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Introduccion general.

En 1919, Ernest Goodpasture describié por primera vez la coexistencia de una
hemorragia pulmonar y una glomerulonefritis rapidamente progresiva en un hombre
joven que habia sido victima de una gripe pandémica (Goodpasture, 1919).
Posteriormente, el término Sindrome de Goodpasture se acund para describir la
coexistencia de estas manifestaciones (Stanton y Tange 1958) y, en la actualidad, se
utiliza para designar un desorden autoinmune que cursa con glomerulonefritis
rapidamente progresiva, hemorragia pulmonar y presencia de anticuerpos patogénicos

circulantes antimembrana basal.

La implicacion de los autoanticuerpos en la patogénesis de las glomerulonefritis
humanas fue inicialmente propuesta con la llegada del desarrollo de las técnicas de
inmunofluorescencia al observar la presencia de depoésitos lineales de anticuerpos a lo
largo de la membrana basal del glomérulo renal (Scheer y Grossman, 1964). El papel
causal de los autoanticuerpos en la enfermedad se demostré mediante la elucién de
estos a partir de rifones humanos de pacientes nefrectomizados que, tras ser

transferidos a primates, inducian en estos la enfermedad (Lerner y cols. 1967).

Figura 1. Inmunofluorescencia de una
preparacion de glomérulo renal.

Se observa la membrana basal
glomerular marcada con fluorescencia
verde, consecuencia de revelar con
anti-lg humana conjugado con fluoréforo
que emite en verde. La fluorescencia
revela la presencia de autoanticuerpos
especificamente unidos a la membrana
basal.

La diana de los autoanticuerpos se localiza en un numero limitado de membranas

basales especializadas, concretamente en la membrana basal del glomérulo (MBG), en
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la membrana basal alveolar y en membranas basales del testiculo, oido interno, ojos y
plexo coroideo (Kleppel y cols. 1989). La union de los autoanticuerpos a la membrana
basal genera la activacion de la via clasica del complemento que originara una reaccion
inflamatoria mediada por neutréfilos (Hellmark y Segelmark 2014). La sintomatologia
clinica resulta evidente cuando se afecta la MBG, ocasionandose una glomerulonefritis
rapidamente progresiva, o la membrana basal alveolar, que deriva en insuficiencia

pulmonar y que puede venir acompanada de hemorragia pulmonar (Lazor y cols. 2007).

La enfermedad se manifiesta habitualmente como una combinacién de una
insuficiencia renal y pulmonar, ambas con un grado de afectacién variable, aunque en
mas del 50 % de los pacientes unicamente existe perturbacion renal. Todos los pacientes
presentan hematuria en distinto grado, desde una ligera hematuria microscépica, a casos
graves de hematuria macroscopica que desembocard en una insuficiencia renal
rapidamente progresiva. Frecuentemente estos sintomas se acompanan de una ligera
proteinuria que, ocasionalmente, puede derivar en un sindrome nefritico (Hellmark y
Segelmark 2014). La sintomatologia de la afectacion pulmonar es variable e incluye tos,
falta de aliento, hemoptisis (que suele derivar en anemia), dolor de pecho e hipoxia,
aunque existen también pacientes totalmente asintomaticos (Lazor y cols. 2007). La
afectacion renal generalmente se manifiesta semanas o incluso meses después de los
sintomas pulmonares, aunque se han descrito casos en los que la precede (Cui y cols.
2007). La perturbacién renal se puede intuir si se detecta orina con espuma o sangre, asi
como edema en las extremidades inferiores que puede venir acompafada de
hipertension. La manifestacion patologica tipica consiste en una glomerulonefritis
semilunar necrosante (Salama y cols. 2001, Basford y cols. 2011) que se caracteriza por

un glomérulo con infiltracion de células inflamatorias, disrupcion focalizada de la MBG,
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extravasacion de fibrina en el espacio de Bowman y necrosis fibroide. Cuando la
necrosis semilunar se expande, ésta actia comprimiendo los tubulos capilares y
rellenando el espacio de Bowman. A consecuencia de la glomerulonefritis, se produce un
deterioro de la funcién renal con la aparicion de proteinuria y hematuria asi como restos
de glébulos rojos. El deterioro de la funcidn renal se acompana también de un
incremento en la concentracion de urea y creatinina en sangre, de tal forma que si no se
toman las medidas oportunas, se llega a una situacion de no retorno en la que se

requerira la realizacidn de transplante renal.

La funcién principal del sistema renal consiste en el filtrado del plasma sanguineo y la
consiguiente eliminacién de productos de desecho. A su vez, también se encarga de
controlar el volumen y composicion de los fluidos corporales y de la excrecidn de
sustancias quimicas extrafias. El sistema renal regula la volemia y el equilibrio
electrolitico, la osmolaridad, la presion arterial y el equilibrio acido-base. Ademas,
participa en la sintesis, metabolismo y secrecidn de hormonas y en la gluconeogenia.
Por tanto, resulta clave entender la etiologia del Sindrome de Goodpasture, asi como los
mecanismos moleculares implicados, ya que durante el desarrollo de la enfermedad se
compromete el funcionamiento de un 6rgano con un papel trascendental en la regulacion

de la homedéstasis corporal.

1 El sistema renal.
Los rinones se ubican en la pared posterior del abdomen, fuera de la cavidad
peritoneal, presentan morfologia de habichuela y tienen el tamafio aproximado de un

puio cerrado (Figura 2A).
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B Tabulo Tabulo

P d. < d.

A

Papila renal

proximal distal Tubulo
Corteza renal colector

—

Radiaciones medulares Capsula de
Bowman

Caliz mayor

Borde medial
Piramide renal

Seno renal
Capsula Fibrosa
Arteria renal

Vena renal Columna renal
Pelvis renal
Ciliz menor

Uréter

Nefrona

Asa de Tuabulo
Henle colector

Figura 2. Morfologia y organizacion del rinon.
A) Estructura macroscopica del riién. B) Esquema de la unidad funcional del rinén, la
nefrona.

La unidad funcional del rifibn es la nefrona. Cada rifibn posee entorno a 8x105-108
nefronas cuyo numero se merma con el tiempo al no tener capacidad de regenerarse. La
nefrona esta compuesta por un ovillo de capilares que se ramifican y anastomosan
formando el glomérulo, que se encarga de filtrar el plasma sanguineo. El glomérulo esta
envuelto por la capsula de Bowman, que recoge el filtrado glomerular y lo conduce a un
tubulo largo en el que aquel se convierte en orina (Figura 2B). En la zona del tubulo se
dan los fenbmenos de secrecion y reabsorcidn de solutos, asi como la captacién de
agua. Estos fendmenos son de una elevada complejidad, siendo el resultado final una
orina concentrada, de la que se han reabsorbido los solutos de interés y se eliminan

sustancias de desecho.

La filtracion del plasma sanguineo en la nefrona se debe a la existencia de una
presidn neta positiva (~ 10 mmHg) resultante de la suma de la presion hidrostatica
existente dentro de los capilares glomerulares (a favor), la presion coleidosmotica en el

interior del glomérulo (en contra), la presién hidrostatica en el interior de la capsula de
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Bowman (en contra) y la presidén coleidosmatica en la capsula de Bowman (a favor). Una
vez generada la orina primaria, ésta sufrira un proceso de concentracién y reabsorcién
de solutos, de tal forma que de un filtrado de unos 200 litros diarios sélo se excretaran
unos 2 litros de orina al dia. La permeabilidad selectiva que caracteriza este proceso
permite libremente el paso de agua y de sustancias disueltas con peso molecular inferior
a 15.000 Daltons, resulta totalmente impermeable a solutos con peso molecular superior
a 70.000 Daltons y deja pasar, en cantidad variable, los de peso molecular comprendido
entre 15.000 y 70.000 Daltons). La capacidad de permeabilidad selectiva de la nefrona
se ha atribuido, tradicionalmente, a la carga negativa que posee, lo que ocasiona que
moléculas electronegativas como la albumina que esta presente en el plasma sanguineo
a una concentracion de ~ 40 gr/L, se encuentre practicamente ausente en la orina final.
Ademas del papel que juega la carga negativa, existe una diferencia de potencial entre
ambos lados de la membrana que contribuye a limitar el paso de determinadas
moléculas y que, junto con la reabsorcién activa, fundamentalmente de albumina e
inmunoglobulinas, que se da en la regidon del tdbulo, seria la responsable de la

permeabilidad selectiva observada (Hausmann y cols. 2010).

1.2 La barrera de filtracion glomerular (BFG).

El plasma sanguineo en su paso del capilar glomerular al espacio existente en la
capsula de Bowman, tiene que atravesar una capa de células endoteliales, la membrana
basal glomerular (MBG) y los podocitos que envuelven el ovillo capilar. El conjunto de

estos tres componentes constituye la barrera de filtracion glomerular (BFG), (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de un
corte de un glomérulo renal.
Se aprecia la composicion de la
barrera de filtracion glomerular
formada a partir de las células
endoteliales (E) que delimitan el
capilar glomerular (C), junto con
los podocitos (P) y la membrana
basal glomerular (conjunto
verde + naranja). Se detalla
también la ubicacién de la
capsula de Bowman (CB) y el
mesangio (M).

1.2.1 Los podocitos.

Representan el componente epitelial de la barrera de filtracion glomerular, son células
altamente especializadas situadas en la cara externa del ovillo vascular que se orientan
hacia la capsula de Bowman, por lo que se encuentran en contacto directo con la orina
primaria. Son los encargados de sintetizar de forma exclusiva la red de colageno
a3a4a5(1V) (Abrahamson y cols. 2009) a la que se unen selectivamente a través de la
secuencia KRGDS presente en el protomero a3a4a5(1V) (Borza y cols. 2008) (ver mas
adelante). Presentan una serie de prolongaciones, denominadas pies citoplasmicos,
originadas a partir del cuerpo central, que se van dividiendo hasta formar los pedicelos,
que recubren por completo la pared vascular. De la interaccidon surgida entre los
pedicelos de podocitos contiguos se origina un diafragma que junto con los propios

pedicelos, recubre por completo el ovillo vascular (Figura 4A).
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Slit diaphragm

Figura 4. Caracteristicas de los podocitos.

A) Micrografia electrénica de barrido de un glémerulo renal en donde se puede observar
el cuerpo del podocito (C), los procesos mayores (PM), los procesos secundarios (PS) y
los pedicelos (P). Tomado de (Welsh y Saleem 2012). B) Esquema de las proteinas que
forman el diafragma slit. Tomado de Chiang y Inagi 2010.

En la formacion del diafragma participan fundamentalmente cuatro proteinas (Figura
4B), la nefrina, encargada de la transmisién de sefales entre el propio diafragma y los
podocitos (Lahdenpera y cols. 2003); la podocina, que interviene en la polimerizacidén del
citoesqueleto de actina del podocito junto con la nefrina, y las proteinas CD2AP y TRPC6

que intervienen también en la polimerizacion del citoesqueleto (Boute y cols. 2000).

1.2.2 Las células mesangiales.

Tienen como funcién principal mantener la estructura y propiedades de la MBG. Las
células mesangiales presentan propiedades contractiles, y secretan la matriz mesangial
extracelular que actua a modo de cemento entre los capilares, manteniendo la integridad
del ovillo (Kreisberg y cols. 1985). Su participacién en la filtracion es escasa, aunque
tiene un papel importante en la regulacién de la presion en el interior de glomérulo,
modulando, gracias a sus propiedades contractiles, la entrada y salida de sangre a

través de las arteriolas.

Por otra parte, las células mesangiales sintetizan componentes de la matriz

extracelular, tales como colageno (I, I, 1V, V, incluyendo la red de colageno tipo IV
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alala2(lV)), laminina, fibronectina y proteoglicanos (Mene y cols. 1989) y, en diversas
patologias como la nefritis dependiente de IgA (Julian y Novak 2004) y la nefropatia
diabética (Jeansson y cols. 2006), se ha detectado su proliferacién. La expansion de la
matriz mesangial trae consigo una reduccion de la superficie de filtracion y se asocia con

la aparicion de glomeruloesclerosis.

1.2.3 Las células endoteliales.

Las células endoteliales forman los capilares glomerulares y poseen una morfologia
aplanada y abundantes fenestraciones. Estas, que se extienden sobre el 20-50 % de su
superficie, facilitan la permeabilidad del capilar glomerular al agua y a pequenos solutos
mientras lo mantienen impermeable a proteinas tales como la albumina (Bulger y cols.
1983). La capa superficial del endotelio se encuentra cargada debido a la presencia de
glicosaminoglicanos (GAGs) y proteoglicanos de su glicocaliz, o que le proporciona

aquella permeabilidad selectiva (Jeansson y Haraldsson 2006) (Figura 5).

Blood A

A

Figura 5. Barrera de Filtracion Glomerular.

Barrera visualizada mediante microscopia electronica, con la luz capilar arriba y el
espacio urinario en la parte inferior. La capa superficial del endotelio (ESL) o glicocaliz
aparece tefiida (A) con azul cupromerodnico revelando estructuras cargadas,mientras la
MBG presenta un aspecto homogéneo y (B) con lantano, que proporciona mayor
contraste y pone de manifiesto estructuras arborescentes que se extienden por las
fenestraciones y el lumen capilar. Barra de escala: 100 nm. Blood, sangre; Endo,
endotelio; GBM, membrana basal glomerular; Podo, podocito; Urine, orina. Tomado de
Haraldsson y cols. 2008.
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1.2.4 Membrana basal glomerular.

En términos generales, las membranas basales son organizaciones especializadas de
la matriz extracelular con forma laminar, ubicadas alli donde las células de un tejido se
unen al tejido conectivo. Las membranas basales presentan componentes intrinsecos
como el colageno tipo IV, la laminina, la agrina o heparan sulfato y nidégeno o entactina,
procedentes de una sintesis adyacente a la membrana basal y componentes extrinsecos
como la fibronectina y el colageno V que varian en funcion del tipo de membrana basal y

cuya sintesis sucede a distancia.

La membrana basal glomerular (MBG), que esta constituida fundamentalmente por
lamininas, nidbgenos, agrina y colageno tipo IV, es la encargada de proporcionar soporte
fisico y flexibilidad, proporcionar substrato para la adhesién y migracion celular, actuar

como barrera celular selectiva y como tamiz molecular y posibilitando la ultrafiltracion.

- Laminina.

La Laminina es un componente ubicuo de la membrana basal que se secreta como
aBy heterotrimeros y que tiene su estructura estabilizada mediante puentes disulfuro
intercatenarios. Existen cinco tipos de cadenas a, cuatro 3, y tres cadenas y que se
ensamblan de manera no aleatoria para formar al menos 15 heterotrimeros diferentes

(Aumailley y cols. 2005).

El heterotrimero tipico presenta una estructura en forma de cruz, en la que las tres
cadenas se enrollan formando una espiral central que da lugar al brazo mas largo,
ubicado en la posicion inferior de la cruz. Este brazo, presenta en su extremo terminal un

dominio globular responsable de la mediacion de las interacciones trimero-trimero que

11
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conducen a la formacion del polimero de laminina en la matriz extracelular y la iniciacion

de ensamblaje de la membrana basal (McKee y cols. 2007).

En la MBG madura se encuentra la laminina denominada LM-521. Sin embargo,
durante el proceso de formacion de la MBG y la glomerulogénesis, se presentan

diferentes variantes (Miner y Sanes 1994, Miner y cols. 1997, Miner 1998).

- Nidégeno.

Existen dos variantes denominadas 1 y 2 (anteriormente nombrados entactina-1 y
entactina-2). Ambas son ubicuas entre las proteinas de la membrana basal uniéndose
tanto a la laminina como al colageno tipo IV por lo que, originalmente, se propusieron
como nexo entre la laminina y las redes de colageno IV (Fox y cols. 1991). Aunque
resultan cruciales en la formacién y el sustentamiento de la membrana basal,
experimentos con ratones knockout mostraron que las membranas basales se podian
formar en ausencia de ambos, llegandose a completar la mayoria de la organogénesis
de forma satisfactoria con excepcion de las ultimas etapas del desarrollo pulmonar y de

la integridad del masculo cardiaco (Bader y cols. 2005).

- Agrina.

Es el principal proteoglicano de heparan sulfato de la MBG (Groffen y cols. 1998) y su
electronegatividad, debida a las cadenas laterales de glicosaminoglicanos sulfatados,
representa la principal contribucion a la carga negativa en las membranas basales
(Kanwar y cols. 2007). Funcionalmente es un componente crucial en el efecto barrera

que ejerce la MBG en la filtracion de la albumina plasmatica (Bohrer y cols. 1978).

12
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- Colageno tipo IV.

Es una proteina exclusiva de las membranas basales. La familia del colageno IV
consta de seis cadenas a genéticamente distintas, ai1(lV)-a6(lV). Sus genes se
organizan en tres pares orientados cabeza con cabeza y sometidos a la accion de
promotores bi-direccionales, COL4A1-COL4A2 en el cromosoma 13q34, COL4A3-
COL4A4 en el cromosoma 2q35-37 y COL4A5-COL4A6 en el cromosoma Xg22

(Khoshnoodi y cols. 2008).

Estudios comparativos de secuencia sugieren la existencia de un gen ancestral
comun que, tras una temprana duplicacién, generd dos genes estructurales primitivos:
proto-al y proto-a2. Del gen proto-al procederian los actuales ai1(1V), a3(1V) y a5(1V),
mientras que a2(lV), a4(lV) y a6(lV) procederian de proto-a2 (Quinones y cols. 1992,
Hudson y cols. 1993, Zhou y cols. 1994). Consistente con este modelo evolutivo, la
estructura exoénica/intronica de ai(lV), a3(lV), y a5(lV) son practicamente idénticas y
distintas de las de a2(1V), a4(lV) y a6(lV), también semejantes entre si (Quinones y cols.

1992).

La longitud de una molécula de colageno IV es de unos 400 nm y su masa molecular
es de ~ 180 kDa. El uso combinado de proteasas en la digestién del colageno IV permitié
identificar tres dominios principales: un dominio triple hélice central (Timpl y cols. 1979),
un dominio amino-terminal también con estructura en triple hélice denominado 7S (Risteli
y cols. 1980) y un dominio carboxi terminal no colagenoso, globular, denominado NC1

(Timpl y cols. 1979) (Figura 6).
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dominio cadena a Dominio
7S NC1

Figura 6. Representacion esquematica de los dominios de una molécula de
colageno tipo IV.

Las cadenas a del colageno son glicoproteinas extremadamente ricas en prolina y
glicina, aminoacidos que desempefan un papel muy importante en su estructura. Los
anillos de pirrolidina de la prolina favorecen el ensamblado de cada hélice individual y
proporcionan la estructura molecular rigida de la triple hélice, de modo que tres hélices
levogiras forman una triple hélice dextrégira con un paso de hélice de 9 A. Para el
mantenimiento del dominio triple hélice, la ocupacién por glicina en la tercera posicion de
la secuencia X-Y-G es obligada, ya que es el Unico aminoacido con una cadena lateral lo
suficientemente pequefa para permitir su ubicacion en el centro de la a-hélice, de tal
forma que la sustitucion de esta por cualquier otro aminoacido resulta en una region no
triple helicoidal o imperfeccion. Estas imperfecciones ocurren en un nimero que oscila
entre 21-26 (en funcion de la cadena a(lV) de la que se trate) y ademas de dar lugar a
una a-hélice mas flexible, algunas de ellas sirven como puntos de union a células y

zonas de interaccion intracatenarias (Vandenberg y cols. 1991).

El dominio carboxi-terminal NC1 de una cadena a(lV) se pliega generando una
estructura globular estabilizada por 6 puentes disulfuro (Timpl y cols. 1979) en la que se

distinguen dos subdominios estructuralmente homélogos. El plegamiento de estos dos
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subdominios es similar proporcionando al NC1 una simetria estructural (Kurkinen y cols.

1987, Myers y cols. 1987, Siebold y cols. 1988) (Figura 7).

Figura 7. Representacion del esqueleto peptidico (backbone) de un dominio
carboxi-terminal NC1.

Se representan en rojo y verde los dos subdominios homélogos y mediante esferas los
puentes disulfuro.

En el otro extremo de la molécula, el dominio colagenoso lineal 7S esta
estructuralmente separado del dominio central triple hélice a través de un acodamiento

que origina la primera imperfeccion de la molécula de colageno IV (Saus y cols. 1988).

La unidad funcional del colageno tipo IV esta constituida por tres hélices levogiras
(cadenas a) que se entrelazan para formar una triple hélice dextrogira que recibe el
nombre de protomero (Figura 8A). El propio NC1 es el encargado de dirigir la formacion

del protébmero y por tanto de su composicion (Khoshnoodi y cols. 2006) (Figura 8B).
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Las moléculas de colageno IV se organizan formando una red que se entrelaza con
otra red de laminina sobre la que se asientan los restantes componentes para construir
una membrana basal. Estudios de microscopia electronica de membrana basal digerida
muestran que los dominios 7S y NC1, son los dominios de la molécula que mas
interaccionan (Timpl y cols. 1981). Cuatro moléculas de colageno interaccionan a través
de sus dominios 7S (Figura 8C) (Kuhn y cols. 1981). Este tetramero se forma
inicialmente mediante interacciones hidrofébicas, que posteriormente se estabilizan
mediante puentes disulfuro y enlaces covalentes lisina-hidroxilisina (Glanville y cols.
1985, Siebold y cols. 1987) para, finalmente, reforzarse mediante glicosilaciones en el
extremo carboxi-terminal del dominio 7S, siendo éstas responsables de la elevada

resistencia a la accion de proteasas (Langeveld y cols. 1991).

En el extremo carboxi terminal, dos dominios no colagenosos (NC1) interaccionan
dando lugar a una estructura hexamérica (Figura 8C) (Siebold y cols. 1988) que,
inicialmente, se creia estabilizada mediante puentes disulfuro (Timpl y cols. 1981).
Estudios cristalograficos posteriores revelaron que en la estabilizacidbn del hexamero
participan tanto interacciones hidrofébicas, como interacciones hidrofilicas
(Sundaramoorthy y cols. 2002, Than y cols. 2002) que junto con enlaces covalentes tipo
sulfilimina entre protdmeros opuestos (Vanacore y cols. 2009, Pedchenko y cols. 2010)

sellan el hexdmero (ver méas adelante).

16



Introduccion general.

C Formacion red colageno tipo IV
Dominio
Dominio 7s
NC1

Figura 8. Formacion de la red de colageno tipo IV.

A) La unidad funcional del colageno tipo VI es el protobmero que se forma por la
asociacion de tres cadenas a. B) La formacion de los protbmeros se orquesta a través
del dominio NC1. C) Los protomeros forman redes a partir de la interaccion de sus
extremos amino- y carboxi-terminal (dominios 7S y NC1 respectivamente).

Las seis cadenas a trimerizan con una estequiometria especifica, dando lugar a tres
tipos diferentes de protomeros: los protdbmeros (a1)2a2(1V), a3a4a5(1V), y (a5)2a6(1V),

que muestran la siguiente disposicidn en el glomérulo renal, (Figura 9):

- al-a2(lV): compuesta por protdbmeros (a1)2a2(IV) estd presente en la matriz

mesangial y membranas basales del glomérulo y de la capsula de Bowman.

- al-a2-a5-a6(1V): compuesta por una interaccion de protdmeros (a1)202(1V) y

(ab)2a6(1V) se encuentra en la cdpsula de Bowman.

- a3-a4-a5(1V): compuesta por protbmeros a3a4a5(1V), se presenta en la membrana

del glomérulo basal.
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al-a2-a5-a6(1V)

a3-a4-a5(1Vv)

—ai-a2(lV)

{

L 1

Figura 9. Distribucion de las redes de Colageno IV en el glomérulo renal.
(E) Células endoteliales, (C) capilar glomerular, (P) podocitos y la membrana basal
glomerular (conjunto verde + naranja), (CB) Capsula de Bowman y (M) mesangio.

La MBG resulta del contacto de la membrana basal del glomérulo con la membrana
basal de la pared capilar, fusionandose la red a3a4a5(1V) que proviene del componente
epitelial con la red (a1)2a2(lV) que proviene del componente endotelial. Asi, se origina

una membrana basal trilaminar que resulta clave en la BFG (Hudson y cols. 2003).

La constitucion de estas redes no permanece constante durante todo el desarrollo
sino que durante la glomerulogénesis se producen transiciones en el tipo de colageno IV
que forma las redes. Inicialmente, la MBG del recién nacido contiene la red (a1)2a2(1V),
pero conforme los capilares glomerulares comienzan a formarse, los podocitos se
vuelven activos y secretan protomeros a3a4a5(lV) que polimerizan formandose la red
madura de colageno IV de la MBG. De este modo, la red (a1)2a2(IV) pasa a ser un

componente minoritario (Abrahamson y cols. 2009).
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Diversificacion estructural del colageno IV humano mediado por
ensamblaje alternativo de exones.

El dominio a3(IV)NC1 humano presenta la peculiaridad de sufrir reordenamiento
exonico generando seis diferentes ARNm a partir de su pre-ARNm (Bernal y cols. 1993,
Penades y cols. 1995) (Figura 10). Este proceso de diversificacidon en a3(lV) es singular
entre las seis cadenas a(lV) y exclusivo de nuestra especie al no haberse detectado en
el resto de mamiferos superiores analizados. Como mencionaremos mas adelante, este
fenbmeno podria tener importancia en la patologia de la enfermedad Goodpasture.
Mientras la forma mas abundante de ARNm en todos los tejidos examinados codifica
para el producto primario a3(1V), el nivel de expresién de cada ARNm alternativo varia
segun el tejido (Bernal y cols. 1993). Tres de los productos alternativos difieren entre si
en su region C-terminal pero comparten la region N-terminal que es diana de
modificacién postraduccional por fosforilacién (Revert y cols. 1995) (ver Figura 12),
posiblemente involucrada en la patogenia. Se ha observado niveles de expresion
elevados de ciertos productos alternativos en los rinones de pacientes Goodpasture

(Bernal y cols. 1993, Saus 2002).

1]  Hn Hv v Hv] Figura 10. Representacion esquematica
de la estructura de los multiples
transcritos de mRNA del antigeno de
Ll v Jujwjv jul a3(IV)NC1  Goodpasture.

- ____________ Se muestra la posicién de los seis exones
del extremo C-terminal de la molécula de
Ll o Juwfwiv] a3(IV)NC1-V q3(IV)NC1 humana (cajas abiertas)

presentes en la secuencia génica (parte
superior). Se representan los productos
Ll o Jwjv fwlj a3(IV)NC1-lll  resultantes del proceso del reordenamiento
exdnico, junto con los polipéptidos a los que
dan lugar. Notese que la desaparicion de
T T a3(IV)NC1-ll’'v  exones modifica la pauta de lectura

induciendo variacién en la secuencia

proteica y la aparicion de codones de
N I T a3(IV)NC1-lNV/V  parada (circulos rojos). El sitio de
fosforilacion se representa con una P
naranja. Modificado de Penades y cols.

[ Tvi] a3(IV)NC1-imvyy - 1995,

=S e )
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Patologia asociada a defectos genéticos relativos al colageno IV.

Las mutaciones que afectan a los genes que codifican cualquiera de las cadenas de
colageno tipo IV a3, a4, o a5 pueden causar defectos en la MBG. Estos defectos pueden
ser leves como en la enfermedad de la membrana basal delgada, o graves, como en el
sindrome de Alport. La enfermedad de la membrana basal delgada, también llamada
hematuria familiar benigna, se debe a mutaciones heterocigotas en COL4A3 o0 COL4A4,
se hereda de manera autosbmica dominante y se encuentra en el 40-50 % de los
pacientes. Los individuos afectados presentan adelgazamiento de la membrana basal y
sangre en orina, pero su estado no suele progresar a enfermedad renal manifiesta que
requiera tratamiento. Sin embargo, las mismas mutaciones homocigotas de COL4A3 y
COL4A4, dan lugar al sindrome de Alport. Esta enfermedad de la membrana basal
ocasiona insuficiencia renal asociada a anomalias auditivas y oculares. La variante mas
comun del sindrome de Alport es la forma ligada al cromosoma X, originada por
mutaciones en COL4A5. Ambas formas (ligada al cromosoma X y autosémica)
comparten la misma histopatologia, un adelgazamiento de la MBG, junto con un leve
aumento de la celularidad del mesangio en fases tempranas y glomerulosclerosis
acompafnada de atrofia tubular y fibrosis insterticial en estados avanzados (Miner 2013).
Estas anomalias probablemente se deban a la mayor composicion en protbmeros
a3a4a5(lV) de la MBG, de tal forma que una reduccién en cualquier cadena, disminuiria
la cantidad de protémero secretado, como en la hematuria familiar benigna, afectando a
la densidad de la red de colageno IV y en consecuencia a la arquitectura de la MBG. Por
otro lado, la ausencia completa de la red de a3a4a5(1V) originada por la falta total de una
de las cadenas (sindrome de Alport), provoca anormalidades mas severas en la MBG. La

ausencia de la red a3a4a5(1V) se acompafia de un aumento de la red (a1)202(1V) como
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respuesta compensatoria, pero las graves anomalias estructurales debidas a la carencia
de la red a3a4a5(1V), asi como una eventual cicatrizacién progresiva de los glomérulos,
acaban por deteriorar la funcidén renal. Se ha propuesto que el protbmero a3a4a5(1V) es
mas resistente al ataque de proteasas y puede ser mas reticulado en comparacion a la
red (a1)202(lV), lo que genera una mayor estabilidad contribuyendo mejor al

mantenimiento de la arquitectura de MBG (Miner 2013).

- El sindrome de Goodpasture.

Este sindrome, como ya mencionamos inicialmente, se corresponde con una
enfermedad autoinmune que provoca una disfuncion de la membrana basal del pulmén y

del rindén.

Las enfermedades autoinmunes se originan por un fracaso en la tolerancia
inmunolégica. Aunque se desconoce el mecanismo por el cual un niamero limitado y
especifico de componentes son capaces de desencadenar una respuesta inmune, se
cree que obedecen a procesos multifactoriales en los que intervienen factores
ambientales y genéticos, que ademas pueden verse favorecidos por una predisposicion

del sistema inmune (Ermann y Fathman 2001).

En este sentido, se ha propuesto que algunas enfermedades autoinmunes estarian
reflejando la aparicion de autoantigenos generados de novo para los cuales no se habria
establecido previamente un proceso de tolerancia inmunoldgica (Hellmark y cols. 1999,

Boutaud y cols. 2000).
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2 Determinacion y naturaleza del epitopo del
sindrome de Goodpasture.

De las tres moléculas NC1 presentes en la membrana basal glomerular
(correspondientes a cadenas a3(I1V),a4(1V),a5(lV)), unicamente el fragmento NC1 de la
cadena a3(lV) es diana de los anticuerpos de paciente (Saus y cols. 1988, Neilson y

cols. 1993). Aunque se presentan también autoanticuerpos frente al resto de cadenas de

colageno tipo IV (Kalluri y cols. 1995), estos son incapaces de desarrollar por si mismos

una glomerulonefritis (Kalluri y cols. 1996, Sado y cols. 1998).

La digestiéon con colagenasa de la cadena a3(lV) humana libera el antigeno GP, un
polipéptido que contiene una pequefia regidn de triple hélice no digerida y todo el
dominio carboxi-terminal NC1. El fragmento NC1 esta formado por 244 aminoéacidos y
presenta dos subdominios homoélogos estabilizados mediante puentes disulfuro, tres por
cada region homoéloga. Los puentes disulfuro confieren un marcado carécter
conformacional al epitopo como se revela por la accidbn de agentes reductores que
destruyen estos puentes perdiéndose con ello la reactividad mostrada por los
anticuerpos GP frente a la cadena a3(lV). También pierde su reactividad el anticuerpo
monoclonal murino mAb 3 que compite con los anticuerpos de paciente (Johansson y
cols. 1991) y que ha resultado ser un instrumento muy util en el estudio del autoantigeno.
La existencia de puentes disulfuro y la posibilidad de que estos se formen de manera
variable con diferentes residuos de cisteina, ocasiona que la estructura terciaria del
dominio a3(IV)NC1 se encuentre sometida a isomerizacion conformacional, al igual que
ocurre en la molécula de a3(IV)NC1 bovina (Figura 11). Asi, la red de colageno tipo IV de

la membrana basal glomerular presenta diversos conférmeros de a3(IV)NC1
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estabilizados mediante distintos patrones de puentes disulfuro intramoleculares. El
reconocimiento diferencial de los conférmeros, apunta a la implicaciébn de la

isomerizacién conformacional en la patogénesis de la enfermedad (Calvete y cols. 2006).
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Figura 11. Representacion esquematica de los polipéptidos My y M. a3(IV)NC1
bovino.

Representacién esquematica de la estructura primaria de los polipéptidos MH
(mondédmero mayor) y ML (monémero menor) a3(IV)NC1 bovinos aislados a partir de
membrana basal testicular, haciendo hincapié en la presencia de una extension del
polipéptido en posicidon N-terminal en la molécula My, y la presencia de puentes disulfuro
y cisteinas libres en los subdominios N- y C-terminal de My y M.. Las lineas sélidas
denotan cisteinas encontradas s6lo en forma reducida en ML y la linea de puntos indica
cisteinas encontradas tanto en forma oxidada como reducida en Mu. SH, grupo
sulfhidrilo. Las cisteinas se numeran en funcién de su posicibn en My. Tomado de
Calvete y cols. 2006.

La cadena a3(IV) presenta una regién en su extremo C-terminal, justo antes del inicio
del NC1, altamente divergente en estructura primaria respecto a regiones homélogas de
cadenas a3(lV) de otras especies y del resto de cadenas a del colageno tipo IV humano.
Esta regibn posee, ademas, otros rasgos caracteristicos (Figura 12) como es una

secuencia RGD de union a células que permitiria a a3(lV) unirse a receptores tipo
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integrina presentes en la membrana plasmatica de células (Quinones y cols. 1992).
Ademas, la secuencia RGD esta integrada en el motivo KRGDS que se ajusta a las
secuencias consenso KRXXS, un motivo de reconocimiento de la proteina cinasa
dependiente de cAMP (PKA), y a RXXS, un motivo de reconocimiento para proteina
cinasa Il dependiente de calmodulina y para proteina cinasa C (Quinones y cols. 1992).
Se ha demostrado, también, que este motivo es critico para la adhesion de los podocitos

a la MBG y para el correcto funcionamiento de la barrera de filtracion glomerular (Borza y

cols. 2008).

Humano o3 GLKGKRGDSG SPA-TWTT-R GFEFVFTRHSQT TAIPSCPEGT
Bovino a3 ..... P..T. P..=-AGAVM. i it it ittt vt e tenennn
Ratén a3 c...NP..R. T..-.G.RM. ..TI....0iit wiiieeee..
Humano ol .PD.LP.SM. P.G-.PSVDH ..LV...... IDD.Q..S.

Humano b .PD.LO.PP. P.G-.SSVAH ..LI...... .DA.Q..0Q..
Humano o2 .RP.SP.LP. M.G--RSVSI .YLLVK.... DOE.M..V.M
Humano o4 .PP.PI..P. PKGFGPGYLG ..LLVL.... DOQE.T..L.M
Humano a6 .00.PF.MP. M.G--QSMRV .YTLVK...S EQV.P..I.M

Figura 12. Alineamiento de la region N-terminal de a3(IV)NC1 con las cadenas a(lV)
indicadas.

Se muestra en negrita el residuo que se fosforila y subrayada la secuencia KRGDS. Los
residuos se representan en cédigo de una letra y los puntos indican los residuos
idénticos con la secuencia a3(IV) humana.

2.1 Establecimiento del epitopo Goodpasture.

La primera aproximacion para identificar las regiones y residuos involucrados en el
epitopo de los autoanticuerpos de pacientes con el Sindrome de Goodpasture utilizé
librerias peptidicas de fragmentos lineales solapantes que englobaban la totalidad de

secuencia de a3(IV)NC1. No se pudo obtener resultados concluyentes debido a que,
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como veremos mas adelante, el epitopo es de tipo conformacional y por tanto, no
reproducible mediante el uso de fragmentos lineales (Kalluri y cols. 1991, Hellmark y

cols. 1996).

Estas limitaciones se salvaron con el uso de quimeras en las que se aprovecho el
esqueleto no inmunoreactivo de la proteina al1(IV)NC1 para introducir diferentes
regiones de a3(IV)NC1 y comprobar entonces la reactividad de los autoanticuerpos
frente a las diferentes construcciones quiméricas. Estas se expresaron en células de
mamifero para asegurar el correcto plegado de la proteina y la apropiada formacion de

los puentes disulfuro.

Se identificaron dos regiones como parte del epitopo GP ya que al ser introducidas en
el esqueleto de a1(IV)NC1 lo sensibilizaban a la reactividad frente de los
autoanticuerpos. Estas regiones de a3(IV)NC1 se nombraron como Ea (residuos 17-31,
quimera C2) y Eg (residuos 127-141, quimera C6)(Netzer y cols. 1999) y posibilitaron el
fraccionamiento de los sueros GP en funcién de la regién de a3(IV)NC1 frente a la que
iban dirigidos (Figura 13). De este modo se caracterizaron cuatro subpoblaciones de
anticuerpos GP que se llamaron: GPa (frente a la region Ea), GPs (frente a la regién Eg),
GPas (frente a la region Ea y Eg), y GPx (dirigido contra una region no identificada) (Borza

y cols. 2000).
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°al residues Figura 13. Esquema de las quimeras
ca3residues s~ a1/a3(IV)NC1 construidas.

; En las posiciones indicadas con circulos
cerrados, tramos de secuencia de
a3(VI)NC1 sustituyeron a los
correspondientes residuos de a1(IV)NC1.
Los puentes disulfuro se indican con
lineas cortas que cierran los bucles. La
flecha indica el punto de unién Hélice-
NC1. En la parte inferior se comparan las
secuencias de a3(VI)NC1 y a1(VI)NC1
sustituidas en cada quimera. Tomado de
Netzer KO y cols. 1999.

al ..SVDH 2 al IDDPQCPSGTKILYH
c1 a3 ATWTTR c a3 TAIPSCPEGTVPLYS
c3 al TIERSEMFKKPT c4 al RTHYSRCQVCMRRT.
o3 SLNPERMFRKPI a3 EKIISRCQVCMKKRH
al PMPMSMAPITGENIR al IQIPPCPSGWSSLWI

o3 LMPMNMAPITGRALE cé o3 TDIPPCPHGWISLWK

al GLPGSMGPPGTP..SVDHGFLVTRHS
c7 a3 GLKGKRGDSGSPATWTTRGFVETRHS

¢ al TIERSEMFKKPTPSTLKAGELRTHVSRCQVCMRRT.
8 a3 SLNPERMFRKPIPSTVKAGELEKIISRCOVCMKKRH

Posteriormente, mediante mutagénesis dirigida, se sustituyeron en la quimera los
residuos de a3(IV)NC1 de la region Ea por aquellos que eran diferentes en a1(IV)NC1,
comprobandose entonces la disminucion de la reactividad de los autoanticuerpos frente
a las quimeras retromutadas. De este modo, se identificaron tres residuos hidrofébicos
(Alass, lle1s, y Valo7) junto con la Prozs como criticos para el epitopo de los GPa, el
epitopo Goodpasture inmunodominante. Mas tarde, con ayuda de un modelo 3D del
heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 elaborado a partir de la estructura cristalina del
hexamero natural ((a1)z2(a2))2(IV)NC1 (PDB id: 1T60) (ver mas adelante), se han
localizado las regiones Ea y Eg en aquel heterohexamero (Borza y cols. 2002). Uno o
mas de los residuos criticos identificados mediante mutagénesis aparecen inaccesibles
al medio por ubicarse en la interfase entre dos NC1 resultando por ello el epitopo criptico

e inaccesible para los anticuerpos GP en condiciones nativas (David y cols. 2001).
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En contraste, los residuos hidrofilicos Ser21 y Sers1 asi como la Prozg junto con algunos
residuos de la regién Eg, que son importantes para la uniébn de mAb 3, son accesibles

tanto cuando (a3,4,5)2(IV)NC1 se encuentran en forma de hexameros como en forma

monomeérica (Figura 14).

Figura 14. Estrategia de
mutagénesis dirigida homdloga.

Las quimeras C2 y C6 son quimeras
del dominio a1/a3(IV)NC1 contienen
el epitopo conformacional tanto de los
autoanticuerpos GPay GPs asi como
del anticuerpo monoclonal mAb 3.
Este epitopo lo albergan dos tramos
de secuencia de a3(lV), las regiones
Ea y Es (circulos cerrados) que
sustituyen a los tramos equivalentes
del dominio a1(IV)NC1 (circulos
abiertos) no reconocidos por los

: autoanticuerpos. Para investigar el

EA reglon papel de los 8 residuos especificos de

171819 21 24 2728 31 a3(IV)NC1 en la region Ea , se mutéd

o3| TAIPSCPEGTVPLYS cada uno de ellos en la quimera al
I I I I I II I residuo correspondiente de ail. Se
determiné el cambio de reactividad de

ol IDDPQCPSGTKILYH los autoanticuerpos GPa , GPs y del
NFM_Z M3 M4 M5 M6 M7 M8 anticuerpo monoclonal mAb 3 frente a

cada una de las 8 quimeras mutantes.
Tomado de David M y cols. 2001.

