
C~C5C¡ J 

6 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 

DEMEXICO 

FACULTAD DE QUIMICA 
DOCTORADO EN OENOAS BIOQUIMICAS 

Análisis estructural y molécular de la interacción de 
la lectina Amaranthus leucocarpus con su receptor 

lf 

PARA OPTAR POR EL GRADO DE 

DOCTOR EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 

P R E S E N T A: 

~~a= .... PEDRO ANTONIO HERNANDEZ CRUZ 

===''= MEXICO, D. F. 2001 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



ESTE TRABAJO SE REALIZO EN EL LABORATORIO 9 DEL DEPARTAMENTO 
DE BIOQUIMICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA UNAM Y FUE 
FINANCIADO POR: 
CONACyT No. 27609-M y 2608-N 
DGAP A PAPITT-UNAM No. IN224598 
PROGRAMA ECOS México-Francia No. M97B05 
Dirección General de Estudios de Posgrado UNAM. 



.4 ilr98 J'W'.oRC'8 
r'C'.oRi9 ~ f'VH.4 
Gracias por ser la luz en mis tinieblas, 
por ser la paz en mi soledad, por ser el pan de vida, 
la alegóa de mi corazón. 
Gracias por darme su apoyo, 
su cariño y sobre todo su amor . 

.4 r'.4,7;!'9t'!M' 

.4i1r98~~.48 
~.4i1r.4~ (/9~.4~¿;;.,1~.4g.? 
Gracias por estar conmigo en todo momento . 

Un sueño es el despertar de un anhelo, 
la llama viva que enciende al alma, 
la paz de quien busca consuelo, 
un sueño es tú mirar, tú suspirar, 
pero tú y yo, amor fiÚo, estamos juntos, 
juntos desde la ropa a las raices, 
juntos de otoño, de agua, de fuego y aire, 
hasta ser sólo tú, sólo yo, juntos hasta 
llegar a un beso 
TQM. 

.4¿z)¡1.4R 
Por brindarme la oportunidad de realizar 
este trabajo. 



Especialmente dedicada a todos los compañeros del laboratorio, con quien me unen lazos 

muy fuertes de amistad y cariño, al Dr. Chávez, por la manzana nuestra de todos los dias, a 

mama Concho con respeto y cariño; a Flor y Gisela por ser las XX , a Ali por la dieta rica y 

sabrosa de todos los dias. 

A todos los cuates del INER, encabezados por Richardin y sus pato aventuras, a Blanca 1, 

Maca y Jonhatan, por ser tan alegres, a la traviesa de Patricia Rollosica y en especial con 

mucho cariño a la niña de los gatos Blanca n 
A mis inseparables amigos Billy, Pepe, Erick y Leonardo 

y A TODOS LOS QUE ME FALTARON. 



ÍNDICE GENERAL 

Página 

ABSTRACT 1 

RESUMEN 2 

INTRODUCCIÓN 3 

JUSTIFICACIÓN 11 

HIPÓTESIS 12 

OBJETIVOS GENERALES 12 

OBJETIVOS PARTICULARES 12 

MATERIALES Y METODOLOGÍA 13 

CAPÍTULO 1 19 

ESTUDIO COMPARATIVO SOBRE LA PURIFICACIÓN DE LA 

LECTINAAmaranthus leucocarpus Sin hypacondriacus. 

CAPÍTULO II 38 

CARACTERIZACIÓN QUíMICA DE LA LECTINA Amaranthus 

leucocarpus POR ANÁLISIS PROTEÓMlCO 

CAPÍTULO III 63 

ESPECIFICIDAD DE LA LECTINA DE Amaran/hus leucocarpus 

HACIA O-GLICOPEPTIDOS. 

CAPÍTULO IV 85 

AISLAMIENTO DEL RECEPTOR DE LA LECTINA DE Amaranthus 

leucocarpus EN TIMOCITOS DE RA TON CD4+ 

CAPÍTULO V DISCUSIÓN GENERAL 96 

CAPÍTULO VI CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 101 

BIBLIOGRAFÍA 102 



ABREVIATURAS. 

ALL 

ALL-B 

ALL-FTC 
ALLTr 

ACA 

ConA 

CRO 

EUSA 

FPLC 

Fue 

GaI 

GaINAc 

Glc 

GIcNAc 

IgA 

kDa 

LOL 

Lectina de Amaranthus /eucororpus. 

Lectina de Amaranthus leucocarpus biotinilada 

Lectina de Amaranthus leucocarpus floureceinada 

Receptor en timocitos de la lectina de Amaranthus leucocarpus. 

Lectina de Amaranthus caudatus. 

Lectina de Canavalia ensiformis. 

Dominio de reconocimiento a carbohidrmos. 

Inmunoensayo enzimático en fase sólida 

Cromatografla liquida de rápida resolución. 

Fucosa 

Galactosa 

N-acetil-gaIactosamina 

Glucosa 

N-acetil-glucosamina 

Inmunoglobulina A. 

KilodaItons. 

Lecrina de Lothyrus ochrus. 

MALDI ·TOF Desabsorción láser matriz asistida e ionización de tiempo de vuelo. 

Man Manosa 

M Antlgeno M de la glicoforina A. 

N Antlgeno N de la glicoforina A. 

PNA. Lecrina de Arachis hypogeae. 

XiI Xilosa 

WGA lecrina de germen de trigo 



ABSTRACT 

Amaranthus /eucocarpus lectin (ALL) is a homodimerie glycoprotein of 35 leDa per 

subunit, which interacts specifically with N-acetyl-ga1aetosamine (Ga1NAe). Ihe lectin is 

composed of three isoforms with pi at 4.8, 4.9 and 5.2. Ihe Circular Dichroism (CD) anaIysis 

indicated that the secondary structure of ALL contains 45% of P-sheet and 5% of a-helix. 

TIte amino acid sequence of!he purified \ectin and its isolOrms was determined by MALDI

TOF (Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight) from peptides obtained after 

trypsin digestion. Ihe three isoforms showed different rates (80 to 83%) of homology with a 

high nutritional value protein from A. hypocondriacus. Ihe ALL has N-glycosidicaly linked 

glycans of tbe oligomannosidie type and, in minor proportion of the N-acety\lactosaminie 

type. Ihe fine specificity of Amaran/hus /eucocarpus lectin was evaluated using different 

glycoproteins and neo-glycopeptides that contain GalBI-3 Ga1NAcal-O SerfThr or 

Ga1NAcal-O SerfThr in tbeir structure by ELISA and capillary electrophoresis. Fetuin and 

the ovine submaxillary muein were the glyeoproteins mainly recognized by ALL in the 

ELISA assays, while the neoglyeopeptide TTSAPTTS, with two residues of GalNAe, 

interaeted with the lectin and modified its time of migration in capillary electrophoresis 

assays. Analysis of tbe glycoprotein sequences with inhibitory aetivity for the Iectin, showed 

different pattern in tbe O-glycosylation, which confirms that A. /eucocarpus lectin recognizes 

conformation and spaees between residues of O-glycans in the oligosaceharides struetures 

while the cluster of O-Glycans interfered with the interaetion of the lectin. Ihe receptor for 

ALL was purified from murine medullar thymocytes and it is a 70 leDa glycoprotein that 

contains 20"10 of sugar by mass. Ihe ALL-receptor showed low homology witb otber 

Iymphocyte phenotype markers, suggesting tbat tbe receptor for ALL in tbymocytes could be 

considered a novel phenotypie marker specifie for T cells. Our results indicated tha! tbe lectin 

from Amarcm/hus /eucocarpus could be considered a useful tool for tbe study and 

ebaraeterization oftbe biological role ofO-glycosidically linked glycans. 



RESUMEN 

La lectina de Amaran/hus leucocarpus (ALL) es una glicoproteína de 35 kDa por 

subunidad que interactúa especificamente con GalNAc y está compuesta por tres isoformas 

con un punto isoeléctrico de 4.8, 1.9 Y 5.2. La estructura secundaría de la lectína ALL 

obtenida mediante análisis de dicroísmo circular, mostró que la lectina contiene un 45% de 

hojas plegadas Il y un 5% de hélices alfa. La secuencia de aminoácidos de la lectina y sus 

isoforroas se determinó mediante MALDI-TOF, utilizando péptidos obtenidos mediante 

digestión con tripsina. Las tres isoforrnas presentan un 80-85% de homología con una 

proteína de alto valor nutricional aislada de la semilla de Amaran/hus hypocondriacus. La 

lectina ALL, presenta estructuras N-glicosídicas del tipo oligomanosídico y lactosaminico. 

