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RESUMEN 
 

La βeta-2-glicoproteína I (β2GPI) es una glicoproteína plasmática que ha sido 

identificada como uno de los principales antígenos reconocidos por los anticuerpos 

antifosfolípido (AAF), los que asociados a una serie de condiciones clínicas como 

trombosis arterial o venosa, aborto espontáneo recurrente o trombocitopenia han 

dado origen al síndrome clínico conocido como Síndrome de Anticuerpos 

Antifosfolípido (SAF). El mecanismo por medio del cual se produce trombosis en el 

SAF es desconocido. Se ha propuesto que los AAF interfieren con la formación de 

los complejos enzimáticos relacionados con la vía de la coagulación sanguínea, lo 

que sugiere una función importante para la β2GPI en éste sistema. Otro sitio de 

acción sugerido para la intervención de los AAF, es la desregulación del sistema 

fibrinolítico, en donde el plasminógeno tiene una participación fundamental en la 

disolución de los coágulos, al ser convertido a plasmina, proteasa de serina 

encargada de degradar la fibrina. Estructuralmente el plasminógeno es homólogo 

a la apolipoproteína(a) en relación al dominio de proteasa de serina, así como a 

los dominios kringle IV y V, a través de los cuales se une a la β2GPI. 

En el presente trabajo se llevó a cabo la caracterización de la unión entre la β2GPI 

y el Glu-Plasminógeno, así como el efecto que dicha interacción tiene sobre el 

proceso de activación del plasminógeno, tanto sobre fibrina intacta como sobre la 

superficie de células endoteliales. En estas condiciones, la unión de Glu-

Plasminógeno a β2GPI, exhibió un perfil característico de saturación dependiente 

de la concentración de plasminógeno adicionado. Observamos que la interacción 

fue inhibida por el análogo de la lisina EACA, así mismo encontramos que el NaCl 

ejerció un efecto inhibitorio de la unión entre ambas moléculas. Los estudios 

llevados a cabo con fragmentos del plasminógeno, mostraron una unión del K5-sp 

con la β2GPI. En otra serie de experimentos demostramos que la β2GPI 

incrementa la activación del Glu-Plasminógeno sobre fibrina intacta de una 

manera dependiente de la concentración de β2GPI adicionada. A nivel de la 

superficie de células HMEC-1 la β2GPI interacciona con el Glu-Plasminógeno 
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incrementando la concentración de plasminógeno en la superficie celular, que al 

ser activado por el t-PA generado constitutivamente por la célula, resultó en un 

incremento en la producción de plasmina. Sobre la superficie endotelial el Glu-

Plasminógeno es reconocido antigénicamente por anticuerpos dirigidos contra la 

β2GPI, activando a la célula, con un incremento en la expresión de la molécula de 

adhesión ICAM-I y una disminución de la trombomodulina, molécula fundamental 

del sistema anticoagulante de la proteína C, cuya desregulación es causa de 

trombosis. 

En conclusión, estos resultados son los primeros que describen la existencia de 

una interacción entre la β2GPI  y el Glu-Plasminógeno, que a nivel de la superficie 

celular incrementa la generación de plasmina, pudiendo ser considerado como 

una nueva función biológica para la β2GPI. Una interferencia con su 

funcionamiento por AAF puede desregular el sistema fibrinolítico, favoreciendo la 

generación de un estado protrombótico como el observado en el SAF. 
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ABSTRACT 
 

β2-glycoprotein I (β2GPI) is a glycoprotein of unknown physiological function. It is 

the main target antigen for antiphospholipid antibodies in patients with 

antiphospholipid syndrome (APS).  β2GPI binds with high affinity to the atherogenic 

lipoprotein Lp(a) which shares structural homology with plasminogen, a key 

molecule in the fibrinolytic system. Impaired fibrinolysis has been described in 

APS. The present work reports the interaction between β2GPI and Glu-

Plasminogen which may explain the recently described proteolytic effect of plasmin 

on β2GPI. In the process of Glu-Plasminogen activation, we found an increase in 

plasmin generation both at fibrin and cellular surface level as a function of the 

concentration of β2GPI added, suggesting an important role as a cofactor in the 

trimolecular complex β2GPI-Plasminogen-tPA. This phenomen represents a novel 

regulatory step both in the positive feedback mechanism for extrinsic fibrinolysis 

and antithrombotic regulation. IgG anti-β2GPI antibodies recognized the β2GPI at 

the endothelial surface, inducing its activation with an increase of ICAM-I and a 

decrease in the expression of thrombomodulin favoring a pro-thrombotic state in 

the vascular endothelium. The interference in the plasmin generation by anti-β2GPI 

antibodies could generate thrombosis as observed in APS. 
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INTRODUCCIÓN 
 

La β2-glicoproteína I (β2GPI ), también conocida como apolipoproteína H, es una 

glicoproteína presente en el plasma en una concentración de 20 mg/dL, que está 

formada por una sola cadena polipeptídica de 326 residuos de aminoácidos con 

un peso molecular de 50 kDa (1) Fig 1. El contenido de carbohidratos es de 

aproximadamente el 18 % de su masa molecular. Por su estructura la β2GPI  ha 

sido clasificada como un miembro de la superfamilia de proteínas reguladoras del 

complemento, las cuales se caracterizan por tener unidades de repetición de 

aproximadamente 60 residuos de aminoácidos, con cuatro cisteínas altamente 

conservadas formando dos puentes disulfuro en la posición cys1-3 y cys2-4, 

denominados dominios SCR (Short Consensus Repeat) o módulos CCP 

(Complement Control Protein) (2-3). La β2GPI está constituida por cinco de éstos 

dominios SCR, siendo el quinto dominio rico en residuos de lisina, el cual posee 

dos cisteínas adicionales que origina la formación de un nuevo puente disulfuro 

(Fig 2). Adicionalmente, el quinto dominio presenta un segmento peptídico C-

terminal de 19 residuos de aminoácidos, que espacialmente dan origen a una área 

cargada positivamente de aproximadamente 2000 Å, integrada por los grupos R 

de 12 residuos de lisina, uno de arginina y uno de histidina (4-5). 

La función biológica de la β2GPI  es desconocida. Se ha propuesto que pueda 

participar de manera importante en el metabolismo de lípidos (6), ya que 

aproximadamente el 35 % de la β2GPI  plasmática circula asociada a diferentes 

fracciones lipoproteícas tales como quilomicrones y lipoproteínas de alta (HDL) y 

muy baja densidad (VLDL) (7); de la misma manera se ha descrito, que la β2GPI 

promueve la activación in vitro de la lipoprotein lipasa (8), así como una 

depuración incrementada de triglicéridos de acuerdo a los experimentos realizados 

en modelos murinos (9). Por otra parte, se ha sugerido que la β2GPI  puede tener 

una función importante en los procesos de regulación de la coagulación 

sanguínea, debido a sus propiedades anticoagulantes observadas in vitro 

relacionadas a su capacidad para unirse a fosfolípidos sobre células dañadas (10-
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11), así como por sus efectos en la inhibición de la agregación plaquetaria 

inducida por adenosinadifosfato (ADP) (12) y por la estimulación de la actividad de 

protrombinasa a través de plaquetas (13). Similarmente se ha descrito que la 

β2GPI  puede unirse a otras estructuras macromoleculares cargadas 

negativamente diferentes a los fosfolípidos, como lo son el DNA, la heparina y las 

mitocondrias. (14-15). 

Recientemente se ha incrementado el interés por el estudio de la β2GPI  ya que se 

le ha identificado como el principal blanco antigénico reconocido por los 

anticuerpos antifosfolípido (AAF), los que asociados a condiciones clínicas como 

trombosis arterial o venosa, trombocitopenia o perdida fetal recurrente han dado 

origen al síndrome conocido como Síndrome de Anticuerpos Antifosfolípido 

(SAF)(16). El mecanismo por el cual se produce trombosis en el SAF es 

desconocido. De acuerdo a las propiedades descritas para la β2GPI,  se ha 

hipotetizado que los AAF pueden contribuir a la génesis de las trombosis 

asociadas al SAF, por interferir con las reacciones de la coagulación dependientes 

de fosfolípidos o por unirse a plaquetas o a células endoteliales en donde la β2GPI 

puede tener una función importante. Se ha sugerido que la unión de la β2GPI  a 

estas células es el resultado de su interacción con los fosfolípidos de membrana, 

sin embargo, esta proteína sólo se une con una elevada afinidad a fosfolípidos 

aniónicos con un alto grado de pureza, por lo que, su afinidad por preparaciones 

fosfolipídicas con una composición parecida a aquellas de las membranas 

celulares es baja (17). Kochl y col. describieron que la β2GPI  forma un complejo 

fisiológico con la apolipoproteína(a) de la lipoproteína aterotrombótica Lp(a) a 

través de los dominios kringle IV tipo 2 (18). Interesantemente, la apo(a) comparte 

una estrecha homología estructural con la molécula del plasminógeno (19) (Fig 3), 

proteína central del sistema fibrinolítico, cuya desregulación puede ser causa de 

trombosis (20). El sistema fibrinolítico comprende una proenzima inactiva, el 

plasminógeno, que puede ser convertido a la enzima activa, plasmina, la cual 

degrada la fibrina en péptidos solubles de degradación (20). Estructuralmente el 

plasminógeno es una proteína modular, que presenta un péptido de preactivación, 
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seguido por cinco dominios kringle (K1+K2+K3+K4+K5) y un dominio catalítico de 

proteasa serínica C-terminal (sp) (Fig. 4). Los dominios kringle del plasminógeno 

poseen sitios de unión a lisina que le permiten unirse específicamente tanto a la 

fibrina como a superficies celulares (20). La apo(a) contiene de 14 a 37 copias de 

una secuencia homóloga (75 al 94 %) al kringle 4 del plasminógeno, referidas 

como KIV y distribuidas en 10 clases designadas del 1 al 10. El último kringle de la 

apo(a) (KV), comparte un 95 % de homología con el kringle 5 del plasminógeno, 

seguido por un dominio de proteasa serínica, el cual es 94 % homólogo al del 

plasminógeno. Aunque el dominio de proteasa de la apo(a) humana conserva la 

triada catalítica de proteasa serínica, ésta es inactiva proteolíticamente (21). 

Estudios previos han demostrado que la Lp(a) y la apo(a), se unen con una 

afinidad relativamente elevada tanto a la fibrina como al fibrinógeno (22). Se ha 

propuesto que dicha interacción está asociada con los efectos patológicos 

atribuidos a la Lp(a) en la progresión de la ateroesclerosis. De igual manera, se ha 

hipotetizado que la Lp(a), puede inducir un estado hipercoagulable por inhibir la 

fibrinolisis en la superficie de la célula endotelial, por lo que estudios dirigidos 

hacia el análisis del(los) mecanismo(s) involucrado(s) en los efectos 

protrombóticos, han sugerido que la capacidad antifibrinolítica de la apo(a), puede 

estar mediada por una inhibición competitiva del sitio de unión del plasminógeno y 

su activador fisiológico el t-PA, a la fibrina o al fibrinógeno en la superficie de la 

célula endotelial (22). Recientemente fue descrito que la anexina II, es el receptor 

en la célula endotelial para la β2GPI , el cual interesantemente es el mismo, tanto 

para el plasminógeno como para el t-PA (23). 

Diversos grupos han demostrado que la β2GPI,  es reconocida en la superficie de 

la célula endotelial por anticuerpos presentes en el suero o plasma de pacientes 

con SAF, induciendo la activación celular, lo que en determinadas situaciones 

puede favorecer la generación de un estado procoagulante. Se ha sugerido que 

estos efectos (in vitro), representan un mecanismo patogénico potencial por medio 

del cual los anticuerpos antifosfolípido, pueden provocar trombosis in vivo (24-25). 

A pesar de los avances logrados hasta la fecha en el estudio de la β2GPI,  aún no 

se ha logrado esclarecer el mecanismo por medio del cual, los anticuerpos 
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dirigidos contra esta proteína,  pueden causar trombosis, así como de cual podría 

ser la función de la β2GPI  en el complejo sistema de la coagulación sanguínea. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

El mecanismo por medio del cual los pacientes con anticuerpos antifosfolípido 

presentan transtornos en la coagulación es desconocido. Uno de los principales 

antígenos reconocidos por este tipo de anticuerpos, es la proteína plasmática 

conocida como beta-2-glicoproteína I (β2GPI), descubierta en 1961. Se ha descrito 

que la β2GPI,  pudiera tener una función importante en la regulación de la 

coagulación sanguínea por su capacidad para unirse a moléculas cargadas 

negativamente, como son los fosfolípidos aniónicos. Se ha propuesto, que al 

formarse el complejo β2GPI-fosfolípidos, la molécula de la β2GPI experimenta un 

cambio conformacional, dejando al descubierto sitios ocultos de la molécula que 

son reconocidos por anticuerpos antifosfolípido y que probablemente, debido a 

una interferencia de éstos anticuerpos con el sistema de la coagulación 

sanguínea, el cual depende fundamentalmente de fosfolípidos, se originen las 

trombosis como las observadas en el SAF. De la misma manera, a la β2GPI 

también se le ha atribuido una función muy importante en el metabolismo de 

lípidos, por su participación en la depuración de triglicéridos en modelos murinos, 

así como por ser una parte integrante de las lipoproteínas de varias densidades 

como las HDL y las VLDL. Se ha reportado que la apolipoproteína (a) de la Lp (a), 

es capaz de unirse a la β2GPI  fisiológicamente a través de los dominios kringle IV, 

desconociéndose su posible significado biológico. Interesantemente la apo(a) 

comparte una estrecha homología estructural con el plasminógeno, molécula 

central del sistema fibrinolítico cuya desregulación representa una anormalidad 

hemostática observada comúnmente en trombosis. Dicha homología sugiere 

igualmente, una posible interacción entre la β2GPI y el plasminógeno. 

Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo llevamos a cabo, en un 

sistema in vitro, la evaluación de la interacción de la β2GPI  con el sistema 

Plasminógeno-Plasmina (sistema que regula los procesos de coagulación-

fibrinolisis) como un posible mecanismo en la generación de trombosis causada 

por anticuerpos antifosfolípido. 
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HIPOTESIS 
 

La β2-glicoproteína I participa en la regulación de la coagulación sanguínea 

mediante su interacción con el sistema Plasminógeno-Plasmina formando un 

complejo molecular con el Glu-Plasminógeno, lo cual permite incrementar la 

generación de plasmina a nivel de la superficie del endotelio vascular. Una 

interferencia con éste proceso por anticuerpos antifosfolípido puede favorecer el 

establecimiento de un estado protrombótico como el observado en pacientes con 

Síndrome de Anticuerpos Antifosfolípido. 

 

 
 
 

OBJETIVO GENERAL 
 
 
Evaluar la interacción de la β2GPI  con el sistema Plasminógeno-Plasmina, en un 

sistema in vitro utilizando β2GPI unida a una placa de poliestireno, así como en 

presencia de células endoteliales (HMEC-1), valorando la posible participación que 

pudiera tener la β2GPI en la generación de plasmina sobre una malla de fibrina y 

en la superficie de células HMEC-1 De igual manera, investigar el efecto de los 

AAF en la activación celular en presencia de β2GPI y de plasminógeno. 
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OBJETIVOS PARTICULARES 
 

1. Purificación de la β2GPI  a partir de suero humano. 

2. Evaluar la posible unión del Glu-Plasminógeno a la β2GPI,  tanto en fase 

sólida unida a una placa de poliestireno como sobre células endoteliales 

HMEC-1. 

3. Determinar la región de la molécula del Glu-Plasminógeno (K1+2+3, K4 ó 

K5-sp) que interacciona con la β2GPI en fase sólida. 

4. Evaluar la capacidad de activación del Glu-Plasminógeno en presencia 

tanto de β2GPI  en un sistema in vitro de fibrinolisis como en la superficie de 

células endoteliales HMEC-1. 

5. Determinar si las gamma globulinas anti-β2GPI del isotipo IgG de conejo y/o 

de pacientes con SAF, son capaces de reconocer antigénicamente tanto al 

Glu-Plasminógeno como a la β2GPI en la superficie de la célula endotelial 

HMEC-1, activándola. 

6. Evaluar las posibles interacciones de los sitios de unión a lisina (LBS) de 

los dominios kringle 1 y kringle 5 del Plasminógeno con las lisinas 

superficiales de la β2GPI, mediante docking y modelaje molecular. 
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MATERIALES Y METODOS 
 

Obtención de proteínas: La purificación de la β2GPI se llevó a cabo a partir de 

suero humano siguiendo el procedimiento descrito por Blank y col. (26), la cual fue 

considerada pura de acuerdo a los análisis de los estudios realizados en 

electroforesis en gel de poliacrilamida al 10 % en SDS-PAGE en condiciones no 

reductoras y por inmunoblot. El Glu-Plasminógeno lo adquirimos de Roche 

Molecular Biochemical de Alemania y lo biotinilamos de acuerdo a la técnica 

descrita por Monroy y col. (27). Para la obtención de los fragmentos del Glu-
Plasminógeno K1+2+3 (sitio de enlace a lisina I o LBS I), K4 (kringle 4) y K5-sp 

(kringle 5 y el dominio de proteasa de serina o miniplasminógeno), el Glu-

Plasminógeno se sometió a una digestión con elastasa porcina, tomando como 

base el procedimiento técnico descrito por Sottrup-Jensen y col. (28), y cada uno 

de los fragmentos obtenidos se les unió biotina covalentemente de acuerdo al 

procedimiento descrito por Monroy y col. (27). El Fibrinógeno lo adquirimos de 

Sigma, USA. 