Por otro lado, estudios paralelos identificaron el primer tercio de la region N-terminal
de a3(IV)NC1 como diana inmunodominante de la respuesta de las células B (Hellmark y
cols. 1999). Ademés, mediante mutagénesis dirigida, se sustituyé los residuos de
al1(lV)NC1 de esta region por aquellos correspondientes en a3(IV)NC1. La ganancia de
reactividad de los anticuerpos GP frente a los mutantes, permitio identificar a los residuos
Thry7, Alass, lletg, Serz1, Gluz4, Valzoz, Prozs, Sers1 y Glnss como criticos para el epitopo
GP (Gunnarsson y cols. 2000). De capital importancia es la capacidad nefritogénica que

adquiere la quimera portadora de estos nueve residuos criticos introducidos en el
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esqueleto de ai1(IV)NC1, pues induce el desarrollo de la enfermedad en animales
inmunizados (Hellmark y cols. 2003).

Si bien el analisis de los residuos identificados justificaba el caracter conformacional
del epitopo y la pérdida de reactividad de los autoanticuerpos frente a la proteina en
condiciones reductoras como consecuencia de la rotura de los puentes disulfuro y la
alteracion de la estructura terciaria de la proteina, no podia explicar por qué los
autoanticuerpos no eran capaces de reaccionar frente a ciertas poblaciones de
hexdmeros nativos (estructura cuaternaria) obtenidos mediante digestién con colagenasa
de preparaciones de membrana basal. El analisis mediante electroforesis de hexameros
de fuente natural obtenidos a partir de productos de digestion, reveld la existencia de dos
tipos de hexameros, los constituidos por NC1 monoméricos y los constituidos a partir de
NC1 diméricos, los cuales ponian de relieve la existencia de nuevas interacciones que
mantenian la integridad entre los diferentes NC1, (Figura 15). Estas interacciones
actuarian reforzando los hexameros formados a partir de NC1 diméricos, ocasionando
que algunos residuos participantes en el epitopo GP, al estar ubicados en la superficie de
contacto entre dos NC1, resultaran inaccesibles para su uniéon con los autoanticuerpos
(David y cols. 2001). En cambio, aquellos hexameros constituidos por NC1
monomeéricos, 0 bien los diméricos sometidos a condiciones desnaturalizantes vy
posteriormente reasociados para recuperar su estructura nativa previa, presentarian
accesible la zona de union para los autoanticuerpos (Borza y cols. 2005). La identidad de
estas interacciones permanecié desconocida, se especuld que podria tratarse de

puentes disulfuro intra-NC1, pero no se lograron evidencias de ello.
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M-hexamers D-hexamers Figura 15. Ensayos de
a3 o4 ob a3 a4 ab inmunoprecipitacion de M-
a D[ s . |(4£4) hexdmeros y D-hexameros
M %.9 reasociados.
3 Samaee e <3 M-hexameros (a-d) y D-Hexameros
total hexamers (e-h) reasociados a partir de GBM
% b D [ —— NC1 bovinos mono y dimeéricos se
analizaron por inmunoblotting con
Mab3 g M i Mab3 anticuerpos monoclonales frente a
A IP. Mab3 + hexamers a3, a4 y a5NC1, directamente (ay e)
c D y tras inmunoprecipitacibn con mAb
x 3 (b y f) 0 anticuerpos GP (c y g). Los
GI@ M 9 M- y D- hexameros disociados con
~IP. GP + hexamers (native) &cido fueron inmunoprecipitados con
d 1 4=4 anticuerpos GP (d y h). La unién de
3 D C@ los anticuerpos al antigeno se
P u M h % representa mediante una Y. X indica

G GP

IP. GP + hexamers (dissoc) no union. Tomado de Borza DB vy
cols. 2005.

Cuando se resolvié la estructura 3D del dominio NC1 de la union C-terminal entre dos
protbmeros adyacentes de colageno IV de la placenta humana (Than y cols. 2002), se
desveld que esta particula se componia de dos casquetes triméricos que interaccionan a
lo largo de una interfase planar. Esta estructura ha permitido, como mencionamos antes,
el modelado 3D del heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 y la ubicacion de los residuos
esenciales identificados como parte del epitopo. Cada casquete en aquella estructura
aparecia constituido por dos fragmentos de cadena al1(IV)NC1 y un fragmento de
cadena a2(IV)NC1 dispuestos segmentalmente alrededor de un socavén axial. Cada
cadena mondémerica se pliega en dos subdominios estructuralmente muy similares,
conteniendo cada uno un lazo en horquilla a modo de dedo que se inserta en una hoja
beta, formada por seis hebras, del subdominio vecino perteneciente bien a la misma
cadena o a la cadena adyacente. Asi, cada trimero forma una especie de hélice séxtupla
tipo barco bastante regular (Figura 3D del NC1, 1T60). La interaccién entre trimeros se

encontraba estabilizada, como se ha mencionado anteriormente, por un tipo de enlace
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no-covalente, no caracterizado hasta el momento, que se establece entre las cadenas
laterales de un residuo de metionina y de un residuo de lisina pertenecientes a cadenas
al(lV)NC1 y a2(IV)NC1 de trimeros opuestos, que seria el responsable de la existencia
de hexameros constituidos a partir de NC1 diméricos. Mas recientemente, este nuevo
tipo de enlace no covalente ha sido también identificado, utilizando espectroscopia de
resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas, como enlace sulfilimina (-
S=N-) entre los residuos de hidroxilisina-211 y de metionina-93 de protébmeros
adyacentes en el heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 (Vanacore y cols. 2009). La
presencia de estos enlaces en los hexameros nativos contribuyen a reforzar las
interacciones entre NC1 opuestos aumentando la fuerza de cohesion intermoleculares y
manteniendo al epitopo en una posicion criptica inaccesible a los autoanticuerpos. Se ha
propuesto que la desaparicion de dichos enlaces provocaria un cambio conformacional
que permitiria el acceso de los autoanticuerpos GP a su epitopo vy, por tanto, el desarrollo
de la enfermedad (Pedchenko y cols. 2010). En este sentido, se podria considerar el

Sindrome de Goodpasture como una conformeropatia.

3 Implicacion de factores alternativos en la
patologia del sindrome de Goodpasture.

Al igual que ocurre con la gran mayoria de enfermedades autoinmunes, el sindrome
de Goodpasture se asocia preferiblemente con unos antigenos leucocitarios humanos
(HLA) determinados. Concretamente, se ha encontrado una correlacién positiva con el
HLA DRB1*1501, que esta presente en el 80 % de los casos, asi como una correlacion
negativa con el HLA DRB1*07 y HLA DRB1*01 (Phelps y Rees 1999). Por otra parte, el
10-38 % de los pacientes con autoanticuerpos presentan a su vez anticuerpos
anticitoplasma de neutrofilos (ANCAs). Estos pacientes reciben el nombre de doble
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positivos y aunque no muestran mayor severidad en la afeccién renal y/o presencia de
hemorragia pulmonar, si presentan menor proteinuria y una mayor afeccién sistémica, en
concreto, dolor muscular, erupciones cutdneas y ciertas complicaciones

gastrointestinales y nerviosas (Hellmark y cols. 1997, Levy y cols. 2004).

Junto con los autoanticuerpos también pueden aparecer linfocitos T patogénicos que
pueden iniciar la enfermedad, en ausencia incluso de los propios autoanticuerpos (Wu y

cols. 2001), a través de la interleucina IL-23 (Ooi y cols. 2009).

Como ya mencionamos, el fendmeno de reordenamiento exdnico exclusivo de la
cadena a3(lV) humana y que sélo implica los exones de la regidn génica que codifica el
antigeno GP podria ser un factor importante en la patologia del sindrome GP (Bernal y
cols. 1993). Los productos alternativos (NC13 Alll, NC13AV, y NC13Alll/IV/V) comparten
la region N-terminal diana de fosforilacién (Revert y cols. 1995), una modificacién que
podria desempenar un papel central en la diversificacidbn estructural del dominio
a3(IV)NC1. La existencia de sitios de fosforilacion adicionales a la Serg en el extremo
amino terminal (ver Figura 10), junto con la capacidad de procesamiento alternativo del
pre-mRNA, que se ha sefalado, ademas, que podria facilitar su fosforilacion (Bernal y
cols. 1993), representan dos hechos singulares propios de a3(IV)NC1 humano que lo
convierten, comparativamente con otras cadenas a(lV) humanas y con otras a3(1V) de
especies diferentes en un dominio NC1 mas susceptible de fosforilarse y de generar una
respuesta autoinmune. De acuerdo con esta idea, se ha observado que los rifiones de
pacientes Goodpasture exhiben niveles de expresidn elevados de productos alternativos
(Bernal y cols. 1993, Saus 2002). Asi, el dominio a3(IV)NC1 aislado a partir de estos
rinones presenta alteraciones conformacionales que facilitan el ser reconocidos por los

autoanticuerpos Goodpasture. Esto ha hecho sugerir que en estos pacientes pueda
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existir alteraciones en la estructura terciaria del dominio a3(IV)NC1 y que la enfermedad
de Goodpasture estuviese causada por una respuesta legitima del sistema inmune
contra especies aberrantes del autoantigeno (Saus 2002). En similar direccion, pero de
naturaleza distinta, es la observacién, como ya mencionamos arriba, de isomerizacion
conformacional en el dominio a3(IV)NC1 aislado de fuente natural debida a una diferente
conectividad de los puentes disulfuro. El reconocimiento diferencial de estas formas por
los autoanticuerpos GP apunta a la implicacion de esta isomerizacion en la patogenia de

la enfermedad (Calvete y cols. 2006).

4 La proteina Goodpasture-antigen binding
protein (GPBP).

Se ha hipotetizado que algun tipo de diversificacion conformacional en a3(IV)NC1,
bien debida a reordenamiento exonico, o a isomerizacién por conectividad diferencial de
puentes disulfuro, o derivada por modificaciones post-traduccionales como la
fosforilacidbn, o quizas la conjuncién de varios de estos factores, subyace en el
desencadenamiento de la enfermedad de Goodpasture. Esta hipotesis resultd
fuertemente apoyada tras la identificacién de la proteina “Goodpasture-antigen binding
protein”, GPBP (Raya y cols. 1999), una proteina capaz de unir y fosforilar
especificamente el antigeno de Goodpasture humano. GPBP es una Ser/Thr cinasa no
convencional que fosforila a3(IV)NC1 humano (Raya y cols. 1999, Raya y cols. 2000)
como parte de un proceso catalitico que provoca cambios conformacionales en este
dominio y que resulta en el ensamblaje supramolecular de multiples isémeros
conformacionales (conférmeros) en la estructura cuaternaria de la red de colageno (Saus

2002, Revert y cols. 2007).
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GPBP estéa codificada en el gen COL4AS3BP, localizado en el cromosoma 513 (Raya
y cols. 1999). Presenta varios dominios estructurales, entre los que destacan un dominio
PH (Pleckstrin homology) que posibilita la union de GPBP al aparato de Golgi; una
primera region de 19 aminoécidos rica en serinas ubicada en el exon 1V, entre las que se
incluye el posible residuo catalitico Seriz2, un dominio con posible funcién de
oligomerizacién ubicado en el exon VII; un motivo FFAT de union a reticulo codificado en
el exdn IX, una segunda region rica en serinas de 26 aminoacidos codificada en el exon
Xl (ausente en GPBP-2, ver mas tarde) y finalmente un dominio START (Steroidogenic

acute regulatory protein-related) de unidén a ceramidas (Figura 16).

CERT,_/GPBP (624 aa, 71 kD) |x1

CERT/GPBPA26 (598 aa, 68 kD)
I | O | I [ IV] V |VI| VI |VII|IX|X | XI| XII [XIV] XV | XVI| XVI
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Figura 16. Regiones funcionales de GPBP (CERT).
GPBP humano es la suma de varios dominios, cuyas funciones conocidas se detallan en
el esquema. Se representa esquematicamente la estructura de GPBP-1 (CERTL) y
GPBP-2 (CERT). Las uniones ex6n-exdn se representan mediante lineas verticales rojas
en el gen humano COL4A3BP. GPBP-2 posee 26 residuos menos que GPBP-1
(codificados en el exdn 11). Tomado de Hanada 2013.
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GPBP presenta tres isoformas: 1) GPBP-1 que se corresponde con el producto
canonico del gen (Raya y cols. 1999); 2) GPBP-2, resultado de un procesamiento
alternativo que elimina el exén XlI (Raya y cols. 2000) (ver Figura 16); 3) GPBP-3,
resultado de un inicio alternativo en la traduccion a partir de un codén no canonico
(Granero-Molto y cols. 2008). El tamafo molecular de GPBP-1 y GPBP-2 es similar,
concretamente de unos 77 kDa; sin embargo, GPBP-3 genera un polipéptido de 91 kDa
que mediante modificaciones post-traduccionales puede llegar a alcanzar los 120 kDa

(Revert y cols. 2008).

GPBP-1 es una proteina soluble y exportable que se localiza en el espacio
extracelular e interactia con el colageno IV (Revert y cols. 2007, Revert y cols. 2008)
mientras que GPBP-2 queda restringida al citosol (Revert y cols. 2008). Ambas isoformas
presentan actividad cinasa in vitro y capacidad de autofosforilacion (Raya y cols. 2000), y
juegan un papel en la organizacion de las miofibrillas musculares mediante interaccion
con una proteina efectora, GIP130 (GPBP-interacting protein of 130 kDa) (Revert-Ros y
cols. 2011). GPBP-3 probablemente actia como proteina de unibn a membrana
regulando la secrecion de GPBP-1 (Revert y cols. 2008). Se ha encontrado también que
GPBP-2 (GPBP A26) es un transportador de ceramida entre el reticulo endoplasmico y el

complejo de Golgi, recibiendo el nombre por ello de CERT (Hanada y cols. 2003).

En un contexto patoldgico, GPBP-1 aparece sobreexpresada en riflones de pacientes
afectados por el Sindrome de Goodpasture y, ademas, se ha relacionado con la
induccién de la secrecion de la citocina inflamatoria pro-autoinmune Factor de Necrosis
Tumoral-a (TNF-a) y con el Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Por ello y otras
observaciones (ver mas adelante), se ha sugerido que GPBP podria jugar un papel
importante en la organizacion del colageno en la membrana basal glomerular y estar
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involucrada en enfermedades mediadas por inmunocomplejos (Raya y cols. 2000,

Granero y cols. 2005).

Estudios realizados con modelos animales han puesto de manifiesto que el
envejecimiento en ratones New Zealand White (NZW), una estirpe propensa a sufrir
Lupus (Theofilopoulos y Dixon 1985), se correlaciona tanto con un aumento en la
expresion glomerular de GPBP como con la interrupcibn de la membrana basal
glomerular y la aparicién de depésitos de IgA asociados a la expansion de la matriz de la
MBG en el contexto de una respuesta autoinmune (Revert y cols. 2007). Paralelamente,
la expresion transgénica de h-GPBP-1 en ratones no propensos a sufrir Lupus, origina
anomalias similares a las anteriormente descritas en la membrana basal glomerular,

aunque con ausencia de respuesta autoinmune (Revert y cols. 2007) (Figura 17).

Figura 17. Efectos de la sobreexpresion de GPBP-1 humana en ratones NZW.

A) micrografia electrobnica de membrana basal glomerular humana en donde se observa
la fusidn correcta de las redes de colageno a3a4a5(1V) (arriba) y atala2(lV) (abajo)
para formar la MBG. B) micrografia electronica de membrana basal glomerular humana
de ratones que sobreexpresan h-GPBP-1en donde se observa la fusién defectuosa
(flechas gruesas) de las redes a3a4a5(lV) (arriba) y alta1a2(lV) (abajo), asi como la
aparicién de puntos de disociacion de la MBG (cuadro). P podocito, D diafragma, MBG
membrana basal glomerular, F Fenestra. Tomado de Revert y cols. 2007.
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Estas observaciones sustentan la propuesta de que GPBP-1 in vivo podria participar
en la regulacion de la organizacion del colageno tipo IV y muestran que su expresion
elevada induce glomerulonefritis mediada por inmunocomplejos. Se observa en este
modelo que GPBP-1 se acumula entre el componente epitelial de la MBG y el mesangio
engrosado (glomerulonefritis mesangial) o bien en el componente endotelial de la MBG
alargado y engrosado (glomerulonefritis nodular) (Revert y cols. 2007). Se desconoce el
mecanismo por el cual el aumento de GPBP-1 causa la disociacion en las redes de
(a1)202(1V) y a3a4a5(lV) asi como interrupciones en la MBG. Como ya mencionamos
antes, se ha propuesto que a3(IV)NC1 presente diversificacién estructural basada en el
ensamblado de multiples isoformas conformacionales (conférmeros) los cuales divergen
en el estado redox de cisteinas especificas implicadas en la formacion de enlaces
disulfuro (Calvete y cols. 2006). En esta tesis nos ocupamos también de profundizar en
el papel de GPBP-1 en el ensamblaje del colageno IV y sus consecuencias

inmunopatogénicas.
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Objetivos.

El objetivo general de este trabajo persigue esclarecer la etiologia de la enfermedad
Goodpasture y profundizar en el conocimiento del epitopo de los autoanticuerpos y en la
estructura 3D y ensamblaje de los componentes proteicos que forman el

heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 y albergan el epitopo.

1 Caracterizacion mediante tecnologia phage display y
bioinformatica del epitopo de los autoanticuerpos GPc ya
localizado en el dominio a3(IV)NC1 del colageno tipo IV.

El estudio del epitopo de los GPc se ha abordado clasicamente a partir del analisis
del antigeno en si mismo. En el presente trabajo, pretendemos extraer informacion del
epitopo a partir del anélisis de los autoanticuerpos GPc patogénicos asi como de mAb 3,

un anticuerpo monoclonal murino que compite con los autoanticuerpos de paciente.

Para ello pretendemos: (1) poner a punto un sistema de expresidn que usa células de
insecto y baculovirus que permita la produccién recombinante de a3(IV)NC1 y del resto
de cadenas proteicas del colageno tipo IV humano en forma abundante, funcional y
estructuralmente competente; (2) aplicar la tecnologia phage display y procedimientos
bioinformaticos para lograr el cartografiado del autoepitopo para los anticuerpos
circulantes de un paciente Goodpasture sobre la estructura 3D del heterohexamero
(a3,4,5)2(IV)NC1, que es la diana de los autoanticuerpos en el sindrome de Goodpasture
y de los aloanticuerpos en aquellos casos en los que se recurre a un transplante renal en

respuesta al sindrome de Alport.
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2 Establecer las bases estructurales de los dominios NC1
del colageno IV para comprender la biologia y patologia
asociadas al colageno IV en las membranas basales.

Se pretende alcanzar la cristalizacion de los seis a(lV)NC1 y de varias asociaciones
entre ellos para, mediante la resolucién de sus respectivas estructuras a nivel atbmico,
entender el proceso de ensamblaje y formacion del protdmero en el colageno |V, asi

como de las interacciones que lo mantienen y preservan del ataque de los GPc.

3 Implicaciéon de GPBP-1 en el ensamblaje del colageno
tipo IV y consecuencias inmunopatogénicas.

Se pretende verificar a través de la coexpresion simultanea de a3(IV)NC1 y GPBP-1y
mediante estudios de resonancia de plasmon de superficie, de estructura de proteinas
por cristalografia de rayos X y de caracterizacibn inmunoquimica y de mutagénesis
dirigida, si GPBP-1 modifica el plegamiento de a3(IV)NC1 e influye en la exposicién de

epitopos de anticuerpos patogénicos.
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1 Técnicas de biologia molecular.

1.1 Construccion de librerias de cDNA.

Se prepar6 una libreria de cDNA (DNA complementario) a partir de células
embrionarias de rifidn (linea celular HEK 293) con la finalidad de obtener aquellos genes
que se estan expresando en dichas células. Para ello se extrajo el mRNA de
1x108 células HEK 293 mediante el método del Trizol (Invitrogen) segun el protocolo del
fabricante, y, posteriormente, se retrotranscribi6 a cDNA mediante el uso de la
supperscript retrotrancriptase (Invitrogen), amplificada con hexanucleétidos al azar

(“random primers”). La libreria se almacené a - 20 °C hasta su utilizacion.

1.2 Clonado de genes.

a3(IV)NC1 se subcloné a partir del vector faBANU-pRC-CMV (Netzer y cols. 1999).
Esta construccion poseia la sefal de exportacion BM40 y el tag FLAG (DYKDDDDK)
ambas en posicibn amino terminal a continuacion de doce residuos pertenecientes a la
region de cadena a-hélice (estos residuos corresponden con aquellos que generaria la
colagenasa bacteriana utilizada para solubilizar muestras bioldgicas), flanqueada por
sitios de corte para Sacl, por lo que la digestion con Sacl libera el fragmento codificante
del NC1 listo para subclonar en el vector correspondiente. Los genes de las proteinas
humanas a1(IV)NC1, a2(IV)NC1, a4(IV)NC1, a5(IV)NC1 y a6(IV)NC1 se amplificaron a
partir de la libreria de cDNA renal previamente descrita, utilizando sus respectivos

cebadores (Tabla A1 en Anexo ).

GPBP-1 se subclon6 a partir del vector GPBP (n4’)-pcDNA3 (Raya y cols. 1999),
utilizando sus respectivos cebadores que introducian sitios de corte unicos (Tabla A1 en

Anexo ).
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1.3 Insercion de BM40 y etiquetado con FLAG.

Para el correcto plegado de las proteinas se requiere de la formacidn de seis puentes
disulfuro intermoleculares, que no pueden originarse adecuadamente en el ambiente
reductor del interior celular, por lo que, para permitir la exportacién de estas proteinas al
medio de cultivo se introdujo en posicion amino terminal la sefal de exportacion BM40.
A su vez, para facilitar su recuperacion del medio de cultivo, se afiadié en posicibn amino
terminal, la etiqueta FLAG. El ensamblaje de dichas secuencias se realiza mediante una
amplificacion secuencial, en la que, el resultado de una amplificacion, es el punto de
partida de la siguiente (ver Figura 76 en Anexo l), de tal forma que se van afnadiendo
fragmentos solapantes de DNA en direccién 5" — 3" mediante los cebadores descritos en
la Tabla A1 (Anexo I). Con la ultima amplificacién se introducen los sitios de restriccion

unicos para su posterior clonado en el vector adecuado.

Con este procedimiento, se consigue el ensamblado correcto de la proteina y su
exportacion al medio de cultivo. Asi, se facilita la purificacibn de las proteinas que,
ademas, quedan menos expuestas a la acciébn de proteasas en comparacion a las

proteinas purificadas a partir de lisados celulares.

1.4 Construccion de los vectores.
1.4.1 Vectores de expresion en células de mamifero.

La construccion de partida a3(IV)NC1, estaba clonada en el vector pRC-CMV, por lo

gue no se realizd ninguna modificacion (Netzer y cols. 1999).

1.4.2 Vectores de expresion en células de Insecto.

Se utilizaron los vectores pFastBac1 y también pFastBac Dual (Invitrogen) con el que
se puede conseguir la expresion simultdnea de dos proteinas bajo el control de

promotores distintos.
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Cada uno de los NC1, asi como los distintos mutantes generados, se expresaron de

forma individual en el vector pFastBac 1.

a3(IV)NC1, se co-expres0O, ademas, junto con GPBP-1 utilizando el vector pFastBac

Dual, estando a3(IV)NC1 y GPBP-1 bajo la accién de los promotores PH y PD10

respectivamente. a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 también se co-expresaron utilizando el mismo

vector, con a4(IV)NC1 bajo la accidn respectiva de los promotores PD10 y PH.

Finalmente, se prepar6 una construccibn para la coexpresidon de a3(IV)NC1,

a4(IV)NC1, a5(IV)NC1 y GPBP-1 a la que se llamo Tt4. Para ello se amplific6 mediante

los cebadores descritos en la Tabla A1 (Anexo I), la secuencia que engloba ambos

promotores y terminadores del vector “donador” a4(IV)NC1-a5(IV)NC1-pFastBac Dual

con un punto de corte para SnaBl (NEB) en ambos extremos. Este fragmento

amplificado se uso para subclonar en el sitio de restriccion SnaBl del vector pFastBac

Dual que actua como “huésped”, a3(IV)NC1-GPBP-pFastBac Dual, (Figura 18).

Avr |l 4977 NgoA IV 226 Figura 18. Esquema

cloning —1

SV40
polyadenylation
signal

Polh promoter

p10 promoter

HSV tk polyadenylation

del procedimiento
utilizado para
expresar mas de dos
proteinas en el vector
Beati 193¢ pFastBac DUAL.
Pvu11103 Tras clonar las
secuencias proteicas
de interés, en dos
Gsul13s  yectores pFastBac
DUAL diferentes, se
amplifica mediante los
cebadores descritos en
la Tabla A1 (Anexo |) el
cassette de expresion
completo de una de
Msc1 2806 Sap 2485 ellas. Dichos cebadores
BstX 12809 se aparean en las
regiones subrayadas en

Tn7L 1 intergenic

region

pFasTBAac DUAL Fsp 11250

5237 bp

rojo e insertan un sitio de corte para el enzima de restriccion SnaBl que permitira
introducir esta region en el vector pFasBac DUAL receptor.
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1.5 Mutagénesis dirigida.

Los ensayos de mutagénesis dirigida se realizaron sobre los genes de a2(IV)NC1 y
a3(IV)NC1 (tanto en la construccion en la que a3(IV)NC1 se expresa en solitario, como
en la que se co-expresa junto a GPBP-1). Las mutaciones se llevaron a cabo mediante el
método de PCR basado en el sistema Quickchange de Stratagene (Stratagene, Agilent
Technologies, La Jolla, CA). Siguiendo las instrucciones del fabricante, se utilizaron dos
cebadores solapantes que introducian la mutacion tanto en direccién 5°—3’ asi como en
direccién 3'—5’ siendo el resultado la amplificacién de todo el vector parental con las
mutaciones introducidas. Posteriormente, el vector parental utilizado como molde (no
mutado) se digiri6 con la enzima de restriccion Dpnl (1 U/uL) durante 2 h a 37 °C. Dpnl
digiere unicamente el DNA metilado correspondiente al vector parental. Seguidamente,
10 puL de producto de digestion se transformdé en células E. coli DH5a

quimiocompetentes mediante un choque térmico de dos minutos a 42 °C.

La Tabla A2 (Construccion de la quimera a2(IV)NC1 con aquellos residuos de
a3(IV)NC1 determinados como parte del epitopo mediante otras técnicas), la Tabla A3
(Mutaciones a partir de la quimera a2(IV)NC1 con los nuevos candidatos a formar parte
del epitopo determinados mediante phage display) y la Tabla A4 (Mutaciones a partir de
a3(IV)NC1) localizadas en el Anexo |, muestran los cebadores utilizados para cada una
de las mutaciones introducidas en a2(IV)NC1 y a3(IV)NC1. Se comprobé mediante

secuenciacion del DNA plasmidico que las mutaciones introducidas eran correctas.

1.5.1 Deleccién de fragmentos de proteinas (truncados).

Se generaron dos truncados de la proteina GPBP-1 a partir de la construccion en la
que éste se coexpresa con a3(IV)NC1, de forma secuencial y acumulativa. Se truncaron

dos regiones contiguas, concretamente el dominio PH (delecionado desde la Mets hasta
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la Seri23) y el dominio PH junto con la region SR1 (delecionado desde la Mets hasta el
Glu+es). Para ello se amplificd la construccién que coexpresaba ambas proteinas con los
oligos descritos en la Tabla A5 (Truncados a partir de GPBP-1, Anexo 1), que introducen
un sitio de corte para Xhol en el extremo 5” junto con un nuevo codon de inicio ATGy un
sitio Kpnl en el extremo 3, posteriormente el producto de PCR amplificado, se us6 para
reemplazar el fragmento generado tras digerir el vector de origen con los mismos

enzimas.

2 Obtencidn y caracterizacion de los anticuerpos
utilizados.

2.1 Anticuerpos circulantes Goodpasture (GPc).

Los anticuerpos circulantes cedidos por el Dr. Saus se obtuvieron de un paciente
varon de 58 afos de edad, fumador y que manifestd una afeccion gripal previa a su
hospitalizacion debida a un fallo renal agudo. Las analiticas pusieron de manifiesto
anticuerpos anti-membrana basal (216 Ul/mL), glomerulonefritis rapidamente progresiva
(con una afectacion del 50 % de los glomérulos) y depésitos lineales de IgG a lo largo de

la MBG.

El paciente fue diagnosticado con un Sindrome de Goodpasture y se le practic6 una
plasmaféresis terapéutica para retirar los anticuerpos patogénicos del organismo. Los
GPc se obtuvieron a partir de dicha plasmaféresis. Inicialmente se purificaron los
anticuerpos IgG mediante cromatografia de afinidad en proteina A agarosa (GE
Healthcare, Piscataway, NJ) segun el protocolo establecido por el fabricante.
Posteriormente, a partir de estas IgG se purificaron los GPc por afinidad a través de una
columna de 1 ml de resina Affi-Gel-10 (Bio-Rad, Hercules, CA) a la que se habia

inmovilizado a3(IV)NC1 a una concentracion de 1 mg/ml. Tras cargar la columna de
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a3(IV)NC1 con las IgGs previamente purificadas por su union a la proteina-A, la columna
se lavo con 10 volumenes de tampoén TBS (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,4). Las IgG
retenidas se eluyeron con 5 volumenes (5 ml) de Gentle Immunopure (Pierce) y se
dializaron tres veces frente a 2 litros de TBS. Por ultimo, los anticuerpos GPc se
concentraron mediante ultra-filtracion utilizando Amicon Ultra devices (Millipore, Bedford,

MA) con punto de corte de 100 kDa.

La caracterizacidbn inmunolégica de los anticuerpos GPc recuperados utilizando
a3(IV)NC1 recombinante reducido y no reducido, asi como hexamero renal humano en
paralelo con mAb 3 (un anticuerpo monoclonal que compite y comparte parte del epitopo
conformacional con los anticuerpos GPc)(David y cols. 2001) y M3/1a (otro anticuerpo
monoclonal preparado previamente en nuestro laboratorio cuyo epitopo lineal se
encuentra en el extremo amino terminal de a3(IV)NC1) (Borza y cols. 2000) puso de
manifiesto de modo inequivoco que el paciente bajo estudio se encontraba frente a una

respuesta autoinmune Goodpasture, (Figura 19).

(52 ™ (52} ™
a2 Qgp 0.8 Q9
< < o< < M31A M31A
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a3(IV)NC1 NK3 a3(IV)NC1 NK3

Figura 19. Efecto de Ila reduccion de los puentes disulfuro de a3(IV)NC1 en la
reactividad de los GPc.

La reduccion de los puentes disulfuro en a3(IV)NC1 y el hexamero renal humano (NK3)
causa la pérdida de reactividad de los GPc y mAb 3 (A), revelando el caracter
conformacional de sus epitopos, mientras que no tiene efecto en la reactividad de M3/1a
(B) cuyo epitopo es lineal.
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2.2 Anticuerpo monoclonal murino mAb 3.

mAb 3 fue amablemente suministrado por Thomas Hellmark y Jérgen Wieslander
(Wieslab Ab, Sweeden) en forma de medio de cultivo de hibridomas. Los anticuerpos se
purificaron a partir del medio de cultivo mediante cromatografia de afinidad en proteina A
agarosa (GE Healthcare, Piscataway, NJ) segun el protocolo establecido por el
fabricante, tras lo que se concentraron mediante ultra-filtracion utilizando Amicon Ultra

devices (Millipore, Bedford, MA) con punto de corte de 100 kDa.

3 Métodos generales para el estudio de proteinas.

3.1 Técnicas cromatograficas para la purificacion y analisis de
proteinas.

- La purificacidbn de proteinas mediante cromatografia de exclusibn molecular asi

como la determinacion del estado de oligomerizacion de las mismas, se llevd a cabo
usando el sistema cromatografico liquido de media presion FPLC (Fast Performance

Liquid Chromatography) y la columna Superdex S200 (GE Healthcare).

En los ensayos de oligomerizacion la proteina (o las diferentes proteinas en el caso
de complejos) se ajustd a una concentracion final de 1 mg/ml en TBS (50 mM Tris,
500 mM NaCl, pH 7,4) y se mantuvo durante la noche a 20 °C. Tras este periodo de
incubacién, la muestra se analiz6 mediante cromatografia de exclusion molecular, con el
equipo y columna citados anteriormente, realizandose el experimento a una temperatura
de 20 °C y con un flujo de TBS (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,4) de 0,5 ml/min. Para
conocer el tamafno de las especies obtenidas, previamente se calibré la columna con un
conjunto de proteinas patron de masa molecular en kDa indicada entre paréntesis:
quimotripsindgeno (25), albumina de suero bovino (66,4), aldolasa (156,8), tiroglobulina

bovina (669) y azul dextrano (210,3).
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- La inmunopurificacién de las proteinas etiguetadas con FLAG, se llevo a cabo en

columnas de 15 ml (Biorad) previamente empaquetadas con 1 ml de resina anti-FLAG
M2 affinity gel (Sigma). EI medio de cultivo con la proteina a purificar, previamente
centrifugado para eliminar células y restos celulares, se ultracentrifugd a 100.000 x g
durante 1 hora para precipitar el baculovirus presente en el medio. Posteriormente se
hizo pasar el medio ya ultracentrifugado por dicha columna a 4 °C y a un flujo de
0,5 ml/min con ayuda de una bomba peristéltica. Tras lavar la columna con 25
volimenes de columna de TBS (50 mM tris, 150 mM cloruro sodico, pH 7,4) se eluyoé la
proteina alli retenida aplicando cinco volumenes de columna de péptido FLAG
(DYKDDDDK) 0,1 mg/ml en TBS. Finalmente, se concentraron las fracciones y se
eliminaron los restos de péptido mediante sucesivos ciclos de ultrafiltracién usando filtros

Amicon ultra devices (Millipore) con punto de corte de 10 kDa.

3.2 Electroforesis SDS-PAGE.

En la electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli 1970),
las proteinas se sometieron a un campo eléctrico de 200V en tampdn Tris-Glicina en
presencia del detergente anidnico dodecil sulfato sédico (SDS), asegurando la completa
desnaturalizacion. En esta situacion la migracién es proporcional al tamafio molecular de
la molécula pero no a su carga intrinseca. Las electroforesis se realizaron tanto en
condiciones reductoras (presencia de DTT o 2-mercaptoethanol) como no reductoras
(ausencia de tioles) con la finalidad de comprobar la presencia o no de oligbmeros y/o
agregados moleculares, y la reactividad frente a anticuerpos conformacionales

dependientes de la presencia de puentes disulfuro.

Para la visualizacion de las proteinas, los geles se tifieron con azul de Coomasie.
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3.3 Western-blotting e inmunodeteccion.

Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Burnette 1981) utilizando un equipo de transferencia semiseco (Sigma
Aldrich), con una intensidad de corriente de 0,84 mA/cm?2 durante una hora. La
efectividad de la transferencia electroforética y la localizacion de las bandas proteicas en
la membrana se comprobdé y alcanzd, respectivamente, mediante tincion de la membrana
con Rojo Ponceau. La inmunodeteccidon se llevd a cabo mediante anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa, anti-FLAG (Sigma Aldrich) en una dilucion
1:1.000 para aquellas proteinas etiquetadas con FLAG (es decir todos los NC1, asi como
los mutantes generados), asi como anti-Human y Anti-Mouse (Promega) en una dilucion
1:10.000 en aquellos anticuerpos no conjugados a peroxidasa (concretamente, se usé
anti-Human para detectar los GPc y Anti-Mouse para la deteccién de M3/1a, mAb 14 y
mAb 3). Los anticuerpos se revelaron con el reactivo luminiscente ECL prime (GE
healthcare) mezclando los componentes en proporcion 1:1 y tras aplicar la mezcla sobre
las membranas, éstas impresionaron peliculas fotograficas (Kodak) que se revelaron

convencionalmente.

3.4 Analisis por huella peptidica.

Para el estudio mediante espectrometria de masas (maldi toff-toff), las proteinas se
obtuvieron a partir de bandas bien definidas y aisladas en geles de electroforesis SDS-
PAGE. Se tomaron las precauciones adecuadas para evitar su contaminacion con otras
proteinas y se escindid la banda con la ayuda de un bisturi. Las muestras se analizaron

en el servicio de proteémica del CIPF (integrado dentro de la red nacional Proteored).
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4 Métodos para la cuantificacion de la proteina.

- Método de Bradford. Se utiliz6 el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad

Laboratorios, Hercules, CA) para cuantificar la concentracion de proteina. Para ello se
construyd una recta patrbn con concentraciones conocidas de BSA, se obtuvo la
ecuacion de la recta de regresion lineal y se interpolaron los valores de absorbancia de

las concentraciones a determinar (Bradford 1976).

- Tincién con azul de Coomasie. Se utilizé una solucion colorante (0,1 % Coomasie

R-250, 10 % &cido acético y 40 % etanol en agua) para visualizar las bandas de proteina
en los geles de electroforesis SDS-PAGE y Nativo-PAGE. Los geles se tifieron durante
10 min y se destifieron con una solucién 10 % acido acético glacial y 10 % metanol en

agua.

5 Expresion y purificacion de proteinas.
Las proteinas producidas en este estudio al ser susceptibles de modificaciones post-
traduccionales y requerir una correcta formaciéon de puentes disulfuro en su proceso de

plegamiento, se expresaron en sistemas celulares eucariotas.

5.1 Expresion en células de mamifero.

La expresion de a3(IV)NC1 inicialmente se abordd en células de rindn embrionario
(HEK 293). Para ello se utilizaron cultivos de estas células crecidas en placas de
150 mm con medio D-MEM (Dubelcos) suplementado con glutamina (2 mM) (Sigma
Aldrich,). Se escalaron los cultivos hasta un total de 60 placas confluyentes y, a
continuacién, se indujo la expresién con medio D-MEM F12. Tras realizar cuatro cambios
del medio de cultivo (uno por dia) se recupero la proteina a partir del medio de cultivo,

previamente centrifugado a 8.000 x g 20 minutos y filtrado a través de filtros con poro de
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0,45 pm. Posteriormente, la proteina se purific6 por afinidad en una columna
empaquetada con resina M2 anti-FLAG affinity gel (SIGMA), tal como esté descrito en el

punto 3.3.1.

El rendimiento con este sistema de expresion resultd ser escaso para los objetivos
que perseguiamos, ya que en una purificacidon estandar (4 litros de medio de cultivo

recuperados a partir de 60 placas de 150 mm) se obtenia ~ 800 ug de proteina.

5.2 Expresion en células de insecto.

Anticipamos que este sistema resultd ser adecuado al permitir que ocurran
modificaciones post-traduccionales propias de sistemas eucariotas, si son requeridas, y

proporcionar un satisfactorio rendimiento en la expresion.

El método consiste en la expresion de la proteina bajo la accion del promotor de la
polihedrina (PH), que es la proteina mayoritaria en la capside virica. El vector pFastBac
Dual incorpora, ademas, el promotor PD10, ya que contiene dos sitios de expresion. El
proceso se inicia con el clonado de la secuencia de interés en un vector puente
(pFastBac 1, pFastBac DUAL, etc.) que posee dos marcadores antibitticos de seleccidon
y un sitio de transposicion. En un segundo paso, la proteina de interés se transpone en
el genoma del vector lanzadera con capacidad infectiva (Bacmid) que se usara
posteriormente para transfectar las células de ovario de insecto (SF9, Invitrogen). Con el
virus resultante de la transfeccion se volvera a infectar células SF9 dando lugar a la
amplificacion del stock virico, a partir del cual, se realizaran infecciones a mayor escala

para la produccion de la proteina, (Figura 20).

Para optimizar el procedimiento, debe testarse la expresion de la proteina a diferentes

intervalos de la infeccion para seleccionar la fase de mayor y mejor expresién, asi como
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el indice MOI (“multipilicity of infection”) o ratio virus/células que varia en funcién de la
proteina que se va a expresar. Realizamos una bateria de infecciones con diferentes
MOI (0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5y 4) y se monitorizo la expresion de la proteina a distintos

tiempos de infeccion mediante SDS-PAGE.

Plasmido donante pFastBac
\Clonado del gen de interés

\Transformaciéon | o | Transposicién | ~
| bonor | > (. ) . 7| o Y
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Expresion génica recombinante
de la amplificacion viral

Figura 20. Esquema del proceso de expresion de proteinas en el sistema de células
de insecto.
Tomado y modificado del manual Bac-To-Bac (Life Technologies).

La infeccion estandar se realizd en matraces ventilados de 500 ml de capacidad
(Corning), con un volumen de 200 ml (lo que permite una correcta oxigenacion) de
cultivo de células sf9 a una densidad de 1,5 x 106 células/ml. Las células se infectaron
con un MOI de 2 y se incubaron a 27,5 °C en agitacidén orbital (110 rpm) durante 72 hrs.

El cultivo se centrifugd a 500 x g durante 10 minutos a 4 °C para eliminar las células (la

proteina se exporta al medio por la accion del péptido sefial BM40) y el sobrenadante,
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previamente a la inmunopurificacion con la resina FLAG, se ultracentrifugd a 100.000 x g
durante una hora a 4 °C para eliminar tanto restos de origen celular, como el virus
presente. La purificacion se realizd por afinidad mediante el uso de la resina anti-FLAG

tal como hemos descrito anteriormente, (Figura 21).

Fuente: pRC-CMV a3(IV)NC1

I Plasmido pRC-CMV que codifica para a3(IV)NC1 !
: humano, con la sefal de exportacion BM40 y el :
| 1

tag Flag.
Subclonado en pFastBac de la secuencia Mutagénesis
completa de a3(IV)NC1. — dirigida.

: pb 4279-5010, +93 pben el extremo 5 codificando ]
: la sefial de exportaciéon BM40 y el tag Flag. !
| 1

Sistema de cambio
rapido.

Aislamiento del Bacmid recombinante
portador del cDNA.

! Uso de células de maxima eficiencia de la cepa
I DH10Bac de E. coli

'_
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Produccién de baculovirus portador del cDNA
y amplificacion hasta titulos elevados.