La especificídad fina de la lectina de Amaran/hus leucocarpus se evaluó utilizando 

diferentes glicoproteínas y neoglicopéptidos que presentan GalBI-3 Ga1NAcal-O SeriThr o 

Ga1NAcal-O SeriThr en su estructura mediante ELlSA y electroforesis capilar. La fetuina Y la 

mucina subamxilar ovina fueron reconocidas de manera importante en los ensayos de ELISA 

El péptido TTSAPTTS, con dos residuos de GalNAc, desplazó significativamente el tiempo 

de migración de la lectina en los ensayos de electroforesis capilar. El análisis de las secuencias 

de glicoproteinas con actividad inhibitoria, demuestra la presencia de diferentes patrones de 0-

glicosilación, lo cual confirma que la lectina de A. leucocarpus reconoce conformación y 

espacios entre las estructuras O-glicosidicas sin embargo estas estructuras agrupadas en 

grupos compactos (c1usters) interfieren con la interacción de la lectina. El receptor de la 

lectina ALL obtenido de timocitos de ratón y es una glicoproteína de 70kDa con un 20% 

(P/p) de carbohidratos. El receptor posee baja homología con otros marcadores fenotípicos, 

lo que sugiere que el receptor de ALL puede ser considerado un nuevo marcador específico 

para células T. Nuestros resultados confinnan que la lectina Amaranthus leucocarpus es un 

reactivo útil para el estudio de las caracteristicas y la función de las proteínas 0-

glicosiladas. 
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INTRODUCCION 

Las lectinas son proteínas o glicoproteinas de origen no inmune que reconocen de 

manera especifica carbohidratos de la superficie celular o en suspensión, aglutinan células y 

precipitan glicoconjugados'. Las lectinas no poseen actividad enzimática y no son producto 

de una respuesta inmune1
•
2

. Estas proteínas se encuentran ampliamente distribuidas en la 

naturaleza. y han sido identificadas en diversos organismos como virus, bacterias, hongos, 

plantas, asi como en vertebrados superiores. Aunque varias de estas proteinas poseen 

especificidad por estructuras sacaridicas semejantes, presentan actividades biológicas, 

diversas como son: la aglutinación de eritrocitos de diferentes especies1
• la estimulación 

'mitógenica de linfocitos' e inhibición de la fagocitosis"'. Debido a la capacidad de estas 

proteínas para interactuar con células de la respuesta inmune, algunas lectinas poseen 

efectos inmunosupresores, otras también son tóxicas, inhiben el crecimiento de células 

tumorales y participan en la adhesión célular'. Todas las actividades biológicas reportadas 

para las lectinas tienen en común el reconocimiento de un receptor de carácter 

oligosacaridico'·'. 

Las lectinas en vegetales pueden tener diversas funciones, participan en las 

interacciones entre las bacterias fijadoras de nitrógeno con la raíz de plantas de 

leguminosas, poseen actividad mitógenica, pueden tener efectos protectores en contra de la 

acción de patogénica de ciertos microorganismos como es el caso de los nemátodos 

hervíboros; mientras que en diversas especies animales se han reportado evidencias de que 

las lectinas participan en fenómenos tales como el reconocimiento y en la eliminación de 

glicoproteínas del sistema circulatorio$,9-II, así como células envejecidas, células tumorales 

6,13 y microorganismos 6,8.,13, mediante un proceso de opsonización y la participación de 

células con actividad fagocítica12
,". Las lectinas también participan en procesos de 

reconocimiento que permiten la diferenciación celular 14, la organogénesis14
, la migración 

de linfocitos 5,6 y como factores determinantes en la metástasiss,6. 

Las lectinas aisladas de diversas fuentes vegetales o animales, han demostrado ser 

herramientas útiles en la investigación biomédica, en donde se les utiliza para la tipificación 

de grupos sanguíneos y bacterianos3
,9. Recientemente, se ha propuesto su utilización como 

auxiliares en el transplante de médula ósea de pacientes con inmunodeficiencias severas 

S,IS. La actividad mitógenica de algunas lectinas, ha sido muy importante para el análisis de 
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los eventos bioquímicos que se desarrollan durante la estimulación de los linfocitos in vivo 

y son aplicadas en la valoración de la actividad celular de diferentes enfermedades 

infecciosas. Las lectinas también han sido empleadas en la separación de poblaciones 

célulares16
, de igual forma estas proteínas inmovilizadas en un soporte inerte son utilizadas 

para purificar macromoléculas que contienen carbohidratos, por ejemplo glicoproteínas, 

enzimas, hormonas y diversos receptores de membrana, entre los que destacan el receptor 

para la insulina. 

Una gran variedad de lectinas han sido aisladas y caracterizadas de diferentes 

especies vegetales y/o animales, estos estudios han permitido identificar que existe una 

gran similitud estructural entre las lectinas de una misma familia, en algunos casos se ha 

demostrado que las lectinas son capaces de reconocer carbohidratos en una determinada 

conformación o secuencia de carbohidratos, es decir que las características de especificidad 

por estructuras sacaridicas también es altamente conservada entre proteínas de una misma 

especie. La lectina de Canavalia ensijormis (Con A) y de Arachis hypogeae (PNA) pueden 

reconocer una variación a nivel del carbono 4 del monosacárido con el que interactúan. 

Estas lectinas tienen la capacidad para diferenciar epímeros, es decir, son capaces de 

diferenciar entre galactosa y la glucosa ya que mientras el hidroxilo de la galactosa en C4 

se encuentra en posición axial, reconocido por la lectina de PNA, el equivalente en la 

glucosa se encuentra en posición ecuatorial; reconocido por la lectina de ConA, pudiendo 

tolerar, en ambos casos variaciones en el e2 del monosacárido. Existen lectinas cuya 

especificidad está dada por la conformación del carbono anomérico como la lectina de 

Canavalia ensijormis (Con A) y la lectina de Lens culinaris (LCA), ambas reconocen 

preferentemente a los Q-manósidos en relación a su contraparte los ~-manosidos. Algunas 

lectinas como la de Helix: poma/ia tienen la capacidad de reconocer las formas anómericas 

a y p n Las lectinas además de presentar una afinidad conformacional por monosacáridos; 

presentan una afinidad por estructuras oligosacarídicas más complejas. Este reconocimiento 

puede ser en posición tenninal o intennedia, así por ejemplo las lectinas Con A y LCA 

consideradas específicas para Q-manósidos tienen afinidad por estructuras oligosacarídicas 

similares pero no idénticas (Figura 1). Ambas lectinas reconocen estructuras 

oligosacaridicas unidas por enlaces de tipo N-glicosidico a una asparagina (Asn) de la 

cadena protéica, sin embargo las substitución del anillo trimanosidico característico de N-
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glieanos por grupos del tipo laetosaminieo (GalJ3 1,4 GleNAe), o la adición de una fueosa 

(Fuc) no es tolerado por la lectina Con A, sin embargo la leetina LCA interactúa con estas 

estructuras con gran especificidad. 

(a) 

Mana 1,3 '" 
ManJ3 1,4GlcNAcJ31-4GlcNAca 1,0 Asn 

Mana16/" , 

(b) 

GalJ3 1,4 GlcNAcJ3 1,4 Mana 1 ,3 "-... 

(GlcNAc)a 1,2 ManJ3 1,4 GlcNAcJ31-4 GlcNAca 1, O Asn 

GalJ3 1,4GlcNAeJ3 1,4Mana 1,6 /" al,2 ~uc. 

Figura 1. Estructuras oligosacaridicas especificas para las lectínas Con A(a) y LCA(b~ 

Las lectinas aisladas de la familia de la leguminosas, poseen entre un 50-60% de 

homología en sus secuencias de aminoácidos18
, en sus estructuras secundarias 19,20, así 

como en organización tridimensional 21.22, Una de las características estructurales 

ampliamente estudiada, es el dominio de reconociotiento a carbohidratos (CRD)", que está 

compuesto por aproximadamente 200 aminoácidos, altamente conservados en lectinas de la 

otisma familia y en donde se estable la interacción carbohidrato-lectina. En general poseen 

una constante de disociación entre 0.1 a 1 mM. sin embargo, una característica importante 

es que la especificidad de las lectínas, está dirigida además de monosacáridos (primer sitio 

de reconociotiento) hacia estructuras oligosacaridicas más complejas". Las exolectinas que 

poseen especificidad por un residuo no reductor situado en posición terminal, como sería el 

caso de la lectina Phaseo/us /una/us, especifica por la GalNAc deterotinante del grupo 

sanguíneo A Por el contrario, las lectinas que poseen un sitio de reconocimiento hacia 

secuencias sacarídicas específicas. como la Con A, se denominan endolectinas. La 

interacción de las endolectinas está dirigida, generalmente hacia estructuras 

oligosacaridicas complejas, estas lectinas presentan constantes de disociación en el orden 
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micromolar, en todos estos casos, los carbohidratos interactúan con el primer y segundo 

sitio de reconocimiento donde se establecen las interacciones con las estructuras 

oligosacaridicas, (sitio extendido). La afinidad de las lectinas también aumenta debido a la 

multivalencia, en la cual, las subunidades de una lectina se asocian para formar dímeros o 

tetrámeros. Por ejemplo, generalmente las unidades monoméricas de las lectinas de 

leguminosas tienen un peso molecular de aproximadamente 25 kDa, la mayoría están 

compuestos por seis hojas antiparalelas p-plegadas mientras que en la dimerización los 

constituyen 12 hojas antiparalelas p-plegadas, identificado en las lectinas de Lathyrus 

ochrus (LOL) y Con A" . 