Anticuerpos. La IgG humana con actividad específica de anti-β2GPI, la obtuvimos 

a partir de una colección de sueros de pacientes pediátricos con Síndrome 

Antifosfolípido Primario (SAFP), definido de acuerdo a los criterios establecidos 

por Alarcón Segovia y col. (29). Estos sueros mostraron una especificidad positiva 

anti-β2GPI determinada por ELISA (INOVA Diagnostic, USA) mayor a 150 

unidades de antifosfolípido (GPL), con ninguna reactividad hacia la cardiolipina, 

fosfatidilserina o protrombina. Como control se usó una mezcla de sueros 

obtenidos a partir de personas sanas. Los anticuerpos policlonales de conejo con 

actividad de anti-β2GPI los preparamos por inmunización de un conejo blanco 

Nueva Zelanda, al cual se le aplicaron cuatro inyecciones subcutáneas (una cada 

semana) de β2GPI, a una concentración de 1 mg/mL disuelta en adyuvante 

completo de Freund. La especificidad del antisuero hacia la β2GPI se corroboró 

mediante inmunoblot. Las IgG de pacientes, sujetos sanos así como de conejo se 

purificaron mediante cromatografía de afinidad usando proteína A unida 

covalentemente a Sepharosa 4B (Sigma USA). 
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Ensayos de unión Glu-Plasminógeno-β2GPI . La interacción entre el Glu-

Plasminógeno y la β2GPI  se evaluó usando β2GPI  inmovilizada a una placa de 

poliestireno de alta capacidad de fijación (Costar, USA), como se describe a 

continuación: En cada uno de los pozos de la placa de microtitulación, se 

agregaron 80 μL de una solución de β2GPI  ajustada a una concentracion de 5 

μg/mL en amortiguador de fosfato de sodio 0.5 M pH 7.4, incubándose toda la 

noche a 4 °C. La proteína que no se unió a la placa se desechó y entonces 

adicionamos 100 μL/pozo, de una solución de albúmina sérica bovina disuelta en 

PBS, con el objeto de bloquear los sitios en la superficie de la placa no ocupados 

por la β2GPI y evitar uniones inespecíficas, dejándose en reposo durante 2 h a 37 

°C. Posteriormente la placa se lavó por tres ocasiones con PBS para después 

agregar un volumen de 80 μL/pozo de Glu-Plasminógeno biotinilado en 

concentraciones variables (0-16 μM), disuelto en amortiguador de fosfato 0.05 M 

pH 7.4 conteniendo Tween 20 al 0.01 % y timerosal al 0.01 % (buffer A) e 

incubándose con la proteína inmovilizada durante 1 h a 37 °C. El Glu-

Plasminógeno que no se unió a la β2GPI  lo descartamos lavando la placa tres 

veces con buffer A. Posteriormente adicionamos a cada uno de los pozos, un 

volumen de 80 μL de un conjugado de estreptavidina-peroxidasa (Sigma, USA) 

diluido 1:8000, incubando la mezcla de reacción durante 1 h a 37 °C. El conjugado 

que no reaccionó se descartó, para luego adicionar una solución de 1 mg/mL de 

3,3’,5,5’ tetrametilbencidina (TMB, Sigma USA) como sustrato para el desarrollo 

de color, incubando la mezcla de reacción durante 1 h a temperatura ambiente. Al 

final del periodo de incubación se midió la absorbancia a 450 nm en un lector para 

placas de ELISA (LabSystem, USA). Con el objeto de detectar posibles enlaces no 

específicos, utilizamos como control BSA inmovilizada sobre una placa de 

microtitulación. Cada uno de los experimentos se realizó por triplicado y los 

resultados obtenidos fueron analizados ajustando los datos a una curva no lineal 

por el método de mínimos cuadrados usando el programa de computo 

Kaleidagrafic (Synergy Software, USA) 

Inhibición de la Interacción Glu-Plasminógeno-β2GPI. El plasminógeno 

interacciona con otras moléculas a través de los sitios de unión a lisina presentes 
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en los dominios kringle, por lo cual evaluamos el efecto inhibitorio que puede tener 

el ácido épsilon amino caproico (EACA), un análogo de la lisina, en la formación 

del complejo Glu-Plasminógeno-β2GPI. Los ensayos se llevaron a cabo 

manteniendo constante la concentración de Glu-Plasminógeno y variando la del 

EACA, como se describe a continuación. A los pozos de una placa con β2GPI 

inmovilizada, se les adicionó un volumen de 80 μL/pozo, de una mezcla de Glu-

Plasminógeno biotinilado a una concentración constante de 2.5 μM y 

concentraciones variables de EACA (0-40 mM) disueltos en buffer A, dejandose 

incubar durante 1 h a 37 °C. Después del periodo de incubación, la placa la 

lavamos por tres ocasiones con buffer A y el Glu-Plasminógeno unido a la β2GPI 

fue detectado como se indicó anteriormente en el experimento de unión del Glu-

Plasminógeno a la β2GPI. Experimentos similares se llevaron a cabo manteniendo 

constante la cantidad de EACA (40 mM) disuelto en buffer A y variando la 

concentración de Glu-Plasminógeno (0-16 μM). 

Con el objeto de evaluar la participación de las interacciones iónicas en la 

formación del complejo Glu-Plasminógeno-β2GPI, se llevaron a cabo ensayos 

usando NaCl disuelto en buffer A. En éstos experimentos se mantuvo constante la 

concentración de Glu-Plasminógeno (2.5 μM), variando la cantidad de NaCl (0-

1000 mM). El Glu-Plasminógeno unido a la β2GPI se determinó como se describió 

anteriormente. 

Evaluación de la participación de lisinas C-terminales en la formación del 

complejo Glu-Plasminógeno-β2GPI. Con el objeto de evaluar la participación de 

las lisinas C-terminales en la formación del complejo Glu-Plasminógeno-β2GPI 

debido a la posible existencia de β2GPI cortada (la cual se encuentra escindida 

entre los residuos de aminoácidos Lys317 y Thr318) se llevaron a cabo ensayos 

de docking como se describe en la sección “Modelaje molecular y ensayos de 

docking”. 

Interacción de diferentes regiones del Glu-Plasminógeno con β2GPI. Con el 

objeto de investigar la región del Glu-Plasminógeno que interacciona con la β2GPI, 

llevamos a cabo varios ensayos usando los diferentes fragmentos del Glu-
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Plasminógeno obtenidos mediante digestión con elastasa (K1+2+3, K4 y K5-sp) y 

β2GPI inmovilizada en placas de microtitulación preparada como describimos en la 

sección donde se investigó la interacción β2GPI-Glu-Plasminógeno. Estos 

experimentos los realizamos agregando a la proteína inmovilizada, un volumen de 

80 μL/pozo de cada uno de los fragmentos biotinilados en concentraciones 

variables (0-8 μM), disueltos en forma separada en buffer A. Después de 1 hora de 

incubación a 37 °C, lavamos las placas tres veces con buffer A y la cantidad de 

proteína unida a la β2GPI la detectamos adicionando un conjugado de 

estreptavidina unido a peroxidasa diluido 1:8,000 que después de adicionarle TMB 

como sustrato, se produce una reacción colorida, la cual se midió como 

describimos en la sección anterior. Como control utilizamos BSA inmovilizada en 

las placas de microtitulación. 

Inhibición competitiva de la interacción Glu-Plasminógeno-β2GPI por K5-sp. 

El efecto que puede tener el fragmento K5-sp en la unión del Glu-Plasminógeno a 

la β2GPI, lo analizamos llevando a cabo ensayos de inhibición competitiva entre el 

Glu-Plasminógeno y K5-sp por la β2GPI. Con este objetivo, adicionamos a la 

β2GPI inmovilizada, un volumen de 80 μL/pozo de una concentración constante 

Glu-Plasminógeno biotinilado (0.5 μM) disuelto en buffer A conteniendo 

concentraciones variables de K5-sp (0-8 μM), incubándose durante 1 h a 37 °C. 

Después del periodo de incubación, lavamos la placa por tres ocasiones con buffer 

A y la cantidad de Glu-Plasminógeno unido a la β2GPI fue detectado utilizando el 

conjugado de estreptavidina peroxidasa como se describió en la sección anterior. 

Unión y activación del Glu-Plasminógeno en la superficie de células HMEC-1 

en la presencia de β2GPI. La posible función biológica de la interacción Glu-

Plasminógeno-β2GPI a nivel celular, la evaluamos de acuerdo a la formación de 

este complejo en la superficie de células endoteliales de la microvasculatura 

humana (HMEC-1), las cuales fueron cultivadas en placas de 96 pozos, a una 

temperatura de 37 °C y en un ambiente de 5 % de CO2, utilizando como medio de 

cultivo MCDB (Gibco Invitrogen Corp. Grand Island, NY. USA) suplementado con 

suero fetal de ternera (FCS) al 10 %, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de 
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penicilina, 250 μg de anfotericina B y 1 μg/mL de acetato de hidrocortisona 

(Sigma, USA). Previo a cada experimento, las células se incubaron por un periodo 

de 24 h en medio de cultivo libre de FCS y entonces adicionamos un volumen de 

80 μL/pozo de concentraciones variables de β2GPI (0-500 nM) disuelta en medio 

de cultivo sin FCS, incubándose durante 3 h a 37 °C. Posteriormente lavamos las 

células tres veces con medio de cultivo libre de FCS y la β2GPI unida a la célula 

fue detectada con un anticuerpo policlonal anti-β2GPI obtenido en conejo. Como 

anticuerpo secundario se utilizó, un anticuerpo policlonal anti IgG de conejo 

obtenido en cabra y unido a peroxidasa, usando TMB como sustrato, midiendo el 

color desarrollado, producto de la reacción con la peroxidasa como se describió en 

la sección previa. Como control, nosotros realizamos experimentos en ausencia de 

β2GPI. 

Para los estudios de activación del Glu-Plasminógeno en la superficie celular en 

presencia de β2GPI (5 nM), llevamos a cabo experimentos similares a los descritos 

inicialmente en esta sección, para ello, después del proceso de lavado de las 

células, en lugar de proceder a identificar la β2GPI unida a la célula, nosotros 

adicionamos 80 μL/pozo de diferentes concentraciones de Glu-Plasminógeno (0-5 

μM) disuelto en medio de cultivo sin FCS, el cual contenía el sustrato cromogénico 

acetato de tosyl-glycyl-prolyl-lysine-4-nitroanilina (Chromozym PL, Roche 

Molecular Biochemicals, Germany) a una concentración de 1.5 mM. La cinética de 

formación de plasmina se determinó a 37 °C, midiendo la velocidad de liberación 

de p-nitroanilina del sustrato cromogénico Chromozym PL a 405 nm. Como 

control, se realizaron ensayos paralelos de activación en la ausencia de β2GPI. 

Unión de β2GPI y Glu-Plasminógeno a superficies de fibrina. Con el objeto de 

investigar si la β2GPI se une a la fibrina intacta, se prepararon placas de fibrina por 

tratamiento con trombina del fibrinógeno unido a la superficie de una placa de 

poliestireno de alta capacidad de fijación, de acuerdo a la metodología descrita por 

Monroy y col (27). Los experimentos se llevaron a cabo adicionando a la superficie 

de fibrina, 80 μL por pozo de diferentes concentraciones de β2GPI (0-800 nM), 

disuelta en buffer A e incubándose durante 1 h a 37 °C. Posteriormente las placas 
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se lavaron por tres ocasiones con buffer A y la proteína unida a la fibrina se 

detectó con la ayuda de un anticuerpo policlonal anti-β2GPI obtenido en conejo. Se 

utilizó como anticuerpo secundario una IgG anti-conejo obtenido en cabra 

conjugada a peroxidasa, midiendo el color desarrollado como ha sido descrito en 

secciones previas. Como control se llevaron a cabo ensayos paralelos en 

ausencia de β2GPI. 

Activación del Glu-Plasminógeno por SK sobre fibrina en presencia de β2GPI. 

En presencia de fibrina intacta, la estreptocinasa (SK) puede efectivamente 

convertir el Glu-Plasminógeno a la enzima activa plasmina, motivo por el cual 

evaluamos la posible generación de plasmina en presencia de SK y β2GPI sobre 

una malla de fibrina. Estos ensayos se llevaron a cabo de acuerdo a la 

metodología descrita por Monroy y col. (27). Para este propósito, las mallas de 

fibrina, preparadas como se describió en la sección previa, fueron lavadas por tres 

ocasiones con buffer A e incubadas durante 30 min a 37 °C con 100 μL de buffer 

de Tris-HCl 0.05 M pH 7.4 conteniendo como conservador azida de sodio al 0.01 

%. Después del periodo de incubación, adicionamos a cada uno de los pozos con 

fibrina 5 μL de Glu-Plasminógeno (0.5 μM), 4 μL de SK (SK, 500 I:U:/mL) y 2 μL de 

de β2GPI a diferentes concentraciones (25, 50 y 100 nM) e inmediatamente 

depositamos 25 μL (9.7 mg/mL) del sustrato cromogénico específico para 

plasmina (Chromozym PL), midiendo el cambio de absorbancia a 405 nm cada 5 

minutos, durante un periodo de 50 minutos. En este experimento, el incremento en 

al actividad amidolítica es directamente proporcional a la cantidad de plasmina 

generada por la muestra. Un ensayo similar realizado en ausencia de β2GPI fue 

usado como control. 

Efecto en la expresión de trombomodulina e ICAM-I en células endoteliales 

activadas con anti-β2GPI. Con el objeto de investigar la activación de células 

endoteliales por anticuerpos anti-β2GPI de origen humano o de conejo, cultivamos 

células HMEC-1 como previamente se describió, sólo que en ésta ocasión el 

cultivo se realizó en una caja de petri de plástico de 60 mm de diámetro. Previo a 

cada uno de los experimentos, monocapas confluentes de 5 X 105 células las 

privamos de suero fetal de ternera por un periodo de 24 h, para posteriormente 
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adicionar (en ensayos separados), 3 mL/placa de Glu-Plasminógeno (55 nM) ó 

β2GPI (100 nM) disueltos en medio de cultivo libre de suero fetal de ternera. 

Después de 2 h de incubación a 37 °C, la proteína que no se unió a las células fue 

desechada. Posteriormente, agregamos 3 mL/placa de IgG anti-β2GPI (100 μg/mL) 

de humano o de conejo, incubándose por 10 h a 37 °C. Los anticuerpos anti-β2GPI 

que no reaccionaron los removimos lavando las células dos veces con medio de 

cultivo libre de FCS. Las células adheridas a la placa de cultivo se despegaron con 

EDTA 30 μM por 10 min a 37 °C, resuspendiéndolas en 1 mL de PBS para ser 

analizadas mediante citometría de flujo (Coulter EPICS®XL). La trombomodulina 

(TM) fue detectada con ayuda de un anticuerpo policlonal obtenido en conejo y 

conjugado a fluoresceína (diluido 1:5000) (TM-FITC, Santa Cruz, USA). La 

molécula de adhesión ICAM-I (CD54) se detectó utilizando un anticuerpo 

monoclonal anti-CD54-FITC (Sigma USA) obtenido en ratón el cual fue diluido 

1:10,000. Para evaluar la activación celular no específica por contaminación con 

endotoxina, se llevaron a cabo ensayos similares en presencia de polimixina B (5 

μg/mL; Sigma, USA). Como control de activación celular se realizaron 

experimentos paralelos en presencia de TNF-α. 

Modelaje molecular y ensayos de docking. Con la finalidad de determinar los 

posibles sitios de interacción dependientes de lisina entre la β2GPI  y el 

plasminógeno, llevamos a cabo una evaluación de las lisinas expuestas en la 

superficie molecular de la β2GPI  (Clave PDB 1C1Z (30)), tomando como 

referencia la interacción lisina-sitio de unión a lisina presente en el complejo 

homodimérico de la estructura reportada para el kringle 2 del activador tisular del 

Plasminógeno (t-PA. No. de acceso 1TPK), el cual es un modelo funcional de 

interacción entre dominios kringle y una lisina no carboxilo terminal. Cada lisina 

presente en la β2GPI intacta se analizó tomando en cuenta las siguientes 

características estructurales: 1) la lisina debería encontrarse en una asa, 2) contar 

con un grupo ceto expuesto y 3) un área accesible de 130 Å2 (este valor se 

determinó a partir de mediciones en el complejo Lys-K2 del t-PA, utilizando el 

programa Naccess (31) el cual toma en consideración un área 30 % menor al área 

de interfase). Las lisinas detectadas mediante este análisis se utilizaron en un 
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ensayo de docking entre la β2GPI  y el dominio kringle 1 de la plasmina (Plm, 

1HPG). Así mismo, se evaluaron las interacciones entre la microplasmina (No. de 

acceso 1BUI) y la β2GPI  en el sitio de corte comprendido entre los residuos 317 y 

318, para ello se consideraron las conformaciones posibles del asa antes y 

después del corte. En ambos casos fue necesario modelar esta asa en la 

conformación canónica asociada con los sustratos de proteasas serínicas. 

