiamina (OPD) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Placas ELISA de 96 pocillos, Maxisorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca)

Polietilenglicol, Hybri-max (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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Proteinas purificadas del complemento: Clqg, C4, C3d, fB , P, fD, C9 (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemania)

Reactivos de SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

Suero bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Ez-link-Sulfo-NHS-LC-Biotina (Thermo Scientific, Schaumburg, IL, USA)

Tampon veronal (Serovet, Avila)

Tampon fosfato salino (PBS) (Lonza, Vervies, Bélgica)

Zymosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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2.3. Obtencion y preparacion de reactivos biolégicos

2.3.1. Sueros humanos
2.3.1.1. Suero Humano Normal

Los sueros humanos que denominamos normales (SHN) utilizados en este trabajo
procedian de donantes sanos, sin alteraciones conocidas del sistema inmunitario y con
los que habiamos realizado con antelacion y en numerosas ocasiones distintos ensayos
para analizar la funcionalidad del C'. La sangre de la que procedian se obtuvo por
venopuncidn, tras la extraccion en tubos vacutainer de 10 ml que contenian un activador
de la coagulacion. La sangre se dejo reposar para favorecer la formacién del coagulo a
temperatura ambiente durante 1 hora y, posteriormente, se separd el suero
centrifugando a 1.200 x g durante 10 minutos. El suero obtenido, si no iba a ser utilizado

en el momento, se alicuoté y almacend a -802C hasta su uso.
2.3.1.2. Suero humano normal biotinilado

En ocasiones, previa utilizacidon de los sueros, se procedié al marcaje de las proteinas
séricas con biotina siguiendo el protocolo de Schuh et al., 1992 [42]. A una alicuota de
1 ml de suero suplementado con EDTA a una concentracién final 5 mM, le afiadimos 4,2
pmol de Sulfo-NHS-LC-Biotina. Para finalizar la reaccion de incorporacion de la biotina a

las proteinas afiadimos Tris-HCl a una concentracién final de 10 mM, pH 7,5.
2.3.1.3. Seroteca

Para la puesta a punto de los inmunoensayos era necesario contar con un elevado
numero de sueros de distinta procedencia que representaran a la poblacién general
adulta. Para obtenerlos, se contactd con 191 trabajadores del ISCIII que actuaron como
donantes, tras informarles sobre del proyecto y firmar el consentimiento
correspondiente, segun procedimiento con nimero CEI PI 47 _2013_v2, aprobado por el
Comité de Etica de la Investigacién del Centro. A todos se les extrajo 10 ml de sangre

por venopuncion y se procesaron como se ha indicado para el SHN.
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2.3.2. Proteinas del Complemento humano

e Las proteinas purificadas del complemento Clq, C4b, P, C3d, C9, fD y fH fueron
adquiridas en Merck Millipore.

e Los componente C5, C5a, fB y C3, asi como los fragmentos de su degradacion
(C3b, iC3b, fBb y fBa), fueros cedidos por el Dr. Santiago Rodriguez de Cérdoba

del Grupo de Patologia Molecular/Genética del Complemento del CIB, CSIC.

Cuando fue necesario se procedio al marcaje de estas proteinas, utilizando el EZ-Link
Sulfo-NHS-LC-Biotina segun las instrucciones del fabricante con modificaciones. En
concreto, 100 pg de proteina purificada (a una concentracién entre 0,5-1 mg/ml) se
marcaron con Sulfo-NHS-LC-Biotina en una relacion molar biotina: proteina 20:1. La
reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante 2 horas vy, transcurrido ese

tiempo, se paro afiadiendo Tris-HCl a una concentracion final de 10 mM.
2.3.3. Anticuerpos monoclonales frente a proteinas del complemento

Para llevar a cabo el presente trabajo debimos caracterizar, como describiremos mas
adelante, los AcM anteriormente obtenidos en el Servicio de Inmunologia del ISCIII,
frente a las proteinas del complemento: Clq, C4, P, fB, C3, fH, fD, C5 y C9.

Los AcM se obtuvieron a partir de los sobrenadantes procedentes del medio de cultivo

de los hibridomas. En las tablas 2.1 y 2.2 se indican los AcM analizados.

En los ensayos que se describen en los apartados siguientes se utilizaron, bien el
sobrenadante de cultivo, o bien los AcM purificados o marcados con biotina, como

indicaremos en cada caso.
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Tabla 2.1. AcM frente a las proteinas del complemento Clq, C4, P, fBy C3.

AcM anti-Clq AcM anti-C4 AcM anti-P AcM anti-fB AcM anti-C3
SIM 194.13.2.1 SIM 192.4.2.1 SIM 246.12.6.3 SIM 212.6.4.5 SIM 27.4 .18.5
SIM 194.35.H.1 SIM 192.15.1.1 SIM 248.29.6.2 SIM 212.8.3.4 SIM 27.4.59.92
SIM 194.42.1.1 SIM 192.15.3.6 SIM 295.5.2.7 SIM 212.13.3.2 SIM 27.4.73.57
SIM 194.43.5.2 SIM 192.15.7.6 SIM 295.5.3.8 SIM 212.19.4.1 SIM 27.4.83.23
SIM 192.23.3.5 SIM 295.5.4.27 SIM 212.31.4.5 SIM 27.12.2.16
SIM 295. 5.5.15 SIM 27. A49.1.53
SIM 295.5.6.13 SIM 27.49.5.16
SIM 295..9.3.4 SIM 27.93.39.20
SIM 309.12.1.4
SIM 309.12.1.7

SIM 309.12.1.12

SIM 320.6.2.1

SIM 320.12.2.1

SIM 320.12.2.2

SIM 320.12.3.1

SIM 320.12.3.3

Tabla 2.2. AcM frente a las proteinas del Complemento fH, fD, C5 y C9.

AcM anti -fH AcM anti-fD AcM anti-C5 AcM anti-C9
SIM 214.12.3.8 SIM 234.5.12.1 SIM 225.1.3.4 SIM 235.6.2.7
SIM 238. 1.16.2 SIM 225.8.2.4 SIM 235.6.4.7
SIM 225.9.2.4 SIM 235.6.5.2
SIM 225.13.3.1 SIM 235.6.12.3

SIM 225.16.3.3 SIM 235.35.16.6

SIM 225.19.3.2 SIM 235.35.16.7

SIM 225.20.10.2 SIM 235.35.16.11

Para obtener los sobrenadantes con el AcM se inicié un cultivo con las células del
hibridoma hasta que la viabilidad estaba alrededor del 20%. El sobrenadante se recogié
tras centrifugacién a 800 g x 10 minutos y se almacend a 42C hasta el momento de su

utilizacién.

Para la purificacién de los AcM se utilizaron columnas de afinidad de HiTrap™ Protein G
HP siguiendo las instrucciones del fabricante. El sobrenadante de cultivo de los
hibridomas, previamente filtrado, se pasé a través de la columna. Para eluir el AcM

retenido se empled como eluyente NH4OH 1 N. Se recogieron fracciones de 0,5 ml, en
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las que se midid a densidad optica (D.O.) a 280 nm en un espectrofotometro
SmartSpec™ Plus. Las fracciones que presentaban mayor D.O. se mezclaron y se
dializaron frente a PBS. La concentracion aproximada de AcM se determiné empleando
como coeficiente de extincion porcentual 1,4 mg/ml. El AcM purificado se almacené a -

202C hasta el momento de su utilizacion.

Cuando fue necesario marcar los AcM con biotina se tomd una alicuota de los mismos a
una concentracion de 1 mg/ml y se marcé Ez-Link-Sulfo-NHS-LC-Biotina siguiendo las

instrucciones del fabricante como acabamos de describir para las proteinas del C'.

2.4. Obtencion de anticuerpos monoclonales frente a proteinas del

Sistema del Complemento

Para alguno de los inmunoensayos que describimos fue necesaria la obtencién de
nuevos AcM, como frente a fB, C5 y C5a y para ello se siguieron protocolos previamente
establecidos en nuestro laboratorio. Los ratones hiperinmunizados utilizados como
donantes de esplenocitos para la obtencion de AcM frente al C5 y C5a fueron de la cepa
DBA2, ya que estos ratones son deficientes en este componente. Para obtener el AcM
anti-fB se utilizaron ratones BALB/c. Los animales se inmunizaron por via intraperitoneal
con una primera dosis de Ag emulsionado con adyuvante completo de Freund (ACF).
Posteriormente, a intervalos de un minimo de 15 dias se realizaron inmunizaciones con
los Ags emulsionados en adyuvante incompleto de Freund (AIF). El ratén cuyo suero
presento un titulo mayor de reactividad por ELISAi frente al Ag de inmunizacion recibié
una ultima dosis antigénica por via intraperitoneal y se sacrificd a las 96 horas. Las
células del bazo se fusionaron en presencia de polietilenglicol con la linea celular de
mieloma de ratén SP2/0-Ag 14, segun los métodos descritos por Galfré y Milstein y
Goding [14, 17, 18]. Para identificar los hibridomas productores de Ac especificos se
realizé6 un primer cribado por ELISAi frente a la proteina purificada y por ELISAc
empleando la proteina o SHN marcados con biotina. Posteriormente, en algunas
ocasiones, como en los Ac obtenidos frente al fB y C5, su reactividad se confirmod
mediante CF con promastigotes de Leishmania opsonizados con SHN y mediante WB
con las proteinas purificadas. Estos inmunoensayos se describen en el apartado

siguiente, ya que metodolégicamente son iguales que los empleados para la
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caracterizacion de los AcM de la coleccién del Servicio de Inmunologia. Los hibridomas
obtenidos tras la fusion se clonaron dos veces en medio liquido por dilucion limite,
comprobandose que tras cada clonaje se mantenian las caracteristicas por las que

habian sido seleccionados.

2.5. Inmunoensayos empleados en la caracterizacion de anticuerpos

monoclonales

Tanto en la caracterizacion los AcM que habian sido desarrollados en el Servicio de
Inmunologia frente las proteinas del C’, como para la seleccién de los nuevos AcM que
se obtuvieron en el marco de esta Tesis Doctoral, se emplearon 4 tipos de

inmunoensayos: ELISAI, ELISAc, WB y CF.

2.5.1. ELISA indirecto

Se emplearon placas de 96 pocillos tapizadas con 50 ul de las proteinas purificadas
diluidas en PBS a una concentracidn entre 1-10 ug/ml dependiendo del componente,
durante 2 horas a 372C o toda la noche a 42C. Finalizada la incubacién las placas se
blogquearon con 75 ul de BSA al 2% durante media hora a 372C y, a continuacidn, se
lavaron tres veces con el tampdn Na;HPO4 8 mM, KH,PO4 1,5 mM, KCl 2,7 mM y NaCl
137 mM pH 7,2 (PBS) suplementado con 0,05% de Tween 20 (PBS-T). Posteriormente,
se afadieron 50 pl del sobrenadante de cultivo de hibridomas durante 2 horas a 37°C.
Cuando el fin del inmunoensayo era la determinacion del titulo de reactividad de los
AcM, se afiadieron 50 ul de sobrenadante y se realizaron 12 diluciones seriadas (factor
de diluciéon 1:3) en PBS suplementado con BSA 2% y PBS-T. Finalizada la incubacion, las
placas se lavaron tres veces con PBS-T y se afadieron 50 ul de Ac policlonal de cabra
frente a IgG de ratén marcado con peroxidasa (HRP) a una dilucidon de 1:2.000 durante
media hora a temperatura ambiente. Finalmente, las placas se lavaron cinco veces con
PBS-T y se revelaron utilizando 100 pul de OPD disuelto en el tampdn citrato-fosfato pH
4,89 a una concentracién de 1 mg/mly suplementado con H;02a una dilucién de 1:1.000.
Tras 5 minutos de incubacion se pard la reaccion afadiendo 50 pl H,S04 3 N y se midid

la absorbancia a 492 nm en un espectrofotometro ANTHOS 2020.
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2.5.2. ELISA de captura

Las placas de 96 pocillos se tapizaron con 50 pl de Ac policlonal de cabra frente a IgG de
ratén diluido en PBS a una concentracién de 3 pg/ml durante toda la noche a 4°C. A
continuacion, los pocillos se bloquearon con 75 pl de BSA al 2% durante media hora a
372 Cy tras tres lavados con PBS-T se afadieron 50 ul del sobrenadante del cultivo de
los hibridomas. Cuando el inmunoensayo no era de seleccién de hibridomas, sino de
determinacion del titulo de reactividad de los AcM, se realizaron diluciones seriadas de
los distintos Ac en PBS-T y se incubaron durante 2 horas a 372C. Finalizada la incubacién
y tras retirar el exceso de Ac mediante tres lavados con PBS-T se anadié 50 ul de SHN
marcado con biotina [4] diluido a 1:20 en PBS-T o de las proteinas del complemento
purificadas marcadas con biotina. Tras incubar una hora a temperatura ambiente, los
pocillos se lavaron tres veces y se afiadid 50 ul de estreptavidina marcada con HRP
diluida a 1:2.000 en PBS-T durante media hora a temperatura ambiente. La reaccién
colorimétrica se produjo empleando como croméforo OPD en las mismas condiciones

gue en el ELISA..