La organización tridimensional de estas lectinas, posee efectos biológicos distintos a 

otras lectinas con arreglos estructurales semejantes y existen lectinas como la de cacahuate 

(Arachis hypogaea, PNA) que presenta un arreglo tridimensional diferente al arreglo de la 

lectina LOlol". Particularmente, las lectinas obtenidas de cereales como el germen de 

trigo 0NGA) merece un comentario diferente al de las leguminosas. En primer lugar esta 

lectina, a diferencia de prácticamente todas las lectinas vegetales reportadas, posee residuos 

de cisteína., sin que participen en uniones disulfuro entre las subunidades, cada monómero 

tiene cuatro secuencias de 43 aminoácidos repetidas, que fonnan un iso-dominio (1\ B, e y 

D), Estos dominios tipo heveina se unen entre sí de cabeza-tallo, resultando un 

apareamiento de sub-dominios Al1D2, BIIC2, CI1B2 y DIIA2, permitiendo un arreglo 

tridimensional muy diferente al observado en leguminosasl6
. Estas variaciones estructurales 

explican parcialmente la razón por la cual algunas lectinas, de distintas especies, con 

especificidada hacia un mismo monosacárido, como por ejemplo GalNAc para la lectina de 

soya (leguminosas) y champiñón Agaricus bisporus (hongos), pueden reconocer estructuras 

oligosacaridicas diferentes y por lo tanto presentar diferentes efectos biológicos. 

Esto significa que en el reconocimiento de las estructuras oligosacaridcas por 

lectinas, es un proceso en el que interviene la conformación de los carbohidratos y la 

estructura tridimensional de la lectina. Debido a la gran especificidad que poseen estas 

proteínas presentan una gran variedad de actividades biológicas. 

LA GLICOSILACIÓN. 

La glicosilación de proteínas, es un evento post y/o co-traduccional que se presenta 

en el retículo endoplásmico y también un evento terminal que modifica los residuos de 
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azúcar unidos a las proteínas en los diferentes niveles del aparato de Golgi. Este fenómeno 

juega un papel importante en el transporte y selección de las proteínas a las que se les 

añaden residuos sacaridicos, pero también se ha observado que tiene importancia en los 

oligosacáridos que finalmente quedan expresados en la superficie celular". 

Las cadenas de carbohidratos se clasifican de acuerdo a la unión azúcar- aminoácido, en N

y O-glicanos, en la figura 2 se presentan algunas de las estructuras glicánicas del tipo N y 

O. Los N-glicanos, generalmente presentan una GlcNAc unida a una asparagina. Los N

glicanos presentes en las proteínas se clasifican en tres grandes grupos: Los N-glicanos con 

un alto contenido de manOsa en su estructura, también denominados de tipo 

oligomanosídico, los cuales son muy comunes en proteínas con diversos orígenes y 

funciones, son intermediarios para otro tipo de estructuras N-glicánicas más complejas. 

Existen también las estructuras del tipo lactosaminico, las cuales tienen como caracteristica 

principal, la presencia de Galp 1-4G1cNAc en cantidad variable ya que las glicoproteínas 

que presentan este tipo de estructuras normalmente se encuentran en la superficie celular y 

actúan como señales de reconocimiento celular. El tercer tipo de estructura N-glicánica se 

conoce como lu'brida, las proteínas que presentan este tipo de arreglo contienen una mezcla 

de las estructuras lactosaDÚrÚcas y de tipo oligomanosídico. Los N-glicanos también 

pueden proteger a las proteínas que los portan de la acción de proteasas. 

Los O-glicanos poseen una GalNAc unida a una serina o una treonina de la cadena 

polipeptidica. A diferencia de los N-glicanos, los O-glicanos presentan una mayor variedad 

de estructuras, presentándose ocho secuencias consenso de las cuales se derivan el resto de 

las estructuras O-glicanicas. Por su gran complejidad y diversidad, los O-glicanos se 

encuentran participando en diversas funciones como por ejemplo: participar en la 

conformación de la estructura secundaria y terciaria e inclusive de la cuaternaria de algunas 

proteínas como en el caso de las mucinas21
, ~ambién participan evitando la agregación de 

las proteinas29
. Muchos de los O-glicanos presentes en las glicoproteinas participan 

activamente en el reconocimiento celular actuando como ligando3
O-

32
, participan en la 

fertilización" y en diversas moléculas que juegan un papel relevante en la regulación de la 

respuesta inmunológica. En este grupo de células, la O-glicosilación de epítopes de 

moléculas extrañas es importante en la interacción de grupos celulares34 y en la 

transducción de señale~5. La presencia de estructuras O-glicánicas anormales en las 
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proteínas ha sido asociado con el desarrollo de tumores36
. Debido a la importancia de las 

estructuras oligosacarídicas en las funciones celulares, se han desarrollado diversas técnicas 

para el estudio y caracterización de dichas estructuras, una de estas técnicas es el empleo de 

lectinas, especialmente las proveniente de vegetales, debido a su capacidad para 

interaccionar y reconocer específicamente a secuencias y confonnación oligosacaridica.s. 

De acuerdo a esta especificidad, se pueden clasificar en lectinas que interactúen con 

glicanos del tipo N y lectinas que interactúan con g1icanos del tipo O. Debido a la gran 

complejidad de las estructuras O-glicánicas, las lectinas que interactúan con ellas se 

subdividen en varios grupos como se describe en la Tabla No. 1. 

La presencia de lectinas en los vegetales, se puede deber a un mecanismo de defensa 

en contra de herbívoros o de nématodos". Debido a que presentan una gran especificidad 

hacia estructuras oligosacaridicas frecuentes en las células de origen animal, este sitio de 

reconocimiento a carbohidrato, ha evolucionado por diferentes caminos". Hasta la fecha los 

mecanismos de evolución molecular de las lectinas se encuentran pobremente estudiados; sin 

embargo, la versatilidad genética de las plantas ha permitido la utilización de estas proteinas 

en la glicobiologia, ya que al actuar como moléculas de defunsa, se encuentran en grandes 

cantidades para anticipar el ataque de los depredadores, lo que permite aislarlas en cantidades 

considerables. En el aparato digestivo de los depredadores, las lectinas son resistentes a la 

acción de proteasas y glicosidasas", lo que facilita su pwi!icación almacenaje y manejo; lo 

cual hace que las lectinas vegetales sean una herramienta útil y de fltcil adquisición para el 

estudio de las estructuras oligosacarídicas. Estos resultados pemriten identificar que si bien la 

función biológica de las lectinas vegetales no ha sido bien definida, estas proteinas representan 

una útil alternativa en el aislamiento y caracterización de glicoconjugados. 
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O-GLlCANOS 

Gal (81-3) Ga\NAc (al-3) SerfThr 

GlcNAc (jl Hih .. 
GalNAc (al-3) SerfIbr 

GlcNac (jl1-3) / 

GaI (jl1-3) GaI (jl1-4) Xyl (P 1-3) Ser 

N-GLlCANOS 

Man (al~¡'" 
~ (jl1-4) GlcNAc (jl1-4) GlcNAc (jll-N) Aso D 

Man (al-3)l' 

Figura 2. Núcleos sacaridicos presentes en glicoproteinas con N-g1icanos y O-glicanos en 

su estructura (Tomado de Montreuil, 1. en Methods on Glycoconjugates. Ed. André 

Verber!o Harwood Academic Publishers. Austria. Pago 1-23). 
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Tabla No.!. Clasificación de lectinas que poseen especificidad hacia O-g1icanos 

CARBOHIDRATO 
GalNAc. 

GalNAcal-3Ga1NAc. 

Gallll-3Ga!NAc. 

GalNAca 1-3[Fucal-2]GaIIl1-3 
GlcNAc 

LECTINA 
Griffonia simp/icifo/ia 
Vicia vil/osa 
Amphicarpea braclealLl 
Do/ichos bifloros 
Arachis hupogaea 
Vicia gramlnea 
Sophora japónica 
Amaranlhus caudatus 
Amaranlhus /eucocarpus 
Arlocarpus inlegrifo/ia 

Crotalaria slriala 
Fa/calajapónica 
Vicia cracca 

lO 

FAMILIA 
Leguminosa. 
Leguminosa. 
Leguminosa. 
Leguminosa. 
Leguminosa. 
Leguminosa. 
Leguminosa. 
Amarantacea. 
Amarantacea. 
Moreaceae 

Leguminosa. 
Leguminosa. 
Leguminosa. 