: Transfeccion (cellfectin) de células de insecto sf9 !
I para iniciar la produccién de baculovirus.
L

Infeccién de células y produccién de
a3(IV)NC1.

: Células de insecto sf9, con un ratio nominal virus- ]
1 célula de 2, 72 horas de cultivo, precipitado de las 1
I 7 . . .z 1
| células mediante centrifugacion. |

Purificacion de a3(IV)NC1

Ultracentrifugacion del medio de cultivo para
precipitar el baculovirus.

+ Purificacion mediante resina a-Flag.

» Concentracion, cuantificacion y congelacion.

Figura 21. Diagrama en el que se esquematizan los pasos para la produccion de
a3(IV)NC1 humana recombinante.

El gel (SDS-PAGE, 12 % poliacrilamida) bajo condiciones reductoras corresponde al
proceso de purificacién a partir del medio de cultivo. Las flechas indican la posicion del
marcador de pesos moleculares con su tamano correspondiente indicado en kDa.
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El rendimiento en este sistema de expresidn oscildé entre 1-3 ug de proteina
exportada por cada mililitro de cultivo infectado, que resulta claramente superior

(alrededor de un orden de magnitud) al obtenido en células de mamifero.

6 Phage display.

Esta tecnologia se basa en la capacidad infectiva del bacteriofago M13 sobre E. coli,
que a través de la proteina de superficie plll es capaz de unirse al pilus bacteriano e
inyectar su genoma en el interior celular donde seguira la via lisogénica. Existen cinco
copias de la proteina plll en uno de los extremos del bacteriofago, siendo posible
modificarlas para que expresen una molécula de interés sin que el bacteriofago pierda
capacidad infectiva. Con esta técnica se puede expresar una gran variedad de moléculas
y exponerlas en la superficie del bacteriofago para luego seleccionar aquellas con
capacidad de reaccionar con una molécula por la que manifieste afinidad. Tras la
formacién del complejo entre la molécula de interés expuesta por el fago y la diana
especifica se eliminan los bacteriofagos no reactivos mediante un proceso de lavado,
quedando los fagos de interés adheridos a la molécula diana. Posteriormente se eluyen
los bacteriofagos adheridos mediante el uso de soluciones &cidas que debilitan las
interacciones molécula de interés-bacteriofago. Con los bacteriofagos recuperados se
infectan células de E. coli para amplificar aquellos clones que reconocen la molécula
diana. Tras varias rondas de seleccion y con una aumento de la astringencia en los
procesos de lavado, se obtiene una mezcla de bacteriofagos enriquecida en clones

especificos que reconocen la molécula diana, (Figura 22).
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La molécula diana se expone
frente a la libreria de
bacteriofagos. Los fagos que

L .
® muestran afinidad quedan
OO0 eteridos.
El fago eluido se l
amplifica y se repite el Tras lavar, retiramos el resto de
proceso 3 0 4 veces. fagos no seleccionados.
K&M El fago especificamente unido, se eluye con un
/ N\ exceso de molécula diana, por efecto del pH o
AN mediante tripsina.
\ T~ Tras tres o cuatro rondas de seleccion, se aislan

clones individuales y se secuencian.

Figura 22. Esquema del proceso de seleccion o “panning”.
Modificado del manual Ph.D.™ Phage display libraries (New England Biolabs).

6.1 Librerias peptidicas para la determinacién de epitopos.

Hemos utilizado dos librerias comerciales (New England Biolabs (Beverly, MA) tipo
phage display de péptidos combinatoriales para el estudio de los epitopos de los
anticuerpos circulantes Goodpasture (GPc) y del anticuerpo monoclonal mAb 3. Las
librerias, con una complejidad de secuencia mayor de 2x108 componentes, estan
constituidas por péptidos de 12 o de 7 aminoacidos, estos Ultimos constrefidos por un
puente disulfuro formado entre las dos cisteinas situadas en los extremos del péptido. Se
han utilizado dos librerias distintas para incrementar las posibilidades de reconocimiento

de los anticuerpos por péptidos con conformaciones diferentes.

Ambas librerias se escrutaron en paralelo frente a los anticuerpos inmovilizados en
placas de 96 pocillos (Maxisorb, Roskilde, Denmark). Para tal fin, se tapizaron dos
pocillos (uno por libreria) con una solucién de 1 ug de anticuerpo en PBS a 4 °C durante
toda la noche y con agitacion orbital (50 rpm). Tras retirar el exceso de anticuerpo, se
bloquearon los pocillos con una solucion de PBS/BSA al 1 % durante una hora.

Posteriormente se afadieron 2x10'" fagos en PBS y la mezcla se dej6 en agitacion
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orbital durante una hora. Finalmente, tras realizar los lavados adecuados con PBS tween
20, se eluyo6 el fago retenido mediante competicién con la proteina a3(IV)NC1 (0,1 mg/ml
en PBS) y se usaron estos fagos para infectar células de E. coli Era7as (F* proA+B+ laclq
A(lacZ)M15 zzf::Tn10 (Tetr)/fhuA2 gInV thi A(lac-proAB) A(hsdMS-mcrB)5 (rk- mk- McrBC-)).
Se titularon los fagos obtenidos y se amplificaron para las sucesivas rondas. Se
realizaron tres rondas de seleccion o “panning”, con una astringencia de lavado superior
en cada ronda (se incremento el porcentaje de Tween 20 en 0,1 % cada vez desde el
0,1 % al 0,5 % y se aumentd el numero de lavados de 10 a 20 en la segunda y tercera
ronda). Finalmente, en la ultima ronda de seleccion, se seleccionaron 10 colonias de

cada libreria y se analizaron sus secuencias.

6.2 ELISA de fagos mono y policlonales.

La afinidad de los anticuerpos por el “pool” de péptidos seleccionados, se determind
mediante un ELISA de Fagos policlonales. Para ello, se tapiz6 durante toda la noche a
4 °C un pocillo de una microplaca de 96 pocillos con el anticuerpo a analizar a la misma
concentracion a la que se realizd el “panning” (1 pg/ml). Los sucesivos pasos se
realizaron a temperatura ambiente. Tras bloquear durante una hora con leche al 1 % en
PBS, se anadio el fago resultante de las sucesivas rondas de amplificacion, diluido 1/100
en PBST (~ 1x10'0 ufc/ml) y se dej6 una hora en agitacion orbital (250 rpm). Tras tres
lavados consecutivos con PBST se afadio el anticuerpo anti-M13 conjugado con HRP a
una dilucién 1:5000 en solucién de bloqueo y se incubd una hora. Se retird el anticuerpo
conjugado y la placa se lavé por tres veces con PBST y la HRP unida se revel6 con o-
fenilen-diamina (OPD) 1 mg/ml y H202 al 0,001 % en tampén citrato 1 M pH 5. El
desarrollo de color se detuvo a los 10 minutos con 50 ul de H2SO4 2,5 M y se midi6 la

absorbancia a 492 nm con un lector de placas Dynatech MR4000.

58



Metodologia.

Para comprobar la afinidad de péptidos individuales, se realiz6 un ELISA de Fagos
Monoclonales exactamente igual al ELISA Policlonal pero partiendo en este caso de

colonias aisladas de fagos, que presentaban por tanto una Unica secuencia peptidica.

7 Modelado de proteinas.

El modelado informatico del hexamero se ha llevd a cabo mediante el programa

“Modeller” (http:/salilab.org/modeller) que permite obtener un modelo tridimensional de

la estructura de péptidos y/o proteinas por homologia (Sali y Blundell 1993, Kumar y

Carugo 2011). La dinamica de trabajo de este programa es el siguiente:

- Identificacion de homoélogos. Se trata del primer paso y del mas critico, consiste en

encontrar un(os) homologo(s) de estructura conocida de la proteina problema.

- Alineamiento de las secuencias. Es el proceso clave para construir un buen modelo.

Las regiones alineadas (posibles moldes y problema) son consideradas por Modeller

como equivalentes.

- Determinacién de las restricciones. Las regiones alineadas del molde proporcionan

un primer conjunto de restricciones que la secuencia modelo debe de respetar. Se
anaden ademas muchas otras restricciones genéricas y otras propias de la proteina

problema.

- Construccion del modelo. Para ello Modeller construye un modelo utilizando el

molde que le hemos suministrado, en el que intentara superponer las regiones alineadas,
evitar colisiones estéricas, respetar la estereoquimica del modelo y optimizar funciones

estadisticas de situacion de amino&cidos en el interior de las proteinas.
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- Refinado v Validacién. Para lo cual, Modeller realiza internamente una evaluacion

del modelo y senalarda errores graves en el mismo. Mediante reiteracion se logra
encontrar un modelo que cumpla con nuestras expectativas y no incurra en violaciones

graves de posibles restricciones.

El hexamero (a3,4,5(IV))2NC1 se model6 sobre la estructura del hexédmero
cristalizado de placenta humana ((a1)2(a2))2(IV)NC1 (PDB id:1t60) con el que presenta
una elevada homologia (ver Anexo Il). Se realizaron més de cien modelos y finalmente
se eligid el que presentaba menor dope score (indice estadistico de comparacion
atdbmica por pares). Se comprobd ademas, mediante diagramas de Ramachandran
(Ramachandran y cols. 1963) que todas las interacciones intra-atobmicas en el modelo

fueran coherentes.

8 Prediccidn de epitopos.
La prediccion de epitopos se realiz6 mediante el algoritmo informético Pepsurf (http://

pepitope.tau.ac.il/sources.html). El procedimiento utilizado por pepsurf se inicia con la

identificacion de aquellos residuos que se encuentran en la superficie del antigeno y son
por tanto accesibles a los anticuerpos. Con esta informacion, Pepsurf traza una
superficie gréfica figurada a la que se va a alinear los residuos presentes en cada uno de
los péptidos seleccionados por phage display, de tal forma que se obtiene una serie de
residuos candidatos a dicho epitopo organizados por grupos o clusters (Mayrose y cols.

2007).

Pepsurf se utilizé para predecir el epitopo de los anticuerpos GPc y mAb 3. Para

realizar esta predicciones, ademas del algoritmo se utilizaron las librerias peptidicas
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combinatoriales de 7 y 12 aminoacidos (NEB), asi como el modelo de hexamero

(a3,4,5(1V))2NC1 generado por modeller.

9 Resonancia de plasmoén de superficie (SPR).

La resonancia de plasmon de superficie (Surface Plasmon Resonance) es una

técnica utilizada para caracterizar los parametros de afinidad existentes entre dos

moléculas que interaccionan entre ellas.

En este estudio se ha utilizado el equipo Biacore T100 (GE healthcare) (Figura 23A),
junto con una serie de chips en los que se ha inmovilizado una de las proteinas,
actuando ésta como ‘ligando”. La proteina, queda entonces inmovilizada de forma
covalente mediante una reaccion en la que los grupos amino de la proteina forman un
enlace covalente con grupos carboxilo presentes en una matriz de dextrano ubicada
sobre una delgada capa de oro que recubre una lamina de vidrio presente en el chip. El
chip se excita con una longitud de onda y un angulo fijo, de tal forma que la luz incidente
excita los plasmones (ondas de densidad de carga electronica) en la lamina de oro;
cambios en la concentracidén de la proteina en solucién o “analito” sobre la superficie del
chip traeran asociados cambios en el angulo del indice de refraccidbn (monitorizados
mediante un detector y medido en unidades de resonancia o RU, con valor proporcional
a la cantidad de analito en la superficie del chip) (Figura 23B). El analito se encuentra en
solucion y accede al ligando a través de unos canales formados sobre el propio chip al

superponerse sobre la microfluidica del equipo, de tal forma que tenemos cuatro canales

que funcionan en paralelo sobre la superficie del chip en la que se encuentra el ligando.

Como resultado, podemos comprobar en tiempo real y con proteinas en solucion, si
se produce o no interaccion entre ellas asi como las propiedades de estas interacciones
(Figura 23C). La eleccion de la proteina que va a actuar como ligando depende, en
principio, de la relacion existente entre los pesos moleculares de ambas proteinas y, una
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vez elegido el ligando, se determina la cantidad de ligando a inmovilizar que es funcién

de la maxima senal (Rmax) que esperamos obtener y que podemos cuantificar por la

formula:
Peso molecular Analito Ligando . ]
Rmax = X . s x Estequiometria
. inmovilizado
Peso molecular Ligando
A B
LUZ

“incidente

N\
\
: N\
/" Canal de Flujo \ “——

\

Linea Base Asociacion Disociacion

Unidades de resonancia (Ru) ©

Tiempo (s)

Figura 23. Resonancia de Plasmon de Superficie (SPR).

A) Los experimentos se llevaron a cabo en un Biacore T100 (GE Healthcare). B) El
principio utilizado consiste en la monitorizacion de cambios en el angulo del indice de
refraccion como consecuencia de la interaccion entre dos moléculas. C) Los
sensorgramas 0O curvas de interaccion tipicas presentan una fase de asociacion o
formacioén del complejo entre las dos moléculas y una de disociacién o separacion del
complejo. Ay B Modificados de SensorSurface Handbook (GE Healthcare).
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Finalmente, se debe elegir: a) el tampdn adecuado para analizar el complejo; b) la
solucion de regeneracién para recuperar las condiciones iniciales (generalmente, un
acido o una base capaz de romper las interacciones entre ligando y analito y eliminar el
analito que pudiese quedar unido al chip tras el experimento); ¢) el flujo al que se
realizara el experimento (determinado en esencia por la afinidad de las proteinas y que,
en ocasiones puede verse condicionado por la disponibilidad de analito); d) los tiempos
de asociacion y disociacion de las proteinas; y finalmente e) la temperatura del

experimento.

Como resultado del analisis por Resonancia de Plasmon de Superficie, se puede
estimar la constante de afinidad de la interaccién proteina-proteina (KD), asi como los
parametros cinéticos de la misma (Kon y Koff); y ademas, si el mismo experimento se lleva
a cabo a diferentes temperaturas, se pueden estimar los parametros termodinamicos
(AG (Energia libre de Gibbs) = AH (Entalpia) — T*AS (Entropia) que caracterizan la

reaccion.

9.1 Analisis cinético de la interaccién antigeno-anticuerpo.

Se estimo la afinidad de mAb 3 y de los anticuerpos GPc por los diferentes a(IV)NCA1,
asi como frente a los mutantes generados en base a las predicciones obtenidas por
phage display. Se inmovilizaron 300 RU de anticuerpo en un chip CM5 (GE healthcare)
mediante el asistente de inmovilizacion del equipo y el método de inmovilizacion basado
en los grupos amino. En el proceso se forma un enlace covalente entre los grupos amino
libres de los anticuerpos y los grupos carboxilo existentes en los extremos de las
moléculas de dextrano de la matriz del chip. Los anticuerpos (1 pg/ml) en solucion
tampbn acetato so6dico 10 mM pH 5 se inyectaron sobre la superficie del chip

previamente activado con una mezcla equimolar de EDC-NHS (1-etil-3-(3-
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dimetilaminopropil)carbodiimida-N-hidroxisuccinimida) hasta alcanzar el nivel de
inmovilizacién adecuado. Por ultimo, se bloquearon los grupos amino reactivos mediante

etanolamina 1 M.

Los experimentos se realizaron a 37 °C en el tampdn HBS-EP+ (Hepes 10 mM pH 7,4,
150 mM NaCl, 3 mM EDTA y 0,05 % surfactante P20 (GE Healthcare)). Se diluyeron los
analitos en el tampén HBS-EP+ a diferentes concentraciones (50, 100, 150, 200 vy
250 nM), se introdujeron tres blancos (sin proteina) entre las muestras y se duplico la
concentracion de 100 nM como control. El flujo de trabajo se fij6 en 100 pl/min, con un
tiempo de contacto de 60 s seguido de un tiempo de disociacion de 1000 s. Tras cada
ciclo, la superficie del chip se regenerd con una inyecciéon de 20 mM NaOH durante 45 s.

Todos los datos se procesaron con el software BlAevaluation 2.0 (GE Healthcare).

9.2 Analisis termodinamico de la interaccién antigeno-anticuerpo.

Para caracterizar los parametros termodinamicos de la interaccion se realizaron
estudios cinéticos, tal como estan descritos en el apartado anterior, pero a diferentes
temperaturas. Se repitié el mismo ensayo a 27, 32 y 37 °C y con los datos obtenidos, el
equipo nos permite estimar las variables AH y AS, asi como la AG de las interacciones
antigeno anticuerpo. Estos parametros termodinamicos pusieron de manifiesto
diferencias en la reactividad de mAb 3 frente a a3(IV)NC1 y a3(IV)NC1 co-expresada

con GPBP-1.

9.3 Analisis cinético de la interaccién a(IV)NC1-a(IV)NC1.

El proceso de oligomerizacién y formacion del protomero a través de la interaccidon
entre los a(IV)NC1 es un proceso variable del que, hasta el momento, Unicamente sélo
se han descrito tres tipos de protomeros. Para verificar estas premisas, se realizé6 un

estudio de la capacidad de interaccién existente entre los a(IV)NC1. Para ello, se
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siguieron los mismos pasos descritos en las interacciones antigeno-anticuerpo con

ciertas variaciones a nivel experimental.

Los experimentos se realizaron a 25 °C en el tampdn TBS-P+ (10 mM Tris pH 7,4,
50 mM NaCl y 0,05 % surfactante P20 (GE Healthcare)). Se diluyeron los analitos en el
tampdn TBS-P+ a diferentes concentraciones (0,25, 0,5, 1, 2 y 4 uM), se introdujeron tres
blancos (sin proteina) entre las muestras y se duplicé la concentracion de 0,5 puM como
control. El flujo de trabajo se fijé en 5 ul/min, con un tiempo de contacto de 300 s seguido
de un tiempo de disociacién de 300 s. Tras cada ciclo, la superficie del chip se regenerd

con una inyeccion de 20 mM NaOH durante 15 s a un flujo de 10 pl/min.

Todos los datos fueron procesados con el software BlAevaluation 2.0 (GE

Healthcare).

10 Ensayos de cristalizacion y resolucion de las
estructuras cristalinas mediante difraccion de

rayos X.
(Llevados a cabo en la unidad de cristalografia de macromoléculas del
Instituto de Biomedicina de Valencia, CSIC).

10.1 Cristalizacion de proteinas.

Las proteinas se cristalizaron mediante el método de difusion de vapor de la gota
sentada en placas Greiner CrystalQuick de 96 pocillos y el kit Research Crystal Screen
HT (Hampton Research, Aliso Viejo, CA). Las gotas de cristalizacion se prepararon
mezclando 0,4 ul de cada proteina (7,4 mg/ml en tampdn TBS (50 mM Tris, 150 mM

NaCl, pH 7,4)) con 0,4 pl de la mezcla de cristalizacién.

Los cristales de a1(IV)NC1 se obtuvieron en una solucién de sulfato de litio 1,4 My

Mes 0,1 M pH 6,5. Los cristales de a3(IV)NC1 crecieron en PEG3350 16 %,
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BisTrisPropano pH 7,5 y MgCl. 0,2 M (en el caso de a3(IV)NC1, el incremento de la
concentracion de NaCl hasta 500 mM en el tampbon de conservacidbn mejord
sustancialmente la calidad de los cristales). a4(IV)NC1 cristalizd en una solucién de
PEG3350 6 %, acetato sodico 0,2 My Mes 0,1 M pH 6,5 y a5(IV)NC1 lo hizo en
PEG8000 20 %, NaCl 0,2 M, CAPS pH 10,5. Se obtuvieron complejos cristalinos de
((a1)2(a2))2(IV)NC1 y de (a5,6,6)2(IV)NC1 en PEG8000 10 %, acetato magnésico 0,2 My

en PEG8000 20 %, MgCl2 0,2 My Tris pH 8,5 respectivamente.

10.2 Solucion crioprotectora.

Para evitar la formacion de hielo cristalino durante la congelacion de los cristales
mediante nitrogeno liquido, se empled una disolucion crioprotectora. Los cristales de
al1(lV)NC1 se criopreservaron mediante inmersiéon rapida en una disolucion compuesta
por la disolucion madre mas sacarosa 15 % y etilenglicol 7,5 %. Para la criopreservacion
de los cristales de a3(IV)NC1, a5(IV)NC1 y (a5,6,6)2(IV)NC1 se utiliz6 un 40 % de
PEG3350 (a3(IV)NC1) o PEG8000 (a5(IV)NC1, (a5,6,6)2(IV)NC1). En el caso de los
cristales de a4(IV)NC1, la criopreservacion se obtuvo con un primer lavado de los
cristales en PEG3350 20 % para posteriormente llegar a un porcentaje del 40 %. Por
ultimo los cristales de ((a1)2(a2))2(IV)NC1 se criopreservaron con una solucién de PEG

8000 20 % y sacarosa 20 %.

10.3 Difraccioén de rayos X de los cristales a(IV)NC1.

(El estudio estructural de los cristales a(IV)NC1 ha sido realizado esencialmente por

la Dra. Patricia Casino bajo la direccidén del Dr. Alberto Marina del IBV, CSIC).

La difraccidn de los cristales de los a(IV)NC1 se realizd en el sincrotron ESRF
(Grenoble, Francia). Se recogieron datos de difraccibn a diferentes resoluciones;

a1(IV)NC1 (1,8 A en ID23-2), a3(IV)NC1 (2,7 A en 1D23-1), a4(IV)NC1 (2,6 A en ID23-1),
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a5(IV)NC1 (1,85 A en ID-14-1), ((a1)2(a2))2(IV)NC1 (2,82 A en ID29) y (a5,6,6)2(IV)NCH
(2,85 A en ID23-2).

10.4 Determinacion de la estructura y refinamiento.

Los datos cristalograficos se procesaron y escalaron mediante los programas
informaticos MOSFLM y SCALA, incluidos en la suite informatica CCP4 (Collaborative
Computational Project 1994), o bien mediante el software XDS.

Los cristales de a1(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial ortorrombico P212121 con
parametros de la celda unidad a=94,85 A, b=127,05 A, c=130,54 A y a=B=y=90°; los
cristales de a3(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial hexagonal H3 con pardmetros de
la celda unidad a=b=131,52 A, ¢c=248,86 A y a=B=90°, y=120°; los cristales de
a4(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial ortorrombico C222; con parametros de la
celda unidad a=145,58 A, b=167,56 A, c=155,41 A y a=p=y=90°; los cristales de
a5(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial cubico P44132 con parametros de la celda
unidad a=b=c=121,28 A y a=B=y=90°; los cristales de ((a1)2(a2))2(IV)NC1 pertenecieron
al grupo espacial trigonal P3121 con parametros de la celda unidad a=b=126,15 A,
c=216,21 A y a=B=90°, y=120° y finalmente, los cristales de (a5,6,6)2(IV)NC1
pertenecieron al grupo espacial ortorrombico C2221 con parametros de la celda unidad
a=158,41 A, b=178,39 A, c=121,80 A y a=B=y=90°.

Las estructuras de los diferentes a(IV)NC1 se determinaron mediante reemplazo
molecular partiendo de la estructura de la molécula a1(IV)NC1 de placenta humana
(PDB id: 1T60) utilizando el programa Phaser (CCP4, 1994). Los modelos finales se
obtuvieron mediante la reiteracion de ciclos de refinado realizados con el programa
Refmac5 (Collaborative Computational Project 1994) y construccion manual realizada
mediante el programa Coot (Emsley y Cowtan 2004). El analisis de los datos
cristalograficos obtenidos para a3(IV)NC1 y ((a1)2(a2))2(IV)NC1 mediante el programa
Scala puso de manifiesto un porcentaje de twinning del 40 % y 39 % respectivamente,

por lo que se les aplico un refinado para dicho twinning implementado de manera
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especifica en el programa Refmach. Los detalles del proceso de refinado se detallan en
la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros del proceso de refinado de los cristales obtenidos. Los valores entre
paréntesis corresponden a los datos para la celda de mayor resolucion. Rfree es el
Rfactor calculado con un 5 % del total de las reflexiones unicas escogidas al azar y

omitidas en el refinamiento.

Datos Procesados| a1(IV)NC1 a3(IV)NC1 a4(IV)NC1 a5(IV)NC1  [((a1)2(a2))2(IV)NC1)(a5,6,6)2(IV)NC1

Linea ESRF ID23-2 ID23-1 ID23-1 ID14-1 ID29 ID23-2

Longitud onda (A) 0,87 1,00 1,00 0,98 1,25 0,87

Resolucion (A) 57,12-1,80 | 65,76-2,70 | 49,44-2,80 | 60,63-1,85 48,75-2,82 84,92-2,85

(1,9-1,8) (2,85-2,70) | (2,95-2,80) | (1,95-1,85) (2,97-2,82) (3,00-2,85)

Rmerge (%) 7,6 (38,8) 8,4 (26,4) 7,9 (33,6) 10 (35,4) 9,2 (36,7) 10,1 (34,2)

Rpim (%) 4,8 (24,8) 6,9 (22,3) 3,2 (13,1) 4,9 (17,4) 4 (16,6) 6,4 (22,2)

Media 1/5(l) 10,7 (2,8) 11,2 (4,9) 14,6 (5,6) 12,1 (4,1) 12,7 (3,6) 10,4 (3,7)

N° reflexiones 479.345/142.960|96.546/43.361 [341.405/46.979|125.648/26.393| 258.124/48.121 |137.258/40.033

(observadas/Unicas) | (68.684/20.928) | (12.599/6.111) | (51.123/6.783) | (18.482/3.812) | (36.709/6.976) | (19.915/5.798)

Completitud (%) 98,2 (99,0) | 98,4 (95,0) | 99,9 (100) | 99,3 (99,9) 98,9 (99,8) 99,0 (99,6)

Redundancia 3,4 (3,3) 2,2 (2,1) 7,3 (7,5) 4,8 (4,8) 5,4 (5,3) 3,4 (3,4)

Grupo espacial P212124 H3 C2224 P4,32 P3421 C2224

Dimensiones dela | @=9%85 |, __151 55| 8=19558 1, o 1012| acbe12615 | 271984
. b=127,05 =248 8’6 b=167,56 8 ’ =216 2’1 b=178,39

celda (A) c=130,54 T c=155,41 e c=121,80

i a=B=90

Angulos (°) a=B=y=90 120 a=R=y=90° | a=R=y=90 | a=P=90 y=120 | a=PR=y=90°

Y:

Ur:|dad a3|,metr|ca 6 8 6 1 6 6

(n° de moléculas)

Datos refinados

Rcrys (%) 18,3 16,6 23,2 18,8 16,6 19,8

Rfree (%) 20,8 18,9 28,0 20,7 18,9 24,2

N° atomos:

- Proteina 10.609 13.891 9.603 1.764 10.413 10.475

- Ligando/ion 70 0 0 24 0 6

- Agua 670 312 72 115 171 139

B-factors (A2)

- Proteina 17,9 29,5 56,9 12,39 63,9 33,3

- Ligando/ion 25,9 0 0 17,8 0 36,1

- Agua 255 35,8 48,7 18,3 51,8 24,5

Desviaciones r.m.s

- Ijongitud enlace (A) 0,008 0,008 0,009 0,007 0,005 0,006

- Angulos enlace (°) 1,30 1,14 1,33 1,09 0,81 1,06

Graficos de

Ramachandran:

- Favorables (%) 97,6 97,7 94,7 97,8 96 96,2

- Permitidos (%) 2,4 2,3 5,4 2,2 3,8 3,7

- No permitidas (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1
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1 Caracterizacion del epitopo.

La diana de los autoanticuerpos patogénicos anti-membrana basal en la enfermedad
de Goodpasture se identific6 como el dominio no colagenoso de la cadena a3 del
colageno tipo IV (a3(IV)NC1) (Saus y cols. 1988). Esta molécula pertenece a una familia
de proteinas formada por seis componentes (a1-a6(1V)) en la que las diferentes cadenas
se agrupan en base a sus caracteristicas en un grupo similar a a1 (a1,a3 y a5(1V)) y en

otro grupo similar a a2 (a2, a4 y a6(lV)) (Hudson y cols. 1993)

Mediante el uso de tecnologia phage display, librerias peptidicas de 7 y 12
aminoacidos y los anticuerpos circulantes de paciente (GPc) y el monoclonal mAb 3
hemos identificado nuevos residuos implicados en el epitopo de los autoanticuerpos.
Como resultado de este proceso se obtuvieron una serie de péptidos que mimetizaban el
epitopo de los anticuerpos analizados y de los que se pudo extraer la informacion
estructural presente en los propios autoanticuerpos, inaccesible mediante
aproximaciones previas. Las predicciones realizadas por paghe display se comprobaron
mediante ensayos de reactividad de los propios anticuerpos frente a mutantes generados
en base a dichas predicciones. El proceso de mutagénesis se realiz6 sobre a2(IV)NC1
que presenta el mismo esqueleto que el resto de dominios NC1, pero ademas, al
incluirse en otro subgrupo (el similar a a2(1V)) nos permiti6 comprobar la reactividad de
residuos que son comunes en a3(IV)NC1 y a1(IV)NC1 pero difieren en a2(IV)NC1. Estos
residuos, habian pasado inadvertidos hasta el momento debido al disefio experimental

utilizado previamente.

1.1 Epitopo mAb 3.
mAb 3 es un anticuerpo monoclonal murino que se caracteriza por competir con los

autoanticuerpos de paciente. Su epitopo se maped utilizando la misma técnica de
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construccién de quimeras utilizada en el andlisis del epitopo para los anticuerpos GPc,
identificandose como parte de su epitopo los residuos Serz1, Pross y Sersi, asi como
otros residuos indeterminados en la regién Eg (David y cols. 2001). Estos hallazgos
convierten a mAb 3 en una herramienta apropiada para comprobar la validez de nuestra
aproximacion experimental sin comprometer los dificiimente accesibles y limitados

anticuerpos GPc.

1.1.1 Péptidos obtenidos.

La Tabla 2 muestra el titulo de los fagos obtenidos tras someter mAb 3 a ensayos de
“panning” frente a las librerias phage display de 7 y 12 aminoé&cidos.
Tabla 2. Titulo, en ufc/ml, de los bacteriofagos recuperados tras el “panning” de mAb 3

frente a las librerias peptidicas de 7 (constrenida con dos cisteinas) y 12 aminoacidos,
asi como del resultado de amplificar los bacteriofagos seleccionados.

12 Ronda 22 Ronda 3% Ronda
Libreria c7c 12 c7c 12 c7¢c 12
Titulo fagos 9,4x104 | 1,28x105 | 3,8x10° 1x107 1,1x108 6x107
Amplificacion 2,1x1013 6x1012 7x1012 4x1012 No se amplifica.

El incremento en el nUmero de fagos recuperados conforme se van realizando las
rondas de “panning” indica el enriquecimiento de la poblacion de fagos con péptidos

especificos para mAb 3.

Tras la ultima ronda de seleccidén se secuenciaron 10 clones de fagos de cada libreria
y su resultado se detalla en la Figura 24. Del total de secuencias obtenidas, la secuencia
CTWTISRHC se repitié tres veces y las secuencias HGWLYPHPRYPV vy

APWHLSSQYSRT 4 y 2 veces respectivamente.
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mAb3_c7c_ 01 CTWTHSRHC 9 mAb3_12_02 HGWENPHPRN ----PM- 12
mAb3_c7c_ 06 CTWTHSRHC 9 mAb3_12_04 HGWENPHPRN ----PM- 12
mAb3 c7c_ 05 CTWTHMSRHC 9 mAb3 12 07 HGWENPHPRN ----PM- 12
mAb3_c7¢_09 CMPHERBAC 9 mAb3_12_.08 HGWENPHPRN ----PNM- 12
mAb3_c7c_10 CMPQWNERC 9 mAb3_12. 09 - SHENPKTBN ----JES 12
mAb3_c7¢c_07 CGPMWMEPC 9 mAb3_12 01 -APWHESSQN --SR--T 12
mAb3_c7c_.04 CTQSPHAEC 9 mAb3_12.06 -APWHESSQN --SR--T 12
mAb3_c7c_ 02 CHISSMAQSC 9 mAb3 12 05 SAPGHESSQN --SR--- 12
mAb3_c7c_ 08 CHSEQBPEC 9 mAb3 12 .03 A---HESPKH HEKEN--B 12
mAb3_c7c_ 03 CRMGBHPAC 9 mAb3 12_10 WBDTEMMSTMS H- - - - - S 12

Figura 24. Alineamiento tipo clustalW de los péptidos especificos de los clones de
fagos seleccionados por mAb 3 a partir de las librerias de siete (izquierda) y doce
(derecha) aminoacidos.

Los residuos se representan en codigo de una letra. El cédigo de colores agrupa
residuos con similares propiedades quimico-fisicas.

La aparicidon de secuencias repetidas se puede deber bien a la elevada afinidad del
anticuerpo por dichos péptidos, o bien a que el fago presente ciertas ventajas durante la
infeccién. Para diferenciar entre una y otra opcién realizamos un ELISA de fagos
monoclonales en el que la placa de microtest se habia recubierto con mAb 3 pudiendo

revelar asi la afinidad de los péptidos.

Se dispone de una base de datos de péptidos seleccionados en experimentos de
phage display (Huang y cols. 2012, Liu y cols. 2012) y se sabe que, a menos que se
realice un adecuado bloqueo de la microplaca, pueden unirse a ella preferentemente
ciertos fagos portando péptidos con secuencias ricas en residuos de triptofano que
favorecen su interaccién con la superficie plastica de la microplaca. En ninguno de
nuestros experimentos de “panning” se seleccionaron fagos portadores de secuencias
con afinidad por el plastico de la microplaca o por reactivos componentes del ensayo,

como son los agentes de bloqueo.

1.1.2 Determinacion de la afinidad de mAb 3 por los péptidos.

En el analisis de los péptidos mediante ELISA de los fagos monoclonales se observé

que todos los péptidos seleccionados se unian a mAb 3 (Figura 25).
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Figura 25. Reactividad en ELISA de
los fagotopos seleccionados a
partir de las dos librerias phage
display frente a mAb 3.

Se representa la media y la desviacion
estandar del desarrollo de color
(absorbancia en OD a A de 492) para
cada fagotopo de 3 ELISAs. La senal
de fagos control no especificos fue del
orden de decenas de mOD (no
mostrado en la gréfica). La placa se
tapiz6 con mAb 3 (1 pg/ml) y se
anadieron del orden de 1x10'0 ufc de
bacteriofagos.

ELISA OD (492 nm)

Fago

Ya que los fagos que exhibieron secuencias repetidas se unian fuertemente al
anticuerpo mAb 3 en ELISA, la presencia de copias de dichas secuencias entre los
clones seleccionados deberia responder a su elevada afinidad por el mAb 3 y no a

ventajas en el proceso de infeccion.

1.1.3 Prediccién de epitopos mediante pepsurf.

Una vez conocida la secuencia de los péptidos seleccionados por mAb 3, se
analizaron mediante el algoritmo informatico del programa Pepsurf. Para ubicar dichos
péptidos en la molécula, ante la carencia de estructura 3D para el heterohexamero
(a3,4,5)2(IV)NC1, utilizamos un modelo de este heterohexamero que generamos

mediante el programa Modeller (ver Anexo II).

Se realiz6 la prediccién del epitopo de mAb 3 usando como parametros iniciales:
Epitope mapping algorithm= Pepsurf; Protein structure= PDB del heterohexamero
(a3,4,5)2(IV)NC1 modelado en la presente tesis; Chain identifier= A (se utilizé tanto

a3(IV)NC1 como el heterohexamero completo, pero al obtenerse resultados similares, se
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acoto la busqueda a a3(IV)NC1 para agilizar los calculos informaticos), y las secuencias

de los péptidos seleccionados mediante phage display mostrados en la Figura 24.

Pepsurf realiza una representacion grafica del heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 en
donde posteriormente buscara en la superficie de a3(IV)NC1 regiones con elevada
similaridad a los péptidos seleccionados por el anticuerpo mAb 3 (Mayrose y cols. 2007).
Con este proceso de alineamiento, los péptidos seleccionados se ordenan respecto a los
residuos del antigeno a través de su semejanza en el plegado (Mayrose y cols. 2007),
proporcionando la posibilidad de identificar epitopos conformacionales en mAb 3. En la
Figura 26 se muestra un ejemplo de los datos que proporciona Pepsurf para cada uno de

los péptidos analizados.

*Alignment with highest score*

Alignment score: 14,7146 P-value: 0,00049876

peptide: IDTFYMSTMSHS

path: LB4A P82A T81A Y180A Y181A S184A T143A F187A S186A Y185A S182A
Alignment:

IDTFYMSTMSHS

LPTYY-STFSYS

Figura 26. Ejemplo de los datos proporcionados por Pepsurf para el péptido mAb
3 12 10.

Cada péptido analizado recibe una puntuacion para su alineamiento en la superficie
de a3(IV)NC1. Ya que puede haber mas de un regidn candidata, la regiébn con un p-valor
menor se considera la mas idonea. Luego, cada aminoacido presente en el péptido
seleccionado se asigna a un residuo presente en la superficie de a3(IV)NC1. A partir del
analisis de todos los residuos de a3(IV)NC1 revelados por lo péptidos se determinan las

zonas de a3(IV)NC1 con elevada probabilidad de participar en el epitopo de mAb 3.
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La Figura 27 muestra, a partir del analisis de todos los péptidos seleccionados por
mAb 3, un histograma de frecuencias en el que se representa el nUmero de veces que
cada residuo de a3(IV)NC1 aparece en las predicciones generadas por Pepsurf. El
histograma pone de manifiesto que las predicciones alcanzadas por Pepsurf son
compatibles con aquellas procedentes del uso de quimeras y mutagénesis dirigida
(Netzer y cols. 1999, David y cols. 2001) ademas de afadir nueva informacién sobre el
epitopo. La concordancia de resultados nos confiri6 seguridad en el uso de la
metodologia phage display para profundizar en el conocimiento del epitopo

Goodpasture.

Figura 27. Histograma de
10 frecuencias para aquellos
residuos de a3(IV)NC1
8 candidatos a formar parte
del epitopo de mAb 3.

" Predicciones generadas por
Pepsurf usando los péptidos
seleccionados por mAb 3 a
partir de las dos librerias
, \ | peptidicas phage display. Se

representan las frecuencias

| NHI MM

Frecuencia

de los residuos ubicados en
la regién Ea(azul) y Eg (rojo).

secuencia oc3(|\7)NC1

En la Figura 28 se visualizan los tres residuos identificados previamente usando
mutagénesis dirigida como parte del epitopo de mAb 3 (representados con esferas en
color azul y amarillo) y los nueve residuos predichos mediante phage display y Pepsurf
para ese anticuerpo (representados con esferas en color amarillo y rojo). De los tres
residuos Serz1, Sers1 y Prosg previamente identificados mediante mutagénesis dirigida
(David y cols. 2001), dos de ellos, Ser21 y Prozs (en amarillo en la figura), también han

sido identificados mediante phage display. Ademas, los resultados obtenidos con el uso
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de esta metodologia permiten predecir la participacidén en el epitopo de mAb 3 de otros 7
residuos localizados en la region Eg (Aspi2s, lle129, Pro1so, Proiz1, Cysis2, Proiaz y Trpiss)
de a3(IV)NC1 no identificados previamente. La implicacion de la region Eg en el epitopo
Goodpasture era conocida por la reactividad mostrada por los anticuerpos GPc y mAb 3

hacia las quimeras que albergaban dicha region (Netzer y cols. 1999).

Prosao ﬁ» 5

Pros ‘ |l9120l‘ \'

Cysia2

Figura 28. Prediccion de residuos del epitopo de mAb 3 mediante mutagénesis
dirigida y phage display-Pepsurf.

Representacion en cinta del modelo de (a3,4,5(1V))2NC1 y en esferas de los residuos
predichos ser parte del epitopo de mAb 3 mediante ambas técnicas (amarillo),
mutagénesis dirigida (azul) y phage display-Pepsurf (rojo).

Asi, con el uso del anticuerpo mAb 3, que compite por el epitopo GP con los
anticuerpos de paciente Goodpasture, pudimos comprobar que la combinacion de las
técnicas de phage display y prediccibn de epitopos mediante Pepsurf podia ser
adecuada para proporcionar informacién valida sobre el epitopo de anticuerpos con un

marcado caracter conformacional. Ademas, esta técnica presenta una ventaja inherente
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frente a otras aproximaciones anteriores, pues la informacion sobre el epitopo se extrae
directamente a partir de los anticuerpos. Es decir, los anticuerpos seleccionan aquellos
péptidos que mimetizan el epitopo real del antigeno en base a sus caracteristicas fisico-
quimicas y estructurales y es, a partir de dichos péptidos, de donde se extrae la

informacion del epitopo.

1.2 Epitopo anticuerpos GP circulantes.
Una vez comprobada con mAb 3 la posible idoneidad del binomio phage display-
Pepsurf en la caracterizacion de un epitopo conformacional, utilizamos los anticuerpos

circulantes de paciente.

1.2.1 Péptidos obtenidos.

La Tabla 3 detalla el titulo de los bacteriofagos recuperados tras exponer los
anticuerpos GPc a tres rondas de “panning” utilizando las librerias peptidicas
combinatoriales de 7 y 12 aminoacidos.

Tabla 3. Titulo, en ufc/ml, de los bacteriofagos recuperados tras el “panning” de los GPc

frente a las librerias peptidicas de 7 (constrenidos por dos cisteinas) y 12 aminoacidos,
asi como del resultado de amplificar los bacteriofagos seleccionados.

12 Ronda 2° Ronda 3% Ronda
Libreria c7c 12 c7c 12 c7c 12
Titulo fagos 1x106 2x108 6x106 8x108 1,2x107 1x107
Amplificacién 2,3x1013 | 2,3x1012 | 1,5x1013 9x1012 No se amplifica.