2.5.3. Analisis por SDS-PAGE y Western blot

La electroforesis en geles SDS-PAGE se realizd siguiendo el protocolo descrito por
Laemmli [36] et al. Se utilizaron geles de acrilamida/bisacrilamida al 7,5% para el fH, C4
y C5, al 10% para los factores Clq, C9, P, fB, C3, C3d y iC3b, y al 12% para el fD. Las
proteinas purificadas se diluyeron en el tampdn de carga (Tris-HCL 62,2 mM pH 6,8, 10%
de glicerol, 2 % SDS y 0,02 % de azul de bromofenol) a una concentracion de 1 ug. En la
electroforesis en condiciones reductoras el tampdn de carga estaba suplementado con

mercaptoetanol.

Tras la electroforesis, las proteinas se visualizaron mediante tincidon azul de coomasie o
mediante WB. Para la tincion del gel se empled como colorante una solucion de azul de
coomasie R-250 a 0,1% en 40% metanol y 10% de acido acético. Finalizado este proceso,
para eliminar la tincion inespecifica, el gel se lavd tres veces con una solucién de

destefiido (40% metanol, 10% de acido acético). En el caso del WB, finalizada la
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electroforesis, las proteinas separadas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.
Las membranas se bloguearon con leche desnatada diluida al 5% en PBS durante 20
minutos, a temperatura ambiente en agitacidn, y tras un lavado con PBS-T se afadieron
los sobrenadantes de los AcM y se incubaron a 49C durante toda la noche. Finalizada la
incubacidn, la membrana se lavd tres veces con PBS-T para eliminar los restos de Acy se
incubd con el secundario frente a Igs de ratén marcado con HRP durante una hora. Tras
dos lavados con PBS-T y uno con PBS se procedié al revelado del WB empleando como
cromoforo DAB a una concentracion 0,5 mg/ml suplementada con H;0; a una diluciéon

de 1:1.000. La reaccion se paro afiadiendo agua destilada.

2.5.4. Citometria de flujo

Como superficie activadora se utilizaron promastigotes de Leishmania amazonensis. 50
ul de una suspension de promastigotes conteniendo 2x102 células/ml se mezclé con 50
pl de SHN diluido con PBS al 50% y se incubaron diez minutos a 372C; como control
negativo se empled SHN diluido al 50% en PBS-EDTA 10 mM, condiciones en las que no
se produce activacion del C'. La reaccion se paro por dilucion adicionando 1 ml de PBS
gue contenia paraformaldehido al 1% vy, a continuacion, los promastigotes se lavaron
dos veces en PBS por sedimentaciéon a 11.000 x g durante un minuto. Los parasitos
opsonizados se incubaron con diferentes AcM durante una hora a temperatura
ambiente. Después de la incubacién, los promastigotes se lavaron con PBS y se
incubaron en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente con el Ac policlonal
del cabra frente a Ig de ratéon marcado con Alexa 488. La fluorescencia unida a los

promastigotes se analizd en el citdmetro de flujo.
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2.6. Inmunoensayos desarrollados para la caracterizacion y cuantificacion

del Sistema del Complemento

2.6.1. ELISA de funcionalidad de las tres vias de activacion del sistema del

complemento: via clasica, via alternativa y via de las lectinas

El desarrollo del ELISA para medir la activacién y funcionalidad de las tres vias de
activacion del complemento se realizé, con modificaciones, siguiendo el procedimiento
descrito por Roos et al. [41]. Para el andlisis de la activacion de la VC se probaron como
agentes activadores las IgM e IgG humanas en un rango de concentraciones de 10 pug/ml
a 1 pg/ml diluidas en PBS. Para la activacion de la VA se emplearon el Lipopolisacarido
(LPS) de Salmonella typhosa y Escherichia coli a una concentracion de 30 ug/ml en PBS
y zymosan a una concentracion de 50 mg/ml diluido en tampdén 0,1 M NaHCOs/ Na,COs3
pH 10y para la VL sdlo se testd como agente activador los mananos a 100 pg/ml diluido
en tampdn 0,1 M NaHCO3/Na,COs, pH 10.

Las placas de ELISA se tapizaron con 50 pl por separado de cada uno de los agentes
activadores y con cada una de las concentraciones mencionadas durante dos horas a
379C. A continuacion, la placa se bloqued con 75 pl BSA al 2% media hora a 372Cy tras
tres lavados con PBS-T se afiadié 50 pl una mezcla de SHN a las diluciones de 1:20, 1:50
y 1:100 en tampdn veronal para la VCy la VLy 50 ul de una mezcla de SHN diluidos a 1:
10y 1:20 en tampdn veronal suplementado con EGTA 10 mM y MgCl, 7 mM para la VA,
ya que en presencia de EGTA solo es funcional esta via. Los sueros se incubaron durante
una hora a 372C. Transcurrido el tiempo de incubacidn, la activacién del C’ se determind
midiendo la formacion del complejo MAC con cada uno de los AcM anti-C5 (SIM
225.8.2.4,5IM 376.11.2.1 y SIM 376.85.1.1) y de los AcM anti-C9 (SIM 235.35.16.11, SIM
235.35.16.7 y SIM 235.36.2.7). Posteriormente, la placa se incubd durante una hora a
37°C y se lavaron de nuevo tres veces con PBS-T, se adiciond 50 ul del Ac secundario
frente a Igs de ratén marcado con HRP diluido 1:2.000 en PBS-T durante media hora a
temperatura ambiente. Tras cinco lavados, los pocillos se revelaron utilizando 100 pl de
OPD disuelto en citrato-fosfato a una concentracion 1 mg/mL y H20; a una dilucion de
1:1.000. Tras 5 minutos de incubacidn la reaccién se paré anadiendo 50 ul H,SO2 3 Ny

se midid la absorbancia a 492 nm en un lector de placas ANTHOS 2020.
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Para establecer las condiciones del ensayo utilizamos una mezcla de SHN que
posteriormente, en la estandarizacion del mismo pasd a ser el control positivo; y como
control negativo se empled la misma mezcla de sueros suplementada con EDTA 10 mM,
condiciones en las que se encuentra inhibida la activacion del C" por las tres vias.

La validacién del ensayo la llevamos a cabo en las condiciones finalmente establecidas
con los 191 sueros de nuestra coleccion. En la figura 2.1 se muestra el disefio de la placa
de ELISA donde se analiza la activacidon del complemento en 14 muestras de suero

humano (M1-M14) tanto por VC, como VA como VL.

B |[M2|M2|M10|M10(M2 (M2 [M10|M10|M2|M2 |M10|M10

Cc |[M3|M3|M11{M11|M3 |M3 |M11|M11|{M3|M3 |M11l|M11

D |M4 M4 |M12|M12 M4 (M4 |M12 | M12 | M4 | M4 (M12 | M12

E [M5|M5|M13|M13|M5 M5 [M13|M13|M5|M5 |M13|M13

F |[M6|M6 |M14|M14 | M6 M6 (M14|M14|M6 | M6 |[M14 | M14

Via Clasica Via Alternativa Via de las Lectinas

Figura 2.1. Disefio de la placa de ELISA para analizar la activaciéon del

complemento por las tres vias.

Finalmente, nuestros resultados fueron contrastados con un equipo comercializado
para el mismo fin denominado “Complement system Screen WIESLAB®”. En este ensayo
se seleccionaron un total de 20 sueros que eran representativos del tipo de respuesta

en nuestro ensayo.
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Para el calculo del porcentaje de actividad de cada via se utilizo la formula indicada en

el equipo comercial:

% ACTIVIDAD= [(DO MUESTRA)- (DO Control-)/ (DO Control+) — (DO Control-

)1¥100Los sueros se dividieron en tres grupos en funcién del % de actividad: < 100%,

entre el 100-200% y >200%.

2.6.2. ELISA de determinacion del complejo C5b-9 soluble
2.6.2.1. Purificacion del complejo C5b-9 soluble

Para la purificacién del complejo SC5b-9, que posteriormente iba a ser utilizado como
reactivo estandar, se utilizaron como inmunoabsorbentes, AcM frente a C5 y C9, los
cuales se dializaron frente a tampdén NaxCOs3/NaHCOs 100 mM a pH 10 v,
posteriormente, se conjugaron a una matriz de glioxal siguiendo el protocolo

proporcionado por la casa comercial que brevemente describimos a continuacién:

Conjugacion del AcM a una matriz de glioxal

Un mililitro de bolas de agarosa-glioxal se incuban con 9 ml de la solucidon de Ac
purificado a una concentracion de 1 mg/ml en un tampén 0,1 M NaHCO3s pH 10, durante
4 horas en agitador orbital. Finalizado el tiempo de acoplamiento se anaden 10 mg de
Na3BOs y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, para
eliminar el Na3BOs que no ha reaccionado, se lava la matriz con 10 ml tampdén 25 mM
fosfato pH 7, 10 ml de agua destilada y un nuevo lavado con 10 ml de tampdn fosfato,

guedando asi preparada la matriz para ser utilizada en la inmunoabsorcion del SC5b-9.

Este complejo se purificd a partir de una mezcla de sueros en los que previamente se
activé el C" por la VCy por la VA, siguiendo el protocolo descrito por Bergseth et al. [4].
Para la activacidn por la VC se emplearon agregados de IgG humana a una concentracién
de 1 mg/ml. Estos agregados se obtuvieron calentando una solucion de IgG a 100 mg/ml
a 632C durante 15 minutos para nada mas finalizar esta incubacién enfriar la solucién
en hielo y asi favorecer la precipitacion. Para la activacion de la VA se utilizdé zymosan a

10 mg/ml. Sobre 20 ml de una mezcla de sueros se afiadieron 200 pl de agregados de
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IgG mas 4 ml de zymosan (50 mg/ml) y se incubd a 372C durante 1 hora. El suero activado
se centrifugd a 500 g x 5 minutos para eliminar los restos de zymosan, se filtré y se hizo
pasar a través de una precolumna de IgG de ratdon acoplada a la matriz de glioxal para
eliminar todas aquellas proteinas que se pudiera unir inespecificamente a la matriz. El
filtrado de la precolumna se sometid a cromatografia de afinidad empleando la columna
elaborada con el AcM anti-C5 (SIM 225.8.2.4). Tras un lavado exhaustivo, el Ag retenido
en la columna se separd de la matriz empleando como eluyente NH2OH 1 N. Esta mezcla
de proteinas se dializd frente a PBS y se sometié a cromatografia de afinidad en la
columna elaborada igual manera a la que acabamos de describir para el anti-C5, pero en
este caso con el AcM anti-C9 (SIM 235.6.7.4). El eluido de esta segunda columna estaba
constituido por el complejo SC5b-9 que, posteriormente, se utilizé para el desarrollo del
ELISA de determinacion del complejo soluble en suero. Las fracciones obtenidas del
complejo SC5b-9 se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%
y, posteriormente, se realizd un WB revelando la presencia del complejo con el AcM

anti-C5 (SIM 376.11.2.1) y AcM anti-C9 (SIM 235.6.6.1).