JUSTIFICACIÓN 

En las semillas de algunas especies de amarantáceas se ha identificado la presencia 

de lectinas, como en A. cruentus y A. caudalus, las cuales presentan semejanzas 

estructurales como son: La presencia de dos subunidades monoméricas de 30-35 leDa que 

en el estado nativo forman un homodimero de 66-70kDa, presentando una especificidad 

hacia la GalNAc y poseen en común la falta de especificidad hacia eritrocitos humanos del 

tipo A, B Y 040.41. La lectina aislada de la semilla de Amaranlhus leucocarpus (ALL), es 

una glicoproteína homodimérica con un peso molecular de 70 leDa" presentando, un 1 0% 

de carbohidratos en su estructura, mientras que las lectinas aisladas de las otras especies de 

arnranto no contiene carbohidratos en su estructura. Esta lectina aglutina preferentemente a 

eritrocitos humanos del fenotipo M que de N"; aunque ambas glicoproteínas poseen 

estructuras O-glicosídicas (GaIPI-3Ga1NAcal-OSerfThr), reconocidas por ALL, la 

diferencia está determinada por el amino terminal, donde el fenotipo M posee una serina 

mientras que el fenotipo N posee una leucina en la misma posición". En trabajos recientes 

se ha demostrado que la lectina de ALL reconoce poblaciones celulares del timo murino y 

de médula 6sea. donde interactúa principalmente con linfocitos CD4+. Este perfil de 

reconocimiento de poblaciones celulares es particular, porque lectinas, como la de 

cacahuate (pNA, Arachis hypogaea), que posee especificidad también a la GalNAc, 

reconoce poblaciones celulares inmaduras en el timo muriDo, estas células no expresan 

ningún fenotipo y son eliminadas por el proceso de muerte celular programada 

(apoptosis)". De igual forma se ha demostrado que PNA reconOce a linfocitos T CDS+ de 

memoria 46. Estos análisis comparativos, permiten sugerir que ALL reconoce la 

organización y el arreglo de los componentes de membrana, por lo que estudios de la 

interacción de la lectina con estructuras O-glicosidicas permitirán explicar los mecanismos 

moleculares y estructurales que participan en la interacción ALL-receptor, permitiendo 

explicar la diferencia que hay en los efectos biológicos entre la lectina ALL y lectinas que 

poseen la misma especificidad. 
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HIPÓTESIS 

La organización estructural y conformacional de las estructuras oligosacarídicas 

presentes en las proteínas de membrana y la organización estructural del sitio de unión a 

carbohidrato de la lectina de Amaran/hus leucocarpus permite que la lectina interactúe 

específicamente con su receptor. 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar las caracteristicas estructurales de la lectina Amaranlhus leucocarpus así 

como su interacción con estructuras O-glicosídicas, lo que permitirá explicar los 

mecanismos moleculares y estructurales que participan en la interacción ALL-receptor. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Caracterización química de la lectina de ALL. 

2.- Determinación de la interacción de ALL con estructuras O-glicosídicas 

METAS 

l.-Determinación de la secuencia de aminoácidos de la lectina ALL 

2.-Determinación de la especificidad de ALL hacia diversas estructuras O-g1icosidicas 

mediante ensayos de O-glicosilación in vitro y electroforesis capilar. 

J.-Caracterización del receptor de la lectina de Amaran/hus leucocarpus presente en 

timocitos de ratón. 
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MATERIALES Y METODOLOGÍA 

1.- PURIFICACiÓN DE LA LECTINAAmaranlhus leucocarpus. 

La purificación de la lectina se realizó por medio de cromatografia de afinidad 

utilizando columnas preparadas con diferentes Iigandos: una empacada con estroma de 

eritrocitos humanos del tipo O inmovilizados en Sephadex G-2S y las otras acopladas a 

Sepharosa teniendo como Iigaodos: fetuíoa, IGA, mucina subrnaxilar bovina y ovina. Para 

la obtención del estroma se procedió a lisis de eritrocitos humanos del tipo O, las 

membranas fueron fijadas toda la noche con g1utaraldelúdo al 1 % a 4 oC, posterionnente el 

estroma fue lavado tres veces con agua destilada y los grupos aldheído libres fueron 

bloqueados con glicina 1 M; finalmente el estroma fue lavado con agua destilada y se 

guardo en refrigeración hasta su uso. Doscientos rog de estroma fueron inmovilizados en 

Sephadex G-2S en una columna (2S x 1.2 cm) equilibrada con 0.1 SM de NaCl, se aplicaron 

a la columna 10 mi de extracto crudo conteniendo 160 mg de proteína, el material no 

retenido se eluyó con NaCI o. I SM hasta que la absorbencia a 280 nm fuera menor de 

0.001; el material retenido fue eluído con ácido acético al 3%, fracciones de 3 mi fueron 

colectados y se les determinó absorbencia a 280 nm y concentración de proteinas", las 

fracciones fueron dializadas con agua destilada y finalmente liofilizadas. Para la 

purificación de la lectina utilizando las glicoproteínas anterionnente descritas. Ciento 

cuarenta mg de cada g1icoproteína se acoplaron a 20 mi de Sepharosa 4B (Pharnacia), 

previamente activada con bromuro de cianógeno, durante 24 horas a 4°C, posterionnente se 

eliminó la proteína no acoplada y se procedió a bloquear los grupos aldelúdo libres con 

glicina 1M durante 24 horas a 4°C. Las columnas (2Sxlcm) fueron equilibradas con NaCI 

0.1 SM y se les aplicaron 10 mi de extracto crudo conteniendo 160 mg de proteína. El 

procedimiento para la purificación de la lectina fue el mismo que anteriormente se 

describió para la columna de estroma. 

2.-ELECTROFORESIS EN 2-D. 

100J.Lg de lectina se sometieron a isoelectroenfoque (primera dimensión), en geles 

cilindricos (O.SxlO cm) de poliacrilarnida al S% conteniendo 2% v/v de anfolinas con un 

rango de pH de 3.S a 10 y 1% de Tween 20. Los geles se corrieron a 600 V durante 14 h. a 

4°C; el gel se depositó en un gel de SOS al 10% (segunda dimensión). Posterionnente el 
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gel se tiñó durante 3 horas en una solución de azul de Comassie. se recortaron las bandas y se 

destiñeron con una solución de matanoVácido acético/agua 250/50/200 v/v. 

3.-MAWI-TOF. 

Las bandas de la lectina, obtenidas de los geles de 2-D, conteniendo 200 pM de proteína 

fueron digeridas con 0.5J.1g de tripsina en 5001'1 de bicarbonato de amonio pH 8 a 37'C 

durante 24 horas. la muestra se colocó a 4°C para inhibir el efecto de la tripsina y 

evaporadas usando un rotovapor 8 Howe, (London), posterionnente re-evaporadas con agua 

(2x200J.11). Las muestras conteniendo 50 pM de péptidos se mezclaron con 1 J.1l de ácido 2,5 

dihidroxibenzoico usado como acarreador (12mg!ml en CH,OHlfl,O 70:30 v/v); la mezcla 

se dejó cristalizar a temperatura ambiente. La masas de los iones positivos de los péptidos 

fueron identificados por MALDI-TOF en un espectrofotómetro de masas (Finnigan MAT, 

Bremen, Gennany) equipado con un láser a 337 nm. Como control se realizó un ensayo 

con tripsina sola, para identificar las masas de los posibles péptidos producto de la 

autodigestión. La masa de los iones [M+H]+ de los péptidos productos de la digestión con 

tripsina fue comparada con las existentes en la base de datos NCBlnr (Swiss-Prot con fecha 

10104/99). 

4.-GLICOSILACIÓN in vi/ro. 