El incremento en el numero de fagos recuperados conforme se van realizando las
rondas de “panning” indica el enriquecimiento de la poblacién de fagos portadores de
péptidos que se unen a los anticuerpos GPc. Logicamente el numero de fagos

recuperados con los GPc es sensiblemente mayor (entre 10 y 100 veces) que los fagos
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recuperados en el “panning” con mAb3. Este hecho se fundamenta en la monoclonalidad

de mAb 3 frente a los anticuerpos GPc que constituyen una poblacion heterogénea de

anticuerpos con diferentes epitopos (compartidos o no).

Tras la dltima ronda de seleccidn se secuenciaron 20 clones de fagos de cada

libreria, cuyas secuencias se detallan en la Figura 29. El numero de fagos secuenciados

se incrementd respecto el caso de mAb 3, debido a la complejidad del epitopo a analizar.

Se partia de una poblacién de anticuerpos posiblemente heterogéneos purificados a

partir de plasmaféresis de un paciente Goodpasture, cuyos GPc iban dirigidos contra la

molécula de a3(IV)NC1. La existencia de mas de una regién implicada en el epitopo

(Borza y cols. 2000) exigia disponer de la mayor cantidad de informacién posible

referente a dichos epitopos.

7.5
7.14
7.9
7.3
7.1
7.17
7.20
7.19
7.6
7.2
7.7
7.8
7.12
7.18
7.11

CHKSENNA-C
CPKSSGARE-C
CP¥TRENH-C
CPGEAPEP-C
CPEHTTEA-C
CPAHPPKA-C
CHEATPNT-C
C-ESAGHSAC
CTEST-HRSC
CPESQ-NRSC
CEVPT-HRQC
C-TNHETPSC
CHNNHSRP-C
CW-GHPEGTC

CMBG-PHQEC

(U Je I Ue JuVe e Ve S Ue JaNe e Ve JaNe Ve JaNe Ve JaNe)

Figura 29. Alineamiento tipo clustalW de
los péptidos seleccionados por los GPc.
Los péptidos se seleccionaron a partir de las
librerias de siete (izquierda) y doce (derecha)
aminoacidos. Para facilitar su lectura, las
secuencias que aparecieron repetidas, solo se
representan una vez.

12.1 -T-ABATSST NBPH 12
12.5 -A-PWHESSQ NSRT 12
2.14 -l -EWSBNNN EBPR 12
2.19 -D-NMEFAKQET EMEN 12
2.15 AE-TEHPQ-P [EBHP 12
12.3 KEWNEHPTQA EW-- 12
2.18 GP-KGHMQ-S [EQMNR 12
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Del total de péptidos distintos obtenidos, la secuencia CIKSFNNAC aparecié dos
veces y CPGFAPFPC se repitié cuatro veces tras el uso de la libreria de 7 aminoacidos y
las secuencias TALATSSTYDPH y APWHLSSQYSRT se repitieron 7 y 3 veces
respectivamente con el uso de la libreria de 12 aminoacidos. Interesantemente el ultimo
péptido, APWHLSSQYSRT se selecciond también por mAb 3, lo que confirma que mAb 3
y los anticuerpos GPc comparten parte de su epitopo. Esto quedd, ademas, demostrado
por la unién de este clon de fagos a ambos tipos de anticuerpos (mAb 3 y GPc) en el

ELISA de fagos monoclonales.

1.2.2 Determinacion de la afinidad de los anticuerpos GPc por los péptidos.

El ELISA con los anticuerpos GPc y los fagos monoclonales revel6é (Figura 30) que
aunque la gran mayoria de péptidos seleccionados se unian a los anticuerpos GPc,
algunos lo hacian muy débilmente. Aun asi, estos péptidos que proporcionaron baja
sefal se incluyeron también en el analisis realizado por Pepsurf, ya que datos previos
obtenidos en nuestro laboratorio, referentes a “panning” de anticuerpos lineales,
indicaban que aunque el anticuerpo no reconociera los péptidos seleccionados en el
ELISA de fagos monoclonales, éstos si poseian informacién estructural del epitopo,

como se puso de manifiesto en el posterior cartografiado del epitopo mediante Pepsurf.
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Figura 30. Reactividad en
ELISA de los fagotopos
seleccionados a partir de las
dos librerias phage display
frente a los anticuerpos GPc.
Se representa la media y la
desviacion estandar del
desarrollo de color
(absorbancia en OD a A de
492) para cada fagotopo de 3
ELISAs. Los pocillos de la
microplaca se tapizaron con
autoanticuerpos GPc (1 pug/ml).
Se anadieron 1x10'° ufc de
bacteriofagos.

@

o

ELISA OD (492 nm)

c7c_01
c7c_02
c7c_03
c7c_05
c7c_06
c7c_07
c7c_08
c7c_09
c7c_11
c7c_12
c7c_14
c7c_17
c7c_18
c7c_19
c7c_20
12_01
12_03
12_05
12_14
12_15
12_18
12_19

Fago

Al igual que observamos en los experimentos de “panning” con mAb 3, ya que los
péptidos con secuencias que aparecieron repetidamente se unian fuertemente a los
anticuerpos GPc proporcionando alta sefial en estos ELISAs, la presencia de mas de
una copia de dichas secuencias entre los clones seleccionados, deberia responder a su

elevada afinidad por los anticuerpos GPc y no a ventajas en el proceso de infeccion

1.2.3 Prediccidon de epitopos mediante pepsurf.

Una vez realizado el “panning” y secuenciados los péptidos seleccionados por los
GPc, se sometieron al analisis mediante Pepsurf. Nuevamente, por las razones arriba
expuestas para mAb 3, usamos el modelo de heterohexdmero (a3,4,5)2(IV)NC1 recogido

en el Anexo Il.

En el estudio bioinformatico se usaron como parametros iniciales: Epitope mapping
algorithm=Pepsurf; Protein structure= PDB del heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1
modelado en la presente tesis; Chain identifier= A (se utilizdé tanto a3(IV)NC1 como el

heterohexamero completo, pero al obtenerse resultados similares, se acoto6 la busqueda
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a a3(IV)NC1 para agilizar los calculos), y las secuencias de los péptidos seleccionados

frente a anticuerpos GPc mostrados en la Figura 29.

Al igual que indicamos para el caso de mAb 3, se construydé un histograma de
frecuencias, en el que se representa el numero de veces que cada residuo de a3(IV)NC1
aparecia en las predicciones generadas por Pepsurf (Figura 31). El andlisis del
histograma, pone de manifiesto que los residuos predichos por Pepsurf como candidatos
al epitopo de los GPc concuerdan con las regiones propuestas mediante el uso de
quimeras y mutagénesis dirigida (Netzer y cols. 1999, David y cols. 2001). Dos zonas en
la superficie de a3(IV)NC1 destacan como regiones donde con mayor probabilidad se
ubican los residuos candidatos a formar parte de los epitopos. Estas regiones incluian
todos los residuos previamente propuestos mediante otros métodos (Gunnarsson y cols.

2000, David y cols. 2001), con la excepcidn de Valo7 y Glnsa.

12, Figura 31. Histograma de
frecuencias para los residuos
10 de a3(IV)NC1 candidatos a
formar parte del epitopo de los

oo

GPc.

Predicciones generadas por
Pepsurf usando los péptidos
seleccionados por los
anticuerpos GPc a partir de las
) 1 dos librerias peptidicas phage

JM mb display. En azul y en rojo se
o [

representan las frecuencias de
secuencia a3(IV)NC1

Frecuencia

los residuos ubicados en la
region Eay Es, respectivamente.

La comparacién de los histogramas correspondientes a los anticuerpos mAb 3 y GPc

(Figuras 27 y 31) reveld, como se esperaba para epitopos con elementos compartidos,
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una gran similitud, pero no exactitud, en el patron de distribucion de los residuos
candidatos a formar parte del epitopo. En el caso de mAb 3, los residuos pertenecientes
a la region Ea son escasos y presentaron frecuencias menores. En cambio, la region Es
esta ampliamente representada y la frecuencia de los residuos era mucho mayor. No era
este el patron en el histograma de frecuencias obtenido para los anticuerpos GPc, en
donde la region Ea aparecio estar mucho mas representada tanto en el niumero como en
la frecuencia de los residuos. Sin embargo, en la region Eg, pese a que el nUmero e
identidad de aminoacidos involucrados en el epitopo resulta ser similar, su frecuencia
parece ser mucho menor, lo que, en principio, restaria peso a la contribuciéon de esta

region al epitopo de los anticuerpos GPc.

1.2.4 Seleccion de los residuos candidatos a mutagénesis.

Tras la prediccidon por Pepsurf de los residuos candidatos al epitopo de los
autoanticuerpos GPc (Figura 31), decidimos, para poder confirmar su participacion en el
epitopo mediante mutagénesis dirigida, acotar mas los probables elementos
involucrados. Se eliminaron las areas comunes entre todos los a(lV)NC1, como la
secuencia (119)Ala,Val,His,Ser,GIn(123) y aquellos residuos comunes entre a2(IV)NC1 y
a3(IV)NC1. Se descartaron, ademas, aquellos residuos que presentaron una frecuencia
inferior a dos en nuestros resultados, de tal forma que establecimos como candidatos
definitivos al estudio de mutagénesis dirigida del epitopo de los autoanticuerpos GPc los
residuos Thrzs and Tyrso en la region Ea; Thri2z, Prois1, His1a4, y Lys141 en la region Es; y

Thrge y Alaigs fuera de ambas regiones (Ea y Es).
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a1(IV)NC1 GLPG---SMGPPGTPSV--DHGFLVTRHSQTIDDPOCPSGTKILYHGYSLLYVOGNERAH
a3 (IV)NC1 GLPGLKGKRGDSGSPATWTTRGFVFTRHS QTTAIPSCPEGTVPLYSGFSFLFVOGNORAH
a2 (IV)NC1 GSPGL-=———- PGMPGRSVSIGYLLVKHSQTDQEPMCPVGMNKLWSGYSLLYFEGQEKAH
& &b
M4
a1(IV)NC1 GODLGTAGSCLRKFSTMPFLFCNINNVCNFASRNDYSYWLSTPEPMPMSMAPITGENIRP
a3 (IV)NC1 GODLGTLGSCLORFTTMPFLFCNVNDVCNFASRNDYSYWLSTPALMPMNMAPITGRALEP
a2 (IV)NC1 NODLGLAGSCLARFSTMPFLYCNPGDVCY YASRNDKS YWLSTTAPLPM--MPVAEDEIKP
n
=
al(IV)NC1 FISRCAVCEAPAMVMAVHSQTIQIPPCPSGWSSLWIGYSFVMHTSAGAEGSGQOALASPGS
a3 (IV)NC1 YISRCTVCEGPAIAIAVHSQTTDIPPCPHGWISLWKGFSFIMFTSAGSEGTGOALASPGS
@2 (IV)NC1 YISRCSVCEAPATATAVHSQDVSIPHCPAGWRSLWIGYSFLMHTAAGDEGGGQSLVSPGS
g 22 S
a1(IV)NC1 CLEEFRSAPFIECHG-RGTCNYYANAYSFWLATIERSEMFKKPTPSTLKAGELRTHVSRC
a3 (IV)NC1 CLEEFRASPFLECHG-RGTCNYYSNSYSFWLASLNPERMFRKP IPSTVKAGELEKIISRC
a2 (IV)NC1 CLEDFRATPFIECNGGRGTCHYYANKYSFWLTTIPEQSFQGSPSADTLKAGLIRTHISRC
b
=

al(IV)NC1 QVCMR-RT*

a3(IV)NC1 QVCMKKRH*

a2 (IV)NC1 QVCMK-NL*

Figura 32. Alineamiento tipo ClustalW de las secuencias de a1(IV)NC1, a2(IV)NC1 y
a3(IV)NC1.

Las regiones Ea y Eg aparecen sombreadas. Los nueve aminoacidos previamente
descritos como parte del epitopo, que han sido mutados en M1, aparecen en negrita
(n6tese que la Sers1 es comun entre a2(IV)NC1 y a3(IV)NC1, por lo que no fue mutada).
Los residuos mutados en a2(IV)NC1, aparecen identificados con el nombre de la
quimera en la que se incluyen.

En la Figura 32 se indica el nombre de las quimeras aqui preparadas que contiene los
residuos a mutar. Asi, primero se mutaron los residuos que eran comunes entre
al1(IV)NC1 y a3(IV)NC1 pero diferentes de a2(IV)NC1. A continuacion, aquellos residuos
qgue eran diferentes entre los a(IV)NC1 y se encontraban ubicados en la region Egs. Por
ultimo, mutamos aquellos residuos diferentes entre los a(IV)NC1 ubicados fuera de la

regién Eg. En la Figura 33 del modelo de heterohexdamero (a3,4,5)2(IV)NC1, se indica la

localizacién en superficie de los residuos mutados aqui.
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Figura 33. Representacion en
superficie del modelo de
heterohexamero
(a3,4,5)2(IV)NC1 y de los
residuos mutados.

El heterohexamero esta formado
por dos protbmeros idénticos,
compuestos de una cadena de
a3(IV)NC1 (rojo), una cadena de
a4(IV)NC1 (azul marino) y una
cadena de a5(IV)NC1 (verde).
Las regiones del epitopo
aparecen coloreadas Ea
(amarillo) y Eg (morado) en la
superficie de a3(IV)NC1. Los
residuos aqui propuestos para
ser parte del epitopo de los autoanticuerpos GPc aparecen identificados y coloreados en
azul cian.

El esquema de la Figura 34 muestra la composicion en residuos y nomenclatura de
los seis mutantes generados (M1-M6) a partir de la proteina a2(IV)NC1, tras reemplazar
residuos en ésta por sus equivalentes en a3(IV)NC1 en base al alineamiento de las
secuencias de al1(IV)NC1, a2(IV)NC1 y a3(IV)NC1 (Figura 32) y las predicciones del

epitopo generadas en este trabajo.

Residuos mutados en a2(IV)NC1

a2(IV)NC1\D14 Q15 E16 M18 V21 M23 | N24 K25 /W27 A54 | A94 V122/H126 A129 1136 |T192
Sl T17 A18 119 S21 E24 T26 V27 P28 Y30 Q57 T99 T127 P131P131K141A196

Residuos equivalentes introducidos a partir de a3(IV)NC1

M
M2

M3
M4

M5
M6

dd

Figura 34. Esquema de las quimeras preparadas a partir de a2(IlV)NC1.

La barra superior (correspondiente con la quimera M6) representa la molécula de
a2(IV)NC1 mostrando los 16 residuos que se mutan (mitad superior de la barra) por los
residuos indicados de a3(IV)NC1 (mitad inferior de la barra). Las lineas gruesas en las
quimeras mutantes M1-M6 representan los residuos mutados en cada quimera de
a2(IV)NC1 correspondientes con la barra superior.
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1.2.5 Analisis de las quimeras generadas. ELISA, Western Blotting y SPR.

Todas las quimeras generadas se purificaron por afinidad mediante columnas de

resina anti-FLAG tal y como se recoge en metodologia. Las quimeras purificadas

mostraron movilidades electroforéticas (SDS-PAGE) como bandas Unicas de un tamano

~ 30 kDa (Figura 35A) que resultaron ser reconocidas por los autoanticuerpos GPc al

analizarlas en condiciones no reductoras mediante Western-blotting. Interesantemente,

los mutantes M2-M6 manifestaron mayor reactividad frente a los autoanticuerpos GPc en

comparacion a la quimera control M1, poniendo de manifiesto que los residuos mutados

en dichas quimeras, como consecuencia de las predicciones obtenidas mediante phage

display, deberian contribuir de forma critica al autoantigeno Goodpasture (Figura 35B).

| a2(IV)NC1

M1

M2

M3
M4
M5
M6
a3(IV)NC1

Rojo
Ponceau

—‘“ <a(IV)NC1
-
—
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Figura 35. Caracterizacion
electroforética e
inmunoquimica de las

quimeras.
A) Tincion con azul de
Coomassie de la

electroforesis (SDS-PAGE,
12 % poliacrilamida) bajo
condiciones reductoras de
las quimeras M1-M6 y de
a2(lV)NC1 y a3(IV)NC1. B)
Western blotting a membrana
de nitrocelulosa de la
electroforesis de las
proteinas analizadas en A
bajo condiciones no
reductoras: a) tincién con rojo
Ponceau; Inmunodeteccion
de las proteinas con
anticuerpos anti-FLAG b) o
con anticuerpos GPc ¢). Las
flechas senalan los diferentes
tipos de proteinas a(IV)NC1
analizados.
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Cuando las quimeras se analizaron mediante ELISA, se obtuvo un resultado
conforme con aquel procedente de Western-blotting en términos de la reactividad
mostrada por los anticuerpos GPc hacia las quimeras en comparacion con la exhibida
frente a a3(IV)NC1. La reactividad de los anticuerpos GPc hacia la quimera M3 doblé su
intensidad respecto a la quimera control M1, manteniéndose en linea con la
proporcionada frente a a3(IV)NC1, el antigeno real de los GPc. Las diferencias en la
reactividad entre M2 y M3, que son significativas, pusieron de manifiesto que el residuo
Tyrso es critico en la regiébn Ea para el reconocimiento por los GPc (Figura 36). Los
residuos mutados en las quimeras M5 y M6, escasamente incrementaron la reactividad

de los anticuerpos GPc mas alla de lo observado con la quimera M3.

Figura 36. Reactividad en ELISA
de los anticuerpos GPc hacia las
proteinas a2(IV)NC1, a3(IV)NC1 y
las quimeras M1-M6 preparadas
aqui.

Los resultados se expresan en tanto
por ciento relativo a la senal
obtenida con a3(IV)NC1, la diana
natural. Los asteriscos indican que
existen diferencias estadisticamente
significativas P<0,01 respecto a la
reactividad hacia M1.

125+

100+

50+

25+

M4 - ———

e

e N
a3(IV)NC1-—

sefal relativa
N
o (@)]
[
M1 -
M2 -
M 3 -

a2(IV)NC1-

Los analisis realizados mediante resonancia de plasmén de superficie (SPR) pusieron
de manifiesto una disminuciéon gradual en la constante de afinidad (KD) de los
anticuerpos GPc por las quimeras desde la M1 a la M6. Asi, la afinidad de los
anticuerpos GPc hacia las quimeras aumenté desde la quimera M1 al resto de ellas,

aproximandose a la afinidad de su diana natural a3(IV)NC1 (Figura 37A). Estos
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hallazgos confirmaban la participacion de los residuos mutados en el epitopo.
Paralelamente, al analizar el Valor de Rmax (Que representa la sefial maxima tedrica de
analito que se puede alcanzar para un valor dado de anticuerpos GPc inmovilizados en
el chip) obtenido en los experimentos de afinidad, se observd un incremento de este
valor Rmax desde el mutante M1 hasta a3(IV)NC1 (Figura 37B) lo que, de nuevo,
corroboraba los resultados anteriores e indicaba que el proceso secuencial de

mutagénesis llevado a cabo mejoraba el reconocimiento de los GPc hacia su epitopo.

A B
4.0
-09.
4.1%10 3_0]
2.0
_ 3.1x1070%4 1.57
= o
Q '09- E
0 2.1x10 E
1.04
1.1%10-0°4
1.0%10-10- i
- < n ({e] L o < o) o
s = = = s = = =

a3(IV)NC1 -
a3(IV)NC1

Figura 37. Estudio mediante SPR de la influencia de las mutaciones introducidas
en a2(IV)NC1 en las quimeras indicadas sobre su afinidad frente a los anticuerpos
GPc.

Se representa la constante de afinidad (KD) en el panel Ay el valor Rmax en el panel B.

1.3 Conclusiones objetivo 1.

Hemos profundizado en la caracterizacidon del epitopo de los anticuerpos GPc
mediante la aplicacién de la tecnologia phage display por primera vez a este fin. Esta

tecnologia, nos ha permitido la obtencion de péptidos seleccionados por los
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autoanticuerpos GPc a partir de dos librerias de péptidos combinatoriales comerciales.
Es de aceptacién general la creencia de que los péptidos seleccionados o fagotopos
mimetizarian las propiedades fisico-quimicas y la organizaciéon espacial de los auto-
epitopos (Mayrose y cols. 2007). De hecho, hemos generado, en base a esta
informacion, quimeras que fueron reconocidas por los anticuerpos GPc con similar
intensidad a como reconocen a la diana natural a3(IV)NC1. Estas quimeras se
prepararon a partir de la proteina a2(IV)NC1 que presenta una mayor divergencia frente
a a3(IV)NC1 que la proteina al1(IV)NC1 usada hasta el momento por otros
investigadores en estudios de mutagénesis (Quinones y cols. 1989). Los resultados
obtenidos aqui, no sélo corroboraron hallazgos previos en la definicion del epitopo
(Borza y cols. 2001, Hellmark y cols. 2003), sino que identificaron nuevos residuos
(Thros, Tyrao, Thriz7, Pro1s1, His1as, Lysia1, Threg y Alaigs) involucrados en la unidén de los

autoanticuerpos GPc, cuya participacion era desconocida hasta el momento.

Paralelamente a proporcionar nueva informacioén estructural complementaria acerca
de los epitopos GP, la aproximacién realizada por phage display ha abierto la posibilidad
del uso de nuevos compuestos (péptidos) con capacidad de bloquear la unién de los

autoanticuerpos GPc a su autoantigeno “in vivo”.

La confirmacién de la reactividad de los mutantes generados de a2(IV)NC1 (las
quimeras) frente a los autoanticuerpos GPc verificada mediante ELISA, Western blotting
y SPR, sugirié el papel inmunopatogénico de los residuos mutados, aportando datos
cinéticos de la interaccion antigeno-anticuerpo que, eventualmente, podrian resultar

criticos en la generacion de agentes bloqueantes terapéuticos.

Los hallazgos y resultados alcanzados aqui se obtuvieron a partir del estudio de

suero de un Unico paciente, lo que podria hacer dudar de la representatividad de los
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datos en la enfermedad o bien hacer pensar en que aquellos se encuentren sesgados.
A nuestro entender, se pueden descartar dichas sospechas ya que las evidencias y datos
disponibles indican que no existen diferencias sustanciales entre los auto-epitopos de los
pacientes. Todos los sueros de pacientes GP ensayados por nosotros (datos no
mostrados y no publicados) y otros investigadores (Hellmark y cols. 1994, Segelmark y
cols. 2003) compiten con mAb 3 por a3(IV)NC1. Como hemos mencionado arriba, el
epitopo de mAb 3 se ubica en una regidn solapante con los autoanticuerpos GPc, por lo
que comparte su caracter conformacional y la dependencia de la correcta formacién de
los puentes disulfuro. Apoyando estos hechos, nuestros resultados obtenidos por phage
display para mAb 3, han revelado la existencia de residuos tanto localizados en la region
Ear como en la regidbn Eg, implicados en el epitopo que son comunes a los
autoanticuerpos GPc. Ademas, hemos aportado la evidencia de la existencia de un
péptido en comun, seleccionado por ambos anticuerpos durante el proceso de “panning”,
lo que es indicativo, sin lugar a dudas, que mAb 3y los anticuerpos GPc comparten parte

de su epitopo.

Consecuentemente, los residuos con elevada reactividad descritos para los
autoanticuerpos GPc utilizados en este trabajo, resultaron ser idénticos a los descritos
previamente para otros pacientes GP, que, ademas, manifestaron propiedades
inmunopatogénicas tras su ensayo en modelos animales (Hellmark y cols. 2003). Por
tanto, aunque se espera la existencia de cierta variabilidad en los epitopos a nivel
individual (Hellmark y cols. 1994), los datos de los que se dispone hasta el momento,
claramente indican que los residuos reactivos no varian significativamente entre los
pacientes GP. En consecuencia, los residuos de interaccidn con los autoanticuerpos

GPc, Thros, Tyrso, Threo, Proisi, y Alaigse, comunes a los dominios a1-a3(IV)NC1, no
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identificados en estudios previos y por tanto, de los que no se tienen datos acerca de sus
propiedades inmunopatogénicas, han sido identificados aqui utilizando técnicas de
biologia molecular. Resta pués por esclarecer la relevancia patogénica de nuestros
hallazgos, comprobando las propiedades inmunopatogénicas en modelos animales
adecuados de las quimeras de a2(IV)NC1 que hemos generado en base a las

predicciones obtenidas utilizando la tecnologia del phage display.
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2 Integracion del epitopo Goodpasture en el
hexamero a(lV)NC1.

Los sindromes de Goodpasture y Alport son dos enfermedades raras causadas por
un fallo funcional en rifién y pulmén (Hudson y cols. 2003). El sindrome de Goodpasture
se desencadena a partir de un ataque autoinmune rapidamente progresivo frente a la
cadena a3 del colageno tipo IV como diana. Por contra, el sindrome de Alport se
presenta como una enfermedad genética desarrollada a partir de mutaciones en alguno
de los genes que codifican para las cadenas de a3 (COL4A3), a4 (COL4A4) y a5
(COL4AD5) en el colageno tipo 1V, de tal forma que la integridad de la membrana basal
glomerular queda comprometida por la persistencia de la redes constituidas a partir de
protomeros (a1)2a2(IV)NC1, lo que acabara por generar fallo renal y la posible formacion
de aloanticuerpos en respuesta a trasplantes renales en los que estan presentes los

protdmeros a345(1V)NC1.

El colageno tipo IV se engloba en el grupo de los colagenos no fibrilares, es capaz de
formar redes y es el mayor constituyente de las membranas basales. Existen seis
cadenas distintas de colageno tipo IV (a1-a6(1V)), estas poseen la capacidad de
ensamblarse en trimeros, que reciben el nombre de protobmeros, que iniciaran la
formacion de la red de colageno, sin embargo, a pesar de la multitud de combinaciones
posibles, en la naturaleza sélo se han identificado tres de ellas, que se corresponden con

los siguientes heterohexameros:
(a1)202(IV)/(a1)202(lV) =P ((a1)2(a2))2(IV)NCH.
a3a4a5(IV)/a3a4a5(1lV) =¥ (a3,4,5)2(IV)NCT.

(@1)202(IV)/(a5)206(1V) = (al)2(a5)2(a2):(a8)1(IV)NCA.
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Desde que se resolvio la primera estructura atomica 3-D del heterohexamero
((a1)2(a2))2(IV)NC1 (Than y cols. 2002), no se han obtenido estructuras 3-D para otro
tipo de hexameros a(lV)NC1. Ya que el heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 es la diana del
ataque autoinmune en los sindromes de Goodpasture y Alport, el segundo objetivo de
esta tesis perseguia resolver su estructura 3-D para comprender las bases estructurales
a nivel atdbmico de la enfermedad e integrar en aquellas la informacion obtenida del
epitopo Goodpasture mediante la tecnologia de phage display.

Las seis cadenas de proteina recombinante de coladgeno humano tipo IV obtenidas
aqui mediante el sistema de expresion en células de insecto, permiti6 abordar estudios
tanto de afinidad mediante SPR entre las diferentes cadenas a(lV)NC1, como de
cristalografia de proteinas. Estos estudios culminaron en la resolucion de la estructura
atobmica 3-D de los homohexameros ai1(IV)NC1, a3(IV)NC1, a5(IV)NC1 y de los
heterohexameros de (a5,6,6)2(IV)NC1 y de ((a1)2(a2))2(IV)NC1 junto con la forma

monomeérica de a4(IV)NC1.

2.1 Estructuras de los dominios no colagenosos del colageno IV.
2.1.1 Heterohexamero (a3,a4,a5)2(IV)NC1.

- Expresion y caracterizacion de cada uno de los dominios no colagenosos
que integran el heterohexamero (a3,a4,a5)2(IV)NC1.

Las proteinas a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 se obtuvieron de forma individual
en un sistema de expresidn que usa baculovirus y células de insecto y que incorpora en
su extremo N-terminal un tag (FLAG) para facilitar su purificacion (Figura 38). Las masas
moleculares obtenidas de acuerdo a su movilidad electroforética de 28, 31 y 27 kDa son

consistentes con los calculados a partir de la estructura primaria de ~ 28 kDa para
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mondmeros de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 portando el tag FLAG N-terminal,

respectivamente.
5 S5 o - Figura 38. Tincion con azul Coomassie de las
Z Z2 Z2 =« <2> proteinas recombinantes a3(IV)NC1, a4(IV)NC1
2 é 4 ﬁ S s = Y a5(IV)NC1.
T 3 © €% £ S Las proteinas se sometieron a electroforesis

W43 (SDS-12 % poliacrilamida) bajo condiciones
reductoras. Junto al carril (Mw) de marcadores de

»» 34 masas moleculares indicadas en kDa, se ha

a cargado una mezcla de las tres proteinas
W 26 recombinantes bajo estudio.

El andlisis mediante cromatografia de exclusibn molecular (Figura 39) del estado

oligomérico de las proteinas purificadas revel6 que mientras a3(IV)NC1 y a4(IV)NC1 se

comportan como mondmeros, a5(IV)NC1 eluyé en dos fracciones, una mayoritaria

~ 70%) monomérica vy el resto hexamérica.
y
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Figura 39. Perfil cromatografico de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1.

A) Las proteinas fueron analizadas mediante cromatografia de exclusion molecular en
columna Superdex 200HR 10/30 a una concentracién de 1 mg/ml. En el cromatograma
de las tres proteinas bajo estudio destaca un pico mayoritario correspondiente a formas
monomeéricas y una fraccion hexamerica (h) exclusivamente presente en el caso de
a5(IV)NC1. También se observa un pequeno pico de material agregado de elevado peso
molecular (> 680 kDa) que eluyd con el volumen vacio de la columna. B) Curva de
calibracion de la columna. Kav= (Ve-Vo)/(Vt-Vo); Kav: equivalente a la constante de
distribucién. Ve: volumen de elucion de la proteina. Vo: volumen vacio de la columna
estimado a partir del volumen de elucién de azul dextran 2000 (7,8 ml). Vt: volumen total
de la columna (21,4 ml). Marcadores de masas moleculares: Quimotripsina (25 kDa),
BSA (66,9 kDa), Aldolasa (158 kDa), Tiroblobulina (669 kDa).
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- Formacion de oligémeros.

Para el estudio de la formacion del heterohexdmero (a3,4,5)2(IV)NC1 utilizamos
mezclas equimoleculares (~ 37 pyM) de los dominios no colagenosos a3(IV)NC1,
a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 recombinantes (Figura 40). Como indicamos arriba (Figura 39),
a la concentracion utilizada (1 mg/ml), un tercio de la cantidad de partida de a5(IV)NC1
se encuentra en forma hexamérica, lo que corresponde con el ~ 11 % de la proteina de
la mezcla en el momento inicial del ensayo. Tras el corto periodo de tiempo requerido
para mezclar las proteinas y realizar el analisis cromatografico inicial (tiempo cero de
incubacion) se detectd un 20, 50, y 20 % de la proteina total como mondémero, dimero y
hexadmero, respectivamente, lo que indica que el proceso de oligomerizacion se inicia
inmediatamente después de la exposicion mutua de las proteinas. Bajo las condiciones
utilizadas, la generacion de la/s forma/s hexamérica/s sigue una cinética hiperbdlica
(Figura 40B), alcanzandose un maximo que representa del orden del 84 % de la proteina
total y requiriéndose ~ 50 min para formar el 50 % de la/s forma/s oligomérica/s
nuevamente generadas. La limitacion de la/s forma/s hexamérica/s a un maximo del
~ 85% del total se debe, probablemente, a la presencia inicial arriba indicada de un 11 %
de homohexamero de a5(IV)NC1 que no esta disponible para su posible ensamblado
con los monomeros de a3(IV)NC1 y a4(IV)NC1, que a la concentracion utilizada
permanecen como formas monoméricas (Figura 39). La incubacion de los dominios no
colagenosos a3(IV)NC1 y a4(IV)NC1 recombinantes (Figura 40) de manera individual no
condujo a otra forma oligomérica que la de mondémero. El analisis tanto mediante
espectometria de masas MALDI TOF-TOF como Western blotting e inmunodeteccion de
la fraccidbn hexamérica revelo6 la presencia de moléculas de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y de
a5(IV)NC1, lo que, junto con los analisis cinéticos, son consistentes con la formacién de

heterohexdameros (a3a4ab5)2(IV)NC1 y de homohexameros a5(IV)NC1 a partir de los

95



Resultados y desarrollo argumental.

dominios no colagenosos a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 recombinantes producidos
con el sistema de baculovirus/células de insecto. Asi pues, este proceso de
oligomerizacion in vitro permite reproducir la formacion del heterohexamero
(a3,4,5)2(IV)NC1 como ha sido descrito a partir de fuente natural y de material

recombinante (Boutaud y cols. 2000).

A a3(IV)NCT B
20; h + 90
_ ; - a4(IV)NCA1 .80 —"
2 15 i + (¢
\E/ a5(|V)NC1 9 60 ® Hexamero
| © 50 i
§ 10 2 0 v Dimero
8 dm .8) 30 0 Monémero
51 QO 2
S 10 =
o) AU Pt : M : 0 - - - 1 —
0 5 10 15 20 0 2 4 6 812 24
Volumen de elucion (ml) Tiempo (hr)

Figura 40. Caracterizacion del heterohexamero (a3,4,5)>(IV)NC1.

Los monémeros a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 se mezclaron en concentraciones
equimolares y se expusieron a condiciones de oligomerizacion. A) Cromatograma en
donde se identifican los picos correspondientes a hexamero (h), dimero (d) y monomero
(m). B) Curso temporal de la formacibn de hexameros monitorizada mediante
cromatografia de exclusién molecular.

- Intentos de cristalizaciéon del heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1.

Las proteinas recombinantes a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 concentradas
individualmente a =10 mg/ml, se mezclaron equimolecularmente, y tras ajustar la
concentracion de la mezcla a ~ 7,4 mg/ml en TBS (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,4) se
sometieron a diferentes condiciones de cristalizacion (ver métodos). Se obtuvo
rapidamente una poblacion homogénea de cristales con simetria P4132 que difractaron
con una resolucion de 1,9 A (Figura 41). Los datos cristalograficos revelaron que el
cristal estaba constituido unicamente por una molécula de a5(IV)NC1 en la unidad

asimétrica. En la celda unidad, las moléculas de a5(IV)NC1 se disponian formando
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homohexameros con una arquitectura y tamafo idénticos al heterohexdmero de placenta

humana ((a1)2(a2))2(IV)NC1 (PDB id:1LI1) (ver mas adelante).

Figura 41. Cristal cubico de a5(IV)NC1.

Obtenido, bajo las condiciones indicadas en métodos, a partir
de mezclas equimoleculares de los dominios recombinantes
humanos no colagenosos a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NCA1.

A partir de esta muestra, ninguna condicion de cristalizacidon condujo a la obtencion
de otro tipo de cristales difractables que no estuvieran constituidos por homohexdmeros
de a5(IV)NC1. Ya que las proteinas a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 se usaron en la
mezcla de cristalizacion a una concentracion mayor a 1 mg/ml, de la que conociamos su
grado de agregacion, comprobamos ahora, mediante cromatografia de exclusion
molecular, el estado de oligomerizacion exhibido a las altas concentraciones usadas en
cada una de las tres proteinas a(lV)NC1 (Figura 42). Mientras el aumento en la
concentracion proteica no varid el patron de elucion y por tanto el estado de
oligomerizacion de a3(IV)NC1 y a4(IV)NC1, si provocd un desplazamiento del equilibrio
de las especies de a5(IV)NC1 hacia la formacién de homohexameros. Ya que mas del
80 % de a5(IV)NC1 se encuentra en forma de homohexamero, cabe pensar que la no
obtencion de cristales de heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 en el ensayo anterior podria
deberse a la baja cantidad generada de éste por falta de disponibilidad de suficiente
monomero de a5(IV)NC1 para participar en el ensamblaje del heterohexamero junto a

las proteinas a3(IV)NC1 y a4(IV)NC1.
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Figura 42. Influencia sobre el
estado oligomérico del
incremento de concentracion
— de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y
= — 03(IV)NCH a5(IV)NCH.
£ — a4(IV)NCT Mientras el perfil
= 20- a5(IV)NCT cromatografico se mantiene
N invariable en a3(IV)NC1 y
8 a4(IV)NC1 con respecto a
10+ aquel obtenido a concentraciéon
L inferior (1 mg/ml) (ver Figura
- 39), en a5(IV)NC1 se desplaza
0 5 1'0 1'5 2'0 el equilibrio hacia la forma
hexamerica. m: monémero; h:
hexadmero.
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Para evitar la formacion en exceso de homohexdmeros de a5(IV)NC1 antes de la
mezcla con las otras dos proteinas, se inici6 el proceso de ensamblado del
heterohexdmero a una concentracibn de cada una de ellas de ~ 1 mg/ml, para,
posteriormente, concentrarlas hasta ~ 7,4 mg/ml. Se pretendia de este modo promover la
interaccién entre los tres tipos de mondémero, evitando el secuestro de a5(IV)NC1 en
forma hexamérica dependiente de concentracion. Sin embargo, los resultados no se
apartaron del anterior: sblo se obtuvieron cristales formados por una molécula de

a5(IV)NC1 en la unidad asimétrica.

También para no favorecer su autoasociacion, se mantuvo la concentracion de
a5(IV)NC1 por debajo de 0,5 mg/ml. Para ello, en el proceso de purificacién, tras eluir la
proteina a través de la resina anti-FLAG por competicién con péptido FLAG soluble, éste
no se elimind por sucesivos pases de ultrafiltracion, (lo que conducia a la concentracion
de la proteina), sino que la muestra se dializ6 frente a TBS (50 mM Tris, 500 mM NaCl,
pH 7,4) tomando la precaucion de que a5(IV)NC1 no superase la concentracién de

~ 0,5 mg/ml. La monitorizacibn mediante cromatografia de exclusiobn molecular revel6
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que esta aproximacién no proporciond los resultados esperados (Figura 43) ya que la

proporciéon de homohexamero no se redujo respecto a la obtenida usando ultrafiltracion.

Figura 43. Efecto en la
‘ distribucion de formas
/ oligoméricas de a5(IV)NC1del
| procedimiento seguido para

w
C.’

a5(IV)NC1 j la eliminacion del péptido
_ a5(IV)NCT | FLAG utilizado en la
dializado purificacion.

Perfiles cromatogréaficos tras

\ cromatografia de exclusion

molecular de preparaciones de

a5(IV)NC1 sometidas a

E— ultrafiltracion o dialisis. m:
0 5 1'0 1'5 2'0 monoémero; h: hexamero.
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N
o

N
Q

L s et ——e T
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Para poder disponer de una poblacion de a5(IV)NC1 mayoritaria en forma
monomeérica y facilitar de este modo la interaccion con los monémeros de las otras dos
proteinas del heterohexamero, se analiz6 también la influencia de la fuerza ibnica sobre
la distribucion del equilibrio de oligomerizacion en a5(IV)NC1. La reduccion paulatina del
pH desde la neutralidad hasta un pH acido de 3 no alter6é por si misma la proporcion de
homohexamero, pero acompafiada de un descenso en la fuerza idnica, produjo un
desplazamiento de las especies de a5(IV)NC1 hacia formas no oligoméricas (Figura 44).
Asi, en presencia de 10 mM de KoHPO4 (pH 3) y 2,5 mM de NaCl, no se observaron
formas oligoméricas de a5(IV)NC1. La influencia de una adecuada fuerza ibnica
(> 75 mM) es esencial para alcanzar el correcto plegamiento observado a 500 mM de
NaCl ya que este queda perturbado a las concentraciones inferiores ensayadas. Sin
embargo, estas ultimas permiten revertir el correcto ensamblado tras recuperar la fuerza

iGnica inicial como se muestra en la Figura 45.

99



Resultados y desarrollo argumental.

40- Figura 44.
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a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 previamente dializadas frente a 10 mM KHPOu,
2,5 mM NaCl, pH 3 se mezclaron en cantidades equimolares. La mezcla, dializada
nuevamente frente a TBS (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 7,4) y posteriormente
concentrada hasta ~ 7,4 mg/ml, se comportd mayoritariamente como un hexamero
(Figura 45), con picos menores de formas mono y diméricas. La formacion de una
fraccion mayoritaria hexameérica es consistente con la generacion de un heterohexamero,
en el que se confirmb, ademas, por espectrometria de masas, la presencia de
a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1. Sin embargo, el heterohexamero asi preparado no
generd cristales bajo ninguna condicidon. La incapacidad para formar cristales, podria
deberse a una propiedad intrinseca del heterohexamero. También podria deberse a que
las condiciones utilizadas temporalmente, bajos pH y fuerza ibnica, para mantener en
forma monomérica y facilitar la interaccion de las proteinas que lo componen, hubiesen
alterado, de forma no totalmente reversible, su conformacién, perturbando en cierta
extension su ensamblaje e impidiendo su cristalizacion, aunque sin llegar a imposibilitar

que alcance su estado de oligomerizacion hexamérica.
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Figura 45. Perfil
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Se realizaron diversas aproximaciones mas para intentar cristalizar el
heterohexamero de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1: Expresion y purificacion de
cada una de las tres proteinas en cultivos infectados independientemente o purificacidén
de las tres proteinas a partir de cultivos infectados con los tres baculovirus
simultaneamente; purificacion de las proteinas expresadas tras infectar células con el
vector pFastBac Dual modificado en el que a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 se
clonaron conjuntamente, de tal forma que las tres proteinas siguiesen simultaneamente
el mismo procesamiento dentro de la maquinaria celular; aislamiento mediante
cromatografia de exclusion molecular, independientemente, de las fracciones
monoméricas de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1, (fracciones “ultrapurificadas”),
posterior mezcla en cantidades equimoleculares para permitir su ensamblaje y, posterior
concentracion. En todos lo casos, el perfil de los cromatogramas es consistente con la
presencia, en la fraccion hexamérica, de heterohexameros de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y
a5(IV)NC1 y de homohexameros de a5(IV)NC1, y de nuevo, los ensayos de
cristalizacion proporcionaron el mismo resultado: sbélo se generaron cristales de
homohexamero a5(IV)NC1.
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Dado que todos los a(IV)NC1 recombinantes portan en el extremo N-terminal una
region variable de hélice alfa (9 aminoacidos en el caso de a3(IV)NC1 y entre 11-15
residuos en el resto de a(lV)NC1) investigamos si su eliminacion en a5(IV)NC1 tenia
alguna repercusion en su autoasociacion. El motivo de la existencia en las
construcciones del material recombinante de esta pequefa cola N-terminal deriva de que
los dominios a(IV)NC1 obtenidos de fuente natural incorporan esta extensibn como
consecuencia de ser producto del proceso de solubilizacibn con la colagenasa
bacteriana. Tanto en otros laboratorios, como en el nuestro, los a(lV)NC1 se clonaron en
diferentes vectores de forma equivalente a como se hizo aqui con a3(IV)NC1, la diana
predicha para la respuesta autoinmune, y por tanto en todos los a(IV)NC1 recombinantes
se incorporo la correspondiente regién de hélice alfa. Disefiamos ahora una construccion
a5(IV)NC1 sin los quince residuos N-terminales correspondientes a la cadena a5(lV), de
forma que solo incluyera el dominio a5(IV)NC1 propiamente dicho y que llamamos

a5(IV)NC1del15aaN-term (clonado a partir de la Ser1459, en lugar de la Gly1445).