El afinamiento de los complejos resultantes se llevó a cabo de acuerdo con la 

metodología reportada previamente por Selisko y col. (32), con ayuda del 

programa X-PLOR (33). Inicialmente los complejos se sometieron a minimización 

de energía (parámetros: 200 pasos, gradiente energético 40.0 kcal/mol, energía 

armónica 40.0 kcal/mol Å2) y dinámica molecular (Cα fijos, time step 0.5 fs, 200 

pasos, temperatura inicial 300 °K). La siguiente fase consistió en 50 ciclos de 

minimización de energía de cuerpo rígido (50 pasos, gradiente energético inicial 

0.1 kcal/mol, cada dominio considerado como un cuerpo rígido) alternada con 

dinámica molecular (Cα fijos, time step 0.2 fs, 200 pasos, temperatura inicial 300 

°K). Finalmente, todos los complejos se sometieron a minimización de energía con 

ayuda de la suite InsightII, módulo DISCOVER (force field CVFF, capa de agua de 

5.0 Å) hasta que el máximo derivativo se encontró por debajo de 0.01 kcal. 
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RESULTADOS 
 
Interacción del Glu-Plasminógeno con β2GPI . Con el objeto de demostrar la 

interacción entre el Glu-Plasminógeno y la β2GPI llevamos a cabo una serie de 

ensayos de asociación disociación de estas proteínas como se ha especificado en 

“Materiales y métodos”. Nuestros resultados demuestran que la molécula del Glu-

Plasminógeno efectivamente puede unirse a la β2GPI, siendo esta interacción 

saturable y dependiente de concentración (Fig. 5a), lo cual sugiere que ambas 

proteínas interactúan específicamente. Adicionalmente, para evaluar si la unión 

llevada a cabo entre el Glu-Plasminógeno y la β2GPI es mediada por sitios de 

unión a lisina (LBS), realizamos ensayos de inhibición en la presencia de EACA. 

Como puede observarse en la Fig 5b, la formación del complejo Glu-

Plasminógeno-β2GPI es inhibido por el EACA de una manera dependiente de 

concentración, indicando la participación de lisinas en la interacción. De igual 

manera, nosotros encontramos un efecto inhibitorio del EACA sobre la formación 

del complejo Glu-Plasminógeno-β2GPI cuando el experimento se llevó a cabo en 

presencia de diferentes concentraciones de Glu-Plasminógeno (0-16 μM) 

manteniendo constante la del EACA (40 mM) Fig. 5d. Para detectar la posible 

participación de interacciones iónicas, llevamos a cabo ensayos de inhibición en 

presencia de diferentes cantidades de NaCl (0-1000 mM) observando que el NaCl 

es capaz de producir un efecto inhibitorio en la formación del complejo Glu-

Plasminógeno-β2GPI (Fig. 5c) evidenciando la presencia de enlaces iónicos en la 

interacción llevada a cabo entre ambas moléculas. 

Unión de fragmentos del Glu-Plasminógeno a β2GPI. Para investigar la región 

del Glu-Plasminógeno que interactúa con la β2GPI, llevamos a cabo ensayos con 

diferentes fragmentos del plasminógeno obtenidos por digestión con elastasa 

porcina. Nuestros resultados indican que la región que comprende el K1+2+3 (LBS 

I), interactúa débilmente con la β2GPI, observando que el K4 no participa en la 

interacción (Fig. 6a). Sin embargo, la unión más importante fue observada con el 

miniplasminógeno. Estos resultados sugieren que las interacciones lisina 

dependientes entre Glu-Plasminógeno y β2GPI se llevan a cabo principalmente 
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con el fragmento K5-sp o miniplasminógeno. Adicionalmente llevamos a cabo 

estudios de competencia entre K5-sp y el Glu-Plasminógeno por la β2GPI. En 

estas condiciones observamos que efectivamente el K5-sp compite con el Glu-

Plasminógeno por la β2GPI (Fig. 6c). Para evaluar la posible participación de 

lisinas en la formación del complejo K5-sp-β2GPI, llevamos a cabo ensayos en la 

presencia de diferentes concentraciones de EACA (0-40 mM) manteniendo 

constante la cantidad de miniplasminógeno. Sobre estas condiciones nosotros 

encontramos que el EACA inhibió hasta en un 95 % la interacción del 

miniplasminógeno con la β2GPI (Fig. 6b) 

Unión de la β2GPI a células HMEC-1. Su efecto en la generación de plasmina. 

La posible función biológica de la interacción Glu-Plasminógeno- β2GPI a nivel 

celular se evaluó induciendo la formación de éste complejo en la superficie de 

células endoteliales de la microsvasculatura humana (HMEC-1), las cuales 

constitutivamente expresan el activador tisular del plasminógeno (t-PA). Con este 

propósito, inicialmente determinamos la interacción de β2GPI con las células 

HMEC-1 y encontramos un incremento de la unión de esta proteína a la superficie 

de la célula dependiente de la concentración de β2GPI  adicionada (Fig. 7a). Por lo 

que, con el objeto de demostrar la generación de plasmina a partir del Glu-

Plasminógeno unido a la β2GPI sobre la superficie de las células HMEC-1, 

llevamos a cabo ensayos de activación a nivel celular de acuerdo a lo descrito en 

la sección de “Materiales y métodos”. Nuestros resultados demuestran un 

incremento en la cantidad de plasmina generada dependiente de la concentración 

de β2GPI presente en la superficie celular (Fig. 7b) comparado con el obtenido en 

ausencia de esta proteína. Esto datos sugieren que la β2GPI puede generar sitios 

de unión adicionales para la plasmina y/o el Glu-Plasminógeno a nivel de la 

superficie de células endoteliales. 

Activación del Glu-Plasminógeno en la presencia de β2GPI sobre una 

superficie de fibrina. Para evaluar si el Glu-Plasminógeno puede ser activado por 

SK sobre una malla de fibrina intacta en presencia de β2GPI, llevamos a cabo 

ensayos de activación variando la cantidad de β2GPI (25-100 nM) y manteniendo 
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constante la concentración de Glu-Plasminógeno (0.5 μM). El modelo de superficie 

de fibrina usado en estos experimentos nos permitió determinar la formación de 

plasmina, midiendo el progreso de la hidrólisis de un sustrato cromogénico 

específico para esta enzima. Inicialmente exploramos si la β2GPI puede unirse a la 

superficie de fibrina. Los resultados obtenidos muestran que la β2GPI se une 

específicamente a la fibrina de una manera dependiente de concentración (Fig. 

8a). Por otra parte, también observamos un incremento en la generación de 

plasmina dependiente de la concentración de β2GPI adicionada (Fig 8b) lo cual 

sugiere una posible función para esta proteína de cofactor en el sistema 

plasminógeno-plasmina. 

Activación de células HMEC-1 por anticuerpos anti- β2GPI del isotipo IgG. La 

activación de células endoteliales por anticuerpos anti-β2GPI del isotipo IgG en 

presencia tanto de β2GPI como de Glu-Plasminógeno se determinó por la 

expresión de las moléculas de adhesión ICAM-I o trombomodulina (TM) en la 

superficie celular mediante citometría de flujo. Observamos (Fig 9a-b) que el Glu-

Plasminógeno y la β2GPI fueron reconocidos en la superficie de células HMEC-1 

por los anticuerpos anti- β2GPI induciendo su activación, la cual se determinó 

mediante el incremento en la expresión de las moléculas ICAM-I (Fig. 9a) y la 

disminución de trombomodulina (Fig. 9b) molécula reguladora del sistema 

anticoagulante de la proteína C cuya disminución puede ser causa de trombosis. 

Para evitar una posible activación celular inespecífica debido a contaminación por 

endotoxina, se llevaron a cabo ensayos similares en presencia de polimixina B (5 

μg/mL) sin observar diferencias con los resultados obtenidos en ausencia de 

polimixina B. 

Docking del complejo Glu-Plasminógeno-β2GPI. Con el objetivo de caracterizar 

las interacciones dependientes de lisina entre la β2GPI y el Glu-Plasminógeno 

llevamos a cabo el análisis de estas interacciones mediante docking y modelaje 

molecular (34). Nuestros datos revelaron que solo los residuos Lys268 y Lys324 

cumplieron los requerimientos necesarios para una interacción lisina-LBS de 

acuerdo a los datos obtenidos a partir del complejo homodimérico formado entre 
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dos dominios kringle del t-PA. Adicionalmente, la evaluación de la interface en el 

complejo μPlm- β2GPI indicó que el residuo de Lys268 forma parte de la interface 

molecular, lo cual deja a la Lys324 como el único residuo capaz de interactuar con 

el kringle I del plasminógeno sin causar un impedimento estérico durante la 

ruptura entre los residuos Lys317-Thr318 (Fig. 10a). Basados tanto en los 

resultados experimentales que muestran la presencia de interacciones iónicas en 

el complejo Glu-Plasminógeno- β2GPI (Fig. 4c), como en la descripción de un sitio 

susceptible de corte en el dominio V de la β2GPI por plasmina (35), llevamos a 

cabo un segundo ensayo de docking para caracterizar los residuos que 

interaccionan en el complejo microplasmina- β2GPI (Fig. 10b). La formación de la 

interface requiere de una modificación conformacional de la β2GPI entre los 

residuos 309 a 322. Debido a la proximidad de la interface, es posible que las 

interacciones iniciales entre Lys324 y el dominio kringle I del plasminógeno facilite 

y estabilice el docking del dominio V de la β2GPI con la plasmina en la generación 

de β2GPI cortada (N- β2GPI). Una vez que el enlace peptídico entre la Lys317-

Thr318 es cortado, las lisina C-ter en la β2GPI puede interactuar con los dominios 

kringle del plasminógeno (Fig. 10c). 
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Figura 5. Unión de Glu-Plasminógeno a la β2GPI inmovilizada. (a) Diferentes concentraciones de Glu-
Plasminógeno biotinilado (0-16 μM) fueron adicionados a una cantidad constante de β2GPI (5 μg/mL) 
inmovilizada sobre una placa de poliestireno de alta capacidad de fijación detectando el Glu-Plasminógeno 
unido a β2GPI (círculos cerrados) usando estreptavidina unida a peroxidasa. BSA fue usada como control 
(cuadros cerrados). (b) Inhibición de la unión Glu-Plasminógeno-β2GPI (circulos cerrados) por EACA a 
concentraciones variables (0-40 mM) manteniendo constante la cantidad de Glu-Plasminógeno (2.5 μM). (c) 
Inhibición de la unión Glu-Plasminógeno-β2GPI a concentraciones variables de NaCl (0-1000 mM) 
manteniendo constante la cantidad de Glu-Plasminógeno (2.5 μM). (d) Unión de Glu-Plasminógeno (0-16 
μM) a la β2GPI en la presencia (diamantes cerrados) o ausencia (círculos cerrados) de EACA (40 mM). 
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Figura 6. Unión de fragmentos del Glu-Plasminógeno a β2GPI inmovilizada. (a) Para identificar la 
región del Glu-Plasminógeno que interacciona con la β2GPI, llevamos a cabo diferentes ensayos con 
fragmentos del Glu-Plasminógeno biotinilados. Para este propósito adicionamos a la β2GPI cantidades 
variables (0-8 μM) de cada uno de los fragmentos disueltos en buffer A: K1+2+3 (diamantes cerrados), 
K4 (cuadros cerrados) o K5-sp (círculos cerrados). La unión de estos fragmentos fue detectado usando 
un conjugado de estreptavidina peroxidasa. BSA fue usada como control. (b) Ensayos de inhibición de la 
unión del miniplasminógeno a la β2GPI inmovilizada usando una concentración constante de este 
fragmento (2.0 μM) y variando la concentración de EACA (0-40 mM). (c) También fueron realizados, 
ensayos competitivos de unión a la β2GPI entre Glu-Plasminógeno (a una concentración constante, 2.5 
μM) y K5-sp (concentraciones variables 0-8 μM) Datos de todas las gráficas son experimentos por 
triplicado. 
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Figura 7. Activación del Glu-Plasminógeno en la presencia de β2GPI sobre la superficie de células 
HMEC-1. (a) Experimentos de unión de la β2GPI a células endoteliales HMEC-1, adicionando cantidades 
variables de β2GPI (0-500 nM) disuelta en medio de cultivo libre de suero fetal bovino. (b) Ensayos de 
formación de plasmina sobre la superficie de células HMEC-1 en presencia de β2GPI, como una función 
de la concentración de Glu-Plasminógeno adicionado. Para este propósito, agregamos a células 
endoteliales, cantidades variables de Glu-Plasminógeno (0-5 μM) disuelto en medio de cultivo 
conteniendo Chromozym PL (1.5 mM) en ausencia (círculos cerrados) o presencia (cuadros cerrados) de 
β2GPI (100 nM). La absorbancia fue determinada a 405 nm. 
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Figura 8. Activación del Glu-Plasminógeno por SK sobre una superficie de fibrina en la presencia 
de β2GPI. (a) Unión de la β2GPI (0-800 nM) a la fibrina intacta inmovilizada a placas de poliestireno. (b) 
Ensayos de activación del Glu-Plasminógeno sobre fibrina intacta en la presencia de cantidades variables 
de β2GPI (0-100 nM) manteniendo constante la de Glu-Plasminógeno (0.5 μM). Los experimentos fueron 
realizados en la presencia [círculos abiertos (100 nM), rombos (50 nM) y triangulos abiertos (25 nM)] o en 
ausencia (círculos cerrados) de β2GPI. Las lecturas fueron realizadas cada 5 minutos durante un periodo 
de 50 minutos. 
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Figura 9. Presencia de ICAM-I y trombomodulina sobre la superficie de células endoteliales 
activadas. Medida de la intensidad de la fluorescencia por citometría de flujo, de células endoteliales 
HMEC-1, activadas con anticuerpos anti-β2GPI, en la presencia de Glu-Plasminógeno o de β2GPI . 
(a) Células HMEC-1 marcadas con anti-ICAM-1. Control de isotipo (azul). Expresión de ICAM-I en 
condiciones normales (verde) y sobre células endoteliales activadas (rojo). Panel izquierdo: 
Expresión de ICAM-I en células HMEC-1 activadas con TNF-α. Panel central, células HMEC-1 
activadas con anti- β2GPI  en la presencia de β2GPI . Panel derecho, células HMEC-1 activadas con 
anti- β2GPI  en la presencia de Glu-Plasminógeno. 
(b) Células endoteliales HMEC-1 marcadas con anticuerpos policlonales anti-TM. Control de isotipo 
(azul), expresión de TM sobre condiciones normales (verde) y expresión de TM sobre células 
andoteliales activadas (rojo). Panel izquierdo: expresión de TM sobre células HMEC-1 activadas con 
TNF-α Centro: células HMEC-1 activadas con anti- β2GPI en la presencia de β2GPI. Derecha: 
células HMEC-1 activadas con anti- β2GPI  en la presencia de Glu.-Plasminógeno. 
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DISCUSION 
 

En el presente trabajo, llevamos a cabo la caracterización de la interacción entre la 

β2GPI y la molécula del Glu-Plasminógeno, con el objeto de evaluar su posible 

función en la producción de plasmina tanto a nivel celular como en la superficie de 

fibrina, de tal manera que una posible interferencia por AAF en éste proceso 

pudiera ser una posible explicación para las trombosis observadas en el SAF. Por 

otra parte, también evaluamos la activación de células endoteliales por 

anticuerpos anti-β2GPI del isotipo IgG en la presencia de β2GPI y de Glu-

Plasminógeno. 

Uno de los enigmas centrales dentro de la patogenia del SAF, es el conocer el 

mecanismo por medio del cual los pacientes con AAF tienen un incremento en la 

tendencia a generar trombosis. Una hipótesis poco estudiada ha sido, la 

interferencia que pueden tener los AAF con el proceso fibrinolítico como posible 

causa de hipercoagulabilidad. En este sistema, la conversión del plasminógeno a 

plasmina, es un evento clave en la disolución de trombos, por lo que una 

alteración en la fibrinolisis puede ser causa de trombofilia. Se ha descrito que la 

apo(a), glicoproteína que forma parte de la Lp(a), inhibe la conversión del 

plasminógeno a plasmina (22). Así mismo, niveles elevados de Lp(a) han sido 

asociados a la presencia de AAF en SAF (36). La apo(a) comparte una estrecha 

similitud estructural con la molécula del plasminógeno (19 y Fig. 3), lo cual le 

permite interaccionar con fibrina y proteínas de membrana de la célula endotelial y 

monocitos, inhibiendo la unión del plasminógeno a sus receptores con la 

consecuente disminución en la generación de plasmina (22). Interesantemente 

Kochl y col. (18), han demostrado que la β2GPI puede unirse a la apo(a) a través 

del dominio kringle IV tipo 2, formando un complejo fisiológico, por lo que no es 

descartable que el plasminógeno también interaccione con la β2GPI. 