Para evaluar la interacción de la lectina de ALL con estructuras O-glicosídicas. se 

realizaron ensayos de neo-gIicosilación in vi/ro; se gIicosilarón los siguentes péptidos: 

TTSAPTTS, GTTPSPVPTTSTTSAP y GTTPSPVP, utilizando microsomas obtenidos de 

mucosa gástrica, de colon y de timocitos de ratón, conteniendo 5mM de péptidos (IOJll), 12 

J.1g de microsomas (101'1), UDP-['H]GalNac diluido en ImM de UDP-GaINAc (51'1) , en 

una solución amortiguadora de MES a pH 7.1, 0.125 M (IOJ.1l), se incubaron durante 3 

horas a 37'C, la reacción es detenida por la adición de 320 J.1l de buffer de tetraborato de 

sodio 20mM a pH 9.1 conteniendo ImM de EDTA. Los productos se separaron utilizando 

una columna de intercambio iónico AG l-X8. el material no retenido se pasó por una 

columna de fase reversa para eliminar el exceso de sales y los péptidos fueron eluídos con 

acetonitrilo/agua (35/65 v/v) y liofilizados para su uso posterior. 
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5.-ELECTROFORESIS CAPILAR 

La electroforesis capilar se realizó en un equipo PlACE modelo 5000 (Beckman) 

equipado con detector de fluorecencia y controlado por System Gold sofWare V 18 

(Beckman). La absorbencia de los g1icopéptidos se cuantifico a 200 nm, se inyectaron 

aproximadamente 10-20 pmol de muestra durante 6 segundos en un capilar de sílica de 

57cm x 75 llIll Ld, con ácido formico 2N como amortiguador, la temperatura de corrida fue 

de 23°C con un voltaje a 20 kV durante toda la corrida, la cual duró 30 minutos. Depués de 

cada corrida, el capilar se lava con acetonitrilo al 25% en PBS a pH 7.2 durante 2 minutos. 

La interacción de la lectina ALL con los diferentes g1icopéptidos se midió de la siguiente 

manera: 41lg de ALL-FTC con 16118 de g1icopéptidos en PBS pH 7.2 se incubaron durante 

una hora a temperatura ambiente, 5ng de la muestra fueron aplicados al aparato de 

electroforesis capilar, se usó PBS pH 7.2 como amortiguador, el tiempo de corrida y las 

condiciones se realizaron como previamente se describió. 

6.- PURIFICACIÓN DEL RECEPTOR PARA ALL A PARTIR DE TIMOCITOS 

MURINOS 

Para la obtención del receptor de ALL a partir de timocitos murinos, se estandarizó 

una técnica de aislamiento, basados en la versatilidad de la interacción avidina-biotina. Se 

obtuvieron los timos de 10 ratones machos de 28 dias de edad y se disgregaron por 

separado. Las células asi obtenidas se resuspendieron en medio de cultivo DMEM y se 

contaron en un hemocitómetro, la suspensión celular se ajustó a IxlOI células en lml de 

PBS. Para separar la subpoblación reconocida por la lectina de amaranto, se incubaron las 

células durante 15 min con 10llg de ALL-B y la suspensión celular se colocó sobre una 

solución de BSA al 7% en PBS, en tubos de vidrio cónicos de 12m1. Después de 30 min las 

células aglutinadas (ALL+) se recuperaron del fondo del tubo, se lavaron y se lisaron 

incubándolas en PBS, durante 30 mio a 4°C en agitación constante en una solución que 

contenia Illglml de aprotinina A. Illglml de pepstatina, 21lglml de leupeptina y 2mM de 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo y Tritón X-lOO al 1% (v/v). Posteriormente, la solución 

resultante se centrifugó a 14000 g durante 30 min para eliminar residuos celulares y 

mitocondrias. 
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Las glicoproteínas de membrana reconocidas por ALL, se aislaron de manera 

especifica utilizando cromatografia de afinidad. El sobrenadante recuperado se pasó a 

través de una columna de agarosa·avidina previamente lavada con glicina O.IM, pH 2 Y 

estabilizada a pH 7.2 con PBS. Después de colocar la muestra, se lavó la columna con PBS 

con el fin de eluir la fracción no retenida. Posteriormente se agregaron 3m1 de una solución 

de GalNAc 0.2M en PBS, con el propósito de desprender el receptor de ALL por 

competencia con el monosacárido especifico reconocido por la lectina. A continuación se 

lavó de nuevo la columna con PBS y se añadió glicina 0.1 M pH 2.5 para eluir al complejo 

ALL-biotina. Las fracciones con una densidad óptica positiva se colectaron, se dializaron 

contra NaCI 5mM y se concentraron por liofilización. 

7.- TRANSFERENCIA DE PROTEÍNAS SEPARADAS POR ELECTROFORESIS 

El extracto celular se hizo a partir de 2xl rf timocitos, utilizando el amortiguador de 

lisis conteniendo Tritón X-lOO al 0.1% (vlv) en PBS, más los inhibidores de proteasas. En 

primer lugar, se separaron por electroforesis las proteínas contenidas en el extracto celular~ 

una vez separadas, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, la cual se bloqueó con 

5% de leche en solución salina amortiguada con trizma base con 0.1% de Tween-20 (v/v), 

pH 7.6 (TBS-T). Posteriormente, la membrana se incubó por separado con dos anticuerpos 

monoclonales contra CD43. El S7, que reconoce la isoforma de 115 kDa y el IBII. que 

reconoce la isoforma con peso de 130 kDa, durante Ih a temperatura ambiente. Después de 

la incubación, la membrana se lavó con TBS-T brevemente en dos ocasiones, seguidas de 

un lavado de 15 min y 2 lavados más de 5 mino A continuación se agregó IgG de rata 

acoplada a peroxidasa diluida 1:2500 como segundo anticuerpo y se incubó la membrana 

durante 45 min a temperatura ambiente~ se lavó la membrana 4 veces con el amortiguador 

de lavado y, finalmente, se reveló por quimioluminiscencia en una película Hyperfilm ECL 

de Kodak. 

Por otro lado, también se evaluó la unión de la lectina de amaranto a las 

glicoproteínas de membrana de los timocitos murinos transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa, incubando ésta con la ALL-B y utilizando extravidina-peroxidasa como 

enzima para llevar a cabo el revelado por quimioluminiscencia. Una vez bloqueada la 

membrana de nitrocelulosa, se incubó con la ¡ectina de amaranto acoplada a hiotina diluida 
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1:200 en TBS y 5% de leche a 37° C durante Ih y a 4°C toda la noche; posteriormente, se 

lavó 3 veces con TBS-T. Después. la membrana se incubó con estreptavidina-peroxidasa 

1 :5000 diluida en TBS-T durante 45 min a temperatura ambiente, por último se lavó 4 

veces antes de revelarla por quimioluminiscencia. 

Para confirmar la ausencia de lectina biotinilada en la fracción eluida con GaINac, 

se hizo una transferencia de la proteína contenida en dicha fraccíón y separada por 

electroforesis a papel de nítrocelulosa, así como de una muestra de la lectina acoplada a 

biotina presente en ese mismo gel. La transferencia se llevó a cabo utilizando el aparato de 

(Tranblot, Bio-Rad), durante 1 h a 10 V en amortiguador de transferencia. Las tiras de papel 

de nitrocelulosa donde se transfirieron las proteinas, se incubaron en PBS con Tween 20 al 

0.01% conteniendo 1% de leche para bloquear el papel. Después de 16 h de incubación, se 

lavaron en esta misma solución amortiguadora durante 2 h haciendo cambios de solución 

cada 20 mino Posteriomente, los filtros se incubaron con una solución de estreptavidina

peroxidasa diluida 1 :8000 en PBS durante 30 mino Finalmente, los filtros se lavaron durante 

1 h con la solución amortiguadora, haciendo cambio cada 15 min y la reacción se reveló 

por quimioluminiscencia. 

8.-PURIFICACIÓN DE ISOFORMAS DEL RECEPTOR ALL POR FPLC. 

Una vez obtenido el receptor para la lectina de amaranto por cromatografia de 

afinidad, se procedió a purificarlo por el sistema de FPLC. Para lo anterior se utilizó una 

columna Mono-P HR 5/20 de Pharmacia, usada como intercambiador aniónico. La 

proteina se disolvió en un regulador de bis Tris lO mM a pH 7.1 500 ¡lg deL receptor se 

aplicaron a la columna ajustándose el flujo a 0.5 mVmin. La muestra fue eluída con un 

gradiente de NaCl 1M, pH 7.1 disuelto en imidazol; las fracciones, de 1 mi cada una, se 

monitorearon a una A2BO nrn con una sensibilidad de 0.1. 

9.-COMPOSICIÓN DE CARBOHIDRATOS. 

El análisis de composición de carbohidratos fue llevado a cabo por metanólisis en la 

presencia de meso-inositol como estándar interno. Se hidrolizaron 50 118 de glicoproteína 

proteína en ImI de metanol/HCl 0.5 M, a temperatura de 100°C durante 24h. 

Posteriormente, los derivados trifluoro-acetil-a1ditoles se obtuvieron adicionando 100J.1\ de 
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piridina y lOOJ..l1 de ácido trifluoroacético. La composición de azúcares se determinó por 

cromatografia de gases por el método de Zanetta 48. el cual consistió en agregar los 

derivados trifluoro·acetil·alditoles a una columna conteniendo silicón OV-210 al 3% 

(Applied Science Lab, Buffalo, NY). El programa de temperatura se estableció de 100-

240oe, con un incremento de loe por núnuto, en un cromatógrafo Varian 2100 (Orsay, 

Francia), equipado con un detector de flama y utilizando helio como gas acarreador. 
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CAPÍTUWI 
ESTUDIO COMPARATIVO SOBRE LA PURIFICACIÓN DE LA LECTINA 

Amaranthus leucocarpus syn. hypocondriacus. 