La expresidon de a5(IV)NCidel15aaN-term generd una proteina soluble con una

movilidad electroforética bajo condiciones reductoras compatible con su masa molecular

(Figura 46).

Ty T Figura 46. PAGE-SDS de a5(IlV)NC1 y su

g >l< (23 variante a5(IV)NC1del15aaN-term.

; ' ; La tincibn de Coomassie del gel (condiciones
- - O© - reductoras y 10 % poliacrilamida) muestra los
o) 3 n S 5 marcadores de peso molecular (Mw) con sus
X = T w O masas en kDa y la distinta movilidad

‘ ‘ electroforética entre ambas variantes compatible
34 - con su diferente masa molecular.
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La comparacién del cromatograma de exclusion molecular de ambas proteinas a una

concentracion de 1 mg/ml también revel6 volumenes de elucibn mayores tanto para el

homohexamero como para el monb6mero de la variante delecionada (Figura 47).

Interesantemente, la proporcion de la fraccidbn hexamérica correspondiente a la variante

delecionada era mucho menor que aquella de la proteina a5(IV)NC1 original

cromatografiadas bajo las mismas condiciones. Asi, la presencia del fragmento N-

terminal de 15 aminoacidos parece facilitar la formacion del homohexamero a5(IV)NC1.

Podria ser que este fragmento actuase como factor de nucleacion, favoreciendo la

formacion de la triple hélice y el posterior ensamblaje del protomero.
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Figura 47. Perfil de elucion tras
cromatografia de exclusion
molecular de a5(IV)NC1 y su variante
a5(IV)NC1del15aaN-term.

Las diferencias en los volumenes de
elucién correspondientes al
homohexamero y al monomero de la
variante delecionada respecto de la
proteina a5(IV)NC1 debidas a la
reduccidbn de sus masas moleculares
acompanan a la escasa presencia de la
forma hexamérica de a5(IV)NCH1
del15aaN-term.

La disponibilidad de la variante a5(IV)NC1del15aaN-term que exhibia un mayor

desplazamiento del equilibrio de los oligbmeros hacia la forma monomérica podria

favorecer el rendimiento de formacion de heterohexdmeros de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y

a5(IV)NC1 y quizas también su cristalizacion.
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Se partié de fracciones monoméricas ultrapurificadas de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y
a5(IV)NC1del15aaN-term, para evitar al maximo proteinas contaminantes. Tras

someterlas a condiciones de asociacion se concentraron a ~ 7,4 mg/ml.

Ambas preparaciones (con a5(IV)NC1del15aaN-term o a5(IV)NC1) se comportaron
ligeramente diferente en la cromatografia de exclusion molecular (Figura 48) aunque los
perfiles cromatograficos, a la vista de los resultados anteriores, indican que ambas
fracciones hexaméricas deben estar constituidas por heterohexameros de a3(IV)NC1,
a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1del15aaN-term y homohexameros de a5(IV)NC1del15aaN-term
en un caso, y por heterohexdmeros de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 vy
homohexameros de a5(IV)NC1, en el otro. Como se aprecia en la Figura 48 la fraccion
hexamérica de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1del15aaN-term eluye un poco mas
tarde (0,3 ml) y su pico es ligeramente mas abierto que el correspondiente a la fraccion
equivalente de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1, lo que es consistente,
respectivamente, con el tamafo ligeramente menor del componente
a5(IV)NC1del15aaN-term en los hexameros de esta preparacion y con su mayor
heterogeneidad en tamafnos (6x[X-15aa] y (4xX + 2x[X-15aa])) frente a 6xX en el
material sin delecionar (Figura 48). Probablemente, las fragmentos de cadenas a de
15aa en los NC1 no delecionados, influencian ligeramente su plegamiento y perturban su
movilidad cromatogréfica, lo que conduce a las diferencias observadas

experimentalmente.
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A 107 h B
Quimotripsina (25 kDa)
0.6+ Qi
el 8 0.5+ r:tgg:m?;a <—.monc'>mero a5, 39.2 kDa
E ol a3+ad+as(IVINCT o4 38.3 kDa +——BSA (66.9 kDa)
= 9] -4+ Aldolasa (158 kD
o __a3+od+o5(IV)NC1 > 1o :S?( ‘:’]8 ) a)
eleronexamero
Q def15aaN-term dm g 031 heterohexamero _—» 3a4aBNC
Q o3ada5del11aaNC1 224 kDa
®) 0.2 186 kDa
0.1+ Tiroglobulina (669 kDa)
0 T T T 1 0.0 T 1
0 5 10 15 20 4 5 6
volumen de elucion (ml) log peso molecular (daltons)

Figura 48. Caracterizacion del heterohexamero formado por a3(IV)NC1, a4(IlV)NC1 y
a5(IV)NC1del15aaN-term.

A) Cromatografia de exclusidbn molecular de preparaciones de ensamblaje de mezclas
equimoleculares de monomeros “ultrapurificados” concentradas a 7,4 mg/ml. B) Curva de
calibracion de la columna. Kav= (Ve-Vo)/(Vt-Vo); Kav: equivalente a la constante de
distribucién. Ve: volumen de elucion de la proteina. Vo: volumen vacio de la columna
estimado a partir del volumen de elucién de azul dextran 2000 (7,8 ml). Vt: volumen total
de la columna (21,4 ml). Marcadores de masas moleculares: Quimotripsina (25 kDa),
BSA (66,9 kDa), Aldolasa (158 kDa), Tiroblobulina (669 kDa).

Desafortunadamente, a pesar del esfuerzo realizado y la esperanza de éxito tras el
comportamiento cromatografico observado en a5(IV)NC1idel15aaN-term, sélo se
obtuvieron cristales de homohexameros a5(IV)NC1, por lo que abandonamos los
intentos para encontrar condiciones que permitiesen la cristalizacion del heterohexamero

(03,4,5)2(IV)NC1.

2.1.2 Estructura de los restantes a(IV)NC1.

Los resultados cristalograficos obtenidos con a5(IV)NC1 nos impulsaron a tratar de
resolver la estructura cristalina de los seis tipos de a(lV)NC1 asi como de los posibles
hetero-oligbmeros dado que en la naturaleza se han detectado, ademés de los
heterohexameros (a3,4,5)2(IV)NC1, los heterohexameros ((a1)z2(a2))2(IV)NC1 vy
(a5,6,6(1V))2NC1. Se clonaron y expresaron con el sistema de baculovirus/células de
insecto el resto de a(lV)NC1. La Figura 49 muestra la pureza, movilidad electroforética y

comportamiento cromatogréfico (exclusion molecular) de las proteinas obtenidas, una
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vez purificadas. Todas las proteinas migran y eluyen como mondémeros excepto

a5(IV)NC1 que, como ya mostramos arriba, eluye también como complejo hexamérico.
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a6(IV)NC1

0D280 (mAu)
N w
.  ©

N
=)

:____,;_,_7‘1\=-’*{! \
26 0 5 10 15 20
Volumen de elucién (ml)

Figura 49. Analisis de los seis tipos de proteinas recombinantes a(IV)NC1.

A) Tincion de azul de Coomassie tras someter las proteinas a electroforesis PAGE-SDS
bajo condiciones reductoras y 12,5 % poliacrilamida. Las proteinas estan flanqueadas
por los marcadores de masa molecular que viene indicada en kDa. B) Cromatograma
exclusidbn molecular de las proteinas recombinantes a(IV)NC1 (1 mg/ml) expresadas con
el sistema de baculovirus/células de insecto y purificadas con una columna de afinidad
anti-FLAG.

- Expresion, asociaciéon y estado de oligomerizacion de las diferentes
proteinas a(IV)NC1 y de mezclas de pares de las mismas.

La Tabla 4 reune las propiedades oligoméricas de las proteinas a(lV)NC1 y de
asociaciones por pares entre ellas.

Tabla 4. Abundancia de forma hexamérica (%) en mezclas de pares de proteinas
a(lV)NCH1.

Proteina  [a1(IV)NC1 | a2(IV)NC1 | a3(IV)NC1 | a4(IV)NC1 | a5(IV)NC1 | a6(IV)NC1
al(lV)NC1 0 30,5 15,2 0 59,8 23,0
a2(IV)NC1 0 8,3 0 44,3 0
a3(IV)NC1 0 0 95,5 0
a4(IV)NC1 0 52,8 0
a5(IV)NC1 29,6 69,3
a6(IV)NC1 0

Bajo las condiciones de ensayo utilizadas (1 mg de cada proteina/ml) esencialmente

sOlo se detectaron, tras cromatografia de exclusion molecular, monémeros y formas
oligoméricas hexaméricas. Dado que a5(IV)NC1 es la unica proteina que exhibe la
capacidad de formar homohexameros, los hexameros generados tras las mezclas de
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pares de a(lV)NC1 corresponden a heterohexameros. En el caso de mezclas que
comprometen a a5(IV)NC1, si no hubiese heteroasociacion, cabria esperar un ~ 85 % de
la proteina total en forma de monémero y un 15 % en forma de homohexamero
correspondiente a a5(IV)NC1. Toda variacién respecto a esta distribucion se debe a la
formacion de algun tipo de heterohexamero aia5(IV)NC1. En la tabla destaca la alta
capacidad de asociacion de a5(IV)NC1 con todos los a(IV)NC1, incluido a4(IV)NC1,
siendo especialmente llamativa la avidez entre a3(IV)NC1 y a5(IV)NCA1.

Se intentd obtener cristales a partir de cada una de estas proteinas recombinantes
asi como de las combinaciones ya encontradas en la naturaleza. Ademas de cristales de
a5(IV)NC1, se obtuvieron cristales de a1(IV)NC1, a3(IV)NC1 y a4(IV)NC1, asi como de
mezclas de a5(IV)NC1 con a6(IV)NC1 y de a1(IV)NC1 y con a2(IV)NC1. La Figura 50

muestra los diferentes cristales obtenidos a partir de las proteinas indicadas.

Figura 50. Cristales obtenidos de las proteinas a(IV)NC1 indicadas y mezclas de
ellas.

Los cristales de a1(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial ortorrombico P21212¢ con
parametros de la celda unidad a=94,85 A, b=127,05 A, ¢=130,54 A y a=B=y=90°; los
cristales de a3(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial hexagonal H3 con parametros de
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la celda unidad a=b=131,52 A, c=248,86 A y a=B=90°, y=120°; los cristales de
a4(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial ortorrombico C222; con parametros de la
celda unidad a=145,58 A, b=167,56 A, c=155,41 A y a=p=y=90°; los cristales de
a5(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial cubico P44132 con parametros de la celda
unidad a=b=c=121,28 A y a=B=y=90°; los cristales de mezclas de pares de a1(IV)NC1y
a2(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial trigonal P3121 con parametros de la celda
unidad a=b=126,15 A, c=216,21 A y a=B=90°, y=120° y resultaron ser heterohexameros
((a1)2(a2))2(IV)NC1; finalmente, los cristales de mezclas de pares de a5(IV)NC1 y
a6(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial ortorrombico C2221 con parametros de la
celda unidad a=158,41 A, b=178,39 A, ¢c=121,80 A y a=B=y=90°, y resultaron ser

heterohexameros (a5,6,6)2(IV)NC1. Ver detalles en la Tabla 1 en metodologia.

La Figura 51 muestra una representacion en superficie de la estructura de los
diferentes cristales de a(IV)NC1 obtenidos. El cristal de al1(IV)NC1 contiene seis
moléculas en la unidad asimétrica formando un homohexamero (Figura 51A). El cristal
de a3(IV)NC1 contiene ocho moléculas en la unidad asimétrica, de las que, seis
constituyen un homohexamero y las otras dos forman parte de un homohexamero
generado mediante simetria cristalografica (Figura 51B). El caso de a4(IV)NC1 resulta
especial, pues en su cristal, hay seis moléculas en la unidad asimétrica, tres de las
cuales se situian de modo consecutivo a lo largo de un anillo hexamérico y los otras tres
se encuentran justo debajo de éstas, dispuestas en otro anillo hexamérico. Asi, las seis
moléculas de a4(IV)NC1 forman parte de un homohexamero particular, que, mediante
simetria cristalogréafica, genera un homodecamero (Figura 51C). El cristal de a5(IV)NC1
posee una molécula en la unidad asimétrica formando un homohexamero (Figura 51D).
El cristal de mezcla de a5(IV)NC1 y a6(IV)NC1 esta constituido por seis moléculas en la
unidad asimétrica que dan lugar al heterohexamero (a5,6,6)2(IV)NC1, en donde cada
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protomero se forma por una molécula de a5(IV)NC1 y dos de a6(IV)NC1 (Figura 51E). El
cristal de mezcla de a1(IV)NC1 y a2(IV)NC1 también contienen seis moléculas en la
unidad asimétrica dando lugar al heterohexamero ((a1)2(a2))2(IV)NC1, que se ensambla
siguiendo la misma disposicibn que el heterohexamero de placenta humana
((a1)2(a2))2(IV)NC1 (PDB id:1LI1), en donde cada protbmero esta formado por una

molécula de a2(IV)NC1 y dos moléculas de a1(IV)NC1 (Figura 51F).

A B

a1(lV)NC1 a3(IV)NC1
6 mol. (hexamero) 8 mol. (hexameros)

a4(IV)NC1
6 mol. (hexamero)

D E F

a5(IV)NC1 (a5,6,6)2(IV)NC1 ((a1)2(a2))z(IV)NC1
1 mol. (hexamero) 6 mol. (hexamero) 6 mol. (hexamero)

Figura 51. Representacion en superficie de la estructura cuaternaria de los
diferentes cristales de a(IV)NC1 obtenidos.

Los homohexameros de ai1(IV)NC1, a3(IV)NC1, a5(IV)NC1 y los heterohexameros
(a5,6,6)2(IV)NC1 y ((a1)2(a2))2(IV)NC1 presentan idéntica estructura cuaternaria al
heterohexamero ((a1)2(a2))2(IV)NC1 obtenido de fuente natural. Sin embargo,
a4(IV)NC1 forma forman parte de un homohexamero particular, que, mediante simetria
cristalografica, genera un homodecamero.
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Los homohexameros al1(IV)NC1, a3(IV)NC1, a5(IV)NC1 al igual que los
heterohexameros (a5,6,6)2(IV)NC1 y ((a1)2(a2))2(IV)NC1 presentaron voliumenes
similares (~ 195.000 A3), asi como areas de superficie con ligera variabilidad (desde
33.700 a 35.900 A2) y con un valor RMSD de superposicion inferior a 0,8 A (Tabla 5).
Todas las estructuras de homo y heterohexameros obtenidas, excepto a4(IV)NC1,
mostraron la estructura hexamérica cuaternaria tipica de los a(IV)NC1, un elipsoide
alargado idéntico a la estructura ((a1)2(a2))2(IV)NC1 del heterohexdmero de placenta
humana (PDB id:1LI1), de placenta bovina (PDB id:1T61) y de capsula de cristalino
bovino (PDB id:1M3D, 1T60). La reproduccion fiel de la estructura 3D del
heterohexamero ((a1)2(a2))2(IV)NC1 obtenido de fuente natural con nuestro material
recombinante del heterohexamero ((a1)2(a2))2(IV)NC1 obtenido de fuente natural, valida
el sistema de expresion con baculovirus y células de insecto que hemos usado y apunta
al hecho de que el resto de estructuras que hemos obtenido pudiesen también

corresponderse con posibles estructuras cuaternarias fisiol6gicas no identificadas hasta

el momento.

Tabla 5. Propiedades fisicas de los hexameros a(lV)NC1 obtenidos.

al(IV)NC1 | a3(IV)NC1 | a5(IV)NC1 |((a1)2(a2))2(IV)NC1|(a5,6,6)2(1V)NC1
Volumen (A3) 194.840 194.485 193.234 194.959 196.313
Area superficie (A?) 34.210,2 | 35.143,6 | 33.696,6 34.361,7 35.902,6
Radio esférico (A) 35,96 35,94 35,86 35,97 36,05
a1(IV)NC1 - 0,62 0,55 0,59 0,66
R la3(IV)NC1 - 0,67 0,72 0,76
I\slI a5(IV)NC1 - 0,67 0,75
(?\ ((a1)2(a2))2(IV)NCT - 0,66
(05,6,6)2(IV)NC1 -
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El hexdmero tipo, se encuentra constituido por dos protbmeros o trimeros, el superior
formado por las subunidades A, By C y el inferior por las subunidades D, E y F. El caso
de a4(lV)NC1 resulta particular pues este presenta tres subunidades A, B y C que
interaccionan con tres subunidades D, E y F, ubicadas en posicion inferior. Los
mondmeros de un trimero se relacionan con los del trimero opuesto mediante un eje
binario, independientemente de que pertenezcan a un homohexdmero o a un
heterohexamero. Dentro del propio trimero, los monémeros se relacionan a través de un
eje ternario, a excepciéon del homohexamero de a4(IV)NC1 en donde A-B, A-C, D-E, D-F
se relacionan mediante un eje hexagonal y sélo C-B y E-F lo hacen mediante un eje
ternario. El cambio en los ejes de geometria de a4(IV)NC1 conlleva un desapareamiento
que impide la adquisicion de la estructura tipica del hexamero, pasando a adquirir una

estructura dodecamérica abierta. Figura 52.

Figura 52. Distribucion de los monomeros constituyentes en la estructura
cuaternaria de los los a(lV)NC1 resueltos.

A) Distribucion en el hexamero tipo, en donde los monémeros A, B y C forman el trimero
superior y los monémeros C, D y E forman el trimero inferior. B) Distribucién de los
monomeros en el homohexamero a4(IV)NC1.
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Todas las estructuras, a excepcion de a4(IV)NC1, presentaron una superficie de
interaccion similar entre los monémeros que constituyen los trimeros (~ 4.000 A2), sin
embargo la superficie de interaccion entre mondémeros de trimeros opuestos, resultd de
mayor variabilidad, mostrando mayor interaccion (~ 2.000 A2) entre los monémeros A-D,
B-E y C-F, aproximadamente la mitad (~ 1.200 A2) entre los monémeros A-F, B-D yC-Ey
una ligera interaccion (~ 100 A2) entre A-E, B-F y C-D, (ver Tabla 6). En el caso de
a4(IV)NC1, los monémeros A-B, A-C, D-E y D-F ubicados dentro del trimero mostraron
una superficie de interaccién relativamente menor respecto a los hexameros tipo
(~ 2000 A2) y una superficie reducida (~ 600 A2) entre los monémeros A-D, A-E, B-E, C-D

y C-F de trimeros opuestos.

Tabla 6. Comparacion de las superficies de interaccion (A2) entre los monémeros que
constituyen los trimeros/hexameros a(IV)NC1 indicados.

in‘:\e’;i:;n a1(IV)NC1 | a3(V)NC1 | ad(IV)NC1 | a5(IV)NC1 |((a1)2(a2))=(IV)NC1| (a5,6,6)2(IV)NC1
A-B 4544 4.364 2.089 4.163 4.547 4.570
A-C 4568 4.320 2.124 4.163 4.222 4.338
B-C 4.544 4.447 - 4.163 4.435 4.583
D-E 4.624 4.406 2.031 4.182 4.154 4.432
D-F 4.569 4.450 2.076 4.182 4.324 4.392
E-F 4.620 4.238 - 4.183 4.305 4.397
A-D 2.259 2.237 751 1.658 1.952 2.217
A-E 146 102 564 79 25 121
A-F 1.162 1.101 - 882 737 1.020
B-D 1.146 1.089 - 883 801 779
B-E 2.222 2.227 1.658 1.874 1.937
B-F 101 102 - 79 148 123
C-D 135 103 583 79 17 125
C-E 1.179 1133 - 882 850 680
C-F 2.292 2.262 1.658 1.880 2.187
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2.2 Relacién entre los a(lV)NC1 en base a la interacciones entre
residuos.

En términos estructurales, cada uno de los a(lV)NC1 esta formado por dos dominios
C4 (numero de acceso SMART SMO00111) encontrandose uno de ellos (C4+; residuos
1-114) girado 60° respecto al otro dominio (C4»; residuos 115-230/4) (ver mas adelante).
Tras analizar las estructuras de los a(IV)NC1 resueltos aqui, se distinguen tres grandes
tipos de interacciones entre sus residuos constituyentes. (I) Interacciones que ocurren
entre las subunidades que mantienen unidos los dominios C4, (ll) Interacciones que
mantienen la estructura del trimero y (lll) Interacciones que mantienen la estructura

hexamérica.

2.2.1 Interacciones entre subunidades que mantienen los dominios C4 juntos.

En los mondmeros de a1(lV)NC1, a2(IV)NC1, a3(IV)NC1, a5(IV)NC1 y a6(IV)NC1,
las interacciones que estabilizan los dominios C4 se corresponden fundamentalmente
con los residuos 10-13 que interaccionan con los residuos 166-169, residuos 35-37 que
interaccionan con los residuos 146-149, residuos 41-47 que interaccionan con los
residuos 152-156, residuos 80-84 que interaccionan con los residuos 169-178, residuos
90-96 que interaccionan con los residuos 182-183 y por ultimo los residuos 113-114 que

interaccionan con el residuo 115.

En el caso de a4(IV)NC1 se han mantenido ciertas interacciones, tales como el
residuo 13 con los residuos 164-167, el residuo 35 con el residuo 143, el residuo 94 con
el residuo 181, el residuo 114 con el residuo 115. Debido a los cambios conformacionales
en esta proteina respecto al resto de a(IV)NC1 se han producido variaciones en ciertas
interacciones, por lo que los residuos 73-85 ahora interaccionan con los residuos

167-177 y se pierde la interaccion entre los residuos 41-47 y los residuos 152-156.
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2.2.2 Interacciones que mantienen la estructura del trimero.

El segundo tipo de relaciones son responsables de la formacion del trimero e implican
un mayor numero de interacciones entre las subunidades A-B, B-C, C-A en un trimero y
las subunidades D-E, E-F y F-D en el trimero opuesto. En los homohexameros
al(lV)NC1, a3(IV)NC1, a5(IV)NC1, la interaccion entre A-B es igual a la existente entre
D-E (A-B=D-E), la interaccién existente entre B-C es igual a la existente entre E-F
(B-C=E-F) y finalmente la interaccion C-A es igual a la existente entre F-D (C-A=F-D).
Por tanto, las interacciones existentes entre las subunidades A-B, B-C y C-A son
similares e implican un porcentaje elevado de interacciones polares, tales como la
interaccion de la Hiss con la Meti1e; residuos Asnaso-Glnas con los residuos Thris7-Leusss y
Argss-Lysse-Gini23; residuos Phess-Argze con los residuos Serigo-Leuzio y Gluti2-Trpiza y

por ultimo, un puente salino entre el Glui12 y la Argzor.

Los heterohexameros ((a1)z2(a2))2(IV)NC1 y (a5,6,6)2(IV)NC1 comparten las mismas
regiones de interaccion que los homohexdmeros con la salvedad que en
((a1)2(a2))2(IV)NC1 las interacciones entre A-B son iguales a las interacciones entre F-D
(A-B=F-D) y se corresponden a interacciones entre ai(IV)NC1-a1(IV)NC1; las
interacciones entre B-C son iguales a las interacciones entre D-E (B-C=D-E) y se
corresponden a interacciones entre al(IV)NC1-a2(IV)NC1 y finalemente las
interacciones entre C-A son iguales a las existentes entre E-F (C-A=E-F) y corresponden
a interacciones entre a2(IV)NC1-a1(IV)NC1. De igual forma, en el heterohexamero
(a5,6,6)2(IV)NC1, las interacciones entre A-B son iguales a las existentes entre F-D
(A-B=F-D) y se corresponden a contactos entre a5(IV)NC1-a6(IV)NC1; las interacciones
entre B-C son idénticas a las existentes entre D-E (B-C=D-E) y se corresponden a

contactos entre a6(IV)NC1-a6(IV)NC1 y las interacciones entre C-A son idénticas a las
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interacciones existentes entre E-F (C-A=E-F) y se corresponden a contactos entre

a6(IV)NC1-a5(IV)NCH.

En a4(IV)NC1, estas interacciones engloban a las subunidades A-B, que son
idénticas a las interacciones existentes entre D-F (A-B=D-F) y las interacciones entre las
subunidades C-A que son idénticas a las interacciones existentes entre E-D (C-A=E-D).
Todas las interacciones engloban contactos similares, ya sean polares o hidrofébicos,
que se corresponden con contactos entre Trp2s-Glyisa, Thrao-GlIns21, puente salino Gluaso-

Lysa1, residuos Prosi-Tyres con los residuos Alaias-Gly147, llee7-Serigg y Valzo-Pheqga.

2.2.3 Interacciones que mantienen la estructura hexamérica.

El dltimo grupo engloba interacciones entre ambos trimeros para estabilizar el
hexamero e implica interacciones entre las subunidades A-D, A-E, A-F, B-D, B-E, B-F,
C-D, C-E y C-F. De acuerdo con la area de interaccion compartida entre subunidades
opuestas dentro del hexamero, la interfaz mas pequena corresponde a A-E, B-F y C-D
las cuales poseen sélo una interaccién polar entre Asnss-Asnes. En ((a1)2(a2))2(IV)NCH,
las subunidades A-E y C-D no muestran esta interaccion polar, ya que al tratarse las
subunidades C y E de a2(IV)NC1, poseen un residuo de Glyss en vez del Asn impidiendo
la formacién del contacto polar entre esta subunidad y a1(IV)NC1. En a4(IV)NC1, B-F no
interaccionan, el residuo 68 es una His y los cambios conformacionales experimentados
ocasionan la formaciéon de nuevos contactos polares entre GlngsC-GlIni7sD,

Ala74C-His72D, His72A-Tyr73E y un contacto hidrofébico entre His72>-Argi77.

Las subunidades ubicadas alrededor del hexdmero que comparten una area de
interaccion moderada son A-F, B-D y C-E, que en a1(IV)NC1, a3(IV)NC1 y a5(IV)NC1

muestran contactos similares entre las respectivas subunidades (A-F=B-D=C-E) e
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implican un contacto polar entre Metoi1-Lys211/Lys211-Meto1, contactos hidrofébicos
Glyiso-Alaisi/Alaisi-Glyiso (en a3(IV)NC1 Alais1 es Serisi) y Asnig7-Asnisz, junto con un
juego de contactos polares entre los residuos Alaigs-Tyrige con los residuos Alaige-Tyr1so.
En ((a1)2(a2))2(IV)NC1, el contacto polar entre la Meto1-Lysz11/Lys211-Serg2 se encuentra
presente en A-F (a1(IV)NC1-a1(IV)NC1) y Metes-Lysz11/Lys211-Meter en B-D (a1(IV)NC1-
al1(lV)NC1), pero no en C-E (a2(IV)NC1-a2(IV)NC1), las interacciones entre Glyiso-
Alaisi/Alais1-Glyiso estan presentes en A-F y B-D, pero no en C-E; sin embargo, los
residuos Alaige-Tyrige estan presente en todos ellos. En (a5,6,6)2(IV)NC1, el contacto
polar entre la Metoi-Lys211 se encuentra presente Unicamente en A-F (a5(IV)NC1-
a5(IV)NC1), no en B-D (a6(IV)NC1-a6(IV)NC1) ni en C-E (a6(IV)NC1-a6(IV)NC1).
En A-F las interacciones hidrofébicas Glyiso-Alaisi/Alaisi-Glyiso y Asnisz-Asnigz estan
presentes, asi como las interacciones hidrofébicas Alaise-Gly14s en B-D y C-E. Las
interacciones polares Asnis7-Tyriso/Tyrigo-Asnig7 que se encuentran en A-F, poseen
interacciones homologas en B-D y C-E entre Tyrigs-Alaiss-Asnigs. ElI hecho de que los
heterohexameros ((a1)2(a2))2(IV)NC1 y (a5,6,6)2(IV)NC1 hayan perdido el contacto polar
entre la Meto1-Lys211 entre las subunidades impares parece indicar que estos se
restringen a las interacciones entre subunidades pares. La estructura cristalina del
hexamero de placenta humana ((a1)z2(a2))2(IV)NC1 (PDB:1LI1), presenta también un
puente similar entre la Serg>-K211 en las subunidades impares (a1(IV)NC1-a1(IV)NC1)
(ubicadas en los mondémeros A-F y B-D), las cuales estan ausentes entre las
subunidades pares (a2(IV)NC1-a2(IV)NC1) (ubicadas en los mondébmeros C-F), y
finalmente, cerca de este puente polar, existe un enlace sulfiimina (N-S) entre la
Metos-Lys211 en A-F, B-D y C-F y que no hemos detectado en ninguna de las estructuras
aqui obtenidas.
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La mayor zona de interaccion dentro del hexdmero es la compartida por A-D, B-E y
C-F, que en ai1(lV)NC1, a3(IV)NC1, a5(IV)NC1 muestran contactos similares con
interacciones polares en las que participan los residuos Asnzg-Asnig7/Asnigz-Asnsg Y
Asnazg-Gly150/Gly150-Asnsg; Glngo-Ginsz; Glngo-Glngo (sustituida en a5(IV)NC1 por Lysao),
Alazs-Argi79; la Argze forma una red con la Seriss (s6lo en a5(IV)NC1), un puente salino
con el Gluizs, un contacto polar con la Argizo y el Asnigz y finalmente un contacto
hidrofébico con la Tyriss; la region Asnzz-Aspze con la region Asnzz-Tyrze, y por ultimo
sendos puentes salinos entre Glui7s-Argze y Argize-Alaza. En el caso de
((a1)2(a2))2(IV)NC1, se observa en los mondébmeros A-D (a1(IV)NC1-a1(IV)NC1) las
mismas interacciones que se dan en los homohexameros junto con interacciones entre el
GInz7-Gluso, contactos hidrofobicos entre Asnzz-His177/His177-Asnzz y Argi79-Gly17s; en los
monomeros B-E (a1(IV)NC1-a2(IV)NC1) también se observan las mismas interacciones
que en los mondémeros A-D junto con un el contacto especifico Asnigs-Tyrz2 (ya que la
Tyr72 es un residuo especifico de a2(IV)NC1). Las interacciones entre los mondémeros
C-F (a2(IV)NC1-a1(IV)NC1) son también similares a las existentes en los monémeros A-
D con la Unica excepcidén de un puente salino entre Lyszo-Gluso. En (a5,6,6)2(IV)NC1 las
interacciones entre los monomeros A-D (a5(IV)NC1-a6(IV)NC1), B-E (a6(IV)NC1-
a6(lV)NC1) y C-F (a6(IV)NC1-a5(IV)NC1) son similares y uUnicamente aparecen
contactos polares nuevos en la interaccién entre los monémeros A-D entre el Glngs-Argrs,
Glni26-Argse. En a4(IV)NC1, las interacciones entre los monémeros A-D, B-E y C-F son
semejantes y ademas aparece un puente salino entre Argze-Aspzs € interacciones polares
entre Argro-Alazs, Argre-Glnizs, Glu173-Gln17s/Glni7e-Glu17s, junto con la interaccion entre

Glni7s-His1g2 en C-F. Para la observacién detallada de todas estas interacciones es
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necesario recurrir a los correspondientes PDBs generados de estas estructuras que se

encuentran en fase de preparacion para someterlos a publicacion.

2.3 Ensamblado monémero-hexamero.

Como muestra la Tabla 7, la superposicion de los monémeros de al(IV)NC1,
a2(IV)NC1, a3(IV)NC1, a5(IV)NC1 y a6(IV)NC1 con a4(IV)NC1 mostraron un valor de
RMSD de ~ 7,0 A, un orden de magnitud superior que el valor RMSD hallado para la
superposicion entre el resto de mondémeros a(lV)NC1. El elevado valor de RMSD con
a4(IV)NC1 se debe a los cambios conformacionales respecto al resto de a(IV)NC1 en las
regiones | (residuos 38-44), Il (residuos 63-77), lll (residuos 90-93), IV (residuos
144-154), V (residuos 185-188) de a4(IV)NC1, ademas de a la region VI (residuos
196-213) que no pudo trazarse al carecer de suficiente densidad electronica por ser,

probablemente, una region que permanece desordenada (Figura 53).

Tabla 7. Valor de RMSD de superposicion de los mondmeros a(lV)NC1 resueltos.

Monémero a2(IV)NC1 | a3(IV)NC1 | a4(IV)NC1 | a5(IV)NC1 | a6(1V)NC1
a1(IV)NC1 (A) 0,95 0,53 7,25 0,41 0,77
a2(IV)NC1 (A) - 0,86 5,97 0,81 0,68
a3(IV)NC1 (A) - 6,67 0,58 0,74
a4(IV)NC1 (A)* - 7,07 6,22
a5(IV)NC1 (A) - 0,77
a6(IV)NC1 (A) -

*Para el alineamiento con a4(IV)NC1 se tomaron 208 residuos, en lugar de los 225
utilizados en el resto de proteinas a(lV)NC1, debido a que parte de la estructura de
a4(IV)NC1 no se pudo trazar por falta de densidad electrénica.
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A al(IV)NC1 a2(IV)NC1

(o) L,‘

Todos menos a4(IV)NC1 Todos a(IV)NC1

Figura 53. Estructura y superposicion de los monomeros de las proteinas
a(lV)NC1.

A) Representacion en cinta de la estructura de los seis monémeros a(lV)NC1. B)
Superposicion de los monoémeros ail(lV)NC1 (azul), a2(IV)NC1 (rojo), a3(IV)NC1
(naranja), a5(IV)NC1 (verde), y a6(IV)NC1(cian). C) Misma superposicién que en B pero
incluyendo también a4(IV)NC1 (parpura). En los tres paneles los puentes disulfuro se
representan mediante esferas.

Como mencionamos antes, cada uno de los a(lV)NC1 estan formados por dos
dominios C4 (numero de acceso SMART SMO00111), encontrandose uno de ellos
(C44; residuos 1-114) girado 60° respecto al otro dominio (C42; residuos 115-230/4). Las
regiones | a lll (regl, regll y reglll) se encuentran en el dominio C44, mientras que las
regiones IV a VI (reglV, regV y regVl) lo hacen en el dominio C4.. La superposicion de

C41y C4z en cada uno de los a(lV)NC1 pone de relieve que la regl forma parte de una
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horquilla-beta (34-44) que se superpone con la reglV, otra horquilla-beta; que la regll
comprende una horquilla-beta (64-72) y un lazo que se superponen con la horquilla-beta
(175-183) y el lazo de la regV vy, finalmente, que la reglll es un lazo que se superpone
con otro lazo de la regVI. En todos los a(IV)NC1, descontando a4(IV)NC1, las regiones
superpuestas muestran buenos valores RMSD (~ 1,2 A) a excepcién de la superposicion
de las regiones Il y VI. Sin embargo, en a4(IV)NC1, todas las regiones que han sufrido
cambios conformacionales (regl con reglV, regll con regV y reglll con la ausente regVI)
muestran desviaciones elevadas, especialmente entre regl, regll y reglV que han perdido

Su estructura secundaria, Figura 54.

reglll (88-93)

Figura 54. Representacion en superficie de la organizacion de las diferentes
regiones en los monomeros a(lV)NC1.

A) ldentificacion de las regiones Il (residuos 62-78, en rojo), lll (residuos 88-93, en
morado), IV (residuos 145-157, en amarillo), V (residuos 184-189, en cian) y VI (residuos
193-213, azul) en todos los a(IV)NC1 excepto en a4(IV)NC1. B) Identificacion de las
mismas regiones en a4(IV)NC1.
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Las regiones | a VI establecen contactos que contribuyen a la formacion del
protbmero o bien del hexdmero en al1(IV)NC1, a2(IV)NC1, a3(IV)NC1, a5(IV)NC1 y

a6(IV)NCH.

Las regiones Il y VI se encuentran a ambos lados de las moléculas de a(IV)NCH1,
siendo la regll una horquilla-beta que se extiende desde un lado del a(IV)NC1 y la regVI
un lazo que avanza desde el otro lado del a(IV)NC1. En el protdbmero, las regiones Il y VI
interaccionan para entrelazar tres a(IV)NC1, por lo que resultan claves en la formacion
del protbmero y como consecuencia, la regll permanece oculta e interaccionara con
otras regiones del protdbmero opuesto (regll, reglll y regV), Figura 55. La RegVI
permanece parcialmente expuesta al solvente e interacciona con la Reglll del protbmero
opuesto, a través de la Lys211. El atomo de nitrbgeno de la cadena lateral de esta lisina
podria interaccionar con un atomo de azufre de uno de los residuos de metionina de la
Reglll para formar un enlace covalente del tipo llamado “sulfilimina”, cuya rotura se ha
propuesto como posible desencadenante del Sindrome de Goodpasture (Vanacore y

cols. 2009).

1 subunidad 2 subunidades 3 subunidades

Figura 55. Esquema de la participacion en la formacion del protomero de las
regiones Il (rojo) y VI (azul) en los monémeros a1(IV)NC1, a2(IV)NC1, a3(IV)NC1,
a5(IlV)NC1 y a6(IV)NC1 en la formacion del protomero.
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La regl de un a(IV)NC1 interacciona con la region reglV de un a(IV)NC1 vecino para
entrelazarse con tres a(IV)NC1 contribuyendo también a la estabilidad del protomero.
Las regiones | y IV permanecen parcialmente ocultas en la parte central de la base del
protomero donde interaccionan con otras regiones del protbmero opuesto para
estabilizar el hexamero. La regV se encuentra en la base del protbmero e interacciona
con la regll del protbmero opuesto contribuyendo también a la estabilidad del hexamero

(Figura 56).

1 subunidad 2 subunidades 3 subunidades

Figura 56. Esquema de la participacion de la regl (verde), reglll (morado), reglV
(amarillo) y regV (cian) de los monémeros ai1(lV)NC1, a2(IV)NC1, a3(IV)NC1,
a5(IlV)NC1 y a6(IV)NC1 en la estabilidad del hexamero.

En a4(IV)NC1 los cambios de conformacion observados en las regiones I-VI
interfieren en la formacién del protbmero y del hexamero, de modo que cambian y limitan
las interacciones entre las diferentes regiones. Asi, entre a4(IV)NC1 vecinos, las
regiones | y IV, no interaccionan entre si, ni lo hacen mutuamente las regiones Il y VI. Sin
embargo, la regll interacciona con las regiones IV y V. Por otra parte, entre a4(IV)NC1
opuestos, la regl no interacciona con otras regiones, ni la regll lo hace con la regVlI, pero
la regll todavia mantiene interacciones con la regV permitiendo la formacion de dimeros

(Figura 57).
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A 1 subunidad 2 subunidades 3 subunidades

1 subunidad 2 subunidades
reglil (88-91)

Figura 57. Representacion en superficie de las diferentes regiones en a4(IV)NC1 y
visualizacion de sus interacciones.

A) Ausencia de interaccién entre las regiones Il y VI, que son las encargadas de iniciar la
formacion del protobmero. B) Ausencia de interacciones entre las regiones | y IV, pero
aparicion de nuevas interacciones entre la regll con las regiones 1V y V.

Los resultados ponen claramente de manifiesto el papel jugado por las regiones | a VI
en proporcionar el plegamiento adecuado a los a(IV)NC1 para la formacion de los

protdmeros y del hexamero.

2.4 Seleccioén de cadena en el colageno tipo IV.

Tanto la estructura de los homohexameros a1(IV)NC1, a3(IV)NC1, a5(IV)NC1, como
la de los heterohexameros de ((a1)2(a2))2(IV)NC1 y de (a5,6,6)2(IV)NC1 exhiben
estructura cuaternaria fisiolégica aunque sélo tres heterohexameros, ((a1)2(a2))2(IV)NC1,
(a3,4,5)2(IV)INC1 y (al)2(a5)2(a2)1(a6)1(IV)INC1, se hayan detectado en muestras
biologicas. Como hemos comentado, los hexameros se generan por la interaccion de

dos protbmeros, de tal forma que la formacion del protdbmero debe ser el paso limitante.
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Cabe pues preguntarse por la existencia de un posible mecanismo de seleccién de los

a(lV)NC1 que vayan a entrar a formar parte del protobmero.