En este trabajo reportamos que la β2GPI interacciona con el Glu-Plasminógeno de 

una manera saturable y específica, similar a la reportada para la unión del 

plasminógeno a la fibrina parcialmente degradada (20). La formación del complejo 

Glu-Plasminógeno-β2GPI fue inhibido por EACA, lo cual sugiere la participación de 
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lisinas en la interacción (Fig. 5b), sin embargo también demostramos que las 

interacciones iónicas son importantes (Fig. 4c), quizá en la estabilización del 

complejo. Para determinar cual de las 29 lisinas presentes en la β2GPI pueden 

mediar las interacciones dependientes de lisina, llevamos a cabo ensayos de 

docking (34) con la molécula completa de la β2GPI de acuerdo a la estructura 

reportada por Schwarzenbacher y col. (30). Nuestros análisis revelaron que 

solamente los residuos Lys268 y Lys324 poseen las características moleculares 

necesarias para interaccionar con el plasminógeno a través de los LBS de los 

dominios kringle. Sin embargo, evaluaciones posteriores, indicaron que la Lys268 

forma parte de la interface molecular, dejando a la Lys324, localizada en la región 

del quinto dominio de la β2GPI, rico en residuos de lisina, como el único residuo 

capaz de interactuar con los dominios kringle. Recientemente, Yasuda y col. (37) 

reportaron que la β2GPI cortada (N-β2GPI), se une al Glu-Plasminógeno con una 

Kd = 0.37 μM sugiriendo que ésta interacción puede ser mediada por el grupo de 

lisinas presentes en el quinto dominio de la N-β2GPI y el LBS perteneciente al 

dominio K5 del Glu-Plasminógeno, lo cual está de acuerdo con nuestros datos de 

docking. Sin embargo, la posibilidad de que la interacción reportada por Yasuda 

fuera llevada a cabo por la lisina C-ter 317, presente en la β2GPI cortada no puede 

ser descartada. Por otra parte, para identificar la región del Glu-Plasminógeno que 

se une a la β2GPI, llevamos a cabo diferentes ensayos de asociación disociación 

usando fragmentos del plasminógeno, observando que el miniplasminógeno (K5-

sp) es el fragmento que se une con mayor afinidad a la β2GPI. La afinidad similar 

observada entre la proteína completa y la obtenida a través del K5-sp sugiere que 

el Glu-Plasminógeno interacciona con la β2GPI principalmente a través de éste 

fragmento. El plasminógeno naturalmente se encuentra circulando en el torrente 

sanguíneo en una conformación globular o conformación “cerrada”. Para mantener 

esta conformación, el dominio K5 del plasminógeno interacciona con la lisina 50 

del péptido de preactivación, el cual es un sitio probable de anclaje de la región N-

terminal del zimógeno a traves  del LBS (38-39). El LBS del K5-sp tiene una alta 

afinidad tanto por fibrina intacta como por superficies celulares y su participación 

en el inicio de las reacciones de fibrinolisis es un evento esencial. La interacción 
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inicial con residuos de lisina a través de los LBS del Glu-Plasminógeno induce un 

cambio conformacional de la forma “cerrada” a la “abierta”, promoviendo la 

accesibilidad a los activadores, como el t-PA, con la consecuente generación de 

plasmina, enzima proteolítica encargada de disolver los coágulos de fibrina. Esta 

forma activa de la proteína, simultáneamente degrada fibrina, generando lisinas C-

ter en la superficie de fibrina, proporcionando más sitios de unión para el 

plasminógeno vía kringles 1-2-3 y por lo tanto acelerando el proceso fibrinolítico 

(38). Estas interacciones pueden ser de relevancia patofisiológica en el SAF, si 

consideramos que el complejo Glu-Plasminógeno-β2GPI, al interaccionar con los 

AAF puede ser causa de una disminución en la actividad fibrinolítica. La unión del 

complejo Glu-Plasminógeno-β2GPI tanto a fibrina como a células puede favorecer 

la localización de la β2GPI en éstas superficies en donde es posible que sea 

cortada por la plasmina a nivel de los residuos de aminoácido Lys317-Thr318, lo 

cual podría explicar el efecto proteolítico descrito de la plasmina sobre la β2GPI 

(35). La lisina C-ter 317 resultante, puede interactuar con otra molécula de Glu-

Plasminógeno a través de sus LBS, favoreciendo la generación de más plasmina. 

Autoanticuerpos dirigidos contra la β2GPI, pueden interferir con este proceso, 

generando un estado procoagulante, como el observado en pacientes con SAF. 

En el presente estudio demostramos, que a nivel de la superficie de células 

endoteliales de la microvasculatura (HMEC-1), la β2GPI puede incrementar la 

generación de plasmina en presencia del t-PA, el cual es constitutivamente 

producido por este tipo de tejido (Fig. 7b) favoreciendo la posible generación de 

nuevos sitios de unión para el Glu-Plasminógeno debido a su interacción con la 

β2GPI, lo cual sugiere que la β2GPI puede llevar a cabo una función de cofactor en 

la activación del plasminógeno por el complejo trimolecular β2GPI –plasminógeno-

tPA, similarmente al reportado para la fibrina (40), ya que el complejo Plg-tPA-

fibrina es muy eficiente en la generación de plasmina. Este proceso representa un 

paso regulador, en el mecanismo de retroalimentación positiva de la fibrinolisis 

extrínseca y en la regulación antitrombótica. 

En otra serie de experimentos, encontramos que los anticuerpos anti-β2GPI del 

isotipo IgG, pueden reconocer ambas moléculas (β2GPI y Glu-Plasminógeno) en la 

 39



superficie de células HMEC-1 e inducir su activación (determinada por el 

incremento en la expresión de moléculas de adhesión como ICAM-I, Fig. 10a). De 

la misma manera, la expresión de trombomodulina (una molécula moduladora del 

sistema anticoagulante de la proteían C) en la superficie endotelial se encontró 

disminuida (Fig. 10b). Debido a que la trombomodulina es una proteína importante 

en la regulación de la coagulación sanguínea, bajos niveles de esta proteína han 

sido asociados a la generación de trombosis (41). Por otra parte, también se ha 

reportado que la unión de anticuerpos antifosfolípido a la β2GPI sobre células 

endoteliales puede ocasionar activación celular, lo cual induce la expresión de 

moléculas proinflamatorias y proadhesivas (24-25) generando un estado 

procoagulante. 

En conclusión, en este trabajo demostramos que la interacción entre la β2GPI 

intacta y el Glu-Plasminógeno pueden participar en la generación de plasmina a 

nivel celular. La producción de plasmina es un evento clave en la fibrinolisis 

extrínseca; por lo tanto, la regulación de la generación de plasmina es importante 

para el mantenimiento del balance hemostático in vivo. El proceso de generación 

de plasmina con participación de la β2GPI puede representar un nuevo mecanismo 

de regulación en la fibrinolisis extrínseca en donde la β2GPI puede tener una 

participación fundamental. Finalmente, anticuerpos anti-β2GPI pueden interferir 

con este proceso generando un estado protrombótico como el observado en SAF. 
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X Ahs lrae l 

9 1\2-glycoprotcill 1 O\::GPI) i:. a glycorlrolcin uf IInknown phy:..inhlgica l funclic"Ifl . lt is Ihe prlllclp:ll largel an llgcn for ;U1llpho:..pholq1ltt 
10 antibod ics in pa lil,tllS wilh ant iphosphollrid syndroll1c (APS). 1"2G P1 binds I ... ·i lh high aftini ly lu Ihe :.ilhl·r\lgenk ¡ipopwll.'in 1 [1(a) wh idl :, harl.'''' 
11 :.tructur;¡1 hl)lllology wi lh plasrninogcn. a kcy l1lo!cculc in Ihc fibrinoly! ic o;;ysh::m. Illlpaired fibnllol ysis ha<; bl'l'lI d('~cribt.::d in APS The pll'\cnr 
1:2 \\ork Tl'ports rhe intcrael ion bCIWCt.::ll 1~~Ci P I alld Glu- Plasminogell \\'hich may cxpl:"dn ¡he..' recenlly d¡,:"cnbed I)r\HC\..IIY lie efhxl ¡ll r1a'imlll t' n 
n 1',:(iPI. In Ihe prl'ee:.s ofGlu-Pl:Jslllinogcn acli valion. \Ve founu:J 1l incrcasc in r lasmi n gcncr;lrinn hOlh ;1I fihrin anJ cc ltular "urf¡ICt; k'\eI ih:J 

1,] funcI¡~)n n I' lhe cOllcen tratin n uf I,~GP[ aducd, suggl.'sl ing an importam role as a cofaelnr in Ihe Lri mnkyular t;tmlpk,\. 1/2( ;PI -Pla"rniIlt1gcn-rPA 
l!) This rhenolllcll3 r..:p rcscnls a novel rcgulatory Sh:p bolh in !.he pnsi ti\'e fecdback I1IcchanislI1 fnr cxtrin ... ic tihrinoly:-.is allll in <lnlllhlombolic 
Uf regulallon. IgG :mti-I\2Ci P1 anli b{)d ics rccogni /.cd th e ¡\..:CiPI al Ihe cnJo lbdial surfacc inducing it~ at:li\alitln wi th :In 1Ilc rea~i.: uf 1(';\1\'1-1 ami ;1 

17 det;rl!a:,i.: in Ihe c'\press iun uf thrornbolllodu li n fa\ori ng a pro-Ihrombolie s Ial...: m lhe va:.:cular cndolhdium. Thl.' IIl ll.' rll:n.:ncl.' in Ihe p1.hlllill 

l~ comcrsiun by an¡i'I~~G PI antiboJ ies wou ld generale Ihrombusis a::; observeJ in APS. 
19 ·t ' 20()S Elsc\icr 13 .\/. Al! nghl s rcscrvco. 
2(t 

21 K"l"ll"I/Il/\' 1~.:! -gl~('¡)pr(ltl'lI1 ; I'b"lllIn: Phl.~mi/1ugo.:n acti\ation; h brlllolysi ... : '1 hlomt"O:-'I~ 
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1.lnlrodu ction 

8\!ta~2-g l ye(lr rolc i n J m~G PI ), also known as upolipoprotcin 
11. is an abundant human plasma glycoprolcin thal is found in 

bOlh fn:~ and lipopro lc in assoc iated fo mls r 1]. It is a s ingle chain 
prote in Ihal cons ists 01' 326 amino acids and has a molecu lar 
Illass of 42 kDa. ".: GPI is composed offivc cont iguolI s domains. 
lour 01' whic h are h ighl y homologous and conlain ...... 60 ami no 
acid residucs ano !\Vo dis ul fide bonds . T he finh domain is 
ahnranl sincL' it cOlltains ...... 80 mnino ac ids, <111 t:xt ra C-!el111inal 

loop and a posi ti vc ly-chargcd Iys ine cluster, in pa nicular Ihe 
n::gions Cys2S 1 to Cys288 and Ser3 11 to Lys3 17l2J. I\:!GPI has 
high affi nity rOl" ncgativcly cha rgcd phospholi picls and has bcclI 
idcntilicd as the primary target antigen recognized by e irc tll ating 
¡¡uloan lihod ies in palie nts with anliphospholipid syndrolllc 
(APS). which is cl¡nically charac terized by recun"('1lI venous 
a nd arteria l throJllbos is. rni sca rriages and thromhm:ytopenia 

,. CIlrJ"(''''llOlldlllg all thol . 
f," III(1;/ ae/e/r .. :;) bhro·ur"-CI'\·ldorullam.Il1X (t U ·\. RUll Urda7) 

I "70-1¡(':W'S - ~('.:: tro,j{ lllallCr' 2005 I-Isc\"i.:r ItV. AII nghts rl· ... cl'\·.:d 
dt.i. 10 101 ("J.hbapap.:!OOS.t ::!o::!o 

r3 ,4J. Dincrcnt s tudi es han: sho\\' n Ihal Ihefe is ~ s igndicanl 
cOlTclal ion belwcell IhrombCl lie manifCslalions and Ihe prescnc(' 

oranli-f\::G PI an libodics in these p<llienlS l4.5] . I loWl'\·cr.I ', / ¡PI 
has bOlh Ilcgalive :l1ld posillve effects nll coagulalum In \ ilro 
s in e!.! il can inhibít the contar ! J Cli vJlion pa lhwllj' ofcuagubliun 
fil l. ::lIld !he ilnlicoagulanl ctreel oracli\'all'd pro tcin e l7]. 

AlthUlI gh Iht: physio logica l runctiun(s l 01' 1'.:!GPI in bio log
ica l flu ids is unknown . a m!c in lip id 1lll'laboli ..,m has bccll sug
gcslcd by Ihe ubscrvalions Ihal ~on,o urpla~m:ll\ l (¡PI ci n.:ulall·~ 

comp1eXt'd lo lipopro lc ins [1.XI a nd Ihal l\ l GP 1 ¡H;cc1cralcs tri 

g lycc ridc c1earancc in ral [9 J . I~ ~G P I a lso binds w ith high aftinily 
lo the <Ilhcrogcnic li poproh::in Lr(a) by Ihe knnglc 4 d0I11:11IlS o( 
apu(a) in a spcci fi c manna ¡ 10J. Apolipopn'lci n(a) ::i han: .. l'"\ 

lens ive SCCJlIcllce hOl11o logy \\ 'ilh plaslll lllOgcll ! 111, whlch is tlw 
ina¡;tive prt:cursor 01' lhe proll'ase p lasllllll anu pbys a k('y rok in 
Ihe blood cJOI dlssolutioll ! I ~ l. Na li \'t~ plílStlllllOgCIl 1:.. a ."¡ lll glt'
chain polypcplíde 01' 71) l am ino ac ids cnnsi:-,llIlg of <1ll a1llillO

lerminal gl utamic acid rnllllw~d hy :11311lk1ll ot"ti\'e hOlllnhlgous 

tripl e· loop slruc lures callcd kringk dOlllaín~ and a ca rbox y
Lenninal sc rine prolca .. ~ ch..1ma in. Plasllllllogen bind " h.l lihrin. 
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:IU anu lo cnuothc lia l vascular cc lls by Ihe Iys illc-billd ing sites 
ftl) (LUS) 01' Ihe kringlc domains 1I :!J . I-I unl el al. reported lhat 
¡ji 1\::CiPI is prolcrdylica lly c lcaved by plasmin ["21 bct\\'ccll amino 
ül ac ids Lys3 17-Th r3 1 X gcneratlng a nicked 1~ 2G rl (N-F~2Grl) 

(;:] wllh a carbox y- termina llys ille «('-ter Iys inc), whieh can functioll 
G<I as a poss ihle binding si lC 10 plasll1 inogcn. In ag rcel11 cnt wilh 
Ij.) Ihese COllccpts and given the striking hOJ11o logy be[wcen apo(a) 
6(; and plaslll lllogcn, we hypothcs i/cd that plasmillogcll can bind 
G7 1\·(; 1' 1. ",hieh lI1ay he 01' pJlhophy,io logieal relevanee sinee 
(j~ both pro tci ns can bin d lo fibrin and 10 ce l! surraces, and can be 
69 n:cognizcc\ by pathogenic all l i- I ~~G P I an libodics a flccling Ihe 
iO rllnCIIOn uf Ihe plasm in- pbsmi nogL' 1l syslCIll as a Illcchanislll 
71 fm lhe increascd im: idcncL' 0 1' Ihrombus is obsL'rvcd in paliellls 
72 with APS l5. 13 J. Thcre ro re, as íln in itia l stcp in eva luating Ihis 
n hypot hL'sis, \ .... c characlcri zcd tll e intcraC Lion orGllI -Plasminogcn 
H wilh j\ 2(,P I a'-' \Vd l as li s cffccls on plasmln gcncration, bOlh al 
7:, cdlll lar leve! and al the fibrin surf;:¡¡;c. FlIrthcnnorc, \Ve eval-
7{i u<1tt.'l1 lhe aC li v:.lIion ofendolhe!ia l cc ll s by ant i- I/,::G PI antibodies 
i 7 in the prescllcc ofGl u-Pl asminogcn alld j\2G PI. 

78 2. i\latc rials a lle! m('l hods 

7!J 21. I'rolt' lIIs 

80 ¡ ~2( il'l \\;J"; purificd rWIll human "CI1JtIl USlHg thc II lcthlld dc"cribcd by tl lanJ... 

SI el ;11 . 1\ ; I :l1l1t wa" COllsidcn.:d pore a .. ;I .... cssl.:d und<:>r Illm-rcducing C\lIldll illn." 01 1 

S2 SUS 10"'0 püIYilcl'Ylamidl' gcb. G lu-l'lal>!Il illOgl'll \\-as nhtained rrom Rochc 

8:) ~lol<cul" """,h,'",,,,1. G,n",,,y""" b,ol¡oy"''''' "oonl¡og 10 Mo",oy el ,1. 
g,1 11 q J- I·b .. t.l'c-dcmce! plasmi nogcll frJgmc!ll s: K t"' K2 +- K3 (Ihc Jy~lI1c bim l l1lg 

85 )lIe I 01 [I\SI). K4 (knngk-4) and K5-sp (J...ring k-5 and Ihe- scrinc protl'aS(' 

86 dom:Wl or I1ll!11plasIIllllogenJ wac prepared lI.., dcscrihcd by Son11lp-Jen.-":1l el al. 
87 115) <lnd hlOtmylall'd a!' described prcviously. Fibrinog,'n :loe! Ihrombin \\crc 

88 purch'hcd froll! Sig ma, eSA. 