La lectina aislada de la semilla de A. Jeucocarpus, comparte especificidad por el 

monosacárido GalNAc con otras lectinas aisladas de la familia de las leguminosas, por 

ejemplo: la lectina de cacahuate (Arachis hypogaea) que reconoce a linfocitos CD8 ", que son 

poblaciones que tienen actividad citotóxica, mientras que la lectina aislada de la semilla de A. 

leucccarpus reconoce macrófagos murinos peritoneales no estimulados, reconoce 

subpoblaciones de timocitos CD4+ en médula timica de ratón e interactúa con proteinas 0-

glicosiladas en algunos procesos neurodegenerativos"'. En este trabajo se comparó la 

capacidad de diferentes glicoproteinas que contienen en su estructura al disacárido Gal~ 1-

3GalNAcnl-OSerfThr (antigeno T) o al monosacárido GalNAcal-OSerfThr (antígeno Tn) 

como ligandos especificos para la purificación de la lectína por cromatografia de afinidad, 

además se hace una descripción de algunas características químicas de la lectína ALL. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

La purificación de la lectína ALL se realizó por crornatografi. de afinidad utilizando 

distintos ligandos: a) Estroma de eritrocitos humanos OM_Sepbadex G-25, b) Inmunoglobulina 

A-Sepharose, e) Fetuina-Sepharose, d) Mucina submaxilar ovina-Sepharose y e) Mucina 

submaxilar bovina-Sepharose. En todos los casos se aplicó a cada columna extracto salino, 

obtenido de la harina deslipidizada, se identificó una fracción no retenida (FNR), que en la 

mayor parte de los casos no posee actividad hemaglutinante y otra fracción proteica eluida con 

ácido acético al 3%, que presentó actividad hemaglutinante. Como ha sido determinado en 

estudios previos esta lectina es especifica para GalNAc, este crubolúdrato ha sido utilizado 

para e!uír de manera especifica a la lectína de las columnas de afinidad, e! rendimiento 

proteico es similar al identificado cuando se eluyó a la lectína por disminución de! pH. La 

lectína de A. Jeucocarpus representa el 8% de la proteina soluble. Los distintos ligandos 

empleados son adecuados para la purificación de la lectina ALL, debido a que la actividad 

específica aumenta en los cinco sistemas aproximadamente 16 veces con respecto al extracto 

crudo, en tanto que un 60"10 de la actividad hemaglutinante es recuperada con dichos sistemas. 

El porcentaje de lectina purificada varia con respecto al ligando utilizado como soporte 
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cromatográfico, siendo la IgA, la de menor capacidad para retener a la lectina de A. 

leucocarpus Analizando las ventajas que tiene la utilización de los diferentes tipos de 

ligando, podemos considerar que la columna con estroma de eritrocitos humanos del tipo O" 

es el método más económico para la purificación de la lactina ALL.. 

El análisis electroforético de la lectina purificada por los cinco sistemas de 

purificación., muestra una banda que corresponde a un peso de 3S leDa en condiciones 

desnaturalizantes, este peso molecular es muy parecido al que tienen otras lectinas de la 

familia de las arnarantáceas como es el caso de A. caudalus y A. croen/us, las cuales 

poseen un peso molecular de 33 kDa, esta diferencia en el peso molecular se puede deber a 

la presencia de la porción glieánica de la lectina de A. leucocarpus, la cual representa un 

10% del peso. El amiDO terminal de leetina se encuentra bloqueado, esta característica es 

compartida por la lectina de A. caudatus, en contraste con las lectinas provenientes de la 

familias de las leguminosas donde es poco frecuente debido a la remoción del péptido 

señal. Esto sugiere un mecanismo de modificación del amino terminal en los pseudo 

cereales que todavía está por estudiarse. 

La especificidad de la lectina por diversos earbohidratos se detenninó mediante la 

comparación de la capacidad inhibitoria de monosacáridos, glicoproteínas, sus derivados 

desialilados y glicanos liberados de estas glicoproteinas hacia la hemaglutinación inducida por 

la lectina ALL sobre eritrocitos humanos del tipo O"" El monosacárido GalNAc, es el mejor 

inhibidor de la actividad hernaglutinante de la lactina, mientras que de las glicoproteinas, la 

fetuina y la asialo fetuina fueron los mejores inhIbidores y en menor proporción la IgA y las 

mucinas submaxilar ovina y bovina. Los glicanos liberedos de estas glicoproteinas tienen 

capacidad inhibitoria de cuatro a seis veces mayor que la GalNAc, pero son menos inhibidores 

que las glicoproteinas de las cuales fueron liberedos. La eliminación del residuo de Galactosa 

de la fetuina no modifica significativamente la interacción con la lectina, lo cual indica que la 

lectina de A. leuca:arpus interactúa fuertemente con los antígenos T y Tn. Estos resultados 

son confinnados por la interacción específica con la mucina submaxilar ovina y su asialo 

forma, ya que esta glicoproteina contiene NeuAca2,3GalNacal-OSerfIbr. Es interesante 

señalar que las glicoproteinas tienen pesos moleculares y cantidad de earbohidratos muy 

distintas; así tenemos que en el caso de la mucina submaxilar bovina y ovina. tienen un peso 

molecular que varia de entre los 375 a 1,000 kDa'¡ , esta diferencia en el peso molecular se 
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debe a la presencia de carbohidratos, el 60% del peso molecular en ambas g1icoproteinas 

corresponde a estructuras oligoscaridicas La fetuina que tiene un peso molecular de 

aproximadamente de 40k Da, presenta tres estructuras del tipo O-g1icosídica, las cuales 

corresponden al antígeno T y trece del tipo N-glicoSídico". La IgA tiene un peso molecular de 

SS kDa y presenta dos estructuras de tipo N-glicánico y cinco del típo O-glicosídico, de las 

cuales cuatro corresponden al antígeno T y una al antígeno Tn". El fenotipo M y N se 

encuentran en la glicoforina AN y A Id, las cuales tienen e! ntismo peso molecular de 

aproximadamente 37 kDa, de! los cuales aproximadamente e! 60"10 corresponde a 

carbohidratos", ambas isoforrnas presentan e! ntismo número de estructuras O-glicosídicas 

(trece), las cuales corresponden a variaciones del antígeno T, además de poseer tres estructuras 

del tipo N. El análisi. de lo. sitio. O-glicosilables de estas g1icoproteinas demuestra que en la 

IgA, la mucina submaxilar bovina y ovina, las estructuras oligosacaridicas pueden estar 

organizadas en agrupaciones continuas, ntientras que en la fetuina estas estructuras 

oligosacaridicas se encuentran separadas, lo cual sugiere que en la interacción de la lectina de 

A. leucocarpus se requiera una distancia entre las estructuras oligosacaridicas. Esta idea es 

confinnada por e! hecho de que los O-glicano. liberados de las glicoproteinas , así como de 

lo. eritrocito. desializados tienen la ntisma capacidad inhibitoria, lo cual hace de la lectina de 

A. leucocarpus una herramienta útil para el estudio de estructuras tipo mucinas y sus 

actividades biológicas. 
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ABSTRACT 

Amaranthus leucocarpus Iectin is a bomodimeric glycoprotein oC 
35 kDa per sub-uni~ which inteI1lcts specifically wi!h N-acetyl
galactosarnine. In this work, we compared different glycoproteins 
that cantaín Galfil-3 GalNAca 1-3 ScrfThr or GalNAcal-J Scrflbr 
in their StructUfe as ligands to purify the A. leucocarpus lectin. From 
the glycoproteins tcsted, fctuin was the most potent inhibitor oC the 
hcrnagglutinating activity and the better ligand for \ectin 
purification; however, the use oC desialylated strama from 
etyduocytes represented the cheapest me!hod 10 pwify !bis Iectin. 
0-1inIted glycans re\eased from the glycoproteins used as allinity 
matril< and !hose from dilTerent erythrocytes w= I<ss inhibitory 
!han parental glycnproteins. The NH,-terminal of the \ectin is 
blocked; moreover, this is the oo1y example oC a lectin isolated from 
!bis genus 10 be a glycoprotein. Analysis of the glycoprotein 
sequences with inluoitory activity Cor the lectin, showed a different 
pattem in the O-glycosylation, wruch confums that A. leucocarpus 
lectin rec:ognizes conforrnation and, probably, distances among O
linked glycans maitees. 