Los datos estructurales que hemos obtenidos indican que no parece haber ningun
tipo de impedimento para que los diferentes a(IV)NC1 formen cualquier combinacién
posible de protdmero. La formacién de protdmeros podria verse condicionada por 1) la
cinética de plegado de las proteinas, 2) por las diferentes afinidades entre los distintos
a(lV)NC1, y 3) por la todavia no conocida maquinaria celular implicada en el ensamblaje

de los protébmeros.

2.4.1 Cinética de plegado de las proteinas.

La velocidad de plegado parece diferir entre los distintos a(IV)NC1. Los cambios en la
conformacion de a4(lV)NC1 se relacionan con la pérdida de estructura secundaria
caracteristica en a1(IV)NC1, a3(IV)NC1 y a5(IV)NC1, que aunque dificultan la formacién
del protbmero todavia permiten mantener el plegamiento global de la molécula de
a(lV)NC1. El hecho de que no se hayan obtenido cristales de homohexamero de
a2(IV)NC1 y a6(IV)NC1 sugiere que ambos podrian caracterizarse por una lenta cinética
de plegado tal como ocurre en a4(IV)NC1. La velocidad de plegado podria modularse a
través de la interaccion proteina-proteina entre los distintos a(IV)NC1, de modo que la
afinidad entre los diferentes a(IV)NC1 influya en la formaciéon de los protdmeros.
Recordemos que (Figura 55 B, capitulo Resultados punto 2.1.2) todos los a(IV)NC1 se
comportaron como mondmeros al ser analizados mediante cromatografia de exclusion
molecular, excepto a5(IV)NC1 que presentaba también una fraccidbn hexamérica en

equilibrio con la monomérica dependiente de la concentracidén de proteina.
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La proteina a5(IV)NC1 parece tener la mayor velocidad de plegado y la méas alta
capacidad entre los a(lV)NC1 para asociarse consigo misma, probablemente seguida de
a3(IV)NC1 y a1(IV)NC1, ambas capaces también de formar homohexameros. El porqué
de la mayor velocidad de plegamiento de a1(IV)NC1, a3(IV)NC1, y a5(IV)NC1 respecto a
a2(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a6(lV)NC1 lo desconocemos aunque no parece estar
relacionado con la estructura primaria en dichas proteinas, ya que comparten el 60 % de
identidad de secuencia, especialmente entre a1(IV)NC1, a3(IV)NC1, y a5(IV)NC1 (74 %)
y a2(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a6(IV)NC1 (71 %) (Tabla 8). Seria probable que la propia
maquinaria celular fuese la encargada de seleccionar aquellos a(lV)NC1 que surtan a la

membrana basal de las caracteristicas fisioldégicas requeridas.

Tabla 8. Identidad de secuencia de aminoacidos (%) entre las diferentes proteinas
a(IV)NCA1.
a2(IV)NC1 a3(IV)NC1 a4(IV)NC1 a5(IV)NC1 a6(IV)NC1

a1(IV)NC1 63 70 59 83 62
a2(IV)NC1 - 58 70 63 76
a3(IV)NC1 - 53 69 55
a4(IV)NC1 - 57 67
a5(IV)NC1 - 63
a6(IV)NC1 -

2.4.2 Afinidades entre las diferentes proteinas a(IV)NC1.

Se evalud, mediante resonancia de plasmén de superficie (SPR) la capacidad de
interaccion entre pares de proteinas a(IV)NC1, determindndose la constante de afinidad

para cada par de ellas incluida la interaccién consigo misma (Tabla 9).
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Tabla 9. Constantes de afinidad (KD) en la interaccion entre los diferentes a(IV)NC1.

Analito
a1(lV)NC1 | a2(IV)NC1 | a3(IV)NC1 | a4(IV)NC1 | a5(IV)NC1 | a6(IV)NCH
a1(lV)NC1 0,19 22 2,65 ND ND ND
a2(IV)NC1 1,36 ND 0,48 ND 1,34 ND
a3(IV)NC1 ND 19,3 1,71 0,0002* 1,58 16,2
a4(IV)NC1 ND ND 0,23 ND 158 ND
a5(IV)NC1 ND 0,22 0,46 ND 4,92 0,14
a6(IV)NC1 ND ND 1,12 ND 0,37 ND

La KD obtenida mediante SPR se muestra en uM tanto para la proteina a(lV)NC1
actuando como analito (valores en vertical) o como ligando (valores en horizontal). *Este
valor responde a la falta de disociacion del complejo (ver mas adelante). ND: no
determinada.

En base a los valores de sus constantes de afinidad el analisis de las interacciones
entre proteinas a(IV)NC1 puso de manifiesto que la afinidad varia drasticamente en
funcion de cual sea la proteina a(IV)NC1 que se inmoviliza en el chip. Esto obedece a
que las regiones que van a iniciar el proceso de ensamblaje, fundamentalmente las
regiones Il 'y VI, y que deben poseer libertad de movimiento para facilitar la acomodacion
de la molécula con la que interaccionaran, pueden quedar comprometidas por la unién al
chip perturbando o incluso impidiendo la interaccion entre dos a(lV)NC1. Asi por ejemplo
ocurre entre al1(IV)NC1 y a3(IV)NC1, capaces sélo de interaccionar entre si en este

sistema cuando a1(IV)NC1 esté unido a la matriz y a3(IV)NC1 se encuentra en solucién.

El andlisis de los sensorgramas obtenidos mediante SPR, arroja luz sobre las
posibles relaciones existentes entre los diferentes a(IV)NC1, que en Gltima instancia son
las que condicionaran la formacion de estructuras cuaternarias. A continuacion se
recogen las interacciones encontradas para cada proteina a(IV)NC1 unida al chip

(ligando) con ella misma y con el resto de proteinas a(IV)NC1 en solucion (analito).
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Figura 58. Sensorgramas obtenidos mediante resonancia de plasmon de superficie
de la interaccion de a1(IV)NC1 con cada una de las proteinas a(IV)NC1.

Las curvas se corresponden con el analito a concentracion de 250 mM (azul), 500 mM
(rosa), 1 mM (rojo), 2 mM (verde) y 4 mM (cian). KD: constante de afinidad.
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Como se observa en la Figura 58, a1(IV)NC1 interacciona de manera muy estable
consigo misma. También interacciona con a2(IV)NC1 y a3(IV)NC1, destacando el alto
valor para Ru en este ultimo caso. La interaccion consigo misma y con a2(IV)NC1 era
esperable ya que hemos obtenido cristales de homohexamero ai1(lV)NC1 y de
heterohexamero ((a1)z2(a2))2(IV)NC1. Sin embargo, la interaccion al1(IV)NC1 con
a3(IV)NC1 no se ha testado en ensayos de cristalizacion. Por ultimo, ya que no se
observa una interaccién clara entre pares de al1(IV)NC1 y a5(IV)NC1 o a1(IV)NC1 y
a6(IV)NC1, cuando sabemos de sus interacciones en el heterohexamero

(a1)2(ab)2(a2)1(a6)1(IV)NC1, probablemente a2(IV)NC1 sea necesario para la interaccion

de estos a(IV)NC1.
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Figura 59. Sensorgramas obtenidos mediante resonancia de plasmon de superficie
de la interaccion de a1(IlV)NC1 con cada una de las proteinas a(IV)NC1.

Las curvas se corresponden con el analito a concentracion de 250 mM (azul), 500 mM
(rosa), 1 mM (rojo), 2 mM (verde) y 4 mM (cian). KD: constante de afinidad.

Como se observa en la Figura 59, la interaccion de a2(IV)NC1 consigo misma es
practicamente nula, consistente con la no obtencion de homohexameros que hemos
indicado antes. Como era de esperar a2(IV)NC1 interacciona con a1(IV)NC1, con el que
forma un heterohexdmero fisioldgico. Al igual que ocurria con a1(IV)NC1, la interaccion
de a2(IV)NC1 con a3(IV)NC1 es fuerte (elevado valor de Ru) pero habra que esperar a
la posible formacién de cristales de estos pares de proteinas a(lV)NC1 que no ha sido
ensayada todavia. Por altimo, se observa una clara interaccion entre a2(IV)NC1 vy
a5(IV)NC1 pero no entre a2(IV)NC1 y a6(IV)NC1. Esta situacion es complementaria, en
parte, a la que se obtiene en el caso de a1(IV)NC1, en donde a1(IV)NC1 se asocia mejor
con a6(lV)NC1 que con a5(IV)NC1. Recordemos también la capacidad de a1(IV)NC1
pero no de a2(IV)NC1, de formar heterohexameros con a6(IV)NC1 que fue monitorizada
mediante cromatografia de exclusion molecular (Tabla 3). En base a ello, se puede
sospechar que, dentro del heterohexamero (ail)z(a5)z2(a2)1(a6)1(IV)NC1, a2(IV)NCH
interaccionaria preferentemente con la molécula de a5(IV)NC1 del protbmero opuesto y
las dos moléculas de ai1(lV)NC1 lo harian con las dos moléculas de a6(IV)NC1

presentes en el protdmero opuesto.
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Figura 60. Sensorgramas obtenidos mediante resonancia de plasmon de superficie
de la interaccion de a3(IV)NC1 con cada una de las proteinas a(IV)NC1.
Las curvas se corresponden con el analito a concentracion de 250 mM (azul), 500 mM
(rosa), 1 mM (rojo), 2 mM (verde) y 4 mM (cian). KD: constante de afinidad.

a3(IV)NC1 resulté ser la proteina més promiscua entre todas las a(lV)NC1. Como

muestra la Figura 60, a3(IV)NC1 interacciona con todas las a(IV)NC1 a excepcion de
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al1(lV)NC1. Sin embargo, cuando al1(IV)NC1 es la proteina inmovilizada en el chip
(ligando), si se produce interaccion con a3(IV)NC1 (Figura 58), por lo que,
probablemente, en la interacciéon al1(IV)NC1-a3(IV)NC1 sea esta ultima la que dirija la

formacién del protébmero.

Al igual que ocurre con a1(lV)NC1, a3(IV)NC1 también interacciona con a2(IV)NC1,
lo que era de esperar en base a la elevada identidad de secuencia entre a1(IV)NC1 y

a3(IV)NC1 (Figura 59).

a3(IV)NC1 interacciona fuertemente consigo mismo (alto valor para Ru), lo que es

consistente con su capacidad de formacién de homohexameros.

De especial caracter resulta el tipo de interaccién entre a3(IV)NC1 y a4(IV)NC1 que,
pese a no exhibir el valor mas alto de Ru, manifiesta una estabilidad muy elevada que se
mantiene constante en el tiempo de ensayo. Es decir, una vez se forma el complejo, éste
disocia muy lentamente. Este hecho sugiere la posibilidad de que el complejo
a3(IV)NC1-a4(IV)NC1, debido a su alta estabilidad, fuese el resultado del primer paso en

la formacion del heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1.

La interaccién de a3(IV)NC1 con a5(IV)NC1 revela la capacidad de a3(IV)NC1 de
interaccionar con los otros dos a(lV)NC1 integrantes del heterohexamero

(a3,4,5)2(IV)NC1, postulandolo como nexo entre a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1.

Por ultimo, a3(IV)NC1 interacciona también con a6(IV)NC1, poniendo de manifiesto la

capacidad de a3(IV)NC1 de asociarse con todas las proteinas a(IV)NC1.
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Figura 61. Sensorgramas obtenidos mediante resonancia de plasmon de superficie
de la interaccion de a4(IV)NC1 con cada una de las proteinas a(IV)NC1.
Las curvas se corresponden con el analito a concentracion de 250 mM (azul), 500 mM
(rosa), 1 mM (rojo), 2 mM (verde) y 4 mM (cian). KD: constante de afinidad.

El comportamiento de a4(IV)NC1 resulta singular, y revela ser entre las proteinas
a(lV)NC1 aquella con menor capacidad de interaccion (Figura 61). Esto se relaciona
directamente con las peculiaridades estructurales observadas en el cristal del

homohexamero de a4(IV)NC1. a4(IV)NC1 séblo interacciona plenamente con a3(IV)NC1
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y lo hace en mucha menor medida con a5(IV)NC1. No detectamos interaccién alguna

con el resto de proteinas a(IV)NC1.

El perfil del sensorgrama en la interaccion entre a4(IV)NC1 y a3(IV)NC1 indica que

tras una fase de disociacidon rapida, se sigue una segunda fase mucho mas lenta. Este

fenOmeno podria interpretarse como la formacion en, un primer momento, de un

complejo binario entre a4(IV)NC1-a3(IV)NC1, al que posteriormente se uniese una

nueva molécula de a3(IV)NC1, que disociara rapidamente del complejo ternario,

mientras que la molécula de a3(IV)NC1 que integraba el complejo binario disociase

mucho mas lentamente.

El complejo a4(IV)NC1-a5(IV)NC1, no resulta estable.
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Figura 62. Sensorgramas obtenidos mediante resonancia de plasmon de superficie
de la interaccion de a5(IV)NC1 con cada una de las proteinas a(IV)NC1.
Las curvas se corresponden con el analito a concentracion de 250 mM (azul), 500 mM
(rosa), 1 mM (rojo), 2 mM (verde) y 4 mM (cian). KD: constante de afinidad.

Los perfiles de las interacciones de a5(IV)NC1 mostradas en la Figura 62 desvelan
que a5(IV)NC1 es, entre las proteinas a(IV)NC1, la segunda con mayor capacidad de
interaccion. No hay interacciéon con a1(IV)NC1 pero si, aunque ligera, con a2(IV)NC1,
corroborandose lo observado cuando ai1(IV)NC1 o a2(IV)NC1 eran las proteinas
inmovilizadas. Por tanto, podemos predecir que en el heterohexamero
(a1)2(ab)2(a2)1(a6)1(IV)NC1, la interaccion entre protbmeros opuestos vendria dada por

uniones a1(IV)NC1-a6(IV)NC1 y a2(IV)NC1-a5(IV)NC1.

La interaccibn de a5(IV)NC1 con a3(IV)NC1 gener6 los mayores valores de
resonancia de todo el experimento, que, ademas, se acompand de una lenta disociacion.
Los altos valores de RU son indicativos de la enorme complementariedad existente entre
ambos a(IV)NC1, de tal forma que el heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 podria iniciarse
con la interaccion de una moléculas de a3(IV)NC1 con otra de a5(IV)NC1, para,
posteriormente, acomodarse la molécula de a4(IV)NC1 estabilizando el protbmero. Esta

propuesta se encuentra apoyada por la practicamente nula interaccion entre a4(IV)NC1y
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a5(IV)NC1 (que aumenta ligeramente en el caso de que sea la molécula de a4(IV)NC1 la
que esta inmovilizada), limitandose a4(IV)NC1, en la formacion del protbmero, a

estabilizar la interaccion a3(IV)NC1-a5(IV)NC1.

De que a5(IV)NC1 interacciona consigo mismo ya disponiamos de prueba en la

formaciéon de homohexédmeros y en la estructura del cristal de a5(IV)NC1.

Por ultimo, la interaccidon de a5(IV)NC1 con a6(IV)NC1 era esperable dado que

habiamos obtenido un cristal de heterohexdmero (a5,6,6)2(IV)NC1.
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Figura 63. Sensorgramas obtenidos mediante resonancia de plasmon de superficie
de la interaccion de a6(IV)NC1 con cada una de las proteinas a(IV)NC1.
Las curvas se corresponden con el analito a concentracion de 250 mM (azul), 500 mM
(rosa), 1 mM (rojo), 2 mM (verde) y 4 mM (cian). KD: constante de afinidad.

La Figura 63 muestra que a6(IV)NC1 interacciona tan solo con a3(IV)NC1 y con
a5(IV)NC1. La interacciéon con a3(IV)NC1 exhibe unos valores muy altos de RU,
mayores que en la reciproca inversa en la que a3(IV)NC1 actia como ligando y
a6(IV)NC1 como analito, resultantes probablemente de un primer evento de interaccion
entre a6(IV)NC1 y a3(IV)NC1, sin comprometer regiones necesarias en a3(IV)NC1 para
su inmediatamente posterior interaccion con otra molécula de a3(IV)NC1.

La interaccion de a6(IV)NC1 con a4(IV)NC1 es nula, al igual que todas las
interacciones entre a(IV)NC1 pares, lo que enfatiza la necesidad de proteinas a(lV)NC1

impares para la consecucion de protomeros.

a6(IV)NC1 interacciona ampliamente con a5(IV)NC1, tal y como cabia esperar dada
la existencia del cristal de heterohexdmero (a5,6,6)2(IV)NC1, siendo, sin embargo,
incapaz de interaccionar consigo misma. Esta Ultima falta de interaccion es esperable
pues ningun a(lV)NC1 par es capaz de hacerlo. La existencia del heterohexamero
(a5,6,6)2(IV)NC1, sugiere que al formarse el dimero inicial a5(IV)NC1-a6(IV)NC1 se
produciria un cambio conformacional en a6(IV)NC1 que permitiria acomodar otra

molécula de a6(IV)NC1 completando de esta manera el protomero.
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Figura 64. Matriz de interaccion de las proteinas a(lV)NC1 implicadas en la
formacion del heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1.
Sensorgramas SPR de la interaccién entre a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 que
forman el heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1. Las curvas se corresponden con el analito a
concentracion de 250 mM (azul), 500 mM (rosa), 1 mM (rojo), 2 mM (verde) y 4 mM

(cian).

- a3(IV)NC1 es la unica a(lV)NC1 que interacciona con todas las moléculas que

integran el heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1.

- a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 no exhiben afinidad alguna entre ellas, por lo que su papel

no debe estar en el inicio de la formacion del protdmero, sino méas bien relegado a la

estabilizacion de este.

- La formacion del protbmero debe desencadenarse con la formaciéon de un dimero

a3(IV)NC1-a5(IV)NC1, cuyas moléculas presentan una elevada afinidad.
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- El dimero a3(IV)NC1-a5(IV)NC1 facilitaria la incorporacion de una molécula de
a4(IV)NC1 que cerraria el complejo dando lugar al protdmero. Esta ultima interaccion, al
venir acompafada de cambios estructurales en a4(IV)NC1, ocurriria de modo mas lento
y probablemente contribuya de manera importante a la estabilidad del heterohexamero

(a3,4,5)2(IV)NCH.

- Por otra parte, a la vista de las interacciones aqui detectadas entre las proteinas
a(lV)NC1 implicadas en el heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1, no se puede descartar
otras posibles combinaciones para la formacién de dicho heterohexamero. La relacion
por pares entre a3(IV)NC1-a4(IV)NC1 y a3(IV)NC1-a5(IV)NC1 se mantiene constante
independientemente de quien sea la molécula de a(IV)NC1 que esté inmovilizado en el
chip, por lo que no se puede descartar que en el heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1,
existiera un protdmero a3,4,4(IV)NC1 junto a un protbmero a3,5,5(IV)NC1 que respetaria

la estequiometria propuesta en la literatura (Borza y cols. 2002).

Para tratar de verificar esta posibilidad se cristalizd, por un lado, el complejo
a3(IV)NC1-a4(IV)NC1 vy, por otro, el complejo a3(IV)NC1-a5(IV)NC1. En ambos casos
utilizamos cantidades equimolares de cada proteina con una concentracion final de la
mezcla de 7,4 mg/ml en TBS (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,4). Se obtuvieron cristales
para ambos complejos, aunque estos no difractaron satisfactoriamente en el unico
intento del que dispusimos en el sincrotron. El hecho experimental que mantiene todavia
esta propuesta en vigor es la ausencia de cristales de homohexamero a5(IV)NC1 en la
mezcla a3(IV)NC1-a5(IV)NC1, lo que permite sospechar que no hubiese a5(IV)NC1
disponible para formar homohexameros por estar comprometido en la interaccién con

a3(IV)NCH.
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2.5 Conclusiones objetivo 2.

El presente objetivo pretendia establecer la estructura del heterohexdmero
(a3,4,5)2(IV)NCH1, la diana de los autoanticuerpos en el sindrome de Goodpasture y de
los aloanticuerpos en aquellos casos en los que se recurre a un transplante renal en
respuesta al sindrome de Alport. La finalidad principal buscaba trasladar los resultados
obtenidos en el objetivo 1 a una estructura hasta entonces desconocida, asi como

incorporar la informacion existente en la literatura.

Intentamos con insistencia pero sin éxito cristalizar el heterohexamero. Quizas esta
imposibilidad pueda atribuirse a la asombrosa facilidad de uno de sus a(lV)NC1
componentes (a5(IV)NC1) para cristalizar de forma aislada. Es de destacar que los
cristales de a5(IV)NC1 resultaron ser tremendamente estables. La modificacion de la
secuencia de a5(IV)NC1 clonada mediante eliminacién de la region inicial de a-hélice, si
redujo la cantidad producida de homohexamero monitorizada mediante cromatografia de
exclusion molecular, pero no tuvo consecuencia en los ensayos de cristalizacion, en

donde se generaron de nuevo y exclusivamente homohexameros de a5(IV)NC1.

Por otra parte, la estructura de los homohexameros de a1(IV)NC1 y a3(IV)NC1, junto
con la de los heterohexameros de ((a1)2(a2))2(IV)NC1 y (a5,6,6)2(IV)NC1, resultdé ser
extremadamente similar. Todas presentaron volumenes similares con ligera variabilidad
en el area de superficie y con un valor RMSD de superposicion inferior a 0,8 A. Tanto las
estructuras homohexaméricas como las de los heterohexameros mostraron la estructura
hexamérica cuaternaria tipica de los a(lV)NC1, un elipsoide alargado idéntico a la
estructura ((a1)2(a2))2(IV)NC1 del heterohexamero de placenta humana (PDB id:1LI1),
placenta bovina (PDB id:1T61) y capsula de cristalino bovino (PDB id:1M3D, 1T60). Un

hecho, que demostraba que las estructuras aqui obtenidas poseen estructura cuaternaria
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fisiologica y por tanto validaba el sistema de expresion elegido, asi como la idoneidad de
los procesos de purificacién y cristalizacion. La resolucién del cristal del heterohexamero
(a5,6,6)2(IV)NC1 aporta nuevos datos, y revela que este protdbmero no esta constituido
por dos moléculas de a5(IV)NC1 y una de a6(IV)NC1, sino por dos moléculas de

a6(IV)NC1 y una de a5(IV)NCH.

Unicamente la estructura de a4(IV)NC1 mostré ser claramente diferente respecto al
resto de homohexameros. El analisis de dichas diferencias evidencia que las proteinas
a(lV)NC1 pares exhiben menor plasticidad, lo que probablemente sea la causa de y
limite su tendencia a la autoasociacién. Cabe recordar que la Unica estructura resuelta
de una proteina a(IV)NC1 par, corresponde a la obtenida aqui de a4(IV)NC1, que
cristalizd con seis moléculas en la unidad asimétrica, tres de las cuales se encontraban
situadas consecutivamente a lo largo de un anillo hexamérico y los otras tres se
encontraban justo debajo de éstas, dispuestas en otro anillo hexamérico. Las seis
moléculas de a4(IV)NC1 se encontraban formando parte de un homohexamero
particular, que mediante simetria cristalografica generaba un homodecamero. Ademas,
en a4(lV)NC1 los cambios estructurales observados impedian la formacion del
protbmero y del hexamero al cambiar y limitar las interacciones que se establecian entre
las diferentes regiones. El resto de a(IV)NC1 pares, a2(IV)NC1 junto con a6(IV)NC1, se
obtuvieron como resultado de la cristalizacion de los heterohexameros
((a1)2(a2))2(IV)NC1 y (ab5,6,6)2(IV)NC1 manifestado estructura muy similar al resto de
monomeros a(lV)NC1 con un valor de RMSD entre 0,74 y 0,95 A. Por tanto, una vez los
a(lV)NC1 pares interaccionan con a(lV)NC1 impares, modifican su conformacion para

favorecer la formacion del protobmero, asi como para proveerle estabilidad.
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Con el conocimiento de las estructuras cristalinas de los homohexameros y teniendo
en cuenta que el Sindrome de Goodpasture se caracteriza por la presencia de
anticuerpos patogénicos unidos a a3(IV)NC1, a5(IV)NC1 y en escasos casos a
a4(IV)NC1 en riibn y pulmones (Pedchenko y cols. 2010), se pudieron analizar las
regiones diana de dichos autoanticuerpos. Estos autoanticuerpos van dirigidos a dos
regiones en a3(IV)NC1 que comprenden los residuos 15-TAIPSCPEGTVPLYS-29 (Ea) y
125-TDIPPCPHGWISLWK-139 (Eg). La regidn Ea se encuentra en el dominio C44 y la
region Es se encuentra en el dominio C4.. La superposicibn de ambos dominios C4,
muestra que dichas regiones se encuentran en el apice de los dos dominios C4. La
comparacion de estas regiones entre a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 no muestra
variaciones en la estructura secundaria y presenta un bajo valor de RMSD
[Ea (a3(IV)NC1-a4(IV)NC1=0,95), (a3(IV)NC1-a5(IV)NC1=0,48) y Eg (a3(IV)NC1-
a4(IV)NC1=0,54), (a3(IV)NC1-a5(IV)NC1=0,47)], lo que sugiere que las regiones que

incluyen los epitopos son unas estructuras rigidas dentro de los dominios C4.

Por otra parte, la estructura de a3(IV)NC1 que hemos obtenido a partir del
homohexamero a3(IV)NC1 resultd ser esencialmente indistinguible de la modelada en
Anexo ll, por lo que las predicciones realizadas en el objetivo 1, que ya habian sido
contrastadas mediante Western blotting, ELISA y SPR, resultaron ser totalmente

acertadas y precisas.
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3 Implicacion de la proteina Goodpasture-antigen
binding protein-1 (GPBP-1) en el ensamblaje del
colageno IV y consecuencias inmunopatogénicas.
Tal como comentamos en la introduccién general, la participacion de GPBP-1 en
enfermedades renales autoinmunes estd cada vez mas establecida habiéndose
observado niveles de sobreexpresion de esta proteina en rifiones de pacientes afectados
por el Sindrome de Goodpasture (Raya y cols. 2000). La capacidad de GPBP-1 de
fosforilar selectivamente a a3(IV)NC1 humano pero no su homélogo vacuno, donde no
se presenta la enfermedad de Goodpasture, (Raya y cols. 1999), y de catalizar la
sintesis de conférmeros de a3(IV)NC1 (Calvete y cols. 2006), sustenta la propuesta de
que GPBP-1 forma parte esencial de la maquinaria que cataliza la formacién de la red de
colageno IV y que sus funciones se ven alteradas durante el proceso autoinmune (Saus
2002). En este sentido, la sobreexpresion de GPBP-1 humana en ratones transgénicos
(Tg-hGPBP-1) resulté en una glomerulonefritis con alteracion en la organizacion de las
redes de colageno IV que conforman la membrana basal glomerular (MBG) (Revert y
cols. 2007).
3.1 La co-expresion de GPBP-1 y a3(IV)NC1 condiciona la

conformaciéon de a3(IV)INC1 como revela su reactividad
inmunoloégica y su estructura atémica.

Explotando el éxito del sistema de expresion heterbloga de a3(IV)NC1 que usa
células de insecto y baculovirus, se coexpresaron GPBP-1 y a3(IV)NC1 utilizando el
vector pFastBac-Dual con el fin de explorar si GPBP-1 ejercia alguna influencia sobre
a3(IV)NC1. En una primera aproximacion, la reactividad de mAb 3, un anticuerpo que

compite por el epitopo de los autoanticuerpos de paciente Goodpasture, se ensayo
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frente a ambas formas de a3(IV)NC1: la expresada junto a GPBP-1 y la producida

individualmente (Figura 65).

Figura 65. Gel (SDS-PAGE 12 %
poliacrilamida) bajo condiciones no
reductoras de a3(IV)NC1 y a3(IV)NC1 co-
expresada con GPBP-1.

A)Tincion con azul de Coomasie. El tercer
carril corresponde a los marcadores
coloreados con sus respectivas masas
moleculares en kDa, B) y C) Western blotting
revelados con mAb 3 y anti-FLAG,
respectivamente.
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Mientras ambas formas de a3(IV)NC1 exhibian la misma movilidad electroforética
(Figura 65A), la reactividad del anticuerpo conformacional mAb 3 resultdé ser mayor frente
a la forma co-expresada de a3(IV)NC1 (Figura 65B). El panel C de la Figura 65 revela
que la distinta reactividad exhibida por mAb 3 entre ambas muestras no es atribuible a
diferencias en las cantidades de proteina cargada. Este resultado sugiere que GPBP-1
influye en el plegamiento de a3(IV)NC1 en el entorno del epitopo para mAb 3 vy, por
tanto, quizas también en el epitopo de los autoanticuerpos. Para analizar esta posibilidad
y tratar de verificar si GPBP-1 modifica el plegamiento de a3(IV)NC1 e influye en la
exposicion de epitopos de anticuerpos patogénicos, hemos sometido a comparacion
ambas formas de a3(IV)NC1 (co-expresada o no junto a GPBP-1) mediante estudios de
resonancia de plasmon de superficie (SPR), de estructura de proteinas por cristalografia

de rayos X, de caracterizacion inmunoquimica y de mutagénesis dirigida.
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3.1.1 Analisis mediante resonancia de plasmén de superficie.
Hemos utilizado esta tecnologia para caracterizar la unién antigeno-anticuerpo entre
la forma co-expresada o no junto a GPBP-1 de a3(IV)NC1 y los autoanticuerpos GPc, el
anticuerpo conformacional mAb 3 y el anticuerpo M3/1a, con la finalidad de detectar la

posible existencia de diferencias conformacionales entre ambas formas de a3(IV)NC1.
M3/1a corresponde a un mAb con epitopo de tipo secuencial presente en la region
N-terminal de 20 aminoacidos de a3(IV)NC1, preparado anteriormente en nuestro
laboratorio (Penades y cols. 1995), mientras que mAb 3, como indicamos antes, es un
mAb con epitopo conformacional que compite por aquel de los autoanticuerpos de
paciente Goodpasture (autoanticuerpos GPc). Hemos realizado con esta metodologia,
tanto un andlisis cinético, determinando la constante de afinidad de estos anticuerpos
frente a ambas formas de a3(IV)NC1, como un estudio termodinamico de su interaccion.

La Figura 66 muestra el estudio cinético mediante SPR.
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El andlisis de los sensorgramas revela que ninguno de los tres tipos de anticuerpo
exhibe una afinidad marcadamente diferente por una u otra de las formas de a3(IV)NC1.
Ante la repetitividad de los hallazgos del apartado anterior mostrado en la Figura 65, los
resultados con SPR nos sorprendieron en un primer momento, excepto para M3/1a.
Como era de esperar para este anticuerpo, al poseer un epitopo lineal en el extremo
N-terminal de la proteina a3(IV)NC1, no parecia probable que esta region sufriese una
variacion conformacional que repercutiese de forma importante en el reconocimiento por
el anticuerpo. Sin embargo, esperdbamos que los residuos criticos de los epitopos
conformacionales para los anticuerpos mAb 3 y GPc pudiesen verse afectados por
accion de GPBP-1 y ello repercutiese en la afinidad. No obstante, el andlisis detallado de
las estructuras que habiamos resuelto predecia la exclusibn de estas regiones
esenciales del epitopo como dianas criticas de los posibles cambios conformacionales
gobernados por la presencia de GPBP-1, y por tanto, que se modificase la afinidad para
la forma de a3(IV)NC1 expresada junto a GPBP-1 por estos anticuerpos
conformacionales. Los anticuerpos mAb 3 y GPc tienen su diana sobre la region Ea en el
dominio C41 de a3(IV)NC1 (ver Figura 33) y del andlisis de las estructuras resueltas en el
objetivo anterior (ver apartado 4.2.2), concluimos que dichas regiones C4 son estructuras
rigidas, con poca variabilidad conformacional. Sin embargo revelamos también a partir
de aquellos cristales la existencia de zonas sometidas a variabilidad estructural, que se
corresponden con cambios en la disposicion o conformacién de lazos que comunican las
regiones de interaccion, de tal forma que esas ligeras variaciones en la estructura,
podrian favorecer la acomodacion de epitopos conformacionales, tal como el de los
anticuerpos mAb 3 y los autoanticuerpos circulantes, ubicados en el dominio C44. Para
intentar iluminar esta propuesta requeriamos, ademas de estudios estructurales a nivel
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atbmico, examinar otros parametros de la interaccién entre ambas formas de a3(IV)NC1

y los anticuerpos conformacionales.

Utilizamos el equipo de SPR Biacore T100 para analizar los parametros
termodinamicos de estas interacciones. Biacore no es un calorimetro y no posee la
capacidad de medir directamente la energia generada o consumida en una reaccién
quimica, pero si puede, mediante una aproximacion matematica, proporcionar
informacién sobre los parametros termodinamicos involucrados en el mecanismo de
interaccion entre un ligando y un analito, seguido a diferentes temperaturas. Esta
aproximacion nos permitiria analizar como varia una interaccion intermolecular en
funcion de la temperatura y coOmo las variaciones en la estructura de las moléculas
participantes, pueden afectar a las propiedades alcanzadas en el equilibrio quimico de la
reaccion a una determinada concentracion de dichas moléculas. Asi, hemos
caracterizado la interaccion entre cada una de las formas de a3(IV)NC1 (co-expresado o
no junto a GPBP-1) y los anticuerpos monoclonales mAb 3 y M3/1a a través de los
parametros termodinamicos de la ecuacion de Gibbs, AG = AH — TxAS. Esencialmente
repetimos los mismos ensayos que hemos descrito arriba para los estudios cinéticos
pero llevados a cabo en un rango de temperaturas entre 27 y 37 °C. Aunque es evidente
que la informacién que pudiere derivarse con el uso de los autoanticuerpos GPc
resultaria de relevancia, no es factible realizar el analisis termodindmico con esta
muestra de anticuerpos ya que los GPc representan una mezcla heterogénea de

inmunoglobulinas dirigidas frente a a3(IV)NC1 y no un tipo Unico de molécula quimica.

Como comentabamos arriba, por las caracteristicas del epitopo para M3/1a, no
parecia predecible que la accién de GPBP-1 tuviese repercusién conformacional en el

entorno del epitopo lineal de este mAb vy, efectivamente, el andlisis mostrado en la Figura
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67 no revela diferencias en ninguno de los parametros termodinamicos en la interaccion
de M3/1a con una u otra de las formas de a3(IV)NC1. Por otro lado, la interaccién entre
cada uno de los anticuerpos y ambas formas de a3(IV)NC1, se caracteriza por un valor
negativo de AG (Figura 67) propio de un proceso espontaneo exergdnico guiado por
interacciones energéticas del tipo de puentes de hidrégeno, puentes salinos e
interacciones hidrofobicas y electrostaticas que serian responsables de la especificidad,
conforme con una variacién entélpica negativa. La principal diferencia ostensible en
términos termodinamicos entre ambos anticuerpos en la interaccion con las formas de
a3(IV)NC1 corresponde al cambio entrdpico, que es positivo con mAb 3 pero negativo
con M3/1a, indicando que se trata de una interaccion con mayor grado de libertad
estructural y movilidad en el caso de mAb 3. Pero el punto de interés buscado con este
estudio reside en la deteccibn de diferencias significativas en los parametros
termodinamicos AH y AS entre la interaccion de mAb 3 con a3(IV)NC1 y aquella con
a3(IV)NC1 co-expresado junto a GPBP-1 (Figura 67). Estos resultados sustentan la
propuesta de que existen zonas sometidas a variabilidad estructural, influenciables por
GPBP-1, que alteran el reconocimiento por el anticuerpo conformacional mAb 3 v,

probablemente, por los anticuerpos GPc, con los que compite en la union al antigeno.

A mAb 3 B M31/A
- 0 s 2
] - T
o
501 i
-100+ g O a3(VI)NCH
ﬁ a3(VINCA
-150] Tt +
GPBP-1
-200

AH® (kJ/mol) AS® (J/(k*mol)) TAS® (kJ/mol) - AG (kJ/mol) AH® (kJ/mol) AS® (J/(kmol)) TAS® (kJ/mol) AG (kJ/mol)
Figura 67. Caracterizacion termodinamica de la interaccion de mAb 3 (A) y M3/1a
(B) con a3(IV)NC1 y a3(IV)NC1 expresado junto a GPBP-1.

Valores obtenidos mediante SPR. Los experimentos se realizaron entre 27 y 37 °C.

*, diferencia significativa, p<0,05.

147



Resultados y desarrollo argumental.

GPBP-1 es una Ser/Thr cinasa no convencional que fosforila a3(IV)NC1 humano
(Raya y cols. 1999) y que se ha propuesto que esta involucrada en la patogénesis
autoinmune (Raya y cols. 2000, Revert y cols. 2007). Para intentar establecer la
naturaleza de las variaciones mediadas por GPBP-1 en a3(IV)NC1 que hemos detectado
inmunoquimicamente y mediante SPR, y profundizar en el posible papel que se
sospecha juega GPBP-1 en la patogénesis de la enfermedad GP, abordamos el estudio

estructural de ambas formas de a3(IV)NC1 mediante cristalografia de rayos X.

3.1.2 Determinacion de la estructura atomica de a3(IV)NC1 y a3(IV)NC1 co-
expresada con GPBP-1.

Se realizaron ensayos de cristalizacién de preparaciones purificadas de a3(IV)NC1 y
a3(IV)NC1 coexpresada con GPBP-1 que habian sido obtenidas con el sistema de
baculovirus/células de insecto. En ambos casos, se obtuvieron cristales bajo distintas
condiciones de cristalizacién que fueron siempre triangulares para a3(IV)NC1 y cubicos

para la forma a3(IV)NC1 co-expresada con GPBP-1 (Figura 68).

a3(IV)NC1 a3(IV)NC1 coexpresada con GPBP-1

Figura 68. Cristales de las proteinas a3(IV)NC1 (A) y a3(IV)NC1 co-expresada con
GPBP-1 (B).

Las soluciones de cristalizacion fueron en A) PEG 3,5 kDa 16 %, BTP pH 7,5, MgCl2 0,2
My en B) Li2SO4 1,3 M, Hepes pH 7,5.
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Los cristales de a3(IV)NC1 pertenecieron al grupo espacial H3, mientras que los
cristales de a3(IV)NC1 co-expresada con GPBP-1 mostraron geometria cubica P23
(Tabla 10).

Tabla 10. Propiedades de los cristales de las proteinas a3(IV)NC1 y a3(IV)NC1 co-
expresada con GPBP-1.

a3(IV)NC1 + . a3(IV)NC1 +
Datos Procesados a3(IV)NC1 GPBP-1 Datos refinados a3(IV)NC1 GPBP-1
Linea ESRF ID23-1 ID29 Rcrys (%) 16,6 16,0
Longitud de onda (A) 1,00 0,98 Rfree (%) 18,9 18,6
Resolucién (A) 65,76-2,70 30,0-1,8 N° atomos:
(2,85-2,70) (1,9-1,8) - Proteina 13.891 5.086
- Li /i6 4/
Rmerge (%) 8,4(264) | 48 (23,3) ] Agjgdo on 3?2 3 4?
B-factors (A2)
. - Proteina 29,5 18,36
0, ) il
Rpim (%) 6,9 (22,3) 3,1 (15,6) - Ligandofién 0 0
- Agua 35,8 21,13
Desviaciones r.m.s
Media 1/5(1) 112(49) | 134 (4,2) ( A")O”Q't“d enlace 01’01048 0’10;2
- Angulos enlace (°)
Graficos de
Ramachandran:
. - Favorables (%) 97,7 98
Redundancia 2,2 3,1 - Permitidos (%) 2.3 >
- Regiones no
permitidas (%) 0,0 0,0
Unidad asimétrica
o , 8 3
(n° de moléculas)

Ambas estructuras se resolvieron mediante reemplazo molecular, utilizando como
modelo la molécula de a1(IV)NC1 presente en el heterohexdmero de lente de capsula
bovina ((a1)2(a2))2(IV)NC1 (PDB id: 1T60). La resolucion alcanzada fue de 2,7 A para

a3(IV)NC1 y de 1,8 A para a3(IV)NC1 co-expresada con GPBP-1.

El cristal de a3(IV)NC1 presentd 8 moléculas (a-h) con idéntica estructura en la
unidad asimétrica, de las cuales, seis se encontraban formando parte de un hexamero y
las otras dos en forma monomérica, pero mediante la aplicacion de simetria
cristalografica daban lugar a dos nuevos hexameros (Figura 69A). En el caso de

a3(IV)NC1 co-expresado con GPBP-1 aparecieron tres moléculas en la unidad
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asimétrica, a3(IV)NC1a/b/c, cada una de los cuales era capaz de generar un trimero por
simetria cristalogréfica. Los trimeros formados por la asociacidén de tres a3(IV)NC1a méas
tres a3(IV)NC1b constituian un homohexamero indistinguible del obtenido en el cristal de

a3(IV)NC1, mientras a3(IV)NC1c permaneci6 en forma de trimero (Figura 69B).

A
- —
o simetria
=
2 cristalografica
o
o

B
o 1] simetria
25 — |
=& cristalografica
®
o +

Figura 69. Representacion en superficie de la estructura de los cristales de
a3(IlV)NC1 y de a3(IV)NC1 co-expresada con GPBP-1.

A) La unidad asimétrica del cristal de a3(IV)NC1 contiene ocho moléculas con idéntica
estructura, seis formando parte de un hexamero y otras dos en forma de mondémero, que
tras aplicar simetria cristalografica originan dos hexameros. B) La unidad asimétrica del
cristal de a3(IV)NC1 co-expresado con GPBP-1 contiene tres moléculas, de las que
a3(IV)NC1a (rojo) y a3(IV)NC1b (amarillo), forman un hexamero con idéntica estructura
al mostrado en el panel A, mientras que a3(IV)NC1c (naranja) difiere de las otras dos
exhibiendo cambios estructurales que unicamente le permiten ensamblarse en trimero.