89 ~.2. .1l1li!Jo(/ies 

!XI Human I ~( i antl -I~2(i l'l \\'<11> Obl:UllCJ fmm :-.crum of 32 palit'Ob suITt:ring 

frlllll primal)' ant i-ptlusphlJlipid :-¡y ne!r~1Il1c (PI\PS) dcfi ncd aecordlllg tI' Ihe cn

laia O) AI;IIcón-ScgO\'la alld S:mchl'7-Gucrrcro rJóJ \Vi l/¡ po~il ive spceifinly 

f{lr (',.:01'1 dctmnincd by ELlS;\ (INOVA DlagTlo~lic. USA ) of 150 g:nllllla 

pou'pl1"hp,d UTlib «(,l' l l No antl-<:¡IrJ,ohpi n. anr i -ph"sphalid~ 1:-":1 mc ;md ¡ml l

pr('loroll1bm lC:ldivity \\'CIC dclcct l!d. A pool of hllman ~cnml oblJilll'o hom 

f,V\.:, hcalth~ :-. lIhjl'CI~ \ \ <1:-' uscd ¡\I> control. l'olyc lon<lll':lbhit alll;:-.el1l1l1 \\ ;th anli-

1\1( ;¡ '[ fe<lcll\'lty WJ" pmdllcl'J in Ollr 1:l 001<ltol)' in1l111111i7i ng <1 ['\ew Zeal:lI1d 

\\ hitc nlbbll wilh four :.IIOculancfI\JS IIIjectlons (olle each wcck) nI' purifíed 

human 1"2(11'1 :It <1 ('Ollel'l1 lTati(lIl of 1 mg!mL in Frcullt1's comp1ctc adjuval1t 

([) ifel~. L~Al 1'\lur wecks after the ]aM injl'Clion, olle boosla injl"1.:tion wa~ 

adnlllll"lcrcd wuh Ihc sal11C amounl 01' 1 \~ (i PI. Tlle spccitic bindmg 01' anti

!),tiPI lTl Ihc ~cmll1 of Ihe imlTIunizcd rabbll wa~ confinncd hy ill11ll11110blnl 

assay IgG fmm patlelll!' or hcalthy sub.l":ccs as wcl! as fro m mbbl \ Wen: purifícd 

by protón A-S.:pharosc 4 U (Sigma, eSA) affinit)' chrnlllalogmphy. 

~.J. IJmdillg u/G/II-P/a,\I1/¡'wj:,Cf/ /0 [JeC/'/ 

[ he mfcrat'IIOII b..:t\\ Ccll Gll1-PlasllIlIlog':l1 and I'.~G P I was .:valuafcd 1I:-.1I1¡; 

1\ )(il' l lIlllJluhlhz..:d 011 11 mn:rolllle !,latc al> 1 (~lh)\h: xo f.1 L ofr\~(j l'l ¡uJ.lu:.lcd Il' 

a ":OIKCl1lr;I1I1'11 uf<; pg 'mL 111 O ~ \ ·1 phll"phal": oullcr p H 7A with ['\aCl (lIS \-1 

( I'HS ). \\a~ mCll hatelt \wl'rnighl al .¡ "e on hlgh bl1ldmg capal'lly ilct!\·,ued 

pllly~lylt' IIC plalc~ «'oslal. USA). Lnbuulld Phltcin wa." dlM'ardc\1 and 100 IIL 

\\·cll uf 00\'1111,; l'enllll alhum m (I~SA) di s~o lved in I'BS \'Jere iltldel! 1(' ~alur.l ll: 

Iho.: rla~lic .. urbcc. Arter 2 h ino.:uball(.n al n ce Ihe plale wa~ wa~hcd thr..:..: 

lime" \\Jth I'BS ¡¡nd th('" a \tJlull1c (~f RO )IU\\cll uf biolll1)'lall'J ( il u

l'I;I'n1l11ogcn al difTcrcllf coneentral1(ll1'; (O 1611/1.1) in 0.05 M pho~rh<lte humor, 

pI! 7A cOl1lallllllg. (1 01°.0 Iwcen :'00 alld OOt ~ .. IhYl11el\)"JI, (buO"cr :\), \\'c re 

II1cuhalcd al ~7 "C wuh l1Ie 1111111011111/.0::.1 pH'ICIl1 tor I h ln!J"Il11d li Ju · 

1'1;1:-'111111\1);1'11 V. ,1" ICllUl\l'J by \\ :blung Ihe plalt' Ih rt''': 1I!>1\:" 1\ Itll hulkl ,\ .. \IId :\O 

!I [1\\·cll nI' J ~lrClml\ Idm -pcnJl(hJa."c COIlJug:\tc ('-llgnw, ! ,\.\) ddll ln! lo 1 SOO(¡ 

wa" adlkd. lIIeuh:lI lIIg rOl" I 11 a l ]7 ' ( I he pl¡lIe wa .. w .. .. llc.1 "" d'-'~..:nl\\.'d ¡¡I\I'\ c.:: 

amI 1 IIIg/ m[ . Stllul10111lf J.J', '.5 ' _lell ,lI\wlhylhcll/llhne j[ 1\-1[ 1. Sigl11:1. IJS¡\) ,1" 

,uh:-.llak· fnr(',)lordc\~'I(\pmcl1t wa" IIIl·OI'Jltlr.lI..:d '1I1d ¡11I.l\\cd l.) r .... :ll'llur ,O 111m 

al wnll1 tc:mp..::nll\lrt' \ \ l' Il1c'l ~llr .... d Ihe :Ih~("ha'lce al .11'1' "'" u"ug <11 [ ' '''.\ 
,\-l ultl\kan plalC I'l':l(lcr ' !tI JCIC~'1 p"~,,,hk 11I.n -"p .... l·ifil' hllldll'~. 11 .... .-\ 

IIIlInnhdl7t'd ()11 ;¡ IlIICrolltre rl"ll' \\;I~ uwd .. " COIIII\) 1. I;I\':II ~'\l'l'IIII1"l1 \1.1'" 

pcrlilnllcd 111 mplic.::lIll· :l1I\! tllt'obt:lIu..:d I't"Ulh \\·CI't· :U\"I~ led by 111'11- III1C<l1 CIII\ c.:: 

lillll1g u ~lIIg Ihc k;¡~1 ...qU;¡rl'~ IIlt·,hod (Kakld.l.crapnic \' q. Syl1elg) !-'I ,j( \\ :11,' t 

1-1. /nhihlllon o/Ihe G/II-PI(J\lIIlllOgl'" (:,CPI Ú I lt.'I(lI//llI/ 

To d¡¡u,ICICrlZC ¡ltt' IIIleractlon of lilu -Pla"llIl1lugclI ,lIld I ', ~( .t'1 \le IlIobl'd 

IlIl' mh lbllory ¡;fti.:ct úf ,:pl> llI>I1 :tmlIlO <:<1['1'0 11: ¡¡cid (f·,A(·.-\) 1!1 ¡II¡; ti.lfIl"11I,1I1 1)1 

thl' Glu- I 'la~mll1 ' lgell- I\~G I'I ~,()lllplC\ . \Ve uwd J hlgh bllldll1g l'; IP,ICI1\ 

p(llyqyrcll":: plato.: t( · ll~far, USA) w !l h eI JV;¡kll!l~ hlH1lld 1~ .,(i !'I , [lIc.::p:u(·11 :b 

mdlcalo.:d ahll\'':. l ile a."'-:IY" ",ele I'c rfnnnnl ,ldl!ln!! )0((1 flL f'l:! 1\.:11 ,,1 

hlulll1yllltcd (jl ll - l'la~IlIIl1 (lgC Il 111 c,mst,1Il1 <.:\1Ill:el1trall'>I1 ( 2 ~ 111\1) 111 hurtc.::1 

,\ ú >l11:l111111g \'¡u)'ing l'Ollccnlmlh1l1 .. "f I .\(' ,\ 10-40 111\1). :111,1 mnlh,ll lI l}! 

for I 11 al J7 o{ '. Aft.:r IIlCu t>alI011, the pl;lIc W<l~ \\;"hr:d IlIrl'': ll1nc.~ \\ 1111 hulkl 1\ 

:l11d 1>"11110 ( , lu- I >I:l~m in()g':l1 \\al> .kll·dúl :1" pl'C\IIIu"l) II1dlC:llnt 1';lr:¡[ld 

a",a)'~ Wt'rc per1\¡n))l'd ket:Plllg C\\I1"t:ml the ,HlHlllII1 u ! [-¡\(l\¡ [>lO 11li\1) ;lIld 

\;Iryin¡; Ih.: COTl(:cl1lmllOn of ( ; lu- I' !;¡ :.lOlIlll~~'11 (0-1 (¡ 1' \1) I lJ...c\\ ¡"l' ..... 1111.11 

l'x)lerimCI\lS wcrc pcr1\mnct! kCepll1 !; C\111,,1;l11t 111l' allllll$ll1 ofl i lu - J'I,hl1llnll~l'1l 

(2.5 lJ M) an¡J d iOi.:rcnl roncelllr .. 1 \(.111' 01' f'\;ll'l (11 _ I {}(IO 111M). 

_~.5, /:."1·O!/I(lfiOIl 01 e-ler LI'.\i"l'\ /lllrliá/,a{IOI1 in Iht' 
C/u-P/awúnugell-!J,GP/ ('fJ/II/J/CX 

\\\: (' \'alualed Ihe parllCIIKIIIUI1 ul l'lIbu")-lo.:nnlll'll ¡p1llC~ 111 IIK' (, Iu -

1'1:I.~nlitj()gcn I\~{ ;I' I cOll1plc~ du...: hJ tll...: pO~~lbk (,xl,~ll'nc{' (>11I1.:kl·\!I~ ~{,PII11 

our .,>at1lp1c Iwhich 1:' I..no\\11 lo be ck;I\~'d hl't\\I'l:n alll1l10 aCllh Ly:.JI' ;lI1d 

Thr31!\) by J)f'ding a_"~ ;l y ¡ ~l'''': bd.>I\). 

l. Ó. 1/I/crueliOIl o( dU{erellf regiol/.,· o/ G'Iu -F/a.\'l/Ii/logclI wit" ¡¡J _iPI 

1(1 il1\'c\ugalc Iltc rcglon 01' Cilll-I'I;I~lIIilJl1g l'n Ih,1I h ind, 10 11)(; 1'1 111 ,1 

1~ " im'-dl,pt.:I1¡Jel1l lI1;mncr, \\C .::amcd "111 d,tTerl'lII a"a~" ul>m~ d;I'la'c-JclI\ed 

(mgll1cl1 l ~ nI' tlllltlllylatc.::J (ilu -I' Ia'111111'lgcn 1 t-....I , 2+3, K4 .. ud K5-~p) ,l1It! 

111I1Iloh1l17l'd 1\,,(il'l .111 fllIU,llltTe platc~ A \ (.luII1": ,Ir XI) 1' [ pe!' \\ di ur .;ach 

!r.lg ll1<': 11 1 al \'nryillg Clmccntr:ltI(ll1~ ¡O- X 1I fl. 1) \ \ ,1' sep; II~1Idy dl~~()I\'.:d 111 f.U!tCI 

A :md addl'1llO Ih..: illllTl.lbíl,7.cd I'.~ (¡I>J_ -\tkr I h IlItuhatll'll ¡ll ~7 "('. Ihe 1,1:I¡e~ 

wcre w¡¡"ht'd Iltree tUlle,; wnh hufl~' r A ¡md lht' :lIllnUllt nI' ¡'p(lIld JlIlltCI1l \\," 

d"::lected wllh a :i trcJlla\'idlll -Jll'r\l\ld:l~c ctlllJlIgate ¡SIl;!I1J:I. LSt\) dllliled !tl 

t }:.{lOu, alld color d":\'dflpl11l'nt was IlIC;hlllt'd :h dC'<,\;nhc\1 pn.'\·IUII~I~. JI~ ,\ 

IInm'lhill/ed on IHICTOlllrc pblc:,. W<l" \I''':l!lI~ ..:u!1tn)1. 

} 7. Compe/i/il'() il//¡ibi/iOf/ cJ.\.Hl.\' o/ 1\5-.\1' il/ ti", il/fcrrJl'tirJ/l 

(jiu /'>lcls/I//J/()j.!C'I/ fi ·GI'I 

To ;lI1nl~7c the cfl'cct 01' K 'i-~p.m ( , IU -I' I;¡ .. lIl1l1ogCII hmdlllg In ] ~ ,{ ,1'1. \IC 

pcrrOl1lleO n l'O ll1l'cllll\ 'C ildllb, ll1'lI a~,,¡ , y 1ll'1\\ .:en biolinyblcd ( ,Iu PI:t ~IHIIl\'

gen illld K5-~p by 1\ :VPI. A \UIIlIlK' ,,1 ~O p[ p..:r \\ ..:11 tll hltltl1lyLth:\1 ( ,!u

PI"l>lIlllwg.:n a t {·Oll .. tml (;()IKClltr¡¡tloll (U.5 11'\1) in butti:t :\ al1U I':u)'mg 

e"nCCllh~I I1()It:. (Ir K5-"p \O- ~ 11.\ '11 \\a~ lIll'uh:IIl'J f¡.Ir I " al :17 .'( i ~ r1h"IIIl.t 

III 
1 12 

I~ 

plOt':lll w .. .. d,,,¡:¡¡ rJ.:d ami Ihe <l II IIJll l1t uf hUU lld bt\)l lnyl:'ll'd (;lu- I' la",nlll\'~\'1l 1 (, -, 

\\ , I ~ dCleClt'O \\'1Ih <1 :. tn.: pta\ Idlll - pCf\IXl d,,'e COI1 ¡ug:lle :1:' JlIC\ II'l",l~ 

(k~cnhcd LlkcWb<.:. I\t: clIll..:d l'lIl p:lr:llkl Inh ihltloll .I:-.., ,, y" IKII\lT!1 

1',.: ril'l and nlll1ipb:'llIIlI\'gcn IK 5-"p\ 111 Illc I" ewllec 111 dlflcrcnl ;11111'\11,1" 01 

lACA (0--40 111 M) I.. cepll1 g (;011"1.1111 111": l'I"1U'UII aliOlI 01 1\. <; -"1' (11:; )1 \t I 

_~ s. lJilldillg ¡JI/d aClilf{/fld" nJ (;¡II ~ /)I/JIIII/I/(Jgell 0/1 1/r\lr:C I (l'''' 11/ 

fh t' prl!\l'IJCI' of"JLG'PI 

ro dundalc Ihe pos:'lhk hinlol;! ll'ill I1II1CII"1I tlf Ihl' (,III -l'la~mllh)l:!':1l 1',· 

{i[ >J 1I1ter.ICllon :tt {'clllIlar len'!. \\l' l'\ alu:lIl'd Il1 t' pJrllClpall,l1l (tI' to í, (·"IIJ!'[I·\ al 

1
_, 
, -

I c.: 



f· f .vpc:·f.1r<1 u 01 ,' IJifl(/I/IIII('¡1 ('/ Uiof/bnl(I .'I(ltI l.T ¡!006J Tlr \.T' 

171 Ih.: \lIrf,tcc uf humal l nll crtl\ ,,~cular cnll(llhdla l ed h III~'I EC-I) \Ih ich \\!.:rC 

17;, cuhurcJ 111 p]a~llc 96-\\dl culturc phlIC., ,11 .\7 "(' m a hWI1HJlficd allllo.'plll'IC ,,1 

l71i 5":, eo. u.,il1g ,\ICDIJ (( i lbc(l, LSA) rul!uft:: IIlcdiull1 \upplclllcnh.:J \\'ilh 10"" 

177 Ida] calf "erum (l·eS). 2 mM [-ghU:UHI11C. HX) C/IllL pcn ieil11ll. 250 ¡Ig 

17.s 'UllpholCricil1 [1 al1d 1 !lgr lnL hydrncorll,nnc (teclal.: tSlgln;l. l iS,' , ]lcl\)Il' 
17~) cach C'<pt:m ncnl . cdl\ \\ erl' mt'urnlh;d with 1'( 'S-frCl' (;ultUI'C T1lCdlUlll fOI ~4 h. 

lt1n 'uH.l ¡':o pL per wdl l)f]{!( i l'l ;11 dlf!Cf.:nl COllccnlrall,)Il\ (0- 500 11M) 111 culture 

] ,'1 I 111('11111111 .... il ll(lUI I 'es wcrc addclL ·\ftcr \ h ilK Uh;tlIOI1 al .17 'T. lite c{'lh \\ere 

1'-'<2 wa\hcd IllrCl' Illnl·'" \\'llh FeS-frc..: cu ltur..: 1lJ{'(\IUllI. amI boulIdell ]~2(i1 '1 wa\ 

I~:¡ """,," w,,1t , ",blo;, ,,,,10.11,(;1' 1 I'oly"o",' ''''IoI"uly. A 1'''0''',,"''· 
II:'t I cÚrlJugalcd goal anll·rabbll IgG wa:-. usc.t a\ '>Ccondary anll1xxly amI colO! 
I ,'\[) dl·v..:lopmclH \\las rn.:a~mcd U:;1I1); '1 MB ¡¡~ ~lLb.'otr:II C as dc~nh('d prc\'lOu-.ly. 