2.6.2.2. Desarrollo y puesta a punto del ELISA de determinacion del complejo SC5b-9

Tras caracterizar el comportamiento en este inmunoensayo de todos los AcM anti-C5y
anti-C9 con los que contabamos se selecciond como AcM de captura el anti-C5 SIM
225.8.2.4 y como Ac de revelado una mezcla de 2 AcM anti-C9 SIM 235.6.2.7 y SIM
235.6.6.1.

Para el desarrollo del ELISA, se tapizaron los pocillos con 50 ul de un Ac policlonal de
cabra frente a IgG2a de ratdn a una concentracion de 3 pg/ml, el mismo isotipo que el
AcM anti-C5 que ibamos a utilizar posteriormente. A continuacidn, se afiadio 50 ul de
sobrenadante del SIM 225.8.2.4 y se mantuvo durante 2 h a 372C. Transcurrida la
incubacidn, las placas se lavaron tres veces con PBS-T y se afiadieron, por duplicado, los
SHN a una dilucion 1:10 en PBS-EDTA 10 mM vy se incubaron durante 1 h a 379C. Al
finalizar la incubacidn los pocillos se lavaron tres veces con PBS-T, se adicionaron 50 pl
la mezcla de los AcM SIM 235.6.2.7 Y SIM 235.6.6.1 marcados con biotina a una dilucion

1:100y se incubd durante una hora a temperatura ambiente. Para el revelado se empled
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estreptavidina HRP a una dilucién 1:2000 durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Como cromoéforo se utilizé OPD disuelta en tampodn citrato-fosfato a una concentracién
1 mg/ml y H,02 a una dilucién de 1:1.000. Tras 5 minutos de incubacion la reaccién se
pard afadiendo 50 pl H,SO4 3 N y se midid la absorbancia a 492 nm en un lector de

placas ANTHOS 2020.

Como control positivo se usé el SHN activado detallado en el apartado 2.5.2.1 del
presente trabajo (8 diluciones seriadas desde 1:50 con factor de dilucién %) y para
cuantificar la concentracion de SC5b-9 que habia en los sueros se empled una curva
patrén realizada con la preparacion de SC5b-9 purificada previamente desde una

concentracion de 5 pg/ml en diluciones de 1:2.

2.6.3. Ensayos de inhibicion de hemolisis con AcM frente a componentes del

complemento

Se puede cuantificar la capacidad del suero para activar el complemento por la VC
mediante la medida de lisis de eritrocitos de carnero o para activar el complemento por

la VA mediante la medida de lisis de eritrocitos de conejo [34].
2.6.3.1. Preparacion de los eritrocitos

Los eritrocitos de carnero fueron suministrados por la empresa Serovet. El sedimento
de eritrocitos empaquetados se obtuvo de la sangre de carnero que se centrifugé a 800
x g 10 minutos. Los eritrocitos fueron lavados tres veces con tampén veronal y tras la
ultima centrifugacion se resuspendieron al 10% en el mismo tampdn. Posteriormente,
sensibilizamos los eritrocitos con hemolisina (Ac policlonal de conejo, mayoritariamente
de isotipo IgM, frente a eritrocitos de carnero) a una concentracién 1:200 incubandolos
durante media hora a 372C. La concentracion de hemolisina empleada es la que
recomienda el fabricante para la prueba de fijacion de complemento. Tras la incubacidn,
los eritrocitos se lavaron con tampdn veronal dos veces por centrifugacion a 800 x g
durante 5 minutos y se procedié a realizar el ensayo de hemodlisis.

Los eritrocitos de conejo procedian de animales del estabulario del Centro Nacional de

Microbiologia a los que se les extrajo 10 ml de sangre mediante puncion en la arteria
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auricular recogida en tubos que contenian como anticoagulante EDTA. Los eritrocitos se
separaron de la sangre por centrifugacién a 800 x g 10 minutos y posteriores lavados
con tampon veronal suplementado con EGTA 10mM, MgCl, 7mM. Finalmente, se

llevaron al 3% en el mismo tampdn para su empleo en el ensayo de hemdlisis.

2.6.3.2. Ensayo de hemdlisis e inhibicion

Para determinar la capacidad de los AcM frente a proteinas del complemento para
inhibir de la activacién del C’ empleamos un ensayo de hemdlisis, tanto por la VC, como
por la VA. Previo a la hemolisis, se incubaron durante 30 minutos a 372C 100 pl de SHN
diluido a 1:50 con 100l de los AcM purificados a una concentracion de 0,5 mg/ml.
Transcurrida la incubacién se tomaron 50 pl de la mezcla y se depositaron en una
microplaca de 96 pocillos con fondo curvo, sobre los cuales se afiadieron 50 pl de
eritrocitos de carnero sensibilizados, como acabamos de describir, diluidos al 3% en
tampon veronal o 50 pl de eritrocitos de conejo al 3% y se incubaron durante 30 minutos
a 379C. Finalizado el tiempo de incubacidn, las placas se centrifugaron a 500 x g 1 minuto
para sedimentar los eritrocitos que no habian sido lisados y se transfirieron 50 ul de
sobrenadante a una placa de ELISA convencional para leer la D.O. en el lector ANTHOS
2020 a una longitud de onda de a 405 nm. Como control negativo de ensayo se empled
SHN suplementado con EDTA 10 mM. El 100% de hemdlisis se determiné lisando 50ul
de eritrocitos tanto de cordero como de conejo con 50 ul de agua.

Los resultados se expresan como Porcentaje de Hemdlisis calculado como:

% HEMOLISIS= [(DO MUESTRA)- (DO Control-)/ (DO Hemélisis del agua) — (DO Control-)]*100
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2.7. Inmunofluorescencia en cortes de tejido

2.7.1 Preparacion de muestras

A partir de fragmentos de piel obtenidos de un sujeto control y de un paciente con PA,
almacenados a -802C, se obtuvieron cortes de 3 um en un criostato a una temperatura

entre -202C y -152C, se colocaron en portas y se guardaron a -802C hasta su utilizacién.

2.7.2 Inmunodeteccion

Las muestras se fijaron y permeabilizaron con metanol frio durante 3 minutos vy, tras 3
lavados rapidos con PBS, se realizé un bloqueo con SBF al 5% en PBS durante 30 minutos.
La incubacidén con los Ac primarios (tabla 2.3) diluidos en PBS con 2% de SBF se realizo a

temperatura ambiente durante 1 hora.

Proteina del complemento que

reconoce

SIM 27.A.49 c3
SIM 235.6.2.7 9
SIM 225.3.2.1 C5
SIM 378.16.1.1 C5a
SIM 194.13.2.1 Clq
SIM 307.28.4.2 B
SIM 246.1.1.1 P

Tabla 2.3. AcM utilizados en la deteccion de proteinas por inmunofluorescencia
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A continuacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS y se llevd a cabo la
incubacién, durante 1 hora en oscuridad, con un Ac secundario anti IgG de ratén
conjugado con Alexa Fluor 488° (dilucién 1:1.000) y con DAPI para tefiir los nucleos
(dilucion 1:5.000). Después de tres lavados de 10 minutos con PBS, se anadié medio de
montaje, se colocd el cubreobjetos y se sellé con esmalte de ufias. La visualizacion del

marcaje se realizdé en un microscopio confocal.
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Resultados y discusién
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de anticuerpos monoclonales de raton frente a los
componentes del complemento humano.

Los ensayos que se describen a continuacion estaban orientados a seleccionar de entre
los AcM de la coleccidn disponible en el laboratorio el mejor por: ELISAc, ELISAi, WB, y
CF. Ello permitiria la puesta a punto de ensayos con potencial utilidad diagnéstica y
terapéutica que se describirdn en los siguientes apartados. Si en alguin caso los AcM
disponibles no eran adecuados para alguna de las técnicas, se procedié a la obtencién

de nuevos AcM durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

3.1.1 Caracterizacion por ELISA de captura y ELISA indirecto

3.1.1.1 Componentes de la via cldsica

3.1.1.1.1 Componente Clqg

Se analizé la reactividad de 6 AcM frente al componente Clq. Para la seleccidn de los
anticuerpos se llevaron a cabo ensayos a dilucién limite, teniendo en cuenta para su
seleccidn, tanto la dilucion maxima de reconocimiento del AcM por su Ag, como la
intensidad de la interaccién. En la figura 3.1 se muestra las reactividades de los AcM por
ELISAc (®) y por ELISAi (e) a la dilucion 1:2.187, dilucién a la que era mas sencillo el
analisis de las diferencias de reactividad entre los distintos AcM. Como se puede
observar, los dos AcM que presentaban mayor reactividad fueron el SIM 194.43.5.2 por

ELISAc (n2 6 en la figura) y el SIM 194.35.4.1 por ELISAi (n2 4 en la figura).
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Figura 3.1. Reactividad frente al componente Clq a una dilucion
1:2.187 por ELISAc (®) y por ELISAi (@) de los AcM: 1) SIM
194.13.2.1, 2) SIM 194.33.4.1, 3) SIM 194.35.2.1, 4) SIM 194.35.4.1,
5)SIM 194.42.1.1y 6) SIM 194.43.5.2.

Aungue el ensayo cinético de diluciones seriadas se realizé con los 6 AcM, a modo de
ejemplo en la figura 3.2, mostramos el perfil de reactividad en ELISAc y en ELISAi para
cada uno de los AcM seleccionados. El AcM SIM 194.43.5.2 presenta una reactividad alta
hasta la dilucidon 1:81, a partir de la cual comienza a disminuir, presentando la tipica
forma sigmoidea caracteristica de la cinética de unién Ag-Ac. Con el SIM 194.35.4.1 por
ELISAi observamos hasta la dilucion 1:243 un efecto prozona, fendmeno que se pone de
manifiesto en aquellos ensayos cinéticos en los que uno de los reactivos estd muy en
exceso. En nuestro caso, solo a partir de la dilucion 1:243 se establecian las condiciones
adecuadas de interaccién Ag-Ac. Aunque era mas evidente en el caso del ELISAI, en
cursos cinéticos de ambos inmunoensayos observamos pendientes muy pronunciadas,
en dos titulos la reactividad disminuye tanto que la presencia de AcM unido al Ag es

indetectable recordando este perfil al descrito para Ac de alta afinidad por el Ag [18].
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Figura 3.2. Cinética de union del AcM al componente C1q. ELISAc (®) SIM
194.43.5.2 y ELISAi (@) SIM 194.35.4.1. Linea discontinua (O) y (O) control

negativo.

3.1.1.1.2. Componente C4

En la figura 3.3 se muestran las reactividades de los 6 AcM analizados frente al
componente C4 por ELISAc (e) y por ELISAI (e). La dilucidn seleccionada en este caso fue
1:81, por ser a esta dilucion donde se observaban mejor las diferencias de reactividad
de los distintos AcM. El AcM SIM 192.4.2.1 (n2 1 en la figura) fue el seleccionado para
utilizarse en inmunoensayos de captura de Agy el AcM SIM 192.5.6.3 (n2 3 en la figura)

para la deteccién de Ag tipo ELISAI.
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Figura 3.3. Reactividad frente al componente C4 a la dilucion 1:81

por ELISAc (@) y por ELISAi (@) de los AcM: 1) SIM 192.4.2.1, 2)
SIM 192.4.2.2, 3) SIM 192.5.6.3, 4) SIM 192.15.1.1, 5) SIM

192.15.3.6y 6) SIM 192.15.7.6.

W ELISA CAPTURA
M ELISA INDIRECTO

En la figura 3.4 se muestra el curso cinético de la interaccion de los AcM seleccionados.

Estos AcM muestra un perfil de reactividad similar al descrito en el caso del Clq, salvo

que el efecto prozona apenas se observa en ninguno de los dos ensayos.