Todas las moléculas de a3(IV)NC1 mostraron la estructura terciaria tipica descrita
para al(lV)NC1 y a2(IV)NC1 en el hexdmero de fuente natural cristalizado
((a1)2(a2))2(IV)NC1 (PDB id: 1T60), con dos dominios C4 (acceso PFAM PF01413)
enlazados en tandem y rotados 60° uno respecto del otro. Los dominios C4 estan
constituidos por dos subdominios: uno, N-terminal C4 (N-C4), residuos 1-114 vy, otro,
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C-terminal C4 (C-C4), residuos115-228, que presentan un plegamiento similar constituido
por dos hojas-B compuestas cada una por 3 hebras-B antiparalelas, y compartiendo
ambas hojas una hebra-B, un tonel-B y tres a-hélices. Cada subdominio presenta tres
puentes disulfuro ocupando posiciones equivalentes en ambos dominios (N-C4: Cys20-
Cys111, Cys53-Cys108 y Cys65-Cys71; y C-C4: Cys130-Cys225, Cys164-Cys222 y

Cys176-Cys182) (Figura 70).

A

C oL ST
[ ) k\bk\l;w \

a3(IV)NC1 a3(IV)NCic

Figura 70. Representacion en cinta de los dos tipos de monémeros a3(IV)NC1
resueltos.

Ambos mondmeros comparten la estructura terciaria tipica ya descrita (PDB 1T60). A)
Se ha coloreado en verde y naranja los subdominios N-C4 y C-C4, respectivamente, del
mondmero a3(IV)NC1a/b. B) Se ha coloreado en verde y rosa los dominios N-C4 y C-C4,
respectivamente, del monémero a3(IV)NC1c. Las cisteinas que participan en los puentes
disulfuro aparecen representadas mediante esferas.

Las moléculas de a3(IV)NC1 en el homohexamero son practicamente idénticas entre
si, con un valor RMSD de superposicién menor de 0,25 A. Por el contrario, la molécula
a3(IV)NC1c del cristal de a3(IV)NC1 co-expresada con GPBP-1 presentd, respecto al
resto de moléculas a3(IV)NC1, cambios puntuales y una elevada flexibilidad en dos
lazos (residuos 39-45 [que se corresponden con regl, ver apartado cristalografico
objetivo 2, seccion 3] y residuos 204-213 [que se corresponden con regVl]) que
incrementaron el valor RMSD de superposicion a ~ 3,3 A (Tabla 11).
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Tabla 11. Valores RMSD de superposicion de los monémeros de a3(IV)NC1 y a3(IV)NC1
co-expresada con GPBP-1 y comparacion con el monémero de al(IV)NC1 presente en
el hexamero de fuente natural cristalizado ((a1)2(a2))2(IV)NC1 (PDB id: 1T60).

a3(IV)NC1 a3(IV)NC16PBP-1 | a3(IV)NC16PBP-1 | a1(IV)NCT
(a-h) (a-b) (c)
a3(IV)NC1(a-h) 0,16
a3(IV)NC1GPBP-1(a-b) 0,23 0,16
a3(IV)NC1GPBP-1(c) 3,31 3,29 0
al1(IV)NC1 0,65 0,63 3,35 0,36

Las densidades electronicas de los residuos comprendidos entre los aminoacidos
39-45 y 204-213, no pudieron asignarse a sus aminoacidos correspondientes, (como
tampoco lo pudieron hacer 14 residuos de la secuencia FLAG, mas otros 12 residuos de
a-hélice ubicados en la zona N-terminal) debido a la alta flexibilidad en estas regiones. El
lazo incluido en el fragmento de secuencia (residuos 204-213) de la molécula
a3(IV)NC1c tiene gran importancia desde el punto de vista del mantenimiento y
estabilizacibn de la estructura cuaternaria, pues incluye la Lys»11, descrita como
responsable de la formacién de un enlace sulfilimina con la Metes del a(IV)NC1 del
protobmero opuesto (Than y cols. 2002, Vanacore y cols. 2009). A este enlace se le
atribuye un papel substancial en la patogenia del sindrome GP pues contribuye a la
estabilidad del hexamero restringiendo la accesibilidad de los autoanticuerpos GP. Sobre
esta base, cabe pensar que en los heterohexameros (a3,4,5)2(IV)NC1 que alojasen
moléculas de a3(IV)NC1c, seria improbable la formacion del enlace sulfilimina,

sustentandose asi la relevancia de GPBP-1 en la etiologia de la enfermedad.

Dentro de la molécula a3(IV)NC1c, las mayores diferencias respecto a a3(IV)NC1 se

identificaron en las regiones correspondientes a los residuos 38-51 (regl) y 145-156
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(reglV), acompafnadas de cambios menores en las regiones correspondientes a los

residuos 66-78 (regll), 88-92 (reglll), 170-187 (regV) y 199-203 (regVl), Figura 71.

residuos residuos
38-51 38-51

Figura 71. Superposicion de a3(IV)NC1 (gris claro) y a3(IV)NC1c (gris oscuro).

Las regiones de mayor divergencia estan coloreadas en rosa/magenta (residuos 38-51) y
cian/azul (residuos 145-156) en a3(IV)NC1/a3(IV)NC1c, respectivamente. Las flechas
rojas senalan los extremos del lazo que no se ha podido trazar en a3(IV)NC1c (residuos
204-213). Las regiones Ea y Eg, que albergan los epitopos GP, estan coloreadas en
verde y naranja, respectivamente.

El andlisis detallado de la variabilidad entre las moléculas de a3(IV)NC1 vy
a3(IV)NC1c revela que los cambios se ubican en regiones equivalentes dentro del propio
dominio C4, ya que la region 38-51 es equivalente a la regién145-156, la region 66-76 lo
es a la 170-187 y la 88-92 a la 199-203. Asi, estas areas del dominio C4 presentan
mayor movilidad, o que junto a su ubicacion cerca o dentro del plano ecuatorial de los
hexdmeros, condiciona la capacidad de ensamblaje de los trimeros en hexameros. Esto
se evidencia bien en el ensanchamiento de los trimeros originados por a3(IV)NC1c que

presentan mayor perimetro, asi como mayor tamafo del orificio central y en el polo basal
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(Figura 72). La dilatacion del trimero generado por a3(IV)NC1c perturbaria e incluso

llegaria a impedir el ensamblaje con el trimero vecino para formar el hexamero.
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Figura 72.
Comparacion de
los trimeros que
originan las
moléculas de
a3(lV)NCI1
resueltos.

Las regiones con
mayor divergencia
aparecen
coloreadas en rosa/
magenta (38-51) y
cian/azul (145-156)
para a3(IV)NC1 y
a3(IV)NC1c
respectivamente.
Las regiones Eay
Es en donde se
ubican los epitopos
GP aparecen
coloreados en
verde y naranja
respectivamente.
Se observa un
ensanchamiento
general en el
trimero generado
por a3(IV)NC1c
que impide el
ensamblaje con el
trimero enfrentado
para formar el
hexamero.

Las variaciones estructurales entre a3(IV)NC1c y el resto de moléculas a3(IV)NC1,

introducen también un patron diferente de distribucion de cargas electrostaticas en la
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superficie de los trimeros formados por la molécula a3(IV)NC1ic (Figura 73), que,

probablemente, influira también en las interacciones intermoleculares.

a3(IV)NC1 a3(IV)NCic
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Figura 73.

Representacion del
potencial electrostatico
en la superficie de los
trimeros que originan
las dos formas de
a3(IV)NC1.
Las regiones cargadas
negativamente vy
positivamente se han
coloreado en rojo y azul,
respectivamente, con la
intensidad de color
siendo proporcional a su
potencial electrostatico.
Se han omitido en la
representacion de
a3(IV)NC1 aquellos
residuos que no fueron
resueltos en a3(IV)NC1ic
para que las superficies
sean equiparables.

Del estudio estructural realizado con la proteina a3(IV)NC1 expresada o no junto a

GPBP-1 podemos resumir que existen dos tipos de a3(IV)NC1, uno competente para

ensamblarse en hexdmeros y otro (a3(IV)NC1c), s6lo presente cuando su expresion

ocurre junto a GPBP-1, cuya capacidad de interaccion se restringe a trimeros.
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3.1.3 Caracterizacion inmunoldgica de a3(IV)NC1 y a3(IV)NC1 expresada junto
a GPBP-1.

Dadas las peculiaridades estructurales y de potencial electrostatico revelados para
a3(IV)NC1c, podemos predecir que la integracién de esta forma en un heterohexdmero
(a3,4,5)2(IV)NC1 interferiria notablemente en las interacciones con las moléculas de
a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 vecinas dentro del heterohexamero, asi como en la reactividad

de los autoanticuerpos GPc.

Para valorar esta prediccion, se analizO6 mediante ELISA la reactividad de los
autoanticuerpos GPc tanto frente a ambos tipos de monémeros a3(IV)NC1 (proteina
expresada o0 no junto a GPBP-1, purificada y mantenida a baja concentracién) como
frente a ambos tipos de hexameros a3(IV)NC1 (obtenidos tras solubilizar con TBS
cristales cubicos y triangulares (generados, respectivamente, con proteina expresada o
no junto a GPBP-1, purificada y concentrada). Con estas cuatro muestras proteicas

solubles, se tapizaron microplacas de 96 pocillos, analizando su reactividad frente a los
autoanticuerpos GPc, tanto en condiciones nativas, como en condiciones

desnaturalizantes (adicion de urea 8 M a la solucidn de tapizado) (Figura 74).

Hexameros Monémeros
Cristales solubilizados - i
2.5 BP.rotelna solubllg 3 «3(IV)NCH
55, 3 a aja concentracién
g *7 o 20
O 201 © a3(IV)NCH
© ‘5 159
®© +
o 159 8 GPBP-1
S 2 104 T
Q2 1.01 o
o (’)
8 o059 2 059
<
Nativo 8M urea Nativo 8M urea

Figura 74. Reactividad de los autoanticuerpos GPc frente a cristales solubilizados,
bien triangulares de a3(IV)NC1 o cubicos de a3(IV)NC1 co-expresada con GPBP-1
(panel A) y frente a monomeros de ambas formas de a3(IV)NC1 (panel B).

Las absorbancias se normalizaron en base a la reactividad con anti-FLAG. *, diferencia
significativa al 99 %. La normalizacion en base a la reactividad con anti-FLAG no influyd
en ningun momento a la significacion estadistica.
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Los resultados muestran que los anticuerpos GPc no exhiben un grado de reactividad
diferente frente a ningun tipo de monémero de a3(IV)NC1, bajo cualquier condicion, co-
expresion o no con GPBP-1, nativa o desnaturalizante (Figura 74B). Sin embargo, la
reactividad de estos anticuerpos hacia la proteina expresada en presencia de GPBP-1y
mantenida bajo condiciones no desnaturalizantes es un orden de magnitud mayor que
aquella frente a homohexameros nativos de a3(IV)NC1 expresados sin el concurso de
GPBP-1 (Figura 74A) y también es mayor frente a cualquier forma monomérica de
a3(IV)NC1. Ademas, la elevada reactividad de los anticuerpos GPc hacia los cristales
solubilizados de a3(IV)NC1 coexpresado con GBPB-1, se pierde cuando los hexdmeros
se someten a condiciones desnaturalizantes, indicando la esencialidad de mantener la
estructura cuaternaria para preservar los epitopos patogénicos. Asi, la mayor reactividad
de los autoanticuerpos GPc se presenta frente a hexdmeros no desnaturalizados de

a3(IV)NC1 que han sido producidos en presencia de GPBP-1.

3.1.4 Aproximacion mediante mutagénesis dirigida en a3(IV)NC1 y en GPBP-1
a la abolicién del efecto de la cinasa sobre a3(IV)NC1.

Como mencionamos arriba, GPBP-1 es una Ser/Thr cinasa no convencional que
fosforila a3(IV)NC1 humano (Raya y cols. 1999) que podria estar involucrada en la
patogénesis autoinmune (Raya y cols. 2000, Revert y cols. 2007). Con la finalidad de
confirmar el papel causal de GPBP-1 en las modificaciones introducidas en a3(IV)NC1c
a GPBP-1, mutamos a Ala y a Asp el residuo Serg de la alfa hélice de la molécula de
a3(IV)NC1, que es la diana fosforilable de GPBP-1 (Raya y cols. 1999). Las formas
mutadas se co-expresaron o no junto a GPBP-1 y las proteinas purificadas se

sometieron a condiciones de cristalizacion.
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La Tabla 12 resume los resultados del estudio estructural de los cristales obtenidos.
La mutacién Ser9Ala no alter6 las caracteristicas de los cristales de a3(IV)NC1 que
resultaron ser triangulares, constituidos por homohexameros. En el caso de a3(IV)NC1/
Ser9Ala co-expresado con GPBP-1 se obtuvieron dos tipos de cristales que contenian,
unos, un homohexamero tipico a3(IV)NC1 (cristales triangulares), y otros, un
homohexamero mas un homotrimero como los cristales cubicos de a3(IV)NC1

modificado mostrados arriba.

Tabla 12. Composicién de los cristales obtenidos a partir de las proteinas mutantes
Ser9Ala a3(IV)NC1 y Ser9Asp a3(IV)NC1 expresadas o no junto a GPBP-1.

Mutacion GPBP-1 Ausente GPBP-1 Presente

- Homohexamero

Ser9Ala - Homohexamero ) .
- Homohexamero + Homotrimero

Ser9Asp - No difractan bien

- Homohexamero + Homotrimero

Los cristales generados por la proteina mutante Ser9Asp a3(IV)NC1 son cristales de
morfologia triangular que no difractaron correctamente impidiendo recoger un espectro
de difraccion valido. Asi, la imitacion de la fosforilacion causada por GBPB-1 en esta
serina al introducir la cadena lateral de un residuo de aspartato, parece tener
repercusiones notables en el plegamiento de a3(IV)NC1 que impiden una difraccion
homogénea de los cristales de morfologia triangular. Por el contrario, el cristal cubico que
se genera cuando este mutante Ser9Asp a3(IV)NC se co-expresa con GPBP-1 contiene
un homohexamero mas un homotrimero, como los cristales de a3(IV)NC1 no mutados
co-expresados con GPBP-1. Estos resultados demuestran el papel causal de GPBP-1 en
las modificaciones encontradas en a3(IV)NC1 cuando se expresan conjuntamente y

estan en linea con la propuesta de su participacion en el fendbmeno autoinmune. También
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sugieren que la Serg de a3(IV)NC1, aunque esencial, no es la diana unica de GPBP-1.
En esta direccion, resultados no publicados del grupo del Dr. Saus muestran que otros
residuos ademas de la Sero, probablemente el residuo adyacente, Sery1, se fosforilan
también por GPBP-1, mediando en el efecto conformacional. Asi, aqui mostramos que la
mutacion Ser9Ala no es suficiente para abolir todo el efecto de GPBP-1 sobre a3(IV)NC1
obteniéndose los dos tipos de cristales que hemos encontrado. Ademas, el mero
mimetismo de la fosforilacion de la Serg por su cambio a Aspg, ya produce un cambio
conformacional en ausencia de GPBP-1 que se refleja en un patron de difraccidon
aberrante. Si al mismo tiempo se co-expresa GPBP-1, al haber fijjado ya una carga
positiva en esta posicion por la mutacion Ser9Asp y permitir la fosforilacion de otro/s
residuo/s diana, se favorece la formacion de moléculas a3(IV)NC1 modificadas tal como

hemos observado en estos cristales.

La segunda aproximacién que llevamos a cabo intent6 suprimir la actividad cinasa de
GPBP-1. Para ello truncamos de forma secuencial y acumulativa, dos regiones contiguas
que podian resultar claves para la actividad de GPBP-1: el dominio PH y la regién SR1
rica en el motivo SXY (Figura 75). En la region N terminal de GPBP-1 hay un dominio
homédlogo a pleckstrina (dominio PH) (Hanada 2013) que facilita la interaccidbn con
membranas celulares a través fosfoinositidos (Dowler y cols. 2000), y dos regiones ricas
en serinas, una de ellas N-terminal (SR1), con motivo “Ser-Xaa-Yaa” que es un sitio de
fosforilacién de la proteina cinasa D (Fugmann y cols. 2007) (ver Figura 16). Con toda
probabilidad, la region SR1 conteniendo el motivo SXY es la responsable de la
fosforilaciéon de a3(IV)NC1, ya que presenta una elevada cantidad de residuos serina

susceptibles de ser fosforilados y transferir el grupo fosfato.
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Las delecion de la region mas N-terminal entre las dos seleccionadas (dominio PH),
abolié las modificaciones estructurales en a3(IV)NC1 inducidas por la co-expresion de
GPBP-1, obteniéndose cristales de morfologia triangular constituidos por
homohexameros a3(IV)NC1. Este resultado sugiere que el dominio PH también es
importante en el proceso de fosforilacion, bien interaccionando con a3(IV)NC1 para
favorecer su acomodacion en el sitio catalitico o bien favoreciendo la autofosforilacién de
GPBP-1 para posteriormente transferir el grupo fosfato. Como era de esperar ante este
resultado neutralizante, con el doble mutante que incorpora la delecion del dominio SR1
rico en el motivo SerXY, a la anterior truncacién, tampoco se produjeron modificaciones
en a3(IV)NC1, obteniéndose cristales de morfologia triangular constituidos por
homohexameros. Asi pues, la deficiencia funcional en GPBP-1 causada por las
deleciones, suprime las modificaciones estructurales encontradas en a3(IV)NC1

co-expresado con GPBP-1 wild-type, demostrando el papel causal de esta cinasa en
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aquellas alteraciones y haciendo gravitar en GPBP-1 un posible papel esencial en el

desencadenamiento de la patologia autoinmune en la enfermedad GP.

3.2 Conclusiones objetivo 3.

Recientes avenidas de informacion en los ultimos afios estan impulsando la idea de
que GPBP-1 regula la organizacion supramolecular de proteinas estructurales en los
compartimientos extracelular, como el colageno tipo IV (Raya y cols. 1999, Raya y cols.
2000, Revert y cols. 2007, Revert y cols. 2008) e intracelular, como la miosina (Revert-
Ros y cols. 2011) y que esta cinasa puede mediar en la patogénesis autoinmune (Raya y
cols. 2000)). En esta direccion, se ha mostrado que una expresion aumentada de
GPBP-1 induce una desorganizacion del colageno de la membrana basal (Revert y cols.
2007). Esta bien establecido que el dominio no colagenoso NC1 dirige la organizacion
molecular y supramolecular del colageno tipo IV de la membrana basal (Hudson y cols.
2003). Y también esta bien determinado que el autoantigeno de la enfermedad GP
corresponde a la cadena a3 del colageno IV (Butkowski y cols. 1987, Saus y cols. 1988,
Kalluri y cols. 1995) y que los epitopos para los autoanticuerpos se han cartografiado en
el dominio NC1, en la region C-terminal de la cadena a3(lV) (Hellmark y cols. 1999,
Netzer y cols. 1999, Borza y cols. 2000, David y cols. 2001, Hellmark y cols. 2003,
Gozalbo-Rovira y cols. 2013). Sin embargo, existen escasas evidencias experimentales
sobre la causalidad de GPBP-1 en estos procesos y muy limitado conocimiento

estructural sobre ellos.

Nosotros hemos presentado aqui, por primera vez, evidencias de que GPBP-1 puede
influenciar la estructura de a3(IV)NC1 como se observa tras la co-expresion de ambas
proteinas en la estructura cristalina a nivel atbmico de a3(IV)NC1, en la caracterizacion

termodinamica de la interaccion de a3(IV)NC1 con anticuerpos conformacionales y en su
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reconocimiento inmunoquimico. Mientras que los resultados inmunoquimicos y mediante
SPR son indicativos de que GPBP-1 influencia la conformacion de a3(IV)NC1, el estudio
de difraccion de rayos de cristales de proteina a3(IV)NC1 expresada o no junto a
GPBP-1, claramente revela la naturaleza de los cambios estructurales mediados por la

presencia de la cinasa.

GPBP-1 promueve la generacion de cristales diferentes (en términos de grupo
espacial y moléculas en la unidad asimétrica) a aquellos constituidos por un solo tipo de
moléculas de a3(IV)NC1 (que es competente para ensamblarse en hexameros) por
contener también un segundo tipo de molécula de a3(IV)NC1 modificada (a3(IV)NC1c),
sblo encontrada cuando su expresion ocurre junto a GPBP-1, y cuya capacidad de
interaccion se restringe a trimeros. Los cambios estructurales observados se localizan
esencialmente en dos lazos de de las regiones | y VI del dominio C4 que al presentar
mayor movilidad, junto a su ubicacién cerca o dentro del plano ecuatorial de los
hexameros, condiciona la capacidad de ensamblaje de los trimeros en hexameros. Este
hecho se evidencia mejor en el ensanchamiento general de los trimeros originados por
a3(IV)NC1c que impide el ensamblaje con el trimero vecino para formar el hexamero.
Ademas, uno de estos lazos alberga la Lysz11 involucrada en un enlace sulfilimina con la
Metos del a(IV)NC1 del protdmero opuesto (Than y cols. 2002, Vanacore y cols. 2009). A
este enlace se le ha atribuido un papel substancial en la patogenia del sindrome GP por
contribuir a la estabilidad del hexamero y restringir la accesibilidad de los
autoanticuerpos GP. En base a nuestros resultados, la prediccién para un
heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 que contuviese una molécula de a3(IV)NCic
apuntaria a una perturbacioén de las interacciones con las moléculas de a4(IV)NC1 y
a5(IV)NC1 vecinas dentro del heterohexamero y a una abolicibn de los enlaces
sulfilimina, convirtiéndolo, mas susceptible al acceso de los anticuerpos GPc. Asi, estos
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resultados estructurales sustentan la relevancia de GPBP-1 en la organizacion molecular

del colageno IV y en la etiologia de la enfermedad.

También hemos mostrado que el incremento observado en la reactividad (ELISA) de
los anticuerpos GPc frente a cristales solubilizados de a3(IV)NC1 cuando la proteina se
co-expres6 junto a GBPB-1, obedecia a particularidades presentes en la estructura
cuaternaria, ya que se perdia bajo condiciones desnaturalizantes. Comparativamente, la
reactividad de aquellos anticuerpos frente a las proteinas tapizadas en forma
monomeérica en la placa de ensayo no mostraron diferencias significativas por el efecto
de la coexpresion con GPBP-1, independientemente de que estas estuviesen en
condiciones nativas o desnaturalizantes. Que los autoanticuerpos GPc sean mas
reactivos frente a homohexameros de a3(IV)NC1 cuando se co-expresan con GPBP-1y
también lo sean frente a las formas monoméricas bajo cualquier circunstancia, es
consistente con el conocimiento presente del autoepitopo y refuerza la propuesta del
papel de la cinasa en la etiologia de la enfermedad Goodpasture, quizas facilitando la
exposicion del epitopo, la activacion del sistema inmune y la producciéon de
autoanticuerpos patogénicos. Los resultados de mutagénesis dirigida en a3(IV)NC1 y en
GPBP-1 se complementan y confirman que las modificaciones estructurales observadas
en a3(IV)NC1 cuando se co-expresa junto a GPBP-1 se deben a la presencia de la

cinasa.

Asi pues, nuestros resultados son consistentes con la propuesta de que la expresion
elevada de GPBP-1 in vivo podria desorganizar la MBG, permitiendo la exposicion de
epitopos cripticos y desencadenando un proceso autoinmune en el sindrome de

Goodpasture y/o un proceso inflamatorio que culminaria en una Glomerulonefritis.
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1- Se ha puesto a punto un sistema eucariota de expresion heterbloga, que emplea la
infeccibn mediada por baculovirus en células de insecto, para la produccion
recombinante de las proteinas humanas a(lV)NC1 y GPBP-1 en cantidad abundante y
forma competente, para la realizacion de estudios de estructura y funcién de estas

proteinas.

2- Se ha profundizado en la caracterizacion del epitopo Goodpasture usando
tecnologia phage display y analisis bioinformatico, un abordaje que aporta informacion a
partir de las caracteristicas de los anticuerpos GPc y mAb 3 y que supone una
aproximacion alternativa a las hasta ahora utilizadas, lo que ha permitido confirmar los
datos disponibles y establecer la participacion, hasta el momento no identificada, de los

residuos Thrae, Tyrso, Threg, Thri27, Pro1s1, His1sa, Lys141, y Alaigs, €n el autoepitopo.

3- Producto de este abordaje se han identificado péptidos con capacidad de unién a
los autoanticuerpos GPc, lo que abre la puerta a la generacion de nuevos agentes

blogueantes terapéuticos.

4- Se ha obtenido cristales y resuelto la estructura proteica mediante cristalografia de
rayos X de homohexameros de al1(IV)NC1, a3(IV)NC1, a4(IV)NC1 y a5(IV)NC1 y de
heterohexameros de ((a1)2(a2))2(IV)NC1 y de (a5,6,6)2(IV)NC1, utilizando en todos los
casos reemplazo molecular. La estructura de los cristales obtenidos a partir de
homohexameros de a2(IV)NC1, heterohexameros de a3(IV)NC1-a4(IV)NC1 vy
a3(IV)NC1-a5(IV)NC1, asi como el mutante de a3(IV)NC1 Ser9Asp, de momento, no

han podido ser resueltas.

5- Todas las estructuras resueltas, salvo la de a4(IV)NC1, exhiben la arquitectura
hexamérica cuaternaria tipica de los a(IV)NC1 ya conocida, de modo que comparten una

estructura cuaternaria fisiologica, validando, asi, el sistema de expresion usado.

167



Conclusiones finales.

6- Se ha confirmado e identificado en detalle para todas las proteinas a(lV)NC1 las
regiones claves en la formacion del protomero (regll y regVl) asi como aquellas

implicadas en la estabilidad del hexamero (regl, reglll, reglV y regV).

7- El analisis estructural revela claras diferencias en a4(IV)NC1 respecto al resto de
homohexameros y evidencia la mayor rigidez de las proteinas a(lV)NC1 pares. Esta
menor plasticidad, probablemente, limita su capacidad de autoasociacién, precisando de
su unién a a(IV)NC1 impares para lograr obtener la arquitectura hexamérica cuaternaria
tipica.

8- A pesar de los numerosos esfuerzos aplicados, no se han obtenido cristales del
heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 que alberga la diana de los autoanticuerpos GP.
Aunque desconocemos las causas para ello y ya que hemos observado la formacion de
este heterohexamero mediante cromatografia de exclusibn molecular junto con la
capacidad de todos sus a(IV)NC1 participantes de cristalizar individualmente, parece que
este heterohexamero requiera de la participacion de factores adicionales en el proceso

de oligomerizacién y/o estabilizacion.

9- La formacion del protomero en el heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 podria iniciarse
con la formacion de un dimero a3(IV)NC1-a5(IV)NC1 para, posteriormente, incorporar
una molécula de a4(IV)NC1 que cierre el complejo dando lugar al protobmero. Sin
embargo, a la vista de los ensayos de afinidad entre los diferentes a(IV)NC1, cabria
también la posibilidad de una estequiometria alternativa en la que coexistieran un
protbmero a3(IV)NC1-a5(IV)NC1-a5(IV)NC1, junto con un protbmero a3(IV)NC1-
a4(IV)NC1-a4(IV)NC1. Este hecho se sustenta en que ambas combinaciones dan lugar
a la formacion de cristales, que hasta el momento no hemos logrado difractar en

condiciones satisfactorias.
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10- La resolucién del cristal del heterohexamero (a5,6,6)2(IV)NC1 esclarece su
arquitectura y revela que su protbmero no esta constituido, como se sospechaba, por
dos moléculas de a5(IV)NC1 y una de a6(IV)NC1, sino por dos moléculas de a6(IV)NC1

y una de a5(IV)NC1.

11- Las regiones diana de los autoanticuerpos GPc se encuentran en el apice de los
dos dominios C4 y corresponden a estructuras rigidas, flanqueadas por puentes disulfuro

que contribuyen tanto a la rigidez del epitopo como a su caracter conformacional.

12- La co-expresion de GPBP-1 y a3(IV)NC1 altera la estructura cristalina a nivel

atobmico de a3(IV)NC1.

13- GPBP-1 induce cambios estructurales en dos lazos ubicados en las regiones | y
VI de a3(IV)NC1 aportando mayor flexibilidad e impidiendo el ensamblaje de los

protbmeros en hexameros.

14- La modificacidbn promovida por GPBP-1 de estos lazos impide la formacion del
enlace sulfilimina entre protdbmeros opuestos lo que debe contribuir a inestabilizar el
hexadmero, facilitando la accesibilidad de los autoanticuerpos GP, lo que sugiere la

contribucion de GPBP-1 en la patogenia de la enfermedad.

15- Los cambios en la estructura cuaternaria de a3(IV)NC1 asociados a la
coexpresion simultanea de GPBP-1 se acompafian de una mayor sensibilizacion de
a3(IV)NC1 frente a los anticuerpos GPc, lo que sugiere una mayor exposicién del
epitopo, que podria actuar como desencadenante de la respuesta del sistema inmune,

iniciandose el sindrome de Goodpasture.

16- La mutagénesis dirigida tanto en a3(IV)NC1 como en GPBP-1 dan prueba de que
la coexpresion simultdnea de la cinasa es la causa de las modificaciones estructurales

observadas en a3(IV)NC1 cuando se coexpresa junto a GPBP-1.
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Anexo |. Cebadores utilizados.

Las siguientes tablas resumen los cebadores aqui utilizados.

Tabla A1. Secuencia de los cebadores utilizados en el clonado de los genes.

Proteina Acrénimo Secuencia Cebador
NC11_FLAG1/2_FWD 5-GACAAGGGCCCCGATGGGTTGCCAGGATCCATGGGGCCC-3"
NC11_FLAG_FWD 5’-GACTACAAGGACGACGATGACAAGGGCCCCGATGGGTTGCCAGGATCC-3°
al(IV)NCAH
NC11_REV 5-TAGCTGAGTCAGGCTTCATTATGTTCT-3"
NC11_Kpnl_REV 5-CCATGTTGGTACCTTAGCTGAGTCAGGCTTCATTATGTTCT-3"
NC12_FLAG1/2_FWD 5'-GACAAGGGCCGTCCAGGGAGCCCGGGCCTGCCGGGTATG-3"
NC12_FLAG_FWD 5'-GACTACAAGGACGACGATGACAAGGGCCGTCCAGGGAGC-3”
a2(IV)NC1
NC12_REV 5-TTCCTGGCACGCGCCGGCTCACAGGTT-3’
NC12_Sacl_REV 5-TTCCTGGCAGAGCTCGGCTCACAGGTT-3’
NC14_FLAG1/2_FWD 5-GACAAGCTAGCTGGTCCCATTGGGGATCCTGGGCCCAAA-3’
NC14_FLAG_FWD 5'-GACTACAAGGACGACGATGACAAGCTAGCTGGTCCCATTGGGGATCCTGGGCCC-3°
a4(lV)NC1
NC14_REV 5-GCCGAGGGCCCCTAGCTATACTTCACGCAG-3’
NC14_Kpnl_REV 5-ATTGGTACCGCCGAGGGCCCCTAGCTA-3"
NC15_FLAG1/2_FWD 5-GACAAGGGTCCAGATGGATTGCAAGGTCCCCCAGGTCCC-3°
NC15_FLAG_FWD 5-GACTACAAGGACGACGATGACAAGGGTCCAGATGGATTGCAAGGTCCC-3°
a5(IV)NCH
NC15_FLAG_REV 5-AAGGAATTCTTCAAAATGTTATGTCCT-3"
NC15_Sacl_REV 5 -GGTGAGCTCAAGGAATTCTTCAAAATG-3"
NC16_FLAG1/2_FWD 5-GACAAGGGGCAGCAAGGCCCCTTCGGGATGCCTGGAATG-3"
NC16_FLAG_FWD 5-GACTACAAGGACGACGATGACAAGGGGCAGCAAGGCCCEC-3”
a6(lV)NC1
NC16_REV 5-AGAGTGGCAGGTGCCACCCTACAGGCT-3"
NC16_Sacl_REV 5-AGAGTGGGAGCTCCCACCCTACAGGCT-3"
GPBP_Xhol_FWD 5-CGGCCGCCAGTGTGCTCGAGGCAGGAA-3’
GPBP_Kpnl_REV 5'-CATATCTTCTGGTACCTGTTAATA-3"
GPBP-1

GPBP_FLAG1/2_FWD

5-CGATGACAAGATGTCGGATAATCAGAGCTGG-3"

GPBP_FLAG_FWD

5-GACTACAAGGACGACGATGACAAGATGTCGGATAATCA-3

FLAG_Psefial_FWD

5-AGGGCTCTGGCAGCCCCACTAGCCGACTACAAGGACGACGATGACAAG-3’

Adicion FLAG
+ péptido

Psefial1_Psefal2_FWD

5-TTCTTTCTCCTTTGCCTGGCCGGGAGGGCTCTGGCAGCCCCACTAGCC-3"

senal

Psefal2_BamHI_FWD

5-AGGGGGATCCATGAGGGCCTGGATCTTCTTTCTCCTTTGCCTG-3"

(Comun)

Psefial2_Xhol_FWD

5-AGGGCTCGAGATGAGGGCCTGGATCTTCTTTCTCCTTTGCCTG-3"

Duplicacién sitig

Dual_SnaBI_FWD

5-GTGGTTGGCCTACGTACCCGTAGT-3"

clonado
pFastBac-Dual

Dual_SnaBIl_Rev

5-CTGGTTCGGATCTACGTAGGCTCAA-3’
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AGGGCTCGAGATGAGGGCCTGGATCTTCTTTCTCCTTTGCCTG
TTCTTTCTCCTTTGCCTGGCCGGGAGGGCTCTGGCAGCCCCACTAGCC

AGGGCTCTGGCAGCCCCACTAGCCGACTACAAGGACGACGATGACAAG
GACTACAAGGACGACGATGACAAGCTAGCTGGTCCCATTGGGGATCCTGGGCCC

Psefial2_XhoI_FwD
Psefiall_psefial2_FwD
FLAG_Psefiall_FaD
NC14_FLAG_FWD
GACAAGCTAGCTGGTCCCATTGGGGATCCTGGGCCCAAA NC14_FLAG1/2_RWD
CTGGTCCCATTGGGGATCCTGGGCCCAPAGGGTTTGGCCCTGG NC14_RNA

ATGAGGGCCTGGATCTTCTTTCTCCTTTGCCTGGCCGGGAGGGCTCTGGCAGCCCCACTAGCCGACTACAAGGACGACGATGACAAG_Exportacin+FLAG

GACTACAAGGACGACGATGACAAGGGTCCAGATGGATTGCAAGGTCCC
AGGGCTCTGGCAGCCCCACTAGCCGACTACAAGGACGACGATGACAAG

TTCTTTCTCCTTTGCCTGGCCGGGAGGGCTCTGGCAGCCCCACTAGCC
AGGGGGATCCATGAGGGCCTGGATCTTCTTTCTCCTTTGCCTG

GGTCCAGATGGATTGCAAGGTCCCCCAGGTCCCCCTGGAACCTCCTC NC15_RNA
GACAAGGGTCCAGATGGATTGCAAGGTCCCCCAGGTCCC NC15_FLAG1/2_RaD
NC15_FLAG_FWD
FLAG_Psefiall_FwD
Psefiall_psefial2_FwD
Psefial2_BarHI_FwD

Figura 76. Ejemplo de amplificacion secuencial para el clonaje de a4(IV)NC1y

a5(IV)NCT.

Se detallan tanto los cebadores utilizados en el proceso, asi como el resultado final que
concluye con la adicidon de la sefial de exportacion BM40 y el tag FLAG.

Tabla A2. Construccidn de la quimera de a2(IV)NC1 con aquellos residuos de a3(IV)NC1
descritos previamente como parte del epitopo de los autoanticuerpos GP.

Mutacion Acrénimo Secuencia del cebador
a2(IV)NC1_D17T_FWD 5-CACAGCCAGACGACCCAGGAGCCCATG-3’
Asp17Thr
a2(IV)NC1_D17T_REV 5-CATGGGCTCCTGGGTCGTCTGGCTGTG-3’
GIn18Ala a2(IV)NC1_Q18A_FWD 5"-CAGACGACCGCGGAGCCCATGTGC-3"
a2(IV)NC1_Q18A_REV 5-GCACATGGGCTCCGCGGTCGTCTG-3°
Glui9lle a2(IV)NC1_E191_FWD 5"-CAGACGACCGCGATACCCATGTGC-3
a2(IV)NC1_E191_REV 5"-GCACATGGGTATCGCGGTCGTCTG-3’
Met21Ser a2(IV)NC1_M21S_FWD 5-ACCGCGATACCCAGTTGCCCAGTG-3’
a2(IV)NC1_M21S_REV 5-CACTGGGCAACTGGGTATCGCGGT-3°
VaI24g lu a2(IV)NC1_V24E_FWD 5-ATGTGCCCAGAGGGCATGAAC-3’
a2(IV)NC1_V24E_REV 5-GTTCATGCCCTCTGGGCACAT-3’
Asn27Val a2(IV)NC1_N27V_FWD 5-CCAGAGGGCATGGTGCCACTCTGGAGT-3’
a2(IV)NC1_N27V_REV 5-ACTCCAGAGTTTCACCATGCCCACTGG-3’
Ly528 Pro a2(IV)NC1_K28P_FWD 5"-GTGGGCATGAACCCACTCTGGAGTGGA-3’
a2(IV)NC1_K28P_REV 5"-TCCACTCCAGAGTGGGTTCATGCCCAC-3’
Ala57GIn a2(IV)NC1_A57Q_FWD 5-GGCTCCTGCCTGCAGCGGTTCAGCACC-3’

a2(IV)NC1_A57Q_REV

5-GGTGCTGAACCGCTGCAGGCAGGAGCC-3
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Tabla A3. Mutaciones introducidas en la quimera de a2(IV)NC1.

Mutacién Acrénimo Secuencia del cebador
a2(IV)NC1_M26T_FWD 5-TGCCCAGAGGGCACAGTGCCACT-3’
Met26Thr
a2(IV)NC1_M26T_REV 5-AGTGGCACTGTGCCCTCTGGGCA-3’
a2(IV)NC1_W30Y_FWD 5-GTGCCACTCTACAGTGGATACAGC-3’
Trp30Tyr
a2(IV)NC1_W30Y_REV 5-GCTGTATCCACTGTAGAGTGGCAC-3’
a2(IV)NC1_A97T_FWD 5 -ATGATGCCCGTGACTGAGGACGAG-3’
Ala97Thr
a2(IV)NC1_A97T_REV 5-CTCGTCCTCAGTCACGGGCATCAT-3’
a2(IV)NC1_H129P_FWD 5-TCCATCCCACCATGCCCA-3’
His129Pro
a2(IV)NC1_H129P_REV 5 -TGGGCATGGTGGGATGGA-3"
a2(IV)NC1_T195A_FWD 5-TTCTGGCTGGCCACCATTCCCGAG-3’
Thr195Ala
a2(IV)NC1_T195A_REV 5-CTCGGGAATGGTGGCCAGCCAGAA-3’
a2(IV)NC1_V125T_FWD 5-CACAGTCAGGATACTTCCATCCCA-3’
Val125Thr
a2(IV)NC1_V125T_REV 5 -TGGGATGGAAGTATCCTGACTGTG-3"
a2(IV)NC1_A132H_FWD 5-TGCCCACATGGGTGGCGGAGTTTG-3"
Ala132His
a2(IV)NC1_A132H_REV 5-CAAACTCCGCCACCCATGTGGGCA-3"
a2(IV)NC1_I139K_FWD 5-AGTTTGTGGAAAGGATATTCCTTC-3’
lle139Lys
a2(IV)NC1_I139K_REV 5-GAAGGAATATCCTTTCCACAAACT-3’

Tabla A4. Mutaciones introducidas en a3(IV)NC1.

Mutaciéon Acrénimo Secuencia del cebador
a3(IV)NC1_S9A_FWD 5'-CGTGGAGACGCTGGATCACCTGCA-3
Ser9Ala
a3(IV)NC1_S9A_REV 5. TGCAGGTGATCCAGCGTCTCCACG-3°
a3(IV)NC1_S9D_FWD 5'-CGTGGAGACGATGGATCACCTGCA-3
Ser9Asp
a3(IV)NC1_S9D_REV 5"-TGCAGGTGATCCATCGTCTCCACG-3°

Tabla A5. Proteinas truncadas generadas a partir de GPBP-1. Los nuevos codones ATG
de inicio de la traduccion aparecen representados en negrita.

Truncado GPBP-1 Acrénimo Secuencia del cebador
APH GPBP_APH_Xhol_FWD 5"-AAGACTCGAGCTGGATATGGAATGGAATCCAGCTTG-3’
APH + SR1 GPBP_APH+SXY_Xhol_FWD | 5-AAGTTGCTCGAGATGGAAACATTTAGA-3’
Ambas GPBP_Kpnl_REV 5'-CATATCTTCTGGTACCTGTTAATA-3’
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Anexo Il. Construccion del modelo del
heterohexamero (a3,a4,a5)2(IV)NC1.

Para poder cartografiar los epitopos propuestos a partir de los péptidos seleccionados
desde las librerias phage display por los anticuerpos mAb 3 y GPc en los experimentos
de “panning”, necesitabamos disponer de un modelo 3D del hexamero (a3,4,5(1V))2NC1

que se construyd mediante el uso del programa Modeller (Sali y Blundell 1993).