1,'\6 I'¡¡rallel cxpcrll llCllb In ab:-,cllcc 01' I\ ~(jrl \\Ierl' pcrfonncd. For ~ ! lIlllC' ul (jlu-

1 ,~7 PL I ~ l nl!1ogcn a":Ilvaliun un 1110.: Ht-.·IEC-Iccll surfacc 111 lile pr..:sencc OfC{'ll\[;ml 

IKH ;U110mll uf J~~G PI. 15 nM) \~..: I't'rfunnl:d :-'1I111 b r n: lx:rimcnl:-. c>'ccl'! ¡hal (jIu· 

l~!) Pla~ l l1l11ogcn \\ ;1:-' adtkd al dlf1t'rcnl CtlnCcnlr:I!10n~ (0 - 5 11M) t-OI":1111111!! 1.5 

I ~'O 111M \11' lIle c hrol llllgt'lIic \ulh\ralc 1t):-.yl-glYl·yl -prlllyl- ly:-.in..:-t-n llnlalllll d l' 

191 aeclal..:]( 'hmllM7ym I'L. ¡{ ('>Ch..: Mo!e":U];l r Billchcm icab. loCll llafl} J. I'he 
lD2 pb."1111!l fónll:tlloll ;11 37 "C Il'l!'. 1I1t)1l1l01 0.:d hy lIl..:a sunllg IllC IIIlrllall1lidc 

1D~~ IC!t:;¡"C fm lll tl lC Chwllltlz}'Ill I'L chH1ll1ogcllic :-.uh,'lra lt· al 405 11m. A\ CIII1I(I)]. 

191 par,¡Ilt-1 acl i\,allOl1 <"':-':Iy~ \\ere pl'lfllnncd In Ilw a))\e llce (\fl', ~ (,I'J 

I!'h lu I11\C~llg¡¡l": Ifl ~ ij rl hmch 11' ml¡tI'l rib l lll. ~llhd-ph a:-'l' ribnn p[al":\ \ll'IT 

197 preparo.:d ¡ [oll. IIricfly. lihnnogcn ,Sigma. USA) was ]'\(Iund Tll a IlIgh hl!ld lll g 
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GlpaCII} plllp.lyrcllc plalc :md tr.m\llInnc,! 1,1 :1 fibnn :-'lI rfaec h~ Irl·,lll11o.:l1 \ 

wllh Ihrol11h m . l hc ;¡"\'I~ 1\'''" o.:;¡lJ'll'd \'1Il U~II1~ dlftnl'lIl LOlll .,;nll,II'''lh ,,' 

1\!(l1'1 (U- I<OIl 11\1) 111 hulkr /\ \1<0 pi rcr \\..:111, nluch \\0.:1\' lIlulhdlcd h>l 

1 h al 37 ~ (' ' I he p lal{," \\cn' \l:l~hc,1 Ihn:.: I lI llC:-. \\ 'lIh hll !Tl'l \ ,11111 111': 
hOlllld prot":lll wa' dcl":CICd \\Ilh.l r, lhhll .1Il11·¡\2( i['[ ]'Hllyclllll;ll ,1111,)",,1\ .\ 

rx:1o)., Ida:-,c-I'HI1Jugalcl! go;,u :11111 · r:lhI1l1 I ~(, \la, lI\c<I a\ \ct'I'lul,ll \ ,1lI1')'KIII~ 

l1ml color dc\'c lo plllCIlI \\a .. u\t·a'lll..:d ;1' ~k'l' lIbcd ['1":\ I"u,- I) ", 1,.<11 111"1. 

parallcl ¡¡\",¡yo; \\ cn: rx:lfllnncl! 1I1 .lb\ClllC ,lf 1',,(;1'1 

1. Y I Adllm/m, <JI G/II-"II/I/lÚ/log l '/1 ",. SA' olllil''';1I jI'<I/(" 111 ,11, I'n \,'/1, t' ,,/ 

{J.,G/" 
In Ihe pre"cncc IIlmlacl rlbr", . Ihc :.trertúkllldo,c (SK) can cfkc ll \d-. JI 111 ¡¡Il' 

PIa:.IHlI1ogl·1I lO pl:l:-'Illlll. w..: Ih el~' forc :":-.c .. ~{'d Ihc 1""\lhk !:!l'lk't.lllllrl 1'1 

pl;¡:-'1I111I ml li t' prC~Cllú' vI SI\. alld ]', ,G I' l 111 a fibrill Illc )o. ]¡ '1 IiJ\ ¡I"'~;¡~ \1" " ,lt'Tll' 

an:.Jrdlllg 1(1 ~·l tJnroy.:\ al [14J. Bridly_ Ihc Ijhnll Illt:\h.'" \'-lTl' \\;I ... l1c.1 1.1 _' 111111 

\V il lt hlltfer i\ and lIIClI halcd m 1 UU ,d _ ,) fO . O~ \1 Hel, o . ¡ 1 t-.I ¡\Jan [I'J :,[ ¡ ~ -l 

wilh () O] "" :-'Udllllll a7l11c <1.\ prCM:f\¡¡II\c. Lh.:h Ildl rl'cl' l\cd S 1I1 1 I 1111 

dlr{lmogl'1I1c I'L(' . ol II L .. In:ptokllhl\C (St< . :'/.10 1 tJ.ml) l>l ~ p [ , ,.( ,1'1 

Ui1fcrcnt ronCCl ll r~lliO/I' 01 Ihe 1~.:.(iPI (2 5. :-lO Y 100 Il~ I J \ICl O: ll· ... l;,.d. 1111 11hL' 

(lpllll l:!1 rC'I'HIII .. c wa.\ ll lUnd Ihll1g IOH 11M 01 ]\ J,PI. lo t'¡¡ch \Iell \\ tll I,~d -:. \ 

p L Ofp];bI11111-Sp":l' ili c chrolnol;!clI lC '\lh"II,lll' \Rrl{~ h..:. ') 7 111); 'mi 1 In ' ""<1\ 

tl1l' mnca.'>C.' in al11}tlolytic ,Id i"' ll\ 1:-' dIlCl' l l~ prlll'ol lroll ,l1 1\1 Iltl " 1'1 

p]¡l)o.rIIl1l gcnL'rdled by Ihc \all1p le lllcy \\CrL' IhclI ml'llhall'd al ; 1!1 ;¡ 

humio.l chillllhcr fl)r (lO m i". aflL'r \\ hICh ;¡lh(,.-halK''': wa" IIIca~m ... d nnl 

rhe lIeg¡¡III'e cnnllül \:'Illllaltled Ihc tinri" 1ll;J!Il\ \lilh -" 1111 ,,1' 1'[ (, I mi 
\\IlIhOUI 1"2(il'l ami \lllh 25 ]IL (.t' p]":-.1l1111 · ... reo.:ific .:hnll\IO!!I.! I1I( \ ¡¡ \ ,tl, lll' 
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11l;!. I lillldlll~ {,flilu -I'LbllWl\l),'t"1I1O illHl1(lhrhzcd 1~ 2 (iI'I , fa, Dl ffen'1I1 cOllcenlr:l{\(ln" úfl)l('l tIly1alt:'d lilu-I']¡I\IllI1l,)g.:n \(1 ]1, 11 \1) \\":IC :lllded 10 a \.:\111' , '111 

of '''2GI'1 (S jlg/ IllL) IlIHlII)h,117Cd 111 high hi nding cara..:i1y aCli\:ucd 1)<,)lystYI.:nc p lalC aud Ihl! b..nLlld (; !u-[· la.'lllll1ugen \\:h dctCl'ICd ( - , lI:-.illt' ,1' .\lIlL· 

rn'lx lda ...... liSA M'r\'cd:t~ C('lIIrolt - J. (bJ ( ilu-PI:!\IJ1I1l(lgCII-!" 2(;1'1 blllumg IIllnlHl ion ( _ ) h~ I·. :\CA :11 \¡jrymg ('('lIco.:lllfal lün_ (1) -lO 1l1\'IlI-.I'..:plll ).! ("\lq,11I1 1[,,' 

lIlllOU1I1 of(j lll-1' Ias1l1 inogcl1 (2 .5 111\'1), (r) GIII - I' Ia.\ I11 IIl{lgcn-I~2GI>1 blllOll1g ¡1I11I!>11")ll by f\'aCI ;¡I drlferclll ('OilCCllllil llúl1\ (ll- I nuo mM ) I-.ccl'lI11;\ <':\111,1, 111 ,,1',\1 1111 

of (j lu-1'IasIll11log.cn (2.511~1) (d) Glu· P1asllI lIlogcll (O- I(,II M ) hmtling 10 I',¿G PI H1 IIt{' prC:--CIlCC ( . )I,H ;¡OSC-IIn"l'1(l"r {·ll dl·\)fll 1 .\Ct\ (40 n l\1) n .... ·\ ,I.I~.I 

conlrol ]_ ) 

• 
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I tg. HlIlding (lf da:.tase-dcnvcd fragmc nt<, (lf Glu- l'la:.minogcn to 

inHll\)oih7eU I\~(j 1'1. (;t) ro idcnlit}' ¡he rcginn oH ilu_ l' la);1llinog.cn thal inlCrac'\ 
\ulh 1\:(;1'1. \\"1.' I'crf('lt"med dirfercnl ;IS~Lp \\'Ilh c:1asla\c-<.kTl\"cd pl:t:'llIl1lngclI 

ti-aglllcnt .. (which \Ver.: blotinylail'u). \\l- addcd \'ary\1lg ;u1\(lunb l()- I' JI \1) tlt 
cach ,r,¡~nl\:nt. \,1 \ 1 or K 1+2 + ~ ( . ), K4 (. ) and l1limplasminogell 01 K:;-.,p f· ) 
111 butk,- :\. IOllnmúblh7..:d 1"2GI'I rhe bmdlllg oflll("<;,c pel'11dc:. W¡]50 \!..::Icc lcd 
usmg ~t1-';:Jlta\'l d1t1-Il(·'0Xl{l a s(". I\Si\ W,tS tI\c.1 a ... conlrol. lb) l1mdlllg 

COlllj\CII!lOn as~ay .. bCl\\l''':1l G1U-PIaSIIIH10gclI (ill a C' lII"lant COllCCIIll".Iunn 0.5 
jlM) ;md 1l1!111pla\1111!1<I);!Cn nr K~-sr (\'<ltym g cOllcentral tl1nS 11- 18 Itr.."!) by 
IllItnolJ\lw,:u l\lGI'I \H're earned ,lUt. l e l InlllnltlOIl a!>s.a:-~ of Ihe b mdmg \JI 

1Il1r1,pl;!~1tlttl\lgen In 1I111l1ohlll.'l'd I~~G PI by b\C,\ wo..:re e;lrno..:J \JlII Il~lll¡; 
t'on"I:1Il1 COllel'n lnll lon of mmlpla,minugo..:n 10,5 11M 1 ano ullTcro..:n l :Ullnunb uf 

L/\("\ (0 - 40 111M) Dala fur :d l ¡; I apllle~ are lhe ¡l\cragc of Inphea le 

e,\po..:nlllCllh 

2/0 t:lTt:C1 011 fhmlll/¡OJllodlllill ,/IId!( ', 1 \1-1 npr('\\'w/I jn (//11/-/1.(,[>1 '.!.n 

Qc(ml/('(/ CIIlJOllte/W! cdü '.!2 I 

ro II IVl', l lg:I1 C Ihe a Cllvali,lll \lf clldt\lhclt,l! 0:11" ¡,~' ;1I111-1~ .' ( ,PI ,llltllltllhc" 

Og(') .lf hUIIl:Hl ,lr ml11>1I ün~m, hlllll;1I1 IllIU.l\:hclIhtr C1II1\lllIell :11 c.'I1, 
1111\11:('- 1) \. cre culwred 1n:1 (!O-mili UI:JllleICI pl:',ll( I' l' ln .tl~11 '" IIC"'Clll>e.\ 

PlC\ lOIl"ly !lef.1rc cach c"perillll'Ilf, ('.lllllul'll! 11l\'n{\la~el" \lf 'i - 1 ()~ n;lI, \ICIC 

"I;I['''l'(! 01' FCS 101 24 h :ll1d, In M'paralc :1~";IV', .\ I11L plalt' 0 1 ( , IU- I' I. I" 111111('gCI1 

()~ 111\,1) or ¡', ¿(,!'I \ \{lO nl\l) III I ( ~-Ircc ellhml' IllCdUlI1l \\ 0,;1 C adJt:d "Hel 2 h pI 
mcuball<1ll;\I '7 "C, ull oound pl\)tClIl W,l" d"larded wa!>hmg tll\'lllb [\\I Cl' \\ Ir h 
culture IIlC\hUIll, ami Ihcn " rnLplat t' ,JI hum:l1I or rabbu 1)'(, ,11111 -1',, (,1'1 

anllbodlc!> I IOn pg ll1lL) \\'ere addcd IIh.:ub :1ling tor 10 h al 17 ( ;-,tlb~Úl\lt'l1lh , 
unhound, ¡1I11L- 1 \~ ( J P I wa~ r":II1\1\'\:d ¡¡ud th..: lc1h \\'crl' dcla..:he.1 \\IIIt I n lA ,0 
11M ror \011\[1\ :1\ )7 "(', re~u"J'cl\,ku 111 I II\L ot I'BS ¡lIld all"I\/Ctl by \;''\(1-

Ihl0111ll1l'lry (Coultl'r 1I1IC"'''''X L), Thromh(lllluJulm (1 r..l) \\ ,1 ., d,ll'c1l'tl \\ II It :r 

tluorl,.,co.:i n-úlllJug¡¡[C¡\ mlll>11 pol:-c1ollal anllb"dy (thluln! 1 " 00(1) (1 \1 -1 1 11, 

Sanl;¡ ( 'ni.'" l :SA) :mJ Ih..: ;¡dhl'~ i{ln 1l1(lk..:u ll' I{· ,\ \ \ -1 ({ ' 1)5--1) \\ ,1:-' IIknllflnt 

wlllt ,¡ lIhll1\~lt'1\al anll-ltUI\l:U1 CD54-1 '11 C ISlgl1l,L L~:\ 1 Obt.IIl1Cll 111 1\lll\hl' 

\\ lucir w¡¡~ JilUIl'd 1, 10,000. ' Iu c\'a lu:llc :11\\ 11.m - ~l'et:lfic cdl ao.:IIV;¡IhHl h\ 

ClHlIal11111:lting ..:ndotnxlI1, a n th e .I~"a\" \\ ere ;tl"" 1l<,;lf.,nnctl 111 Ihe pre"l'llCe 1,1 

polym)'xlIl 1I 15 jlgllllL: Sigma, US ,\) I':tralkl C\I'CflIllCllh \\t'll' po fl>! III.:d \\ 11 11 

TNl -u ;.":J cc11ular u':[l\'atllllll'11IIt1o,1 
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Ilg 3 . ACII\';¡\lOIlI)f<lltl-PI;¡,lmnogcn mlht' pl~·,cnc..: (,q~ l( ,1'1 ;11 lhl' ~III Lil e II! 

11\11 ',('-\ l't'lb (;1) 1J1I1dmg (1 1' 1', ,( i l'l h1 I IMI \ -1 1'1\J'11I1cll.11 cdb ( e ) ,lddllH: 

dlflcrclIl ;1I11(llln'~ de 1" 2(, 1' 1 (O 500 n~1) {ni 1'1:I"nllll ¡,1rlllall\ln :h ¡I hUlo.:tl'lTl " i 

Ihe Ct}ll •. Tn¡r;llioll uLltldl'd 1,,( ,1'1 DiTlóenl :mlllun l' ,lf<IIu -I'I.I 'I1lIll11I!CIl \(1 ~ 
fl/l. '\ ) in pn'~cnl'c 01' ('hroIIl(17ym 1'1 (1 .:; 111/1.1) \\ ere addc" 11' ~'II.I\)lhcll.ll 'll l. 

"hldl , ... erc prcnl)u:.ly IIlcubatcd 101 .1 h, ":111"'1111 Ihe pll',cme l e ) (\1 ,lh~l'I1C~' 

, e ) ür !,,¿ÍiPI llOO nM), 



F l .újJ('::. -IAn/ (' / o/. : II/Udll ll/in/ ('IIJIII/,/n·.\/t"c / '!(lrt Ir (:!fm61 I lr LfI 

2 11 2. / 1 \folcc u{al" Illf)ddlfl~ lIIu/ DO(·kjflg w .\ays 

'2 1 ~) In 111rthcr c\alu:th: \\"hich or ¡he 21) Iy"i llc;, pI C ~l'l1 l in ¡ ~ ~( ; I'I JI);¡y IIlcd lal e: 

:2 Hi rhe IY'llIl'-d cp.:ndent mrcr.lo.:!m!1;'. W(' I~rfun))l"tl 1I10lc<: ul, lr Il1ndd lllg :lIId 

"1 n docklllg a,," :!y' u;'1I1g tl1c Sll1lclure\ ofl~ ~(; 1' 1 (I Cl Z) amI p la <.m inug.cn kringk 1 
1. \.'') II'DlI 11> IlT.\). \Ve: IIlil i7':.! Ih.: Iy'olll.:- I. BS inlcractio ll o f the ho m<lo.lilllcri t· 
:2 VI cmnrk..: l)fJ..nngk 1 from 1-1'/\ {I I PK ) a., n:fnt"IlH". wludl 1;' a fUIlCllollal 

2:j(J mud e! of 1Il1cracllún'o hclwCt'u a kring,k domai n and ;, non C -tel 1};'lIIc ( ~ illl':c 

2~ 1 mI ne! 1\ ,l J! '1 ha::. 111\1 carbo xy- tcl"lni1\aIIY'o incs). h lc h Iysinc pn ·"cnl In the int;lct 

2!",2 r'.:( iPI \1 :l.." ana lY7cd lookl1lg 1M the fo llowl1lg s tn tcrur.11 chaf:lc tenstll."S: t I I :m 
2",: ~ arc¡¡ c'<!l<)'ocd te> ¡he snl\"CIII grc:ltcr fhan 130 A ~. This valllC W:l.S Úl"¡Cnlllnl"l1 \\'Ilh 
,!S I rhe IJr<'gra lll Nacec" [17J, cOlhldermg an arC<l 10% smallcr ¡h~1Il lhc IIl Il:rfacc 

2:'¡fl are" (~\ 1 h~ I"·~,encc n l" ;1I1 e'<I)()~cd J.. e ll) grou]l alld (.1) ll!, posilion wl lhm a 

'1!",{¡ 11)I.'p lK- l~CI~d lyslJlc, \\ cr..: u:-.nl m a m,mual d(lCklllg a:-'~Iy bl't\\"Cl'n I~ ,(j I'1 and 

2!",7 pb~ lII m"gl'n krlll gk l. 
:!!")S "1 he mleraetlL1 t! b..:1\\"Co,:;t! t! lIlTup l;L ~ rn i l1 (llPh ll. 1 BUI) " lid 1',~GPl at Ih~ IlICJ.. 