INTRODUCTION 

Lectins are carbohydrate binding proteins or glycoproteins oC non-immune 
origin, and with no enzymatic activity.1 Oue to their specific binding prope:ties, 
they h:lvC beco us!:d in studies of cell surface architecture, blood group typing, 
isolation, and ch3ractcrizatioll of oligosaccharidc structurcs.2 Lcctins are 
responsible for ceU surface recognition in bacteria, animals and plants.' Plant 
lectins are widely used in immunology, ceU biology, and cancer research.4 

Lectins from different spccies froro the Amaranthaceae group have been 
identified. S,6 AmaratJthus leucocarpus syn hypocondriacus is a Mexican 
reprcsentative ofthe Amaranthaceae family, which possesses high nutritional value 
due lo its protein content and fue considerable proportion of essential amina a;;ids.7 

A. leucocarpus possesses a lectin specific Cor GalNAc (N-acetyl-ga1actosamine).' 
The lectin Crom A. leucocarpus (ALL) induces immunosuppression in anirnals,' 
recognizes WlStimulated murine peritonea! macrophages, and recognizes CD4+ 
mouse medullary thymocytes sub-population 10 as well. This lectin has been 
recently demonstrated to interact with O-glycosyI proteins in sorne 
neurodegenerative process. 11 ALL agglutinates preferentially human erythrocytes 
with the M phenotype,I2 suggesting that the density or the topographical 
presentation oC saccharidic moieties in the lectin receptor plays a relevant role in the 
interaction with A LL. In this work, we compared different glycoproteins that share 
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GaLO 1-3 GalNAca I-OSerfIbr (T-antigen) and GaINAca l-OSerfIhr (Tn-antig<:n) in 
tbeir structure as specific chromatography ligands and used them to improve the 
metbod foc the pw-üication of ALL. We also descnbe fue chemical characteristics 
ofthis lectin. 

EXPERIMENTAL 

Rcagcnts 

Chromatographic materials, Sephadex G-25 and Sepharose 4B, were from 
Pharmacia Biotechnology (Uppsala, Sweden). Fetuin, human inurnmoglobulin A 
(IgA), ovine and bovine submaxillary gland mucin, cyanogen bromide, as weU as 
sugars, were from Sigma (Sigma Fine Chem. Co., St Louis, MO, USA). AH otber 
reagents were of analytical grade. Glycans from human IgA were a lcind g1ft of 
Pror. A. Pierce, from tbe Université des Sciences et Techniques de LiIle, France. 

Lectin Extraction 

Amaranthus leucocarpus secds were obtained in TuIyehualco (Mexico). The 
seeds were ground to a fme powder in a grinder and the seed meal was deslipidated 
witb petroleum ethcr. Their soluble proteins were extracted byagitation ovc:r.llght 
wilh 10 volumes oC 0.15 M sodium cbIoride (SS!) al 4'C. Thc pH of!he extrllcl 
was adjusted 10 4 with 1M acetie acid and tbe suspension allowcd to stand 
overnight at 4°C. The c1ear supematant (erude extraet), obtained by centrifugation 
at 3000 x g for 10 minutes, was stored at 40C forfurther studies. 

Lectin Purification 

Purification by stl'oma column 

Erythrocyte membranes (stroma) were obtained by Iysis of human red 
blood ceUs group OM aceording to Dodge el al. 12 The membranes were fIXcd 
with 1% glutaraldo.:hyde overnight al 4°C, then the stromi were wasbed with 

. distilled water and freeze dried. Two hundred milligrams of erythrocyte stroma 
was physically entrapped in a chromatographic coJurno with Sephadex 0-25 as 
described.1l TIte column was equiltbrated with SSI (0.15 M NaO). The crude 
extraet (160 mg of protein) was applied to the stroma eoJumo (25 x 1.2 cm), and 
the umetained material was eluted with SSI at a flow rate of 15 mIJh, until tbe 
A2&O of the collected fractions was below 0.01. 1be bound lectin was cluted 
with acetic acid (3%) and the pH of each collected fraerion was adjusted to 6 
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with IN NaOH and tested foe pratein concentratian and hemagglutinatillg 
aCtIvlty. In control assays, we eluted the lectin from the affmity 
chromatography coh:mn by adding 200 mM GalNAc, and results indicate tbat. 
in both e1uting SYStCI:1S, the colunm yields the same lectin concentratíon. 

Purification with immobilizcd glycoprotcins 

140 m~ of each glycoprotein (IgA, fetuin, bovine, oc ovine submaxillary 
mucín) was coupled to 20 mL of CNBr-activated Sepharose 48 CNBr.'" TI¡e 
columns \Vece equiiibrated with SS! at a flow rate of 15 mIJh. The A. 
leucocarpus erude extraet (160 rng ofprotein) was applied to each column aad 
Icetin elution \Vas performed as described aboye. 

Hemagglutinating Activity 

Erythrocytes from different animal species were obtaincd (rom the animal 
facilities al lhe School of Medicine, UNAM. Updated human erytbrocytes fr(lm 
healthy donors werc obtained from the Central Blood Bank, IMSS, Mexico. 
Hemagglutinating activity was assayed in microtiter U plates (NUNC, Denmark) 
by the two~fold serial dilution procedure. ls The agglutinating activity was tested 
with either 2% (w/v) untreated erythrocyte suspeosion in phospbate buffered 
saline (PBS: 0.01 M sodium phosphate, 0.14 M sodium chloride, pH 7.2) or with 
neuraminidase~treatcd (0.1 U per 0.5 mL of packed erythrocytes at 37°C for 30 
min) or pronase~treated (100 !lg per 0.5 mL of packed erythrocytes at 37°C for 
30 mio) erythrocytes. TIte hemagglutinating titer is reported as the invcrse of 
the last dilution with agglutinating activity. 

Preparation oC Glycans 

Desialylated stromata from donkey, rabbit, and 'human OM erythroeytes 
were obtained by the method described by Dodge; 12 lipids were eliminated by 
tbree sequential extractions with chloroConn:metbanol (2:1, v/v) followed by 
chloroform:methanol (1 :2, v/v). The glycoproteins tbus ohtained were dried 
under nitrogen. 11 Glycaos were obtained by mild alkaline treatment, incubaling 
lOO mg ofeach glycoproteio io O.IM N.OH and 1M NaBH. at4S·C, 36 h; !hen, 
adding Dowex 50X8-H+ to stop the reaction. TIte fraetioos were desalted on a 
column containing Bio-Gel P2 (60 x 2 cm) equilibrated with water and frecze
dried. Glycans and N~glycopeptides were separated by fUtratioo 00 an Ultrogel
ACA 202 column (100 x 2.6 cm), equilibrated io 0.01 M TrislHCl, 0.17 M 
NaC!, pH 7.4. Stromata from erythrocytes and glycoproteios and glycans "'ere 
desialylated by incubation al tOO"C Cor 1 hin the presencc of 0.02 N sulfuric 
acid, as described by Spiro and Bhoyroo,16 desalted on a Biogel P-2 coturno (2 x 
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60 cm), ..:quilibralcd with 0.5 M acclic :Ieid, and Iyophilized until use. Asialo
Cetuin (2 mM) was Ihen treated with 1 U oC 6-galactosidase (rom jack bean at 
37°C, 24 h. as described in reC. 17. thco asialo-agalacto-fetuin was desalted 011 a 
Biogel P2 column cquilibrated with distilled water and freeze dried. Glycan 
from asialofetuin was obtained by digestion with 1 mU oC endo-N
acetylgalacosaminidase from Diplococus pneumoniae as descnbed. I The 
carbohydrate composition oC each glycan and modified glycoproteins was 
determined by gas-liquid chromatography (see below). 

Sugar Spccificity 

The sugar specificity oC the lectin was detennined by comparing (he 
inhibitory activity oC sugars, glycoproteins. their desialylated derivatives, oc 
glycans on the hemagglutination induced by the lectin against pronase-treated 
human erythrocytes. Results are expressed as tbe minimal concentration 
required to completely inhibít Cour hemagglutinating doses. 

The molar concentration oC the glycoproteins was detennined according to 
their molecular weight. In desialylated glycoproteins, we subtracted the 
number of sialic acid molecules released from the native protein and the molar 
concentration of slycans was calculated on thc basis of their monosac:charide 
content as deternlined by gas-liquid chromatography. 

Prediction of O-Glycosylation Sequences 

NetOglyc program" was used for the prediction oC Cetuin, IgA, bovine, a..'ld 
ovine submaxillary mucin O-glyeosylation sequences. 