Las secuencias en formato FASTA de a3(IV)NC1, a4(IV)NC1, a5(IV)NC1 se
obtuvieron de la base de datos del NCBI (GenBank ID: CAC36101.1, CAA76763.1 y
CAA22267.2 respectivamente). Como molde se utilizé el hexamero ((a1)z(a2))2(IV)NC1
cristalizado a partir de placenta humana. Su estructura y las secuencias de a1(IV)NC1 y

a2(IV)NC1 se obtuvieron de la base de estructuras Protein Data Bank (PDB id: 1T60).

La Figura 77 muestra el alineamiento (clustalW) de estas secuencias. Las moléculas
de a3(IV)NC1 y a5(IV)NC1 ocupan el espacio correspondiente a la molécula de

al1(IV)NC1 en el pdb 1T60 y a4(IV)NC1 ocupa el espacio correspondiente a a2(IV)NC1.

Modelo (a3,4,5(1V))2NC1 Molde (1T60) ((a1)2(a2))2(IV)NC1

SPTNCIt >P1;1T60.pdb
sequence:NCIt0 ::0 :::-1.00:-1.00 - structureX:1T60.pdb:5 :A:+1342 :3:C:+222:4:B:4223:-1.00:-1.00
GFVFTRHSQTTAIPSCPEGTVPLYSGFSFLFVQGNQRAHGQDLGTLGSCLORFTTMPEL  GEIVTRHSQTI DDPQCPPGTKILYHGYSLLYVQGNERAHGQDLGTAGSCLRKFSTMPEL
FCNVNDVCNFASRNDYSYWLSTPALMPMNMAPITGRALEPYISRCTVCEGPAIAIAVHSQ  FaNINNVONFASRNDYSYWLSTPEPMPMSMAPITGENIRPEISROAVCEAPAMVMAVHSG
TTDIPPCPHGWISLWKGFSFIMFTSAGSEGTGQALASPGSCLEEFRASPFLECHG-RGTC  TiQIPQCPTGWSSLWIGYSFVMHTSAGAEGSGQAL ASPGSCLEEFRSAPFIECHG-RGTO
NYYSNSYSFWLASLNPERMFR-KPIPSTVKAGEL-EKIISRCQVCMKKRH NYYANAYSFWLATIERSEMFK-KPTPSTLKAGEL-RTHVSRCQVCMR/
HGFLVTRHSQTTDDPQCPPGTKILYHGYSLLYVQGNERAHGQDLGTAGSCLRKFSTMPFL
FCNINNVCNFASRNDYSYWLSTPEPMPMSMAPITGENIRPFISRCAVCEAPAMVMAVHSQ
TIQIPQCPTGWSSLWIGYSFVMHTSAGAEGSGQALASPGSCLEEFRSAPFIECHG-RGTC
NYYANAYSFWLATIERSENFK-KPTPSTLKAGEL RTHVSRCQUCMRR-/

-GFLLVLHSQTDQEPTCPLGMPRLWTGYSLLYLEGQEKAHNQDLGLAGSCLPVFSTLPFA
YCNIHQVCHYAQRNDRSYWLASAAPLP--MMPLSEEAIRPYVSRCAVCEAPAQAVAVHSQ
DQSIPPCPQTWRSLWIGYSFLMHTGAGDQGGGQALMSPGSCLEDFRAAPFLECQGRQGTC
HFFANKYSFWLTTVKADLQFSSAPAPDTLKESQAQRQKISRCQVCVKYS-/
GFVFTRHSQTTAIPSCPEGTVPLYSGFSFLFVQGNQRAHGQDLGTLGSCLQRFTTMPFL

PEQSFQGTPSADTLKAGLI-RTHIS
TTDDPQCPPGTKILYHGYSLLYVOGNER GODLGTAGSCLRKFSTMPFL

FCNVNDVCNFASRNDYSYWLSTPALMPMNMAPITGRALEPYISRCTVCEGPAIAIAVHSQ FCNINNVCNFASRNDYSYWLSTPEPMPMSMAPITGENIRPFISRCAVCEAPAMVMAVHSQ

TTDIPPCPHGWISLWKGFSFIMFTSAGSEGTGQALASPGSCLEEFRASPFLECHG-RGTC TIQIPQCPTGWSSLWIGYSFVMHTSAGAEGSGQALASPGSCLEEFRSAPFIECHG-RGTC

NYYSNSYSFWLASLNPERMFR-KPIPSTVKAGEL-EKIISRCQVCMKKRH NYYANAYSFWLATIERSEMFK-KPTPSTLKAGEL-RTHVSRCQVCMR--/
-GFLVTRHSQTTDDPQCPPGTKILYHGYSLLYVQGNERAHGQDLGTAGSCLRKFSTMPFL
FCNINNVCNFASRNDYSYWLSTPEPMPMSMAPITGENIRPFISRCAVCEAPAMVMAVHSQ
TIQIPQCPTGWSSLWIGYSFVMHTSAGAEGSGQALASPGSCLEEFRSAPFIECHG-RGTC
NYYANAYSFWLATIERSEMFK KPTPSTLKAGEL-RTHVSRCQVCMRR---/

-GFLLVLHSQTDQEPTCPLGMPRLWTGYSLLYLEGQEKAHNQDLGLAGSCLPVFSTLPFA
YCNIHQVCHYAQRNDRSYWLASAAPLP--MMPLSEEAIRPYVSRCAVCEAPAQAVAVHSQ
DQSIPPCPQTWRSLWIGYSFLMHTGAGDQGGGQALMSPGSCLEDFRAAPFLECQGRQGTC
HFFANKYSFWLTTVKADLQFSSAPAPDTLKESQAQRQKISRCQVCVKYS-*

Figura 77. Alineamiento tipo ClustalW en donde aparecen los diferentes a(lV) NC1
utilizados para el modelado del heterohexamero (a3,4,5)2(IV)NC1.

Cédigo de color: a3(IV)NC1 (rojo), a4(IV)NC1 (azul), a5(IV)NC1 (verde), a1(IV)NC1
(negro), a2(IV)NC1 (morado).

Esta disposicidon permite que los NC1 de los mismos subgrupos ocupen posiciones

equivalentes (hay que recordar que existe un subgrupo tipo a1, que engloba al propio
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al(lV)NC1, a a3(IV)NC1 y a a5(IV)NC1; y un subgrupo tipo a2 que engloba al propio
a2(IV)NC1, a a4(IV)NC1 y a a6(IV)NC1 (Hudson y cols. 1993)) respecto a la disposicion

de éste y todos los heterohexameros cristalizados hasta el momento.

Se construyeron mediante Modeller 200 modelos del hexamero (a3,4,5)2(IV)NC1 y
finalmente se eligid6 aquel que presentd menor valor “Dope score” o energia para cada
residuo, también se comprobd mediante diagramas de tipo Ramachandran
(Ramachandran y cols. 1963) que las interacciones intra-atdmicas se encontraran dentro

de la normalidad.

La Figura 78 muestra una representacion en superficie de la estructura del hexamero
(a3,4,5)2(IV)NC1. En este modelo, que esta de acuerdo con los datos existentes (Borza y
cols. 2002), la molécula de a3(IV)NC1 de un protdbmero, quedaria enfrentada a una
molécula de a5(IV)NC1 del protbmero opuesto. Las moléculas de a4(IV)NC1 quedarian
enfrentadas entre si y cerrando el hexamero, la molécula de a5(IV)NC1 de un protomero,
quedaria enfrentado a una molécula de a3(IV)NC1 del protbmero opuesto. Las regiones

Eay Esdel epitopo aparecen en amarillo y morado, respectivamente.

Figura 78. Modelo de
heterohexamero
(a3,4,5)2(IV)NC1 realizado
mediante el programa
modeller.
Representacidén en
superficie del modelo de
(a3,4,5)2(IV)NC1. Las
moléculas de a3(IV)NCH1
aparecen en color rojo, con
las regiones Ea y Es del
epitopo de los anticuerpos
GP representados en
amarillo y morado
respectivamente. Las
moléculas de a4(IV)NCA1
aparecen en color azul y
las de a5(IV)NC1 en color
verde.
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Anexo lll. Abreviaturas.

°C Grados centigrados.

Mg Microgramo.

ML Microlitro.

MM Micromolar.

A Adenina.

AA Amino acido.

Ab Anticuerpo.

Amp Ampicilina.

ANCAs Anticuerpos anticitoplasma de neutrofilos.
AP Fosfatasa alcalina.

APS Persulfato amoénico.

ATP Adenosina trifosfato.

BSA Albumina de suero bovino.

C Citosina.

cDNA DNA complementario.

CDR Regién determinante complementaria.
DMEM Modificacion de Dulbecco del medio Eagle.
DMSO Dimetil sulféxido.

DNA Acido desoxirribonucleico.

dNTP Desoxirribonucledétido-trifosfato.

DTT Ditiotreitol.

E. coli Escherichia coli.

EDC 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
EDTA Acido etilendiamino-tetraacético.

ELISA Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay).

FBS Suero bovino fetal.

g Gramo.

G Guanina.

GAGs Glicosaminoglicanos.

GP Goodpasture.

GPBP Proteina de unién al antigeno de Goodpasture.
GPc Anticuerpo Goodpasture circulante.

h Hora.

HEK Células humanas embrionarias de rinén (Human Embrionary Kidneys cells).
HLA Antigeno leucocitario humano.

HRP Peroxidasa de rabano.

Ig Inmunoglobulina.

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido.

Kan Kanamicina.

kbp 1000 pares de bases.

kDa Kilo-Dalton.

LB Medio Luria Bernati.

M Molar.

mA Miliamperio.

mADb Anticuerpo monoclonal.
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mg Miligramo.

min Minuto.

mL Mililitro.

mM Milimolar.

mRNA RNA mensajero.
mol. molécula.

NC1 Dominio no colagenoso 1.
nm Nandmetro.

NHS N-Hidroxisuccinimida.
nM Nanomolar.

nt Nucledtido.

ori origen de replicacion.

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida.

pb Pares de bases.

PBS Tampo6n fosfato salino.

PBS-T Tampon fosfato salino-tween.

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa.
RNA Acido ribonucleico.

rpm Revoluciones por minuto.

RT Temperatura ambiente.

Ru Unidades de resonancia.

scFv Anticuerpo de cadena sencilla.

SDS Dodecil sulfato sodico.

Sf Spodoptera frugiperda.

sf9 Células sf9 de ovario de Sf.

SRP Resonancia de plasmon de superficie.
T Timidina.

TAE Tampon tris-acetato-EDTA.

TE Tampon tris-EDTA.

TEMED N, N, N', N -Tetrametilendiamina.
Tet Tetraciclina.

Tris Tris-(hydroxymetil)-aminometano.

U Unidad.
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Goodpasture disease is an autoimmune disorder mediated by
circulating autoantibodies against the noncollagenous-1
(NC1) domain of the a3 chain of type IV collagen (23(IV)NC1).
The structure of Goodpasture epitope(s) has been previously
mapped into two main binding regions (E, and Eg) of the
a3(IV)NC1 domain using a residue mutation approach on the
highly related a1(IV)NC1 domain. Here we combined phage
display and surface plasmon resonance technology to more
precisely localize the pathogenic binding sites. Peptides
mimicking the Goodpasture epitope(s) were used to identify
residues involved in autoantibody binding and found
involvement of eight residues previously unrecognized
within and outside of the E5 or Eg regions. Residue
involvement in pathogenic reactivity was confirmed by site-
directed mutagenesis on a more divergent a2(IV)NC1
molecule. From a mutant (M1) of the a2(IV)NC1 molecule,
harboring residues previously identified as belonging to the
Goodpasture epitope, additional chimeras were generated
on the bases of phage display findings. All these mutants
were shown to display higher reactivity with circulating
Goodpasture autoantibodies than the M1 mutant. Thus, our
results more precisely define Goodpasture epitope
determinants and open new avenues to delineate
comprehensive autoantibody-blocking agents for
therapeutics.
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Goodpasture disease (GP) is an autoimmune disorder
characterized by a rapidly progressive glomerulonephritis,
and the presence of autoantibodies, detected as circulating
antibodies or as linear deposits of antibodies along the
glomerular basement membrane.!

The target autoantigen in the glomerular basement
membrane has been identified as the noncollagenous-1
(NC1) domain of the a3(IV) collagen chain (a3(IV)NC1),
one of the six homologous collagen chains designated a:1-0:6
that comprise type IV collagen.>® The chains are highly
homologous and are classified in two classes: the a1-like class
composed of al(IV), a3(IV), and a5(IV) chains, and an
a2-like class composed of «25(IV), a4(IV), and a6(IV)
chains.*

Linear synthetic peptides of the a3(IV)NCI domain were
used to block the binding of autoantibodies to collagen IV in
a first attempt to map the GP epitope. This method was
unable to map any epitope, because it used linear peptides to
characterize a conformational epitope.>°

To avoid the problem with linear peptides, new mapping
strategies based on chimeric proteins were used. Chimeric
01/a3(IV)NC1  domains were constructed, in which
a3(IV)NCI sequences replaced the corresponding sequences
in the non-immunoreactive 1(IV)NC1 domain and then the
autoantibody reactivity was checked. The chimeras were
expressed in mammalian cells for correct protein folding,
disulfide bond formation, and conformational epitope
preservation. Two specific homologous regions in a3(IV)NC1
domain were identified to be part of GP autoepitopes, Ex
spanning from amino acid 17-31 and Ep from amino acid
127-141 of the o3(IV)NC1 domain,’” and allowed the
characterization of four subpopulations of GP antibodies
with distinct epitope specificity for the «3(IV)NC1 domain,
called GP,, GPg, GPap, and GPx?® Later, using site-directed
mutagenesis to replace the o3(IV)NC1 residues in the
chimeric E, region with the corresponding residues of
a1(IV)NC1 domain, three hydrophobic residues (Alayg,
Ileyg, and Valy;) and Pro,g were shown to be critical for the
GP, autoepitope and defined the immunodominant GP
epitope.’

Kidney International (2013) 83, 438-445
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Table 1| ClustalW alignment of peptide sequences from the phagotopes isolated using the cGP antibodies

Phagotope Sequence
Constrained library
c7¢c_75 C | K S F N N A — C
c7c_7.14 C P K S S G A L — C
c7¢_79 C P Y T R L N H — C
c7¢_73 C P G F A P F P — C
c7c_ 7.1 C P F H T T L A — C
c7¢_7.17 C P A H P P K A — C
c7¢_7.20 C H L A T P Y T — C
c7¢_7.19 C — L S A G H S A C
c7c_76 C T L S T — H R N C
c7¢_7.2 C P L S Q — N R S C
c7¢_77 C E ' P T — H R Q C
c7c¢_78 C — T N H E T P N C
c7¢_7.12 C H N N H S R P — C
c7c_7.18 C w — G H P L G T C
c7c 7.1 C M D G — P | Q F C
Linear library
121 — T — A L A T S N T Y D P H
125 — A — P W H L S S Q Y S R T
1214 — | — E W S D N N N F D P R
12.19 — D \ F A K Q F T L M L N
1215 A L — T L H P Q — P L D H P
123 K L w N L H P T Q A L W — —
12.18 G P — K G | \ Q — S L Q \ R
Parallel studies identified that the N-terminal region of
a3(IV)NC1 domain was immunodominant and was the 34
target of B-cell response.!® Site-directed mutagenesis was
used to replace the N-terminal residues of a3(IV)NCl =
domain (Thr;7, Ala;g, Ilejg, Sery;, Gluys, Valyz, Prosg, Sers;, s
and Glnsy) in the o1 (IV)NCI1 domain and showed that they Q 29
were critical in conforming the GP autoepitope and confer 3
nephritogenicity to the chimeric protein.!'! <
The GP epitopes are cryptic in the NC1 hexamer and 2 ]
inaccessible for autoantibody binding, but they are exposed w
upon dissociation of the hexamer into subunits, allowing
binding of the autoantibody.'? The a3(IV)NC1 monomer is
assembled into the collagen IV network through the 0-
o X R - N ® 1 © N © o =~ M 0
association of the a3, o4, and o5 chains to form a triple o O Jd Jd ¢ ¢ Jd O od o o
. R . [ S S N S e
helical protomer. The quaternary structure is responsible for © © © o © o o ©
the epitope’s crypticity. There are two distinct subsets of Phage

@3,4,5(IV)NC1 hexamers, autoantibody-reactive M-hexamers
containing only monomer subunits and autoantibody-
impenetrable D-hexamers composed of dimer and mono-
mer subunits.!> D-hexamers are cross-linked with a recently
reported sulfilimine bond,'*!> which fasten adjacent pro-
tomers and avoid autoantibody accessibility.!®

In this study, we have used phage display technology to
increase our knowledge of the conformational GP auto-
epitope and to find new contact residues for circulating
Goodpasture (¢cGP) autoantibody binding.

RESULTS

Selection of phag juences by cGP autoanti
reactivity of individual phagotopes by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)

After three rounds of selection using cGP antibodies with
both phage libraries, 40 phage DNA inserts were sequenced,

hodi

and
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Figure 1| Capture ELISA of ¢GP antibodies against phage
display-selected peptides. Reactivity of phagotopes from the
constrained library (c7c_1-8) and from the linear dodecapeptide
library (12_1-3). cGP, circulating Goodpasture.

20 of each phage library. Two sequences from each phage
library occurred in more than one phagotope. The sequence
CIKSENNAC was found twice and CPGFAPFPC four times
in the cysteine-constrained phage library; the sequence
TALATSSTYDPH was present seven times and APWHLSS-
QYSRT three times in the linear phage library. There were 22
different peptides (Table 1), but only 11 out of them showed
significant reactivity against cGP antibodies (Figure 1).

Comparative modeling of 3,4,5(IV)NCI hexamer
The FASTA sequences of human a3(IV)NCI, ao4(IV)
NC1, and a5(IV)NCI1 were obtained from NCBI (GenBank
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Figure 2| Quaternary organization of the «3,4,5(IV)NC1 hexamer.
The hexamer is composed by two identical protomers containing one
a3 chain (red), along with an o4 (blue) chain and an o5 (green) chain,
respectively. The Ep (yellow) and Eg (purple) are depicted on the
a3(IV)NCI surface. Residues proposed in this study to contribute to
the GP epitope appear written and numbered in cyan.

ID: CAC36101.1, CAA76763.1, and CAA22267.2, respec-
tively). These sequences were queried against the PDB of the
@1,1,2(IV)NC1 hexamer using the modeller software. The
model was selected according to the lowest dope score, which
is a pairwise atomistic statistical potential, and also
confirmed by Ramachandran plots that provide the correct
intraatomic interactions (data not shown). The resultant
hexamer is composed by two identical protomers containing
one a3(IV)NCI chain, along with an ¢4(IV)NCI chain and
an o5(IV)NCI chain, respectively, in which the o3, 04, and
a5 NC1 domains of one protomer connect with the o5, o4,
and a3 NCI domains of the other protomer, respectively
(Figure 2).

Circulating GP antibody epitope prediction integrating
Pepsurf information and «1(IV)NC1, «2(IV)NC1, «3(IV)NC1
sequence alignment

We conducted a Pepsurf analysis of the cGP antibodies, using
the following as initial parameters: Epitope mapping
algorithm = Pepsurf; Protein structure =PDB of
a3,4,5(IV)NC1 hexamer modeled here; Chain identifier = A
(either a3(IV)NCI or whole hexamer), and the phage display
selected sequences shown in Table 1 were uploaded to the
server. As similar predictions were obtained using
a3(IV)NCI or whole hexamer as chain identifier, 23(IV)NC1
was selected for further analysis. The Pepsurf algorithm
represents the surface of the ©3,4,5(IV)NCI hexamer as a
graph, and then it searches on the a3(IV)NCI surface for
paths that exhibit high similarity to each peptide selected by
c¢GP antibodies. With this alignment procedure, selected
peptides may be aligned to antigen residues brought to
proximity by folding,!” bringing us the possibility to analyze
conformational cGP antibody epitopes. Pepsurf clustered the
paths to two a3(IV)NC1 surface regions. These clusters
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a3(IV)NC1 aa Sequence
Figure 3 | Predicted residues from Pepsurf. The frequency of
predicted residues from Pepsurf results using the selected phage
display peptides is depicted on the amino-acid sequence of
a3(IV)NC1. The residues involved in Ep and Eg regions are identified
with blue and red bars, respectively.

included all previously determined residues by other
techniques,™'® with the only exception of Valy; and Glns,.
With the predictions from the Pepsurf analysis, a histogram
of residues was generated (Figure 3) and integrated with the
a1(IV)NCI, a2(IV)NCI, and o3(IV)NCI sequence alignment,
revealing new epitope candidates (Figures 3 and 4). We
discarded the areas that are common in all a(IV)NCI such as
A119VHSQ 23 and areas that are common between o2(IV)N-
CI and a3(IV)NCI. Only residues that have a frequency of
two or more were selected. Thus, Thrys and Tyrs in the E5
region; Thryy7, Proys;, Hisjsg, and Lys;4; in the Eg region; and
Thrgg and Ala;gg outside E5 and Eg regions were suggested as
new candidates of the epitope for c¢GP antibodies. See
Figure 2 for location of predicted residues on %3,4,5(IV)NC1
hexamer surface.

Reactivity of the cGP antibodies vs. mutated forms of
a2(IV)NC1 domain
Figure 4 schematizes the six mutated forms (M1-M6) of the
a2(IV)NC1 domain prepared after replacing residues in
a2(IV)NC1 by those corresponding in a3(IV)NCI on the
basis of the alignment of al(IV)NCI, o2(IV)NCI, and
a3(IV)NC1 sequences (Figure 5) and of phage display
epitope predictions (see Materials and Methods section).
After purification by affinity chromatography on an anti-
FLAG column, the proteins appeared as a single band of
~30kDa on SDS-polyacrylamide gel under reduced condi-
tions (Figure 6a). All created chimeras reacted with c¢GP
antibodies in western blot under nonreduced conditions.
Interestingly, mutants M2-M6 showed greater reactivity than
the control M1 chimera, indicating that the mutated residues
selected by phage display appear to be a critical part of the
GP autoantigen (Figure 6b). When these mutant proteins
were analyzed by direct ELISA, differences in reactivity were

Kidney International (2013) 83, 438-445
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Mutated residues of a2(IV)NC1

02(IV)NC1

D14] Q15| E16 | M18 | V21| M23 ]| N24 | K25 | W27 | A54 | A94 |V122[H126 A129] 1136 | T192

WMERRN] T17 | A18| 119 | s21| E24 | T26 | v27 | P28 | Y30 | @57 | To9 | T127|P131|H134|K141|A196

Equivalent residues introduced from o3(IV)NC1

) —
M2 —
M3
M4

M5

M6

9

Figure 4| Mutant M1-M6 forms of «2(IV)NC1. The higher bar (which would correspond with mutant M6) schematizes the o2(IV)NC1

molecule showing the 16 residues mutated (upper half of the bar) by their corresponding residues in a3(IV)NC1 (lower half of the bar). Thick

lines in M1-M6 mutants represent the corresponding residues from the upper bar mutated in each type of «2(IV)NC1 mutant molecule.

al(IV)NCl
a3(IV)NCl
@2 (IV)NCl

a1(IV)NC1
a3(IV)NCl
a2 (IV)NCl

al1(IV)NC1
a3(IV)NCl
a2(IV)NCl

al1(IV)NCl
a3(IV)NCl
@2 (IV)NC1

GLPG---SMGPPGTPSV--DHGFLVTRHSQTIDDPQCPSGTKILYHGYSLLYVQGNERAH

GLPGLRKGKRGDSGSPATWTTRGFVFTRHSQTTAIPSCPEGTVPLYSGFSFLFVQGNQRAH

GSPGL-——=~-~ PGMPGRSVSIGYLLV’KHSQTDQEPMCPVG!FNKLYSGYSLLYFEGQEKAH
[ ]

GQDLGTAGSCLRKFSTMPFLFCNINNVCNFASRNDYSYWLS%g%PMPMSMAPITGENIRP
GQDLGTLGSCLQRFTTMPFLFCNVNDVCNFASRNDYSYWLSTPALMPMNMAPITGRALEP
NQDLGLAGSCLARFSTMPFLYCNPGDVCYYASRNDKSYWLSTTAPLPM--MPV?EDEIKP
2
FISRCAVCEAPAMVMAVHSQTIQIPPCPSGWSSLWIGYSFVMHTSAGAEGSGQALASPGS
YISRCTVCEGPAIAIAVHSQTTDIPPCPHGWISLWKGFSFIMFTSAGSEGTGQALASPGS
YISRCSVCEAPAIAIAVHSQDTSIP?CP?GWRSLWTGYSFLMHTAAGDEGGGQSLVSPGS

wn

=
CLEEFRSAPFIECHG-RGTCNYYANAYSFWLATIERSEMFKKPTPSTLKAGELRTHVSRC
CLEEFRASPFLECHG-RGTCNYYSNSYSFWLASLNPERMFRKP IPSTVKAGELEKIISRC

a1(IV)NCl
a3(IV)NC1
@2(IV)NC1

QVCMR-RT*
QVCMRRRH*
QVCMK-NL*

Figure 5| ClustalW alig of the

CLEDFRA‘I‘PFIECNGGRGTCHYYANKYSFWLTTIPEQSFQGSPSADTLKAGLIRTHI SRC

0
=

1ces of a1,02,03(IV)NC1 domains. The E, and Eg regions are gray shadowed. The nine

amino acids previously described as epitope components, which are mutated in M1, are in bold (note that Sers; is common between
a2(IV)NC1 and a3(IV)NC1). Mutated residues in a2(IV)NC1 appear identified with the name of the chimera that contains it.

also detected. Mutant M3 reactivity increased 50% relative to
that of mutant M1 and was in line with a3(IV)NCI.
Differences in reactivity between M2 and M3 indicate that
Tyrso was the critical residue inside the E, region (Figure 7).
Changes introduced in M5 and M6 scarcely contribute to
increase the reactivity determined by ELISA.

Surface plasmon resonance (SPR) analysis of cGP
antibodies with the chimeric proteins indicated that the
affinity constant (KD) decreases from the M1 template across
sequential mutants to the antigen o3(IV)NCI(Figure 8a).
This confirmed that mutated residues contribute to the
epitopes and increase the cGP antibody recognition. Con-
sistent with it, the Ry, value (which represents the
maximum binding capacity of the cGP antibodies immobi-
lized at the sensor chip surface) increases from the M1
template across mutants to the a3(IV)NC1 (Figure 8b),

Kidney International (2013) 83, 438-445

indicating that the sequential process of mutagenesis
improved ¢GP antibody reactivity for their epitope.

DISCUSSION

In the present study, phage display technology was used to
characterize ¢cGP antibody binding sites. Previous approaches
used mutagenesis on o3(IV)NCI highly-related a1(IV)NC1
domain to generate chimeras that reacted with cGP anti-
bodies.”!% Now, selected peptides mimicking physical-chemical
properties and spatial organization of self-epitope(s)!” were
used to design chimeras that reacted with ¢GP antibodies from
a less a3(IV)NCl-related o2(IV)NC1 domain.'® Our results
not only confirmed previous findings®!! but also identified
previously unrecognized residues Thrys, Tyrsg, Throg, Thry,7,
Proys;, Hisjag, Lysisr, and Alajgs, mediating ¢GP antibody
binding. In addition to providing new critical complementary
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Figure 6 | Chimera analysis. (a) SDS-polyacrylamide gel (PAGE)
analysis of the chimeras. SDS-PAGE electrophoresis was performed
in 12% gels under reducing conditions, and the proteins were
Coomassie blue stained. (b) Immune detection of the chimeras.
Ponceau red staining of nonreducing SDS-PAGE electrophoresis
blotted onto nitrocellulose membranes (A). Protein immunodetection
with o-FLAG antibody (B) or cGP antibodies (C).
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Figure 7| ELISA of the reactivity of the ¢GP antibodies against
the «3(IV)NC1 domain and different forms of the a2(IV)NC1
domain. The asterisks indicate significant differences P<0.01.
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Figure 8| Surface pl Y e (SPR) lysis of the
chimeras. SPR analysis of the effect of the mutations M1,4-6 on the
affinity of cGP antibodies for the «2(IV)NC1 domain. (a) Affinity
constant (KD) of the cGP antibodies. (b) Ryax value of binding.

structural information on the GP epitope(s), the phage display
approach also identified new compounds (peptides) to block
the binding of c¢GP antibodies to the autoantigen in vivo. The
parallel confirmation by ELISA, western blot, and SPR of the
reactivity of mutated o2(IV)NC1 domains with ¢GP
autoantibodies suggested an immunopathogenic role for the
individual residues and rendered kinetic data on the
antigen-antibody interaction that eventually will be critical to
generate blocking agents for therapeutics.

Our studies were performed with a single patient’s
sera; however, the evidence suggests that no major differences
will exist between patient’s self-epitopes, as virtually all
the individual sera tested by us (unpublished observations)
and others?®?! were efficiently competed by mAb 3. This
mAD has been shown to bind to an epitope that overlaps with
GP epitope(s) and shares with it the condition of being
conformational and disulfide bond-dependent.® Consistently,
major reactive residues with the present c¢GP antibodies
were found to be identical to those previously described
for other individual ¢GP antibodies and shown to be

Kidney International (2013) 83, 438-445
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immunopathogenic in animal models.!! Although some
variability on individual epitope mapping is expected,? the
data generated so far strongly support the fact that the
reactive residues will not significantly vary between patients.
Consistently, c¢GP-binding residues Thrys Tyrsp, Thrgo,
Proj3;, and Alajgg common to ol- and o3(IV)NCI
domains, and which escaped identification in previous
studies, were inadvertently tested for immunopathogenicity
and found positive in these same studies. Further work is
needed, however, to unambiguously demonstrate the
pathogenic relevance of our findings by checking the
pathogenesis that the o2(IV)NCI mutants generated here
induce in appropriate animal models.

MATERIALS AND METHODS

Characterization of cGP antibodies

A 58-year-old man with a history of cigarette smoking displayed a
flu-like affection days before developing acute renal failure, the
reason for hospitalization. Analytical studies showed the presence of
significant titers of antibasement membrane autoantibodies (216 UI/
ml), rapidly progressive glomerulonephritis with abundant crescent
(50% glomeruli), and linear deposits of IgG along glomerular
basement membrane. The patient was diagnosed with GP disease
and therapeutic plasmapheresis was used to purify IgG by affinity
chromatography on protein A-agarose (GE Healthcare, Piscataway,
NJ), according to the manufacturer’s protocol. The next step con-
sisted in the immobilization of a3(IV)NCI1 into Affi-Gel-10 (Bio-
Rad, Hercules, CA) at a concentration of 1 mg/ml gel. The protein
A-purified IgG was applied to the affinity column (1 ml of gel). The
column was washed with 10 volumes of Tris-buffered saline (50 mM
Tris, 500 mM NaCl, pH 7.4). The bound IgG was sequentially eluted
with five column volumes (5ml) of Gentle Immunopure (Pierce,
Thermo Scientific, Rockford, IL) and dialyzed three times against 21
of Tris-buffered saline followed by ultrafiltration in 10-KDa Amicon
Ultra devices (Millipore, Bedford, MA). Immunochemical char-
acterization using nonreduced and reduced recombinant
a3(IV)NC1 and isolated human renal hexamer and the patient’s
affinity-purified circulating antibodies in paralle] with mAb 3 (a
mAD that has been shown to bind to an epitope which overlaps with
GP epitope)”?® and M31A (previously shown to bind a linear
epitope in the N-terminus of the human o3(IV)NC1)® unambig-
uously demonstrate that the patient under study underwent
Goodpasture autoimmune response (Supplementary Figure S1
online, Supplementary Material online).

Phage display

Phage libraries. Two random phage display peptide libraries were
purchased from New England Biolabs (Beverly, MA), a cysteine-
constrained heptapeptide library (PhD-c7c) and a linear dodeca-
peptide library (PhD-12). Both libraries expressed random peptides
in the plIII coat protein and contained 2x10'? plaque-forming units
per ml (p.fu./ml), with a complexity of >2x10° transformants.
Phages were propagated in Escherichia coli ER2738 and selected in
microtiter plates, Maxisorb (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA), following the manufacturer’s recommendations. Briefly, 1 g
of immunopurified circulating autoantibodies in phosphate-buf-
fered saline (PBS) was used to coat the plates at 4 °C overnight,
although subsequent steps were performed at room temperature.
Plates were washed with PBS and blocked with 2% MPBS (skimmed
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milk in phospate-buffered saline) for 1h. The plates were then
washed with PBS, and Phages (10'?) in PBS were added and
incubated for 1 h under gentle rocking. After extensive washing with
PBS-0.1% Tween-20 (10 times in the first round and 20 times in
subsequent rounds), bound phages were competitively eluted with
a3(IV)NC1 0.1 mg/ml in PBS. E. coli ER2738 was infected with the
eluted phages and 20 randomly selected individual clones from each
library were isolated after three rounds of selection. Each individual
clone is referred to as phagotope. Single-strand phagemid DNA was
purified and sequenced using an ABI7002 automated sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

Monoclonal Phage ELISA. Capture ELISA was used to study the
reactivity of each phagotope. The cGP autoantibodies were
immobilized on microtiter plates and captured phages were detected
with anti-M13-HRP (horseradish peroxidase) antibodies (GE
Healthcare). Specifically, plates were coated with 0.1 pg/well of
<GP antibodies in PBS, left at 4 °C overnight, and brought to room
temperature for the rest of the procedure. The plates were blocked
with blocking buffer (2% bovine serum albumin and 0.5% skimmed
milk PBS) and after extensive washing with PBS: 100 ul containing
10" p.fu. from each phagotope was added in PBS. Bound phages
were detected after incubation with HRP-conjugated anti-M13
antibodies diluted 1/5000 in blocking buffer for 1h. The substrate
used was 1mg/ml o-phenylene-diamine in 1mol/l citrate buffer,
pH 5, containing 0.001% H,0,. Color development was stopped
with 50 pl of 2.5 mol/l H,SOy after 10 min and monitored at 492 nm
with a Dynatech MR4000 plate reader (Dynes Technologies,
Chantilly, VA).

Sequence alignment
Peptides and a(IV)NCI sequences were aligned using CLC sequence
viewer 6 (http://www.clcbio.com) with clustalW algorithm.

Molecular modeling of 43,4,5(IV)NC1 hexamer

The Modeller (http://salilab.org/modeller/) program was used for
homology and comparative modeling of protein three-dimensional
structures.”> We used the ol1,1,2(IV)NCI hexamer structure as
template (PDB id: 1t60) and provided an adequate alignment
with the ©3,4,5(IV)NCI1 sequence according to literature.”> The
Modeller software built the required number of models of the target
and estimated the quality parameters of the models. One hundred
models of 23,4,5(IV)NC1 hexamers were built using the Modeller
program, and the model with the best dope score was chosen. The
structures were visualized with the Pymol (The PyMol Molecular
Graphics System, Version 0.99, Schrodinger, LLC) program.

Epitope mapping

PepSurf (http://pepitope.tau.ac.il/index.html) is a web-accessible
algorithm that first maps each phage display-selected peptides onto
the provided protein surface and then clusters the resulting hits,
thus obtaining a predicted epitope.!” We obtained a set of epitope
clusters localized on the o3,4,5(IV)NCI hexamer model surface and
then created a frequency histogram for each residue in the
a3(IV)NC1  sequence. With histogram analysis, the cGP
antibody-binding epitope was inferred and the candidate residues
for the site-directed mutagenesis were obtained.

DNA constructs
The a3(IV)NCI coding sequence containing the BM40 secretion

signal and an N-terminal FLAG tag was subcloned into the
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pFastBacl vector from the Fu3ANU-pRC-CMV vector’ after
digestion with Sacl (New England Biolabs).

To amplify the human a2(IV)NC1, mRNA was extracted using
the trizol method (Invitrogen, Carlsbad, CA) from human
embryonic kidney cells (HEK293) and retro-transcribed using the
SuperScript Reverse Transcriptase (Invitrogen, Life Technologies),
and the ¢cDNA of interest was amplified by PCR using Pfu
polymerase (Stratagene, La Jolla, CA) with primers detailed in
Supplementary Table S1 online in order to introduce a FLAG tag
sequence and a BM40 exportation signal. The construction was
finally subcloned into the pFastBacl vector after digestion with
BamHI and Sacl (New England Biolabs).

Site-directed mutagenesis

Residues in a2(IV)NC1 were replaced with the corresponding
a3(IV)NCI  residue based on «ol(IV)NC1, o2(IV)NCI, and
a3(IV)NCI sequence alignment and phage display epitope predic-
tions. Six mutants (MI1-M6) were sequentially constructed
(Figure 4) using a Quick-Change site-directed mutagenesis kit
(Stratagene) and appropriate oligonucleotides (Supplementary
Table S1 online), and their correctness was confirmed by DNA
sequencing. Mutant M1 containing the common residue Ser,g and
all eight residue substitutions previously reported to be part of the
GP epitope”!® was used as a control for immunoassays and as a
template for further mutagenic steps. Mutants M2-M4, in addition,
substitute either Met,3 (M2) or Trp,; (M3) or both (M4) (Figure 4)
by residues Thr,s and Tyrs, respectively, which are localized in the
E, region and that are common in a1(IV)NC1 and a3(IV)NC1 but
differ in o2(IV)NCI1. Mutant M5 keeps the changes of the mutant
M4 but introduces three new substitutions in residues, which are
common in o1(IV)NC1 and «3(IV)NCI but differ in «2(IV)NC1
(Figure 4). Although two of these last residues (Ala and Thr) localize
out of the E5 and Ep regions, the proline introduced localizes inside
the Ep region. Finally, mutant M6 adds to mutant M5 three new
changes localized in the Ep region (Figures 4 and 5).

Expression and purification of NC1 proteins in insect cells
Recombinant proteins 2-3(IV)NC1 and the mutants M1-M6 were
cloned in the baculovirus expression vector pFastBacl. Each plasmid
was transformed into DH10Bac competent cells and the recombi-
nant baculovirus was produced by following the manufacturer’s
recommendations (Bac-to-Bac Baculovirus Expression System,
Invitrogen, Life Technologies). Briefly, Sf9 cells were grown in
SF900SFMII medium supplemented with antibiotics and 1%
Pluronic (SIGMA, St Louis, MO) in suspension in spin flasks at
120 r.p.m. and 28°C. The cells were subcultured to a density of
3x10° cells/ml and infected at a multiplicity of infection of two
when they reached a density of 1.5x10°cells/ml. The cell super-
natants were removed after 72h and the a3(IV)NCI protein was
purified from the medium using the anti-flag affinity gel (SIGMA-
ALDRICH, St Louis, MO) according to the manufacturer’s
recommendations. The recombinant protein was eluted from the
column with 0.1 mg/ml of FLAG peptide (DYKDDDDK) that was
subsequently removed from the protein preparation by successive
ultrafiltration in 10-KDa Amicon Ultra devices (Millipore). In a
typical purification, about 1mg of soluble recombinant protein
exported to the medium was obtained from each liter of infected
cells measured by the Bradford assay using bovine serum albumin as
standard.?* SDS-polyacrylamide gel was performed according to
Laemmli.??
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Western blot

Purified recombinant NC1 domains (500 ng) were separated by
SDS-12% polyacrylamide gel electrophoresis under nonreducing
conditions and transferred onto nitrocellulose membranes.?® The
remaining binding sites were blocked with 5% skimmed milk Tris-
buffered saline, and membranes were incubated with appropriately
diluted anti-Flag-HRP or c¢GP antibodies and with anti-Human
IGg-HRP. The blots were developed with ECL (GE Healthcare) and
exposed to Kodak MR film (Kodak, Rochester, NY) for 60 to 120s.

Enzyme-linked immunosorbent assay

The antigens (100 ng of recombinant NC1 domains) were coated
onto microtiter plates, Maxisorb (Life Technologies), overnight, at
4°C temperature, in 100pl of PBS, and the following steps
performed at room temperature. Nonspecific binding sites were
blocked with 0.5% bovine serum albumin for 1h. Primary and
secondary antibodies were diluted in binding buffer (PBS containing
0.25% bovine serum albumin and 0.05% Tween-20) and incubated
for 1h each. The primary antibody was the ¢cGP antibody. The anti-
human horseradish peroxidase-labeled antibody IgG (Sigma-
Aldrich) was used as the secondary antibody. Each sample was
analyzed in triplicate and the mean values and s.d. were calculated.
To estimate the actual amount of mutant protein coated on the
plate, a parallel ELISA using anti-Flag HRP (Sigma) was performed
and used for normalizing the signal generated by the cGP antibodies
vs. the mutant proteins.

Surface plasmon resonance

The affinity assays were based on SPR and performed in a Biacore
T100 instrument (GE Healthcare). A total of 1000 Resonance Units
of ¢cGP antibodies were immobilized in a CM5 sensor chip (GE
Healthcare). The IGg was diluted to a concentration of 1pug/ml in
10 mmol/l sodium acetate, pH 5, and immobilized by the amine
coupling chemistry (GE Healthcare). Immobilization was performed
in the channel 2 of the sensor chip and the channel 1 was used as the
reference surface.

Kinetic assays were carried out at 37 °C. The experiments were
performed in 10 mmol/l 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfo-
nic acid, pH 7.4, containing 150 mmol/l NaCl, 3 mmol/l ethylenedia-
minetetraacetic acid, and 0.005% surfactant P20 as the running buffer
with a flow of 0.1 ml/min with 60 s of contact and a dissociation time
of 1000s. The regeneration step consisted in washing with 20 mmol/l
NaOH for 455 at the same flow. The kinetic assays were performed
with all NC1-purified domains at different concentrations (50, 100,
150, 200, and 250 nmol/l). Each run included at least two repetitions
of the 100 nmol/l sample and three blanks without sample.

The kinetic data were obtained after the analysis of the
sensograms performed with the BIAevaluation 2.0 software (GE
Healthcare).
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