']:)! ¡ \ 11..: L~, 117-' rhr31 S \\';h hil .,Cll on manual drll:\.. mg of hulh pru I..: im, ¡mxlcl ing 

2(;0 ¡he rqm1l1 cmnpri'l'd OC" twcclI rC~ldllc~ 309 a1ll1 322 in Ihc cal1ul1 ic l'onlonnal ll' ll 

~( ; I <Ir ~\lh~lr;II..:;. ,¡ s~uclatcll to ~CI m I'nJlc;¡"C' [1 X l. 
'1(;2 lOll1plt-:\ rclin..:ment wa:- ¡';;lIT1 l"t! o ut hy sCITl I- rigirJ Ih"iC J.. mg an'on ling w 
2f,:~ So.:ll" J,. <ll'l a l. r 1 (JI " ·lIh rile pmgr:11l1 XI'LOR [~Ol. AII COIllP!..:Xt-" Wefl" flllnl lll i/.cd 

2(; 1 \\' llh thl' "tllte hNghlll [21 J ltsmg the rnm.l u1c [) ISCOV ER in Pfl"Sl'llCe nf <l 5.0-;\ 
2(j:j \\ aler la)cr. url1 illhc m aX lIllUm dt'livallvc \\',,, bclo\\' 0.0 1 keal 'mnl ,\ 

26G 3. Rcs ults 

2ü , 3.1. fll!cmct iuII (JI G//l-P/aslIl illogen \rilll f"J: GP/ 

2üH To dt: l1l o ll s trate a sr ec ific ill terac tiun bet\vecn Glu-Plasm in-
2W ogen .1lld I./,.:: G PI we perfOnllCd a se ri cs o r assoei<ltion- d is-
270 soc iation assays or these protc ins as described in Matcria ls and 
27 1 tllcthod '-). \Ve fo und Ihal G lu-Plaslllinogen W<JS able lo bind 10 

27"2 1 ~2G P I. whic h was in tllm saturab le and de pe nden! on concen-
2,:{ lra llan (1'Ig. la) ind icati n[! a spccilic interaetio n bctwccn bOlh 
27 ¡ Illolccu les . Fu rthcnnorc, to assess whclhcr the G lu-Plasm inogen 
2,:) in tertlction is Illcdi atcd by Ihe Iys ine binding s ite (LBS). we 
2,(i performcd inh ibi t io n assays in lhe prcse nec 0 1' EACJ\ , a Iys inc 

277 analog . As shown in h g. I h, G lu-Plasminogen- f'2GP1 complc ,x 
2,~ fonllatio ll was inh ibited by EAC A in a concentralion-depc ndcn! 

27~1 ma nna ind ica ling Ihe pa l1i c ipa tio n of lysincs in lhe intcrac lio ll . 
2~O In add ilio ll , we found a n inhibitory clTce! by EAC A on lhe fo r-
21:'-1 rnal¡n ll o f lhe G I 1I - P la s 111 i nogc ll- rl, ~G rl complcx whcn diflercn! 
2t:'l amoll nls u f" Gl u-Plasm inogcn (0- 16 ,.IM ) \vcre uscd, keep ing 
2t:: ~ consta n! the EACA COllcc nlr;"t lion (40 111M) Fif!. Id . To rurthe r 
2t( t in vesligalc Ihe poss ib ili ty of other ty pes of intaac tions (ion ic or 
2K[, hydrop hob ie ) in the complex, we pe rlormed inhi bit ion assays in 
2KIi lhe presenee o[ ditkrent all10 unts 0 1' NaCI (0- 1000 mM) ane! 

2 .~' rounJ thal NaCI was ... b lc to produce an inhi bilo ry eOcct on the 
2 '(,"-; fonllation or thL" Glu-Plasll1 inogcll-J"2G P1 complex (Fi g.. l e), 
'! '-\!) (:videllc ing Ihe t'.x istence o r ionic ( Iysine indcpendcnt) in tcractions. 

2~}() 3, 2, IJ /lulillg oj'Cilu- / '/a.\ lII i llogen c!olllaill.<¡ \\'ifh JJ2GP/ 

2rJl To invcstigale the reg iotl o fGl u-Plas minogcn thal inte racts 
2 !}:! ",¡Ih 1~ .! (j PI , \Ve pcrlo rmed associatio n assays \" il h (11 lTcrc nl 

2!):J clastase-derivcd plas11l inogen f"ra g rnen!s. We fo und tha t Ihe re-
2!)I g ion which cOll1pri ses K 1+ 2+3 (LBS), inlemcls weakly \v il\¡ 

2~ I !"J 1~2G PI , whereas Ihe K4 did 11 0 t part ic ipa te in the e0111 ple.x for-
2tHi llI ation (Fig, ~ a) . 1 Iowever, Ihe ma in inle raction takes pl~l.l'c w ith 
2~r; m in iplasm inogcn, Thesc dala s ug.gcsl that Ihe Iys inc-dcpc nden! 

bind ing bcl \\"cc n Glu-PlaslllulOgl'll i1 lld 1~ ~( jPI 1I1:1 in ly (I~l:u r" ~'t .... 

\Vi th mi nip lasrninogctI o r K5-sp. "1"0 flJl1h L" 1" c '\ l'lol\: Ihe COIllPC- '.!: I' , 

tcnre of K5-sp \,.!t l! ( il u-Pl i1<., m ill ll"l'lI to IIIIIlIObrli /t"d ]'I.:: GPI , ' llll! 

\VC pcr l~mned cOIll ]lcti ti \'c e'\ perT lllt'n lS US ll lf! d lllcrL'IH cOIKl'l1 - ~l¡ : 

tl"ati(lIl s nI" Ill1ll ipl"" rn illogclI (O -j\; \\ \-1) k ~~p lll ¡.! cnn<.; ta n! the ·III .! 

amou nl o f"C ilu-Plasmillogcll ( 2.51\ \ 1) Umh.: r Ihese ~(lndi lll) I I'" :I t: 

wt! obscrved Ihat K ~ . s p etJ llI pc ll's ",¡th Ci lu-llbsnl llll)g.Cfl li1 1" ;11 ; 

!"2G P1 (Flg. ~ h ) . For evaluatio ll ni ' possibk p~1t1i e i p~l t l(l1l o f" ' lq ~, 

I ys i ll ~s In lhl' ~o1llph~'\ K5-SIH', ,( 1. we palol"med ddfe rcnl .\fu. 

inhibnioll .1ssays 111 !he prL'sc ll ce Id E¡\(" ¡\ a! Jrl k rcn! CO II - : IJl ~ 

Cl: Il !ratiOIl$ (O 40 mM) kCl'p ing collstan! lhe alllOllil! nI' ( du - :111 " 

Plasm inogl:1l (2.5 l ,i\ 1). Umkr t11C"l condit l un ~, m.; ("ound Ih;!1 :¡it' , 

EACJ\ \Vas tib ie !u inhi b it until 9 the inli..: rm:!lun 01' I11 ll1i - :11 " 

plasminogon ", il h IhL' I' , GPI (l'ig. ." I 

3.3. lJ il/dil/g ol fj¡ (lflf fo II,\/EC- I c('II.'i, 11.\ /'jl('( '! 011 jI/m/ll/ll ,ll i 

gCIlí!r atioll :\ 1,\ 

The poss ible bio logica l fu nction tl le C i III- Plas lI1l1logcn-I" '_ . \ ¡ 1 
(lP I intL" rac tio ll al cc \1u lar IC\'c l \Va \' t1 IUCl ll'd acrmdi ng to t!te ,\' " 
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I lg. "¡ Ao.:t L\'a lllln "f (, lu- l 'b~IllIll\lgl'lI hy SI-- , jll" fi h l l!l ~lI!t.l{:e 111 the 1' 1 ~" l'lIl'(" 

"f)" 2(j l' l \all"~( ; 1' 1 hllH.llllg 10 im:Kllihnl1 ' \hlh d l/ed 1Il1'0 lv'¡yrcnl' rlat l" 

(e ) lb) l,lu. l'tL;' I1lUlIlg..:n aell,',I1WIl ¡¡ .... ay <ln IlIlac! flhnn !Il Ihl" pre'l'IlCl" ,,1 

diOl:t"cnt :m l\lIl1U::. ,lfl\ ,( ;1'1 (25 lOO nM 1, J..cq,mg C~ JIl~lnll l Ihe C\lIlc..:ntl,I¡I,)I1 <) r 

( j l ll - I' I ¡¡ .~ llll1 t(l~t·n (( f .. , p \1J. I h..: ;¡ .... "y, ' ... el" p" hmnt"(lul tfl{: pfl',C IKC (( J I( Uf 

n ~ l . • ."U n\1 ¡¡mi .1 2'i nMI úr al"l'lIct' j . \, t 1', .,( i l'l (t'OI1I1 , ,1. (lnlt (, 111-
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Fig_ 5 lCAM -J an~t lhrombOIll(lJul111 prc .... ~I1CC al th\..' ~Llrf;ll'c ofacliva fCJ ..::ndothcha1 L:dl;" I\k;¡~lIn:: d tluures,:cllu' iI11I:n,¡, )' hy 11(1\\" r;.I(ll!K'[I)' ,lr ll \lU - 1 l'ndolhchill 

cclls adll alCll wllh anli-r~.,G I'J aru ibodics in tln: prc:.cnn:: of Glu-Plasmlllogcn or ]\;:(;1'1. (a l LiJlldcd HMEC- I cdl;, \1 Ilh ;II\!I -[C .. \/ ... I·1. I:-.(llyrl' nllllrol !hILh:) IC,\1\1-1 

ul1dn 11(l1ll1<l1 nll1dlllllm (gn':t'nl :md ICA/vl -I ' . .111 a (.; Ii .... "I..:d t:ndothclia l cclb ¡red). Len pand . le AM -I nprt,:-",'Oll un 1 1'\' 1 -aCI1\ ;Ih.:d H \II-C- l Cl'nlcr. 111\11 (-1 

:\CII\";¡lt'J \1 1111 ;llui'I \~CiI'I In the prc:'CIll:C (lfl·.~( i rL R;ght: HMEC-1 ;¡cti\atcd wirh :lIlt i ·r~ 2G I'I III ¡hc pn.:"'i(.'ncc Of(jrll . l' l:I"l1llll\l~l'n (h) L:thdcd 11.\11 ( - 1 cndtllhd l<11 

cclh wllh p"lydtmal <1nll-Tl'\'1 ;Hluhollic~, blltype ({l1llrol (blue) TM lindel' 1\0111\;11 cundltl(l th t~rcel1) anJ T\I.111 actl\'JI{·.! Cl1dlllhl'!l;d cl'1l" {rl'Jl L.:fl p,lI1d J 1\1 

cxpn':\"h'11 011 TI\'F· ;¡elivatcd 11 M I:.C· 1 , CC1Hcr: HMI::.C· I activnteJ w tlh al1ll 'I>,~CiI'I 111 Ihc prc"cl1cc of 1\ ,(; 1'1. ){1!!llt 11 r ... l L('- I acl1\'atcd \\ Hh :1I1tl 1',,( , 1'1 111 [he 

prc<'l'nce of ( i1u- I' I:l\IIlinogcn. 

(b) 

Proteo/J'lic 
Cleavage 

~~ 

hg (o Il.ocklllg ullhe (;lu -l'l!!-I' ,( ;1'1 c mnp1cx . (¡¡j Ly\m .... ·dcpcndclH mICraC[l"l1~ hC\Wl'cn pl.l\r1lUlIl;!Cn knnglc 1 Cgrl'cn nhl>(l1IJ ,I11J 1 y" 1~", 1~''''ldl1c ¡h,111 ;'Iml "lid.) 
prl'\cnt 1011ll' fitlh ,Itlmalll ofl\,( ;I '1 (h1ue ribhon). (b) Intl'ranioll), bct\\een Iht, eatalyti.: dOIll:tll1l1fpla:.rnin ¡red nhllt11l1 an,1 tlll' flfth 11"111:1111 'Ifl'.~( .1'1 Clllw: Ilhl>"111 ,11 

the lltek ~IIC W1\\ e.:"n rcs.idu..:s Ly"~ J 7- Thr31" (ball and ~!1ek l. (e) Ly~lIIc-dcpclldcnt II1lcr.telllln" IxI\\'cl!l1 knn~k I 01' pl.l"lIl1n\l~l·1I l)!h't'l1 nhhülll :lIld I y ... ~ J 7 ,1>;111 
aud ~tl[k) IHC"CIII 111 the t¡hlt IIon1<l11l uf I\' - l~::(j pr (bJuc nbb.Jn). 



/ . I.,il!/'::: 111"<1 1'1 <1/ .' Húll. hillliclI ('/ !J;/I/Jhnll ,1 11/<1 ti (](){J(,) 1\ ~ \1"1 

;~J(i Ii.mnallon ()fthis cornplcx on human microvascu lar endothe lial 
;~17 cdls (HMEC- I), whidl constilutivcly ex press I-PA . \Ve deler
;~I~ mined the intcraelion n r l~~GPI wi lh IIMEt'· 1 cc ll s and found 3 
JI a concentr:.u ion-depcndenl incre<lse in Ihe hindll1g of Ihis prolein 
:12(1 to lile eel1 ular surfacc (Fig , Ja). Therel"orc, 10 cvaluale lile plas
:\:11 lIlin gcneralioll from Ci lu-Plaslllinogen houml lo I \~G PI 011 Ihe 
:ttl cel1 \~ e perlorlllcd dillácllt act ivatí a n assays of Glu-P1asmin
~r.n OgCll as describcd in Maleria ls and Illclho(\s. \Ve observcd an 

:r2! inc re<l~e in plasm in ge lleration al surface le\'1! 1 as a fun ctioll 01" 
:~'¿;, Ihe cOllcermation of I\ ~GP I 3dded (Fig. ~b) comp3red wilh 
3'l(¡ that oblained in the absence uC Ihis protein . This suggests tl1<l1 
:1'l7 I~ ~ GPI gcncralcs addilional plasmin(ogcn) hind ing sitcs <lt EC 
;l:,!l\ su rfan::. 

:1:1!1 3.4. Aelivalioll (JI" Ci/II -Ploslllinogcl/ ill {he I'resef/c(, of f1_,C;PI 
:no (JI/ {/ tihrill :wr(áct.' 

:\:\1 To assess ir Glu-Plaslllinogcn C311 be aCliví.ltcd by fi br in-
3:12 bound SK in Ihe pn:scnce of f~2 GPI, \\'e performcd a plaslllin 
:JJ,'J generatioll assay us ing COll stant alllounls 01' Ci lu-Plasminogen 
:\:31 (0.5 ¡Jtv1) and diflCrl.!nt concenlraliolls Of! '2GPI (25- 100 JJ.M). 
:J:\!j Thc model 01' t¡brin surfacc used in lhese expcrimcnts 31kw.'s 
J3(. Ihe dClcnnination of plasmin fommtioll by Illcasuring Ihe prog· 
:jJ, rcss of hydrolys is o f i.l chrol11ogenic substrale for plasmin. Ini
:j;~¡'¡' tial1 y, \Ve explored if f"2GP1 could bind 10 Ihe fibrin surface. 
;..\;m Rcsults obtained showcd Ihal I'2GP¡ binds spC'c ificall y 10 f"ibrin 
:..\ IU in a eoncellt ralion-dúpl.:ndenl manncr (Fig. 4a), 011 Ihe other 
J 11 hand. \\'e obscrved an inerease in plasmin genaation dependent 
:i12 011 the amoun l 01' ,~}G PI added lo Ihe assay (Fi g, 4b), which 
:s n sugges ls a possible fun ction 01' Ihis proll.:in as a cofactor of the 
:\ 11 pla .. minogen plasmin sySICIll . 