D. 0. (492 nm)

3,5

1,5

0,5

1 @=O= ===~

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1/log 3 de la dilucion de AcM

-

10 11 12

Figura 3.4. Cinética de unién del AcM al componente C4. ELISAc (®) SIM
192.4.2.1 y ELISAi (@) SIM 192.5.6.3. Linea discontinua (O) y (O) control

negativo.
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3.1.1.2 Componentes de la via alternativa

3.1.1.2.1 Factor B

Se analizaron 5 AcM frente al fB, pero ninguno de ellos tenia las caracteristicas
adecuadas para ser utilizado en inmunoensayos de captura de Ag. En la figura 3.5 se
muestra la reactividad por ELISAi () de los 5 AcM analizados. En este caso, la dilucién
donde mejor se observaban las diferentes reactividades era 1:2.187, siendo a esta el

AcM SIM 212.8.3.4 (n2 2 en la figura) el que presentaba la reactividad mas alta.

1,5
1
WELISA INDIRECTO
0,5
0
1 2 3 4 5

AcM analizados

D.O. (492 nm)

Figura 3.5. Reactividad frente al fB por ELISAi (@) a una dilucién
1:2.187 de los AcM: 1) SIM 212.6.4.5, 2) SIM 212.8.3.4, 3) SIM
212.13.3.3,4) SIM 212.19.4.1y 5) SIM 212.31.4.5.

La figura 3.6 se muestra la cinética de union del AcM SIM 283.8.3.4 al fB. El perfil cinético
es diferente a los hasta ahora comentados, pero no hay que olvidar que el
reconocimiento por el Ag es caracteristico y Unico para cada Ac. En la cinética
presentada se observan dos cursos cinéticos. En el primer tramo, entre las diluciones
1:3 a 1:27, sin llegar a un efecto prozona, tiene lugar una saturacion por el exceso de
AcM con respecto al Ag. A la siguiente dilucién de 1:81 cae bruscamente la cantidad de
Ac detectado en su unidon al Ag, punto a partir de cual vuelve a darse un efecto de
saturacion hasta la dilucion 1:2.187. El efecto manifestado podria atribuirse a la
presencia de dos AcM con cinéticas muy diferentes. En nuestro caso, por motivos

metodoldgicos, no puede ser esta la justificacion, ya que se trata de un Unico AcM. Otra
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posible explicacion, que se considera mas adecuada, es que al inicio de la reaccién la
concentracion de AcM es saturante con respecto al nimero de epitopos antigénicos. A
las primeras diluciones de 1:3 a 1:81 el AcM se fijarian monovalentemente “dos
moléculas de Ac-una molécula de Ag” (cada molécula de AcM estaria uniéndose por un
solo paratopo) y a partir de esta dilucidn se estabilizaria la unién al Ag a través de
interacciones bivalentes, cada molécula de Ac estaria uniéndose al epitopo por los dos
paratopos, forma tradicionalmente descrita para la interaccion Ag-Ac. Por ello, el
numero de moléculas detectadas en el segundo tramo es menor. Una vez que la
reaccion se estabiliza con una estequiometria de orden 1, es decir, “1 epitopo:(2

paratopos)-1 Ac”, la reaccion transcurre en ese orden hasta la tltima dilucion analizada.
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Figura 3.6. Cinética de unién del AcM al fB. ELISAi (@) SIM 212.8.3.4.
Linea discontinua (O) control negativo.

3.1.1.2.2 Properdina

Se midié la reactividad de 6 AcM frente a la P y se seleccionaron aquellos que

presentaron mejores caracteristicas para cada tipo de inmunoensayos. Como se
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muestra en la figura 3.7 el SIM 295.5.4.27 (n2 4 en la figura) mostrd la reactividad mas

alta en ELISAc, mientras que el SIM 295.9.3.4 (n2 6 en la figura) fue el mejor para ELISAI.

2,5

1,5
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W ELISA INDIRECTO
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AcM analizados

D.0.(492 nm)

Figura 3.7. Reactividad frente a la P por ELISAc (®) a una dilucion de
1:81 y por ELISAi a una dilucion de 1:9 (@) de los AcM: 1) SIM
248.5.3.1, 2) SIM 295.5.3.4, 3) SIM 295.5.3.8, 4) SIM 295.5.4.27 y 5)
SIM 295.5.5.15y 6) SIM 295.9.3.4.

En el perfil cinético que se muestra en la figura 3.8 podemos ver que a las diluciones mas
bajas (1:3 — 1:9) aparece el efecto prozona ya comentado para el mismo tipo de analisis
con otros Acs. Sin embargo, la diferencia que aqui observamos es que, al menos en las
diluciones analizadas, no existe la zona logaritmica que si hemos visto en el resto de
analisis. Una justificacion para este hecho podria ser que la reaccidn de union Ag + Ac 2>
Ag-Ac estuviera muy desplazada hacia la formacién del complejo y, por tanto, que la
constante de disociacion fuera muy inferior a la de formacidn, situacién que se da en los
Acs que poseen una muy alta afinidad por el Ag que reconocen. En algunas ocasiones se
da la circunstancia de no se puede revertir dicha unién, lo que debe tenerse en cuenta

cuando los AcM se van a utilizar como inmunoabsorbentes para purificar Ag.
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Figura 3.8. Cinética de union del AcM a la P. ELISAc (®) SIM 295.5.4.27 y
ELISAi (@) SIM 295.9.3.4. Linea discontinua (O) y (O) control negativo.

3.1.1.3 Componente C3

Dada la gran cantidad de AcM frente al componente C3 de que disponiamos en el
laboratorio (un total de 17), se realizaron las pruebas para seleccionar los que

presentaron mejores caracteristicas para cada inmunoensayo (datos no mostrados), que

fueron:

e ELISAc: SIM 27.93.39.20
e ELISAi: SIM 27.49.5.68

El resto de la caracterizacidn se llevé a cabo mediante WB y CF.

3.1.1.4 Componentes de la Via Litica

3.1.1.4.1 Componente C5

Se llevd a cabo el analisis de los 6 AcM disponibles frente al componente C5. Las

reactividades de los AcM disponibles frente al componente C5 a una dilucion 1:2.187 se
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muestran en la figura 3.9 por ELISAc (®) y por ELISAi (e). Tras las pruebas realizadas se

decidiod seleccionar el mismo AcM, el SIM 225.8.2.4 (n2 2 en la figura), por ser el mejor

en ambos ensayos.
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0,00 - T T T T T
1 2 3 4 5 6

AcM analizados

Figura 3.9. Reactividad frente al componente C5 por ELISAc (®)y
por ELISAi (@) a una dilucién 1:2.187 de los AcM: 1) SIM
225.1.3.4, 2) SIM 225.8.2.4, 3) SIM 225.9.2.4, 4) SIM 225.13.3.1, 5)
SIM 225.16.3.3y 6) SIM 225.19.3.2.

El efecto prozona que tenia lugar en la cinética de union del AcM al C5 para ambos
ensayos era tan extenso, desde la dilucion 1:3 a 1:81, que hemos preferido obviar la
representacion grafica para esas diluciones con objeto de facilitar su analisis. El perfil
sigmoideo es semejante a los anteriormente representados; en el tramo inicial de la
curva, se observaria el efecto de saturaciéon de Ac por un exceso de este con respecto al
Ag, para a partir de una dilucién determinada, 1:81, producirse una rapida disminucién

de la deteccidn de AcM, tramo logaritmico, donde la pendiente de la recta, como en los

casos anteriores, se aproxima a 1.
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Figura 3.10. Cinética de unién al componente C5. ELISAc (®) SIM 225.8.2.4 y
ELISAi (@) SIM 225.8.2.4. Linea discontinua (O) y (O) control negativo.

3.1.1.4.2 Componente C9

Se analizaron 6 AcM frente al componente C9. Tras la caracterizacién mediante ELISAc

y ELISAi se decidieron seleccionar los siguientes AcM frente a esta proteina.

La figura 3.11 muestra, a la dilucion 1:64, la reactividad de los distintos AcM
caracterizados por ELISAc (®) y por ELISAi (e). El AcM, SIM 235.6.2.7 presentaba una
elevada reactividad por ELISAi en comparacién con el resto de AcM analizados. Sin
embargo, por ELISAc los AcM presentaron valores de reactividad mas similares, siendo
los mas altos el SIM 235. 35.16.6 y el SIM 235.16.6.7, pero al final se decidi6 seleccionar
este Ultimo debido a que presentaba un mejor rendimiento en el proceso de obtencién

del AcM que engloba el cultivo del hibridoma y purificacidn el Ac.
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Figura 3.11. Reactividad frente al componente C9 por ELISAc (®) y por
ELISAi (@) a una dilucién 1:64 de los AcM: 1) SIM 235.6.2.7, 2) SIM
235.6.4.7, 3) SIM 235.6.5.2, 4) SIM 235.6.12.3, 5) SIM 235.35.16.6 y 6)

SIM 235.35.16.7.

En cuanto a las diluciones aplicadas en el ensayo, hay que sefialar que las diluciones
seriadas fueron de 1:2 y no de 1:3 como en casos anteriores (figura 3.12), debido sobre
todo a que en el en ensayo de captura de Ag la reactividad caia enseguida, estando ya
por debajo de un 50% a diluciones inferiores de 1:16. Este hecho se podria atribuir, bien
a que el hibridoma secrete muy poco AcM (las concentraciones de AcM en el medio de
cultivo varian en un rango de entre 10 y 100 ug/ml), o bien a que la proporcion de
moléculas defectuosas de Ac, que siempre se producen, en este caso fueran mayores,

lo que haria que el reconocimiento por el Ag se viera comprometido.
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Figura 3.12. Cinética de union al componente C9. ELISAc (@) SIM
235.35.16.7 y ELISAi (@) SIM 235.6.2.7. Linea discontinua (O) y (O) control

negativo.

En la tabla 3.1 se muestra un resumen de los AcM seleccionados frente a las proteinas

del complemento por ELISAc y ELISAi detallados anteriormente:

Tabla 3.1. Seleccion de AcM frente a los factores del C” por ELISAc y ELISAI.

ELISAc

Anti fB Anti P Anti C5 Anti C9

Anti Clq Anti C4

SIM 194.43.5.2 SIM192.4.2.1 SIM 295.5.4.27 SIM2258.2.4 SIM 235.35.16.7

ELISAi

SIM194.35.4.1 SIM192.5.6.3 SIM212.8.3.4 SIM295.9.3.4 SIM 225.8.2.4 SIM 235.6.2.7
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3.1.2 Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales por Western Blot

Durante la seleccidén de todos los AcM descritos hasta el momento también se realizé
un analisis de su reactividad por WB. A continuacion, se muestra el resumen de los AcM
gue se seleccionaron para cada una de las proteinas del complemento por ser los que

se consideraron mejores para este inmunoensayo.

3.1.2.1 Componentes de la via cldsica, via alternativa y Via Litica: C1q, C4, fB, P, fH, fD,
C5yC9

Las proteinas del complemento humano purificadas se separaron por SDS-PAGE en
condiciones reductoras y no reductoras (figura 3.13), se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa y se incubaron con los sobrenadantes de los AcM. Todos ellos
reconocen el Ag correspondiente en condiciones no reductoras (A). Los componentes
Clg y C4 reaccionaron con unas bandas adicionales causadas por la agregacién y/o
fragmentacion de la proteina purificada. En condiciones reductoras (B), los AcM anti-
Clg (SIM 194.13.2.1), fB (SIM 384.42.12.1) y fD (SIM 234.5.12.1) mostraron la
reactividad prevista.

El AcM anti-C1q reconocid una banda a un peso molecular (Pm) de 21 kDa que se puede
atribuir a la cadena C del componente Clq.

El AcM anti-fB reconocid una banda de 64 kDa; como el fB se escinde en los polipéptidos
Ba (Pm= 30 kDa) y Bb (Pm= 60 kDa), el AcM anti-fB, probablemente, reaccioné con un
epitopo del fragmento Bb.

El fD es una molécula monocatenaria con un Pm de =24,4 kDa; en condiciones no
reductoras, el AcM anti-fD reacciond con una banda de 22 kDa, mientras que en
condiciones reductoras reconocid una banda a mayor Pm= 25 kDa, lo que es similar a la
disminucion de la movilidad electroforética descrita para fH [44].

En condiciones reductoras, los AcM anti-P, C9, C5, fH, y C4 no reconocieron la proteina

correspondientes (figura 3.13).
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Figura 3.13. Analisis por WB de la reactividad de los AcM frente a los
componentes del complemento purificados. La proteinas humanas se separaron
por SDS-PAGE en condiciones no reductoras (A) y reductoras (B), seguido de una
transferencia a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se incubd con el
sobrenadante del los AcM; anti-C1q (SIM 194.13.2.1), anti-P (SIM 246.1.1.1), anti-
€9 (SIM 235.6.2.7), anti-fB (SIM 384.42.12.1), anti-C5 (SIM 225.3.2.1), anti-fH (SIM
214.12.3.8), anti-C4 (SIM 194.4.2.1) y anti-fD (SIM 234.5.12.1). El AcM unido se
reveld con un Ac secundario marcado con HRP.

3.1.2.2 Componente C3 y productos de degradacion

Se analizaron los AcM anti-C3 para determinar si reconocian de forma especifica este
componente o alguno de los productos de su degradacidn que se generan durante la
activacién del C’, como el C3d y el iC3b. Previamente, en su seleccion, se determind la
reactividad por ELISAc y ELISAi y con los 17 AcM se llevd a cabo un analisis por WB en
condiciones reductoras. Los resultados previos mostraron que ningun AcM tenia
reactividad por ELISAc para el componente C3, sin embargo, presentaban una elevada

reactividad por ELISAi frente a este componente.
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La reactividad por ELISA frente a los componentes C3d e iC3b sdlo se analizd por ELISAI
y se observo que mas de la mitad de los AcM eran positivos para el fragmento C3d y sélo
6 de ellos eran positivos para el iC3b.

Cuando se llevaron a cabo andlisis de WB se comprobd, que la mayoria de los AcM
mostraron reactividad frente al C3, al igual que ocurrid en el ELISAI. Se sabe que tanto
en el ELISAi, como en el WB, hay una desnaturalizacion parcial o total de las proteinas
[18], por lo que asumimos que nuestros AcM interaccionaban mejor con el epitopo en
la proteina desnaturalizada, probablemente debido a que la accesibilidad a la regién
inmunogénica esta facilitada por la disminucidon de impedimentos estéricos, ya que se
pierden las estructuras cuaternaria y terciaria [18]. De los 17 AcM todos reconocian a la
proteina C3, excepto el SIM 320.6.2.1 que estaria reconociendo un neoepitopo
generado en el fragmento iC3b tras la activacién del C3. La mayoria de epitopos, 15 de
los 17, estan localizados en la cadena a. No hemos analizado por qué ocurre esto, pero
podrian estar contribuyendo factores como la homologia de las cadenas a y B con las
correspondientes de ratdon. La estructura molecular e incluso el procesamiento
peptidico que se lleva a cabo para la presentacién antigénica, un proceso del que quedan
aun muchos aspectos por esclarecer [5]. En este contexto, podria justificarse el hecho
de que todos los AcM que reconocian la cadena a también reconocian el iC3b y mas
concretamente la region dentro de este que contenia el componente C3dg (figura 1.6.
de la introduccién). En los AcM que reconocian la cadena B, como esta permanece
intacta en todo el proceso de degradacidn sélo se analizé la reactividad frente al
componente C3. Los resultados comentados, recogidos en la tabla 3.2, nos llevan a
proponer que los AcM generados frente al componente C3, por sus funciones en el
componente principal del C’, van fundamentalmente frente a la region C3d, localizada
en la cadena a del C3 y que ese reconocimiento se ve favorecido cuando la proteina esta

desnaturalizada.

Hay que destacar que la generacion de AcM frente a neoepitopos es una tarea que
entrana una alta dificultad y, de hecho, hasta el momento no hemos conseguido obtener

un AcM especifico para el producto C3dg.
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Tabla 3.2. Reactividades por WB de los diferentes AcM frente al componente C3 y sus productos de
degradacion iC3b y C3d.

AcM Western blot (reducido)
C3 iC3b C3d Cadena a Cadena B

SIM 27.4.18.5 + + +

SIM 27.4.59.92 + + + +

SIM 27.4.73.57 + + + +

SIM 27.4.83.23 + + + +

SIM 27.12.2.16 + NA NA +
SIM 27.A49.1.53 + +

SIM 27.49.5.16 + +
SIM 27.93.39.20 + NA NA +
SIM 309.12.1.4 + + - +

SIiM 309.12.1.7 + + - +

SIM 309.12.1.7 + + + +
SIM 309.12.1.12 + + + +

SIiM 320.6.2.1 - + -/+ +

SIM 320.12.2.1 + + + +

SIM 320.12.2.2 + + + +

SIM 320.12.3.1 + + + +

SiM 320.12.3.3 + + + +

NA=no analizado

3.1.3 Caracterizacion de la reactividad de los anticuerpos monoclonales por
citometria de flujo

Para confirmar que los AcM estaban reconociendo la forma activada de los
componentes del C’ realizamos un ensayo de CF en el que se emplearon promastigotes
de Leishmania amazonensis opsonizados con SHN como superficie activadora [13].
Como control negativo, los promastigotes se opsonizaron con SHN con EDTA 10 mM,

gue bloquea la activacién del Complemento.

Los histogramas de la figura 3.14 muestran la reactividad de los AcM seleccionados que
mejores caracteristicas presentaron para este inmunoensayo. En los AcM anti-C4, fH,
C5, C9, C3 y Clq se muestra una distribucidn simétrica en forma de campana, lo que
sugiere una distribucion homogénea de los epitopos reconocidos por el AcM. Puesto
que la unién del C1q a promastigotes no es dependiente de Ca?*, la unién del AcM a los
promastigores opsonizados con SHN y SHN-EDTA fue similar. El fD es un componente

soluble que no se une a la superficie activadora, por tanto, no se puede medir por CF.
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Por ultimo, los AcM anti-fB y anti-P produjeron una distribucion asimétrica de mayor

intensidad de fluorescencia y dividida en dos picos, probablemente debido al depdsito

heterogéneo del fragmentos de escision de fB y P en la C3 convertasa de la VA y la C5

convertasa.
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Figura 3.14. Analisis de la reactividad por CF de los AcM frente a promastigotes de leishmania
opsonizados en SHN. Los promastigores se opsonizaron (10 minutos a 372C) con 50% de SHN (__) .
50% SHN-EDTA 10 mM (__) como control negativo. Los AcM seleccionados fueron; anti-Clq (SIM
194.13.2.1), anti-C4 (SIM 194.4.2.1), anti- C3 (SIM 27.49.5.68) anti-fB (SIM 384.42.12.1), anti-P (SIM
246.1.1.1), anti-fH (SIM 214.12.3.8), anti-C5 (SIM 225.3.2.1) y anti-C9 (SIM 235.6.2.7).

79



3.2. Obtencion de nuevos anticuerpos monoclonales frente al fB, C5 y
C5a

Como se ha mencionado anteriormente, entre los objetivos de esta Tesis Doctoral nos
planteamos la obtenciéon de nuevos AcM, si una vez caracterizados los de nuestra
coleccién, no contabamos con los adecuados para el desarrollo de los siguientes
objetivos. Este fue el caso de los Acs frente a: 1) la proteina nativa del fB; ninguno de los
AcM frente al factor B obtenidos hasta el momento reconocian al fB por ELISAc o sobre
la superficie activadora por CF; 2) el componente C5, ninguno de los AcM disponibles
permitia reconocer a la proteina por WB y ELISAc. Era util contar con un AcM anti-C5
para la captura de este componente, siempre es deseable poder confirmar por otra
técnica que la proteina identificada es la correcta y, en este sentido, el WB es la técnica
idénea. Ademas, aunque no estaba incluido entre los objetivos iniciales de esta Tesis,
nos planteamos la obtencién de un AcM que reconociera el fragmento de degradacién
del C5, el C5a, la anafilotoxina mas potente de las que se generan tras la activacion del

C.

3.2.1. Anticuerpos monoclonales frente a fB

El proceso de obtencion de este AcM es comun al de los otros obtenidos en esta Tesis,
y que estd descrito en el apartado de materiales y métodos, sin embargo, las
condiciones de los ensayos de seleccion fueron mas especificos, en concreto, la

seleccion de AcM se llevd a cabo mediante:

e ELISAi frente a fB (1 ug/ml)
e ELISAc frente fB marcado con biotina
e WB frente afB

e CF frente a promastigotes de L. amazonensis opsonizados por SHN

En este caso, al igual que en todos los AcM obtenidos en nuestro laboratorio, se asigna
el codigo SIM A.X.Y.Z como identificacion de un hibridoma, siendo en este caso el SIM
384.X.Y.Z, donde 384 el numero de fusién, X el pocillo seleccionado de la fusidn, Y el clon
seleccionado del primer clonaje y Z el clon seleccionado del segundo clonaje. Finalmente

se obtuvieron 6 AcM cuyas caracteristicas se resumen en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Caracteristicas de los AcM frente al a fB.

ELISAi* ELISAc* Isotipo
fB fB

SIM 384.13.3.2 2,9 2,64 Negativo 107 IgG1-K
SIM 384.20.6.2 1,9 2,07 Negativo 102 IgG1-K
SIM 384.33.2.2 2,1 1,23 Negativo 104 lgG1-K
SIM 384.38.3.1 21 1,26 (+/-) 88 IgG1-K
SIM 384.42.2.4 1,9 1,62 Negativo 89 IgG1-K
SIM 384.42.12.1 OVFL 0,88 Positivo 154 lgG1-K

* Valores de D.0O. a 492nm. OVFL (overflow). D.O. > a 4 unidades de DO.

* Media de fluorescencia

Las caracteristicas de reactividad son muy similares para todos los AcM, con la salvedad
del SIM 384.42.12.1 que es el unico que funciona en WB y el que presenta mayor

reactividad por CF.

3.2.2. Anticuerpos monoclonales frente a C5 y C5a

Para la obtencion de estos Acs se realizaron dos fusiones simultaneas, una a partir de
animales inoculados con el C5 (SIM 376) y la otra con el fragmento C5a-Des (SIM 378).
Este disefio experimental estaba justificado porque en el desarrollo de los Ac algun Agy

los inmunoensayos utilizados en su seleccidn coincidian.
Los inmunoensayos utilizados en la seleccién de estos AcM fueron:

e ELISAc del componente C5, C5a-Arg y C5a-Des marcados con biotina
e ELISAi frente a C5, C5a-Arg y C5a-Des
e WB frente a C5, C5a-Arg y C5a-Des

Se obtuvieron 5 AcM frente a C5 y 4 AcM frente a C5a, cuyas caracteristicas se muestran

en la tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Caracteristicas de los AcM frente al C5 y C5a.
ELISAc ELISAc ELISAc ELISAI ELISA

C5 C5a Arg C5a Des (65 C5a Arg

SIM 378.16.1.1 0,09 2,6 2,6 2,6 3,1 3,2
SIM 378.17.1.1 0,1 2,7 3 1,9 2,4 2,8
SIM 378.27.1.1 0,1 2,5 2,8 2,9 3,4 3
SIM 378.32.1.1 0,1 2,2 2,6 2 2,3 2,5

OVFL (overflow). D.O. = a 4 unidades de D.O.

Los AcM obtenidos frente a C5 presentaban por ELISA una reactividad claramente
superior frente a la molécula completa de C5, que frente a los fragmentos de
degradacion. Estos resultados preliminares sugerian que los epitopos reconocidos por
estos AcM estaban localizados en una region diferente a la corresponde al C5a antes de
fragmentarse (aminoacidos del 678-751 de la molécula de C5) [5] hecho que
posteriormente pudimos confirmar en un WB con el C5a, en donde ninguno de los AcM
anti C5 mostraron reactividad (datos no mostrados), mientras que si lo hacian frente a

la molécula completa C5, como puede verse en la figura 3.15.
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Figura 3.15. Reactividad por WB de AcM anti
C5 en condiciones no reductoras: SIM
376.11.2.1 (1), SIM 376 39.4.1 (2), SIM

376.55.1.1(3), SIM  376.72.2.2(4), SIM
376.85.1.1(5), Control + (6) y Control — (7).