:l l.'". 3.5 . .-k'lim¡ioll o( I//vlfe- / ce/l.\' in ¡he prcsellce ofl¡;G 
:, ¡(.¡ ol/fi-fJ:GPlol/fihodie,\ 

;~ 17 The re<lc li vi ly 01' IgG <tllti- I\2GP1 ant¡bod i~s towards eilher 
:11S G lu-Plasminogcn or l\}G PI was c\°<l luated by ilS elrect on Ihe 
:11~ aCli vat ion ol' HMEC-I ce lis in (he presence of eaeh prole in, 
~\'jo dClectinf! the exprcss ion oflhe adhcsion mol cculcs ICA M- I or 
:\.')1 Ihromhomodulill (TM) il1lhc ce llular surf~lce by cylof1uurolllt.:
:1 .'",1 Iry analysiso To discard any non-specific ee ll act ivatioll by 
;~!j;~ conlalllinating endotoxin, all the assays were also perf0n11ed in 
;~!j 1 the prescllec ofpolymyx in B (5Il g/mL: Sigma, USA). Results in 
~~!j;) the presence or absence of inhib ilor were similar. \Ve observed 
:~ ... ){¡ (Fig. :,a-h) Ihat Glu-Plasminogen ami I ~~(¡PI \Vcrc recogn izcd al 
: ~ .'), the cel1ular surface level of HMEC-l cultures by anti-I '2GP1 
~V',S anlibod ics inducing lheir ac ti v31ion by incrcas ing Ihe production 
1;19 of ICAtvl- 1 (Fig, 5al and decreasing Ihe cxpress ion 01' 
ariO Ihrombomodlllin (Fig. 5h) \v hich plays ¡¡ key role in the anLi 
:\(;1 coagulalll n::gulalion. 

:j/;:! J , t). !Jnck'-Ilg nllhe G//f-Plasmil/ogen r:.·(;¡'/ coU/plex 

: Hi : ~ tl.'folecular 1l10dcling ana lys is was carried OUI lO charaCleri n> 
:;/; 1 Ihe lysi ne-dependenl interaction betwecn !" 2(iPI and Glu
:}h!j Plasllllllogen. Our data revca1cd Ihat 0111: res idues Lys26R 
:jfl{, ami Lys324 fullilled Ihe necessary requírcmcllts for a Iys ine-

LB S inlcracliol1 according In dala obtaincd fmm Ihe horno- 0\(' ; 

dimcri c complcx (ormcc! b CI\\'CCIl I\\l) kringlc :2 J()lll:lins nI' 1- ~I" 

PA . In add it ioll, an eva lualion 01" Ihe 1Illcrf~lCC 111 Ihe fI PI 111 1" .' ¡I," 
(¡ PI comrlex indi r31cd Ihat Ihc Ly<:!óX n,::sidue rnnn r.; parl orlhe 1", 11 

molecular interface, wh ich k-a ves the l.y 'd24 as Ihe only n · ... Hht\ :¡; 1 
capahle of intcracling \\' llh kWl.[.!k I nf plasllllllogen \\ Ilh"uI L _' 

raus lllg a slerie impcdimclll dunng cleJ\agc bel\\'een re",due'\ J, t 

Lys1 17 ami Thr-1 1X (f ig. (la). Based 0 11 tl lL' e>. pellllll'll1:,1 17! 

n::sult'i Ihal sho\\' Ihe presence of ionie inleraClt llll'i (I~ I ¡;. I el) 111 1;-, 

lile (jlu-P la s mil1ogcn- I\ ~ GI)1 complexo and Oll Ihe dl.!sC npl tOll 17t, 

ora susceplible nick si lt.: al dnm<lin \'ofl>,"oGPI hy pi aS11I 111 1.2.21, 177 

\Ve paforllll.!d él. second ducking assay 10 characten/c Ih~ :r;- .. 

residues Ihal inlcracl in lhe micruplasmin- I"2.G PI cOlllpln d ,. '~7" 

úb). The lunnalion 01' the intl·rfact.' nx¡ uircs a conformil t!", ¡,,1 : <"11 

modilicalion 01' Ihe 1~ }(jPI bClwcen rcs idlles ~ Ol) ~2:2 1 )1I1' 1(1 :\-- 1 

Ihe proximity of Ihe il1lcrf:u..Ts. il IS !10SSlbk Ihal Ihe 11lillal . ~'..! 

intemclions belv.'ccn Lys324 anJ Ihe plasllllllngcn kritl \'1c I :: ... ;: 
facitil,He and stabi!izc tit e dock ing nf I', ~ GI'I dOlllain \ \\1 ' 11 ,l . ..,; 
plaslllin, in lhe gcncralion 01" N-IJ'2Ci PI. Oncc Ihe pt:Plide J,('I!d : ~ ".~, 

bl!l\VeCn Lys1 17-Thr3 1X is cica ved. lhe resulung ('-Iel h';[ llv ;1'" 

in I \ ~ CiP l can inleract wit l! Ihe pbsmi nogcn ~ringl(' dOIn<.J IIl<" :t" 

(Fig. 6c). :h' 

4. Discussion :)"1 

In lhe prcscnt sludy. \Ve cl1araclen/ed Lhe illleral'li oll helween ;)\1(. 

r\2GP1 and G lu-Plasminogen an d c\'¡¡ lualed its poss iblc lnl (' in :)\J1 

p lasmin generalioll both al ccHular le\'el and al Ihe Il brin :--1II
1

'l .~T.! 

Likl!w isc, \Ve evalua led endulhdial ce l! aclivíl lion by Ig< I d II t¡:.; 

I'. : GPI in the prcscnce orGlu- Pl aslll inog~n . 1~ "o C¡PI i" a p ld SIlU .~'J I 
g lycoprolc in of unknowll phys iolog. ical ti.lIlclioll ¡II. Never- . ~'r , 

tlldcss. o ll e oC th(' 1110'" slUdied I'ropertics uf 1111:-' prole in h lIs 'I')!, 
inleraction wiLh negati vc ly cllil rgcd phospholil'ids such a ... ', [1 ;~¡ 7 

dioJipin or pllosphalidylst.: rinc. crealing no\'el anlig¡,;nic Ll' lt¡,P"S )~), 

recognized by certain ;mtiphospholipid antibodil!" [4 .1 . Ho\\ 1:\ \'1", .):1'· 

although I~~GPI binds witll high aninil)' 10 ruriti ed anionic ItlU 
phosl'holipids, ilS aflí nil Y ror phospholipid preparalio lh \\,.h él In 1 
composi lion resclllbling thm orcell melllbranes is Inw 1:"'1 ' (e' ItI .! 
reslingly, Kochl el a l. repol1cd Ihm 1,-.: (iP I may bind to ,11"11"1 In; 
kringk domains oC <.IpO (a) - lile g lycoprotein of I. pl a) III d 111 ¡ 
spccific m:tnncr [ 10'1. Ap\1 (a) sll are ... slrllctura l 1101110!\1l:!> '\1 111 1I1 ~, 

plaslll inogcn r I1 j. rlcury and Al1gl~s-Cal1o d Cl1lo l1 ~lral l'd ,Ila l j(h, 

¡¡poCa) prevcnts Ihe b inding 0 1' Glu-Pbsminogcn tu l:clIs íJllJ !P -;-

fibr in, inhibiling librinolys is <l lld periccl lu lar proleoIY"'I'" ¡:::1 1 Uh 
ImpaireJ fibrino lys is has becn reponed in p a t ient~ \Vlt h \I'S IP" 
[~4 1. howcve r. fe \\' da la rl!gardillg an l iphosphol ip id allll bllJ ~ 1 I ji 
intcraclion and fi brino ly:-is are <l\ 3ilab lc. In Ihis rcganL \ J1l' 1 ( ! 
01' Ihe lllost impOl1an t ami r~Ic\'<1Il1 eofi.lclors ill\'olvcd Jtl APS II.!. 
is 1),;: (iPI l2 J. Herc, we repnrl Ihal 1\2(iPI interal.:l.s \ ~, th (;Itt 11.: 
Plasminogcn in a <.;¡¡Iurahlc éllld spLc ifi c rnanllL'f si tnil :l1 ! ,) lIJe II 
reponed ror Ihe b illding o( plasm ilhJgLll to parti;tlly d \'~ 'rd\kd 1 1-
fi bri ll I I J. The Glu-Plasllllllügl'Il - I",, ;: (il l l l'omp1e, \Vas Illh,hl (cd 11 ' · 
hy EACA. which suggesls lile particlp<l linn ofholh InlraCJICllaT-y 1 t 
and e -Ier Iys ines in thl' binding (Fl g_ lb), hO\Vt'\'cr, ioni..:: 1Il!t.:1 - 11 " 
3Cliol1 .. also pro\ I!d lO be 1Il1portant I rig. 1 e) perhaps slahtli/ing 11', 
Ihe compl ex. To sUppOl1 our d<Jta 011 Iysinc pJrticipal lnn, \\T I:.!I , 

perlorrncd docking ass<.ly" 1221 wilh inlact 11'2.( ;PI <1ccn rdlll ~ In 1'.!.1 
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122 Ihe slructurc reponed by Schwarzenbachcr el al. [::!5J dl: ICnnil1-
42:\ ing which or lhe 2lJ Iys incs prese nt in Ihe 1\2CiPlmolccule cou ld 
121 mcdiale Ihe Iys inc-dependcnl binding. Our ana lyses revcalcd 
12~ tha! only n::sid ues Lys268 and Lys324 posscss Ihe mo lecular 
121i charactcri stics lO interaet with plasminogcll lh roughoullhc I.BS 
~27 of kringlc dOllla.l ns. I-Iowcver, nll1her evaluations ind icatcd that 
· I 'l~ Lys26X fonns pan 01' Ihe molecular interlace which Icaves Ihe 
.129 Lys324, locali7cd in Ihe Iys ine cluster 011 Ihe firth domain 0 1' 

4;j1J I\~G PI , as th t:: only res idue ablc lo ¡nlerac! wilh Ihe kring lc 
·1:31 d01llains. Reccntly, Yasudn el al. r261 reponed tha! nickcd 
n ::! I ~~G PI , bUI nul intacI 1\2GPI, binds lo G lu·plasminog,cn wi lh a 
.n:~ Kd = O.37 ItM , suggcs ting Ihal Ihis intcraction may be Ilh.:dialed 
·t~ ·l by thc Iys inc c luster un Ihe fifth doma in ofnick ed 1 ¡, ~G PI and Ihe 
n ;) Iys inc binding sile on Ihe K5 clomain ofG lu·Plasminogcn, which 
.rw agrccs wi lh our dock ing data. Howevcr, lhe poss ihilily tha! Ihe 
· 1 ~7 inlcmelinn reported by Yasuda was calTicd oul by Ihe ('· ter 
n~ Iys inc 3 17. prcscllI in Ihe nicked I~~G PI , callnol be discanlcd. On 
·IJ9 Ihe olhcr hand, In idcllti fy Ihc regíon of Gh¡· Plasmi llogcn thot 

410 binds lO 1 ~2(j PI (I nd evulualc other typc of intcmctions. we 
·1'11 perfo rmed diffe rcnl assoc iat ion- dissocia tion assays lI s in g 
,112 elaSlasc·derived plasminogcn fragmcnts ami observcd Ih ílt 
·11 ;3 miniplasminogcn (K5·sp frJ.gmcnt) binds lo 1\2G P1 similar 10 
"'11 thal ohlaincd with Ihe fu ll · lenglh protein, sug,g,cs ting Ihal GllI

,¡·I.) Plasminogcn mediales the interaetioll with 1\2G Pl mainly by th ~ 
,1-1(i K 5·p regia n. Th~ naturally circulnting foml ofplasminogel1 Iws 
,117 a g lobular 0 1' "closed-' conformalÍon_ '1'0 mainlain its closed 
, 11 ~ fo rm. Ihe kringle ." domnin ofplasminogen interaCIS with Iysine 

4..J 9 5 0 ofllle prcacli v::l1ion peplide, \v hich is a likcly sitc for anchor· 
4."')() ing Ihc N· ICn11inal o f Ihe zymogen to lhe LBS in Ihe kringle 5 
,I."'d [17.2Rl LBS in K5 ·p has higher affinity for inlaC( [¡brin and 
·152 cellular surface ami ;s an essent ial evenl lO in itiate fi bri nolys is 
,I ;¡;~ rcactions. Th is ;ni tial binding induces a confonnat ional changt.: 
'I¿I I from a closcd 10 an opcn foml, promoling acecss ib il ity to aetiv· 
1."'1:1 alors such as t· PA , and gt.:llcrJting plasmin . This active fon11 of 
{15G lhe protc in s illlultaneo llsly degrades fibrin, and makes C·tcr Lys 
1¿¡7 of librin more accessib1c to plasminogen via kring les 1- 2- 3. 

' 1 5~ thus accc1cral illg fi brinolysis [29J. 
'¡5f1 Thcse illtcractions Illay be of pathophysiological relevance 
'l(jfJ in APS ir the Glt¡ · Plasl1linogen - I ~2GPI complcx is the trigger 
,1(il o f dccreased fihrin olytie aetiv ity. Binding of Ihe Gh¡·Plasmi-
1ti::! l1 ogcn- I ~2G PI complcx lo fibrin and cell s may also llwor Ihe 
l(i :~ 10calizalioll of 1 ~2G P I in these surfaees where it may be cleavcd 
161 bel",een res idllcs Lys317- Thr3 1 R by plasm in, which would 
1G."') ex plain the recenLly deseribed proteolytie eficet 0 1' plasmin on 
"IGG I~~G PI l26j. The rcsulting e -ter Iysine 3 17 can inlcract with 
·¡G7 other plasminogen molecules through kringle domains favoring 
-Hif! the generalion of more plasmi ll. Autoantibodics produced 
·1(i!1 against 1\2GP1 may illlcrfere w ilh this proccss, lhcreby prcdis
·170 posing ind iv idllals lo a procoag lllant slalC. which may Icad 10 the 
-171 cJ c\"dopment o fthrombolic disordcrs as obscr\"cd in /\ PS. In Ihis 
·172 SCIl SC. we tkmollstrated thar. al ccllular surface Icvd , I\ ~(j PI can 
·1T1 increase Ihe gcncralion of plasm in in rhe presence of I· PA which 
·17·1 is consli tutivc ly produced by HM EC-I ee ll s (rlg. 3c), sllggest
· 1 7~ ing the gcneratioll of lle\\' binding sites for Glu-Plasm inogcn al 
,17(i Ihe ecllular surfact! dlle Lo Ihe inter<lClion wi lh 1'>2GPL Likcw ise, 
,177 plasmin lo nnntion in Ihe presenee offibrin is favored (Fig. 4b), 
, 17~ which suggcsls rhm r~ ~GPI can hold an importanl physio logical 

f"unclion as a cofactor in Ihe m:II \'<l liol1 01' pl asmi nogc lI by 
Ihe formal ion 01' lhe trimolccular complt.: .x 1'> l C; PI - PI;:¡s1ll i nogclI ~ 

IPA, similarly as Ihat reportcd lo r lihrin 1.301, S II1CC the comple.x 
Plg· IPA -fibrin is vel)' cOiciell1 in the gencralinn 01' plasl1Ii n. 
This event reprcsen ls a regulalory step 111 Ihe Jlo"iit ive leedhack 
lllechanislll for cxt rinsic fih rinnly" is and in an lllhromholic 
regulalion . 

011 lhe olhcr hand, we fOll nd tlw,t IgG al1 l i ·I\~CiPI l'an n:rog
nizt! both 1ll0lcClllcs ([\~G PI ami Glu· Pb sminogcn) in [he cll d~.) 

Ihclial slIrfacc <lnd induce Illeir activulion (delt.:r1l1illed by [h~ 

increasc in expression of adhcsion tllo lecuks such as ICAí' .... 1· 1. 

Fig. 6a). Likewisc. superfi l' ial [hromhomodulin (a Illodul ating 
mo1cclI\c of lhe prolci n e <lnlicoagulanl palhway tha[ rcgu lah.:S 
blood clotti ng ) cxprcss ion is tlccrcé1scd (Fig. (lb) which can l;¡vor 
a pro· throlllho lie slate. Lo\\' Icvcls ol' rrotcin e ha ve bcr ll a .... "o
cialcd wi th Ihe gcncralio ll of th romhosis in A I'S IJ Ij . .'\llI ipl1(l
spholipid an tibody binding lO 1 ~ ~ (jPI on clllll)thcl ial cd ls ha"i 
bcen shown lo cause ecllular act1\atiol1, wl\l(:11 induces Ihe 

cxprcssion of proinflalllmalory ami proadhesi\'c lI101cculcs l )21· 
In conc\usioll , we llavc demonslrnlcd that the inleraclion 

belween intact I~ :G PI <l lld Cilu-Plasl\linogclI can partici patc in 
plasmin generation bOlh at libr;n and ccllu lar surl¡lee Icvd . 
Plasmin conversion is a kcy evcnl in e:-' Irins il: librino lys i') lór Ihe 
tbrombol ys is against in tr<l vaseul ar blood cl 0h, Ihus Ih l' 
reglllation 01" plasmin gencraliOll ;5 important for lhe mainlt.> 
nance of the hClllostal ic balance in \ ivo, s ince l'>lG Pl may be 
c1caved in vivo by pl asmin during thro lllbol ys is. These phcno
mcna rep resent a novel regulation I11 cchanislll in cx trinsic fib· 
rino lys is whcre the r ~~GP I can play él key role . Ant i-I',:?GPI 
anlibodies could interfcre with Ihe librinolylic proccss gl.' l1 ~r:l1· 

ing él pro·¡hrombolic state as obscr\'cd in APS. ' 
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