Los Ac obtenidos frente al C5a (SIM 378) reconocian, tanto por ELISAi como por ELISAc,
ambas formas del fragmento C5a, Arginado y Desarginado. Sin embargo, frente a la
molécula completa C5 sdlo eran positivos por ELISAI, lo que es atribuible, como hemos
mencionado anteriormente para otros Acs, a la mejor accesibilidad del AcM a su epitopo
al estar la proteina desnaturalizada, situacion relativamente frecuente sobre todo con
moléculas de tan alto peso molecular y estructura tan compleja como el C5 [5]. Esta
situacidon no es comparable a la del fragmento C5a, molécula de bajo peso moleculary
estructura espacial sencilla [5], de ahi que los Ac reconozcan al fragmento, tanto por
ELISAc, (proteina nativa) como por ELISAI. En principio pretendiamos obtener AcM que
permitieran diferenciar el C5a-Arg (la forma bioldgicamente activa) del C5a-Des (la
forma biologicamente no activa), pero en ese momento no fue posible, como tampoco
fue posible obtener un AcM que reconociera un neoepitopo en el fragmento C5a, todos

los AcM reconocen al C5 en la molécula completa.

Ya se comentado anteriormente la dificultad que conlleva el generar AcM frente a
neoepitopos, su consecucién, que nuestro laboratorio estd ya abordando, exigia un

cambio de estrategia en cuanto al inmunégeno y a los métodos de seleccién.
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3.3. Desarrollo de un ensayo para medir la funcionalidad de las tres vias
del sistema del complemento: via clasica, via alternativa y via de las
lectinas

El siguiente objetivo fue poner a punto un ensayo, en concreto un ELISAi que, mediante
la activacién selectiva del complemento por cada una de las vias y finalmente la
deteccidon del complejo C5b-9 permitiera determinar qué via de activacion era funcional

en el suero analizado.

Para ello, en primer lugar se eligieron los reactivos y condiciones adecuadas, que se

describen en el apartado 2.6 de Materiales y Métodos.

El primer paso fue seleccionar entre los AcM frente a los componentes C5y C9 los que
permitian detectar mejor el complejo C5b-9 en un ensayo tipo ELISAI. En la figura 3.16
se muestran los resultados obtenidos utilizando AcM anti-C5, mientras que en la figura

3.17 se presentan los resultados obtenidos con los AcM anti-C9.
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Figura 3.16. Seleccion del AcM frente al componente C5. D.O. Figura 3.17. Seleccién del AcM frente al componente C€9. D.O.

obtenidas en un ELISA de activacién del complemento por VC dénde obtenidas en un ELISA de activaciéon del complemento por VC dénde se

se determina la formacién del MAC con 5 AcM anti-CS. determina la formacién del MAC con 7 AcM anti-C9.

El AcM frente a C5 seleccionado fue el SIM 376.11.2.1 y el elegido frente al C9 fue el SIM
235.35.16.6. Posteriormente, se confirmd que reconocian el C5 y el C9 por la VA y por la
VL, lo que era esperable, ya que el C5 y C9 activados que se generan son idénticos
independientemente de la via por la que se haya activado el C’ [41].

Aunque ambos Ac detectaban el complejo citolitico C5b-9, se decidid emplear una
mezcla de ambos. El detectar dos moléculas C5 y C9 supone una ventaja, en cuanto a
intensidad de sefial se refiere, siempre y cuando la unidn al epitopo no se vea interferida
por la presencia de ambos. El mejor resultado se dio al emplear una mezcla vol:vol del

sobrenadante de cultivo a saturacion de cada uno de los hibridomas (figura 3.18).
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Figura 3.18. Reactividad de los AcM anti-C5, anti-C9 y mezcla

equimolecular de ambos en SHN ( )y SHN-EDTA ( ).

En cuanto a la seleccion de las superficies activadoras, nos basamos en las descritas por
otros autores. Para la VC ensayamos con IgM o IgG a una concentracién de 2,5 pg/ml
frente a suero normal [43] y, como puede observase en la figura 3.19, se obtienen

mejores resultados cuando la activacion del C’ se lleva a cabo con IgG.

1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -

" I
—

IgM [:{€]

D.0. (492 nm)

Figura 3.19. Seleccion del agente activador de VC. Las barras
representan la formacién del MAC que determinamos al activar el

C por VC con IgM o IgG en SHN (“) y SHN-EDTA (*).

Para seleccionar la superficie activadora por la VA, inicialmente utilizamos el LPS de

Salmonella typhosa y el LPS de Escherichia coli a una concentracién de 40 pg/ml [43].
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Como los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, decidimos utilizar el zymosan,
un activador cldsicamente utilizado para la VA. Los resultados obtenidos con el zymosan

fueron mejores que con LPS, como se muestra en la figura 3.20.

1,5 A

D.0. (492 nm)
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LPS S.typhosa LPSE.coli zZymosan

Figura 3.20. Seleccion del agente activador de VA. Las barras representan la
formacién del MAC que determinamos al activar el C por VA con LPS de S.

typhosa, LPS de E. coliy zymosan en SHN ( *) y SHN-EDTA (").

En el caso de la activacidn del C" por la VL empleamos como superficie activadora los
mananos, una superficie que ha sido ampliamente utilizada [41]. El protocolo
seleccionado se resume a continuacion: 1) superficies activadoras para la VC IgG
humana a una concentracién de 2,5 pg/ml diluida en PBS; zymosan a 5 mg/ml diluido en
tampon NaHCOs3/NaCOs 0,1 M, pH 10 para la VA; y para la VL mananos a 100 pg/ml
diluido en el mismo tampdn. 2) la dilucidn éptima de suero fue de 1:100 parala VCy la
VL y de 1:20 para la VA. 3) para revelar la formacién del complejo citolitico C5b-9 se
afiadid una mezcla vol:ivol del sobrenadante del cultivo que contenia los AcM

seleccionados anti-C5 (SIM 376.11.2.1) y anti-C9 (SIM 235.35.16.6).

Con el objetivo de estandarizar el método se analizaron los 191 sueros de la coleccidn
propia en las condiciones comentadas. Los resultados de funcionalidad obtenidos en
ellos fueron los siguientes (tabla 3.5): todos los sueros analizados presentaban actividad

por la VC, el 31% de los sueros presentaban una baja reactividad (menor al 100%), mas
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de la mitad de los sueros (66%) mostraron una actividad entre 100-200% y sdlo un 3%

de los sueros presentaron una alta actividad, mayor al 200% por esta via.

Tabla 3.5. Porcentaje de actividad y sueros analizados por la VC.

%VC N2 SUEROS % SUEROS
<100% 60 31%
100-200% 127 66%
>200% 4 3%

Como se observa en la tabla 3.6, para la VA el 53% de los sueros mostraron una baja
actividad (menor al 100%), un 37% una actividad entre 100-200% y sélo un 5% de los
sueros presentaron una actividad superior al 200%. El 5% de los sueros analizados no

presentaron actividad por la VA.

Tabla 3.6. Porcentaje de actividad y sueros analizados por la VA.

%VA N2 SUEROS % SUEROS
< 100% 101 53%
100-200% 71 37%
>200% 10 5%

Respecto a la VL (tabla 3.7), el 16% de los sueros analizados no presentaban actividad
por esta via. Un 30% de los sueros mostraron menos de un 100% de actividad, un 21%

una actividad entre el 100-200% y el 35% presentaron una reactividad superior al 200%.

Tabla 3.7. Porcentaje de actividad y sueros analizados por la VL.

%VA N2 SUEROS % SUEROS
< 100% 57 30%
100-200% 40 21%
>200% 67 35%

Para validar nuestro ELISA analizamos en paralelo 20 sueros con un equipo
comercializado por Eurodiagnostica (Wieslab Complement System Screem) y con el

ensayo desarrollado en nuestro laboratorio. No se observaron diferencias significativas

87



en cuanto a la capacidad de activacion de las tres vias. Unicamente, en el ELISA comercial
se obtuvieron valores mas altos de D.O. en la activacion del complemento por la VC,
probablemente debido a variaciones metodoldgicas. Generalmente, la capacidad para
activar el complemento por la VC se mide empleando IgM. Este Ac es pentamérico v,
por ello, tiene mas capacidad para activar el complemento que la IgG, ya que tiene 5
regiones Fc para que se una Clqg, mientras que la IgG Unicamente tiene 1 6 2 si esta en
forma dimérica. El hecho de que en nuestro ensayo hayamos tenido mejores resultados
con 1gG que con IgM podria ser debido a la naturaleza labil de los Ac de isotipo IgM, que

hace que se alteren con facilidad y pierdan su condicidon pentamérica.

3.4 Desarrollo y puesta a punto de un ensayo ELISA tipo sandwich para la
determinacion del complejo C5b-9 soluble

Para la consecucion de este ensayo debimos, al igual que en el presentado

anteriormente, realizar diversas aproximaciones experimentales para su puesta a punto.

3.4.1. Caracterizacion y seleccion de los anticuerpos monoclonales necesarios
para desarrollar el ELISA.

El disefio del ELISA tipo sandwich para la determinacién del SC5b-9 implica la utilizacién
de dos AcM, uno de captura y otro de relevado. Nos parecid mas acertado la utilizacién
de un AcM anti-C5 para capturar y un anti-C9 de revelado con el objetivo de ver
aumentada la intensidad de la sefial de reconocimiento del complejo, ya que este esta
integrado por mas moléculas de C9 que de C5. La seleccion de la pareja de Ac pasaba
porque ambos reconocieran a los Ag cuando estan formando parte del TCC (Terminal

Complement Complex), complejo formado por la union del MAC mas el SC5b-9.

3.4.1.1. Seleccion del anticuerpo de revelado anti-C9

Para determinar qué AcM anti-C9 podia ser el mas adecuado para este ensayo

realizamos un ELISA tipo sandwich.
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Figura 3.21. Seleccion del AcM anti-C9 que mejor detecta SC5b-9. La grafica
muestra los resultados del ELISAc del complejo SC5b-9 a partir de SHN-Act
empleando el sobrenadante de cultivo de 4 hibridomas productores de Ac anti-C9

El ELISA se llevd a cabo capturando con el AcM SIM 225.8.2.4 (Ac seleccionado en
apartado 3.1.1.4.1 de Resultados), utilizando el complejo SC5b-9 obtenido a partir de la
activacion de suero siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.6.2.1 de Materiales
y Métodos y revelamos con cada uno de los AcM anti-C9. Como se muestra en la figura
3.22 todos ellos, y de forma similar, reconocian al componente C9 formando parte del

complejo.

A la vista de los resultados, cualquiera podia ser utilizado en el ensayo final, pero
decidimos realizar una seleccion mas exhaustiva. Para ello, cada uno de los Ac fueron
purificados, marcados con biotina y probados en el mismo ensayo de forma

independiente y también en combinaciones.
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Como puede verse en la figura 3.22 los mejores resultados se obtuvieron cuando el
revelado se realizé con una mezcla equimolecular de los AcM SIM 235.6.2.7 y SIM

235.6.6.1 a una dilucién 1:100.
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AcM analizados

Figura 3.22. Seleccion del AcM anti-C9 biotinilado. Las barras
representan la D.O. que obteniamos en el ELISA sdndwich cuando
detectamos SC5b-9 empleando SIM 235.6.2.7 (AcM 1), SIM 235.6.12.3
(AcM 2), SIM 235355.1 (AcM 3), SIM 2356.6.1 (AcM 4) o
combinaciones de los mismos.

3.4.1.2 Seleccidn del anticuerpo monoclonal anti-C5

En primer lugar comprobamos que el AcM SIM 225.8.2.4 seleccionado era adecuado
para este ensayo. Tanto este AcM como los de la fusidon SIM 376 eran buenos Ac de
captura, pero debiamos desechar inicialmente los que fueran de isotipo IgG1. El hecho
de que el anti-C9 fuera de isotipo 1gG1 condicionaba el isotipo del Ac de captura. Si
gueriamos trabajar con sobrenadantes de cultivo, menos laborioso que si se utilizan Ac
purificados y marcados, el isotipo de los dos Ac, captura y revelado, debe ser diferente.
Los que cumplian ambos requisitos: capturar el componente C5 y tener isotipo de otra
subclase diferente a la IgG1 podrian ser utilizados. En esa situacién se encontraban el
AcM SIM 376.39.4.1, el SIM 376.35.5.1 y el SIM 376.72.2.2. En la figura 3.23 se muestran
los resultados de los tres inmunoensayos que empleamos para la seleccién del AcM de

captura del C5.
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Figura 3.23. Seleccion de AcM de captura frente al componente C5. Se midié la capacidad de los SIM 225.8.2.4 (-), SIM 376.39.4.1 (=),
SIM 376.55.1.1 (=) , SIM 376.72.2.2. (') y control negativo (AcM negativo ) (=) para capturar C5b a partir de SHN (A), SHN-Act (B) y
SC5b-9 purificado (C).

Se realizé un ELISA de captura de la proteina C5 en una muestra de SHN marcado con

biotina. El resultado obtenido fue similar con todos los AcM utilizados, aunque se

apreciaba un pequefio aumento en la reactividad del SIM 376.39.4.1 (figura 3.23A).

Posteriormente, llevamos a cabo una captura del componente C5, pero en un SHN en el
gue previamente se habia activado el C' como se describe en el apartado 2.6.2.1 de
Materiales y Métodos y al que denominamos SHN-Act. Como se observa en la figura
3.23B de nuevo todos los AcM reconocian el componente C5, pero ahora si estaba

insertado en el complejo TCC.

Por ultimo, realizamos el ELISA sandwich capturando el complejo SC5b-9 del suero
activado y revelando con los AcM anti-C9 seleccionado (figura 3.23C). Esta era la forma
de confirmar que el AcM anti-C5 capturaba este componente del complejo y no sélo a
la forma nativa. El Ac que mejor se adaptaba a este ensayo fue el SIM 225.8.2.4., quizas
porque el epitopo que reconoce este Ac en el C5 dentro del complejo es mas asequible
gue los epitopos para el resto de AcM o porque los impedimentos estéricos entre ambos

Ac, captura y revelado, son menores.

La mayoria de los AcM desarrollados en nuestro laboratorio frente a los componentes
del complemento son sometidos a una seleccion por CF para ver si reconocen al
componente activado sobre una superficie activadora como son, en nuestro caso, los

promastigotes de Leishmania opsonizados con SHN (apartado 2.5.4 de Materiales y
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Métodos). No es de extrafiar que de la coleccién de Ac que existen en el laboratorio
frente a las proteinas de complemento un alto porcentaje reconozca al componente en
su forma activada como es el caso del AcM seleccionado para este ensayo anti-C5 y anti-

Co.

3.4.2. Purificaciéon del complejo SC5b-9

La preparacion de este complejo se llevd a cabo para disponer de un producto estandar
gue pudiera utilizarse en el ELISA sandwich en el caso de querer realizar ensayos
cuantitativos. Para separar este complejo, previamente formado en un SHN (2.6.2.1 de
Materiales y Meétodos) del resto de proteinas, realizamos una purificaciéon por
inmunoafinidad realizando dos purificaciones consecutivas, la primera empleando el
AcM anti-C5 y la segunda el anti-C9. Ambos Ac fueron purificados y acoplados a una
matriz de glyoxal (2.6.2.1 de Materiales y Métodos) y empaquetados
independientemente en dos columnas. 20 ml de suero activado se hizo pasar primero
por la columna “anti-C5” y, posteriormente, el producto eluido de esta, previo
tratamiento, se pasaba a través de la columna “anti-C9”. La figura 3.24 muestra el perfil

de elucién de las proteinas retenidas empleando como eluyente NH4sOH 1M.
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Figura 3.24. Elucién de columna de afinidad AcM anti-C5. La figura muestra el perfil de
elucion de las proteinas del SHN-Act retenidas al pasar por la columna del AcM anti-C5.

Antes de proceder a la obtencion final del producto de interés, el SC5b-9, comprobamos
mediante ELISA tipo sandwich que este complejo se encontraba formado parte del

producto eluido en la mezcla de las fracciones seleccionadas. El resultado se muestra en
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la figura 3.25. Se muestra que el eluido de la columna presenta la misma cantidad de

SC5b-9 que una dilucién 1:10 del SHN-activado.
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Figura 3.25. ELISA sandwich de determinacion de SC5b-9. Se analiz6 la cantidad de
SC5b-9 que habia en SHN-Act (*), Eluido de columna anti-C5 (*), y filtrado de columna

anti-C5 (").

Una vez confirmada la presencia del complejo se procedié a pasar el eluido de la primera
columna a través de la segunda columna de inmunoafinidad anti-C9. El perfil de elucién

tras el paso por la segunda columna se representa en la figura 3.26.
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Figura 3.26. Elucion de columna de afinidad AcM anti-C9. La figura muestra el
perfil de elucién de las proteinas del SHN-Act retenidas al pasar por la columna
del AcM anti-C9, después de pasar a través de ella el eluido de la columna de
afinidad del AcM anti-C5.
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Las fracciones 2, 3, y 4 se mezclaron, se dializaron frente a PBS, se valord la cantidad de
proteina por espectrofotometria y se analizaron por SDS-PAGE y WB en condiciones no

reductoras. El resultado se muestra en la figura 3.27.
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Figura 3.27. Anadlisis de la purificacion de SC5b-9. Las fracciones eluidas de la
columna de anti-C9 se analizaron por SDS-PAGE (A), y posterior WB en condiciones
no reductoras revelando con un AcM anti-C5 (B) o anti-C9 (C).

En la tincidon observamos bandas de proteinas con pesos moleculares comprendidos
entre 200 y 60 kDa. Por WB se comprobé la presencia del componente C5b (180 kDa), y
del componente C9; aparece una banda mayoritaria a la altura de 60 kDa, y otra de 120

kDa, que podria corresponder a dimeros de C9, como ya describieron Tedesco et al,.[21].
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3.4.3. Analisis de la concentracion SC5b-9 en muestras de la seroteca

Las condiciones finalmente establecidas para el ELISA sandwich fueron capturar el
componente C5 con el Ac SIM 225.8.2.4 y revelar con una mezcla equimolecular de SIM

235.6.2.7 y SIM 235.6.6.1 marcados con biotina a una dilucion 1:100.

En estas condiciones calculamos en primer lugar el limite de deteccién de nuestro

ensayo de ELISA.
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Figura 3.28. Ajuste a una curva logistica de cuatro parametros de los valores
obtenidos en ELISA sandwich para determinacion SC5b-9. El ajuste nos
permite determinar EC50 y el limite de deteccion del inmunoensayo.

En la figura 3.28 se muestra el resultado que obtenemos cuando realizamos un ajuste
de los valores obtenidos en el ELISA a una curva logistica de cuatro parametros. En estas
condiciones nuestro ELISA tiene un ECso que se define como la concentracion de
antigeno que produce el 50% de la D.O., es de 2,96 pug/ml y un limite de deteccién de

0,549 pg/ml.
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Como el valor medio en los sueros normales debe de ser inferior a 0,870 pug/ml [7] los
resultados sugieren que nuestro ELISA es un método adecuado para caracterizar este

complejo en suero humano.

A continuacion, analizamos la concentracién de SC5b-9 que contenia el SHN-Act y que
empleamos como control positivo en todos los ensayos. Realizamos tres
determinaciones por duplicado, y comprobamos que en estas condiciones el SHN-Act

tiene una concentracion de 1,01+0,18 mg/ml de SC5b-9.

Tras analizar los 191 sueros que constituian la seroteca detectamos el SC5b-9 en 21 de
ellos (11%). En estos 21 medimos la concentracién aproximada de SC5b-9 empleando el
estandar purificado. Las concentraciones que tenian estaban comprendidas entre 0,5-
50 pg/ml, como se muestra en la tabla 3.8. Salvo una de las muestras, en todos los sueros
en los que detectamos elevacion de SC5b-C9 la concentracion era superior a lo que se
considera normal (<0,87 pg/ml) [7].

La elevacion del SC5b-9 se debe a una activacion del sistema del C’, por lo que
empleando el ELISA desarrollado en el apartado 2.6.2.2 de Materiales y Métodos
analizamos las tres vias de activacion en los sueros que presentaban una elevacion del
complejo soluble. No se observé ninguna relacion entre el porcentaje de activacion y la

elevacion del SC5b-9 en los sueros.

El hecho de que estos 21 sueros tengan aumentados los niveles de SC5b-9 no implica
necesariamente una patologia, ya que también se produce una activacién del
complemento de modo soluble durante la recogida de las muestras y/o durante el
almacenamiento a -802C [30]. La exposicion del suero de rata a temperaturas elevadas
da como resultado una generacion rapida de SC5b-9, pérdida gradual de actividad VA
pero no una pérdida importante de actividad VC y VL. Por lo tanto, la autoactivacion
ligada a VA es la probable fuente de SC5b-9 [25]. En nuestros estudio, un 16,5% de los
sueros que tenian una disminucién de la activacion de la VA presentaban elevacién de

las concentraciones de SC5b-9.
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Tabla 3.8. Concentracion de SC5b-9 determinada
en suero por ELISA.

Suero Concentracion SC5b-9
(ng/ml)
1 54,29
2 19,78
3 20,60
4 32,00
5 27,96
6 5,07
7 12,74
8 2,65
9 4,87
10 15,16
11 5,68
12 20,60
13 12,43
14 0,58
15 41,68
16 5,88
17 9,71
18 4,27
19 4,17
20 20,70
21 5,68

La determinacion de la concentracion de C5a y de TCC son indicativos de la escision de
C5y, por lo tanto, de la activacion de la ruta litica del complemento. Por cada molécula
de TCC detectado también se genera una molécula de C5a. Esta es una molécula
pequefia, con una vida media in vivo muy breve (menos de un minuto), en cambio el

SC5b-9 es un complejo macromolecular soluble mas estable que el C5a, por lo que es
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preferible la determinacion del mismo como un marcador para la escisién de C5 vy, por

tanto, de activacion del C'.

Los niveles de C5a y SC5b-9 estan relacionados con los niveles de activacidon de la via
terminal y se pueden medir como indice de diagnéstico/prondstico de enfermedades
gue conllevan la activacion y consumicion del C. Como ya se ha comentado, en la
mayoria de los casos la determinacidon de estos dos compuestos esta estrechamente
relacionada. Pero esto no es asi siempre, por ejemplo, los resultados generados por
Mollnes et al,. mostraron que sélo el SC5b-9 se correlacionaba con brotes de lupus en
una comparacién de analitos relacionados con el complemento, incluyendo C5a [19].
Esto sugiere que, dado que C5a se forma en paralelo con TCC, la uniéon de C5a a
receptores in vivo podria disminuir la relevancia diagndstica de esta molécula en ciertos
estados de la enfermedad. Otros estudios realizados por Bergseth el at,. [4] mostraron
gue SC5b-9 aumenta mas rapidamente y que este aumento es sostenido en
comparacion con C5a. Teniendo esto en cuenta, esta claro que el SC5b-9 y el C5a se
forman en paralelo y pueden detectarse por igual en la mayoria de las condiciones
patdgenas. Ambas moléculas son marcadores sensibles de la activacion de la via
terminal, pero dada su estabilidad y su vida media en suero parece mas adecuada la

deteccién SC5b-9 que Cba.

3.5. Aplicaciones diagndsticas

3.5.1. Caracterizacion de la activacion del complemento en muestras de
pacientes con disfunciones del Sistema del Complemento

Para evaluar la utilidad diagnodstica de nuestros Ac se llevaron a cabo ensayos en
muestras de pacientes obtenidas a través del Servicio de Inmunologia del Hospital la
Paz. En concreto, nos remitieron 3 muestras de plasma de un paciente que se emplearon
para determinar la presencia de fD y pro-fD. Se procesaron y analizaron conjuntamente
con el plasma de cada uno de los progenitores del paciente y de dos plasmas de sujetos

control procesado en iguales condiciones que el resto de las muestras.
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Las muestras se procesaron por SDS-PAGE con posterior desarrollo de un WB. La
presencia de fD o pro-fD se puso de manifiesto en el WB empleando el anticuerpo
monoclonal SIM 234.5.12.1. Como se observa en la figura 3.29 en uno de los plasmas
control y en la ultima muestra del paciente aparece una proteina con un peso molecular

ligeramente superior al del fD y que corresponde al pro-fD.

Estandar Control2  Progenitor2 Paciente M2 Paciente M3

Figura 3.29. Analisis por WB de fD y pro-fD. Las muestras correspondientes a un suero control, suero de uno

de los progenitores y dos muestras del paciente (M2 y M3) se analizaron en un gel SDS-PAGE 15% y posterior

WB revelado con el AcM SIM 234.5,12,1 Las flechas rojas marcan la detecciéon de una proteina de un peso

molecular ligeramente superior a fD correspondiente a pro-fD.
El fD o adipsina es una proteina de 25 kDa requerida para la actividad de la VA. El factor
D es una serin-proteasa que circula en la sangre de forma activa. Hasta hace unos afos
existia cierta controversia sobre si se producia como una proenzima o se secretaba en
forma activa. Actualmente estd aceptado que la proteasa MASP-3 de la VL convierte el
pro-fD a la forma activa. De hecho, se ha observado que los ratones deficientes en
MASP-1 y MASP-3 carecen de la VA [38]. Pero este no debe ser el Unico mecanismo de
activacién de fD, ya que en pacientes con Sindrome 3MC (Sindrome Malpuech—Michels—

Mingarelli-Carnevale), que se caracterizan por un déficit en MAPS-1 y MAPS-3, existe

una cierta actividad de la VA [12].

Generalmente, la presencia de pro-fD se ha asociado a patologias del C, como el

sindrome 3MC, pero en trabajos recientes llevados a cabo en muestras de pacientes con
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este sindrome, Stheffen Thiel et al, observaron que el suero normal también puede
contener una cierta cantidad de pro-fD y ademas, que la ratio fD/pro-fD es muy variable,
habiendo individuos que presentan cantidades similares de las dos isoformas e
individuos en los que no aparece pro-fD [38]. Hasta la publicacion de este trabajo, no se
habia detectado pro-fD en sueros normales probablemente debido a dos causas; la
primera es que en la purificacion de fD hay un primer paso que consiste en una
cromatografia de intercambio idnico, de modo que como fD y pro-fD tienen distinto
punto isoeléctrico se separaran en distintas fracciones, y la segunda causa es que la
purificacion de la proteina se analiza mediante ensayos funcionales de actividad, y como

pro-fD no es activa no puede ser detectada [38].

Tras observar la presencia de pro-fD en el suero tanto del individuo control como en una
de las muestras del paciente, procedimos a valorar la capacidad de activacion del
complemento por las tres vias. Los resultados se muestran en la tabla 3.9.

Tabla 3.9. Porcentaje de activacion del complemento en muestras de plasma. El valor corresponde al %

respecto al suero positivo estandar establecido en la Unidad de Inmunologia Microbiana del Instituto
Carlos lll de Majadahonda.

% Via Clasica % Via Alternativa % Via Lectinas
Control 1 195 163 101
Control 2 181 125 163
Progenitor 1 139 117 390
Progenitor 2 126 112 38
Paciente M1 119 32 33
Paciente M2 108 86 34
Paciente M3 77 133 33
Control interno 100 100 100
Control Negativo 0 0 0

Podemos ver que, tanto las muestras del paciente, como la de sus padres pueden
considerarse en el rango del comportamiento de SHN. Ahora bien, cuando analizamos
la capacidad para activar el complemento por la VL, en la muestra del progenitor 2 y las
tres muestras del paciente se observo una disminucién del 70%. Esta disminucion podria

ser debida a una alteracion en algunas de las proteasas que inician esta VL v,
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concretamente, en MAPS-3 (ya que en la muestra M3 del paciente detectamos pro-fD),
aunque no necesariamente tiene que estar ligada a esta proteasa puesto que, como ya
hemos comentado, junto con la MASP-3 debe de existir alguna otra proteasa capaz de

activar fD.

3.5.2. Ensayos de inhibicion empleando los anticuerpos monoclonales

Actualmente el tratamiento de algunas enfermedades en las que esta implicado el C
pasa por la inhibicion de la activacion de alguna de sus vias mediante el empleo de AcM.
El abordaje utilizado mas frecuentemente es la inhibicion de la formacién de las
convertasas, tanto de la C3-convertasa, como de la C5-convertasa. Para comprobar si
alguno de los AcM obtenidos a lo largo de este trabajo podian ser propuestos como
herramientas terapéuticas para regular la activacion del C, analizamos en un ensayo de
hemolisis la capacidad de 6 Ac para inhibir, tanto la VC (Hemolisis de eritrocitos de
carnero), como la VA (Hemolisis de eritrocitos de conejo). Los datos se muestras en la

figura 3.29 y figura 3.30.
Los AcM utilizados fueron:

e Anti-Clqg: SIM 194.13.2.1
e Anti-P:SIM 246.1.1.1

e Anti-C3:SIM 27.A.49

e Anti-C5:SIM 225.3.2.1

e Anti-C9: SIM 236.6.2.7

e Anti-C5a: SIM 278.16.1.1

Cuando analizamos la hemolisis de eritrocitos de carnero (VC) observamos que los AcM
anti C3 y anti C9 inhiben la hemolisis en torno a un 40%, mientras que el AcM anti Clq
Unicamente la inhibe un 15%. Los AcM anti P, C5 y C5a no inhiben la hemolisis de

eritrocitos de carnero.
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Figura 3.30. Inhibiciéon de la hemolisis de eritrocitos de carnero empleando AcM
frente a factores de complemento. La grafica muestra el porcentaje de hemdlisis que
obtenemos en presencia de SHN, SHN preincubado con distintos AcM, o SHN-EDTA. Los
datos representan la media +ES de los valores obtenidos para cinco sueros humanos.

Cuando analizamos la lisis de eritrocitos de conejo, activadores cldsicos de la VA,
observamos que Unicamente el anticuerpo anti- P era capaz de inhibir la hemolisis. Ni el
Ac anti-C3, ni el anti-C9, que inhibian la hemolisis por la VC, inhibian ahora la VA. Esto
podria ser debido a que se considera que la VC es la via iniciadora de la activaciéon del
complemento y la VA es la amplificadora. Se ha estimado que cuando se activa el
complemento de forma soluble en suero empleando agregados de Ig y zymosan, la
cantidad de C3 convertasa que se produce por la VC es 100 veces menor que la que se

produce por la VA [26].
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Figura 3.31. Inhibicién de la hemolisis de eritrocitos de conejo empleando AcM frente a
factores de complemento. La grifica muestra el porcentaje de hemdlisis que obtenemos
en presencia de SHN, SHN preincubado con distintos AcM, o SHN-EDTA. Los datos
representan la media +ES de los valores obtenidos para cinco sueros humanos.

3.5.3. Deteccion de inmunocomplejos en pacientes con penfigoide ampolloso

Para investigar la posible utilidad de los Ac desarrollados para inmunofluorescencia se
realizé6 un estudio en cortes de criostato de piel de un paciente con penfigoide
ampolloso, una enfermedad autoinmune en la que se ha descrito que se producen
depdsitos de IC en la unién dermo-epidérmica. La figura 3.31 corresponde al marcaje
utilizando un anticuerpo anti-C3 SIM 27.A.49 en el que se aprecia claramente
inmunorreactividad en el tejido del paciente (figura 3.31A), pero no en el tejido de un
sujeto sano (figura 3.31B). Tampoco se observo sefial cuando se omitid el Ac primario

ni cuando se utilizé el anticuerpo SIM 6 como control negativo (datos no mostrados).
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Figura 3.32. Localizacion por inmunofluorescencia en cortes de piel de un
paciente con PA (A) o de un sujeto control (B) de C3 utilizando el anticuerpo SIM

27.A.49. Los nucleos se tiferon con Dapi. Las fechas amarillas sefialan el marcaje
en verde.

La sefal de C3 que se detecta en la muestra de piel del paciente muestra un patrén lineal
debido a la acumulacidn continua de la proteina a lo largo de la unidn entre las dos capas
de la piel.

Un marcaje similar en la union dermo-epidérmica, pero mas débil, se obtuvo utilizando
un anticuerpo anti-C9 (SIM 235.6.2.7) en cortes de piel del paciente con PA, como se
muestra en la imagen representativa de la figura 3.32A, mientras que se obtuvo una
sefial intensa utilizando un anticuerpo anti-P (SIM 246.1.1.1) en las mismas muestras del
paciente; se presenta una imagen representativa en la figura 3.33A, sin embargo, no se
observd inmunorreactividad con ninguno de los anticuerpos en la muestra de tejido

sano (figuras 3.32B y 3.33B, respectivamente).
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Figura 3.33. Localizacion por inmunofluorescencia en cortes de piel de un
paciente con PA (A) o de un sujeto control (B) de €9 utilizando el anticuerpo SIM
235.6.2.5. Los nucleos se tifieron con Dapi. Las fechas amarillas sefialan el
marcaje en verde.

Figura 3.34. Localizacion por inmunofluorescencia en cortes de piel de un
paciente con PA (A) o de un sujeto control (B) de P utilizando el anticuerpo SIM
246.1.1.1. Los nucleos se tifieron con Dapi. Las fechas amarillas sefialan el
marcaje en verde.
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4. CONCLUSIONES

1. La caracterizaciéon de los AcM de nuestra coleccion ha revelado la utilidad de los
mismos para ser empleados en el desarrollo de inmunoensayos con fines
diagndsticos, en concreto, para la determinacién de la funcionalidad de las VC,
VA vy VLy para la determinacion y cuantificacion del producto SC5b-9 en el suero

humano.

2. Disponemos de AcM especificos para caracterizar las disfunciones asociadas a la

VC (anti-C1q y C4), a la VA (anti-P y fB) y a la Via Litica (anti-C5 y C9).

3. Con los AcM anti-C3 o productos de degradacion de los mismos se ha
demostrado que la region correspondiente al C3dg, localizada en la cadena a de

la molécula de C3, es una zona altamente inmunogénica.

4. la bondad de los AcM anti-C5 se demuestra por el hecho de que todos pueden
ser utilizados para cualquiera de las técnicas empleadas y en todos los

inmunoensayos desarrollados con fines diagndsticos.

5. Tras haber obtenido y analizado alrededor de un centenar de AcM frente a
distintos componentes del C’, y comprobar que sélo uno de ellos reconoce un
neoepitopo, se pone en evidencia que para la obtencion de AcM frente a

neoepitopos seria necesario utilizar una estrategia diferente.
6. El AcM anti-fD SIM 234.5.12.1 constituye una nueva herramienta para el

diagnostico de enfermedades relacionadas con la desregulacion del

complemento, ya que permite detectar las formas inactivadas del fD en el suero.
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7.

10.

Los AcM SIM 27. A.49 (anti-C3) y SIM 235.6.2.5 (anti-C9) podran ser utilizados en
el diagndstico de enfermedades asociadas a procesos de desregulacion del

complemento que cursan con depdsitos de IC.

El anadlisis e inhibicion de la lisis por Complemento permite proponer al AcM anti-
P y al anti-C9 como herramientas terapéuticas, siendo el anti-C9 de mayor
utilidad por inhibir solo la fase final de la activacién, dejando integro el proceso

de opsonizacion por C3b, importante en enfermedades infecciosas.

Ponemos a disposicion del Sistema Nacional de Salud y de los investigadores
nuevos ensayos de valoracién de la actividad de la VC, VA y VL, asi como de
cuantificacién del componente soluble SC5b-9, que cumplen los requisitos para
ser utilizados con, al menos, las mismas garantias que los ensayos comerciales

disponibles.

Los trabajos experimentales como el presente, englobados en proyectos
publicos de I+D+i, demuestran que es posible la ciencia traslacional. Sin
embargo, es necesario que las OTRIs asuman las competencias que les
corresponden facilitando la interaccidn investigador-ambito hospitalario para
que lleguen a la clinica los avances obtenidos en los laboratorios de investigacién

basica.
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