Analytical Mcthods 

Protein concentration was detennined by the method oC Bradfordl9 with 
Coomassie blue R-250, using bovine senun albumin as standard. Carbohydrn.te 
concentration was delcnnined by the method oC Dubois,20 using lactose as standard. 
Carbohydrate composition anaIysis was carried out by methanolysis in the presc:oce 
oC meso-inositol (Sigma Chem., 51. Louis, MO) as intemal standard; the per-O
trimethyl silylalcd methyl glycosidcs (after N-re-acetylation) were anaIyz.ed by gas 
chromatography using a capillary coturno (25 x 0.32 mm) oC5% Silicone OV 210, 
(Applied Science Lab., Buffalo, NY), in a Varian 2100 gas cmomatograpb (Orsoy, 
France) equipped with a flame detector and a glass salid injector; the carrier gas 
was helium al a prcssure of O.~ bar, and the oven temperature was prograrnmoo 
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FRACT\ON NUMBER 

Agure l. Purificatioll oCA. leucocarpus Icctin. 160 mg oC eNde extract was applicd anta 
a colurrm containing A) Stroma from human crythrocytcs or B} IgA-Sepharose 48. The 
unretained material \Vas eluted with 0.15 M NaCl, and the teclin was eluted with 3% 
acetie acid or 200mM oC GalNAc. The pH oC each fraction was neutralized with NaOH 
and lbc 00 al 280 om and hemagglutinating activity in presencc oC human erythrocytc:s 
typc O was tcstcd. A similar elution patlero lo that oC tbc stroma was obtaincd with !he 
colunms prcparcd wilh retuin, avine, and bo\linc submaxillary mueins. In the sarnc 
conditions, thc ealumn containing IgA-Sepharosc 48 is saturated, and hcmagglutinating 
activity is dclcctcd in the non-rctaincd fraclion. 

from 150 oC to 250 oC al 3 oC per mm as descnbed by Zanetta et al11 

Polyacrylamidc gci elcctrophoresis (SDS-PAGE) was perfonned o. a ,!ab gel 
apparatus accordin& to the method ofLaenunli.22 Coomassie Brilliant Blue R·2S0 
was used for staining. 

ÁnÚno Acid Analysis 

A 100 ~g ,ample was hydrolyzed undervacuum wilh 2 roL of6M HCl al 110 
oC in sealed tubc~ for 24, 48, and 72 h. The samples were analyzed on an 
automatic amino acid analyzer Dwrum 500, according to Bidlingmeyer el al.21 

using Nor-leucine as internal standard. 
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Table 1 

PurificaUon Proccss of A. leucoClllpus' Lectin by DifIerent 
Affinity Cbromatograpby Matrices 

Prolcin Spc<ifie 

225 

Proteio 
Fraction (mg) HAu" Actlvity' Yldd (o/.) 

Crude Extraet 812 44800 55.2 100 
Fctuin 42 38100 907.1 5.1 
Stroma 40 32800 820 4.9 

OvineMucin 35 32100 917.1 43 
Bovine Mucin 31 30000 967.7 3.8 

IgA 28 27900 996.4 3.4 

• From 10 g scro meal. " Hemagglutinating units with hwnan erythrocytes typc 
O. e HAUIrng protein. 

Amino acid sequences were obtaincd from SDS-PAGE-separated ALL. Afier 
electroblotting on a PVDF membranc, the band containing ALL was excised frorn 
!he blot and sequenccd on a Beekman instrument Inc (Fullc:rton, CA, USA) Model 
LF3000 protein sequencer. 

RESULTS 

Lectio purilication 

From the Amaranthus leucocarpus seed extract, we purified in a single 
chromatography step. the lectin, which represents, in general. 8% of the total 
soluble protein. The different affmity chromatograpby supports, ¡.e., feruin, avine 
and bovine submaxillary mucin, and stroma from erytbrocytes. are. powcrfut 
ligands foc its purification. Human 19A showed Iower capacity to retain tite lectin 
(Table 1 and Fig. 1). The wrretained material was always eluted with SSI and tbc 
lectin was cluted fram the affmity matrix with 3% acetic acid (Fig. 1), a similar 
elution pattem was obtained when we added O.IM GalNAc in SS! to each colunm. 

Although the yield of purified lectin varies according to the affmity matrix 
used. we consider that the optimal purification system corresponds to fetuin and 
erythrocyte stroma affinity colwnns. Our results indicate that the purified lectin 
corresponds to 5% of p:otein of the crude extract With any of the chromatography 
supports used, more than 60% of hemagglutinating activity was recovered and the 

28 



226 HERNÁNDEZ ET AL. 

66 
/,.: :;:: .. ,' 

'. 

Figure 2. SDS-polyacrylamidc clcctrophon::sis oC !he purificd Amaranthus leuc:ocarpus 
lectin: C-G) Purified Icctin 5 ~g from human stroma. fetuin. ovine, and bovinc submaxil1ary 
gland mucins and IgA-Sepharose 48 columns. respedively. b) 2S Il& of A. Il!lIDDCCrpus 
crudc extract a) Molecular wcight markers: bovine serum albumin (66 leDa); ovalbumin 
(45 kDa); glyccraldc!~ydc 3 phosphate deshydrogcnase, rabbit muse!e (36 kDa), carbonic . 
anhydrasc (29 kDa), :md a-Iactoglobulin (rom bovinc milk (14 kDa). 

specific activity was increased when compared with the crude extracl The 
purification process oC the lectin is summarized in Table 1. As shown in frgu..""C: 2. 
the purified fractions obtained from any oC the affmity systc:ms used are 
homogeneous, showmg a single band in SDS-PAGE. 

LecHn Charactcrization 

ALL is a glycoprotein of 35 kDa, as revealed by SDS-PAGE (Fig. 2). As 
previously indicateJ, II the lectin caDtains 52.8% oC hydropbobic, 15.2% oC polar, 
and 31 % oC chargerl amino acids, and three cystein residues per sub-unit ALL is a 
glycoprotein with a sugar content of 8%. Monosaccharide analysis indicates tbe 
glycans lO be of the N-glycosidic type with galactose, mannose, N-acetyl
glucosamine, and xylose, in the molar ratio of 4:3:5:1. The NHrtenninal ~idue 
of ALLis blocked. 
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Tablel 

Hcmagglutinating Adivity of the Amaranthus leucocarpus Lcctinl 

HA Titer 
Erythrccytes Native Nanase Pronase 

Donkey 1024 8096 8096 
Rabbil 256 1024 2056 

Mouse (CD-I) 16 64 64 
Ral 16 32 32 
Pig 32 256 256 

Sltc..:p 16 128 128 
HumanOM 64 1024 512 
Humalld' 64 256 256 

• Lectin concentration was 16¡..tgIrnL. Hemagglutinating titcr is rcported 
as the inverse ofthe lasl dilution with agglutinating activity testcd in tbe 
presence oC a 2% solution oC native neuraminidase, oc pronase treated 
erythrocytcs. 

Hemagglutinating Activity 

ALL showed bcmagglutinating acbvdy towards erythrocytes from 
different animal species; erythrocytes from donkey are better recognizcd Iban 
ceUs from other species. Treatment of erythrocytes with ncuraminidase or 
peonase increased the bemagglutinating capacity afthe lectin. It is interesting to 
note that human crythrocytes are agglutinated indepcndently from tbe ABO 
blood group system; howevcr, the hemagglutinating titer oC the lectin is higher 
in the presence oC erythrocytes presenting the M blood pbenotype treated witb 
neuraminidase or peonase than with erythrocytes containing N phenotype. The 
presence of N or M phenotype in pronase lreated celIs was confmned using a 
specific eommercial antiscrum. 

The leetin from ALL shows hemagglutinating activity in the presence of 
all erythrocytcs tested, although the erythrocytes from donkey and rabbit were 
sixty-four times more agglutinated than mouse erythrocytes (Table 2). 
Hemagglutinating activity increased after treatment of erythrocytes with 
neuraminidase or pronase; however, as previously described, I there is a 
significant difference in the increase ofhemagglutinating tita in the presenc~ of 
human erythrocytes with lhe M phenotype as compared with the erythrocytes 
with the N phenotype. No differences were observed among human 
erythrocytes in (he ABO blood group system. 
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Table3 

Inhibition oC the Hemagglutinating Activlty oCA. leucocarpus Lectin 
with Glycoprotcins and Glycaosa 

Compound 

G.INAc 
HumanlgA 
Human Asialo IgA 
Fetuin 
Asialo-Fetuin 
Agalact~Fetuin 

Bovine Mucin 
Bovine Asialomucin 
OvineMucin 
Ovine Aswomucin 
Asialo Glycan from 
Human Erythrocyte' 

Donlcey Erythrocyte 
Rabbit Erythrocyte 
Feruin 
Fetuinc 

IgA 

ConccntratioD (pM) 

62 
0.004 
0.001 

0.0005 
0.0001 
0.0001 
0.05 
0.01 
0.01 

0.005 

15 
15 
15 
15 
1 

15 

• Mlnimum concentration oC glycoprotein al glycans to inhibit 4 
hemagglutin.ting units of Á. ¡ .. ""carpus lectin (Titer = 4). Tests wcrc 
performed in the presence oC desialylated human erythrocytes QM. b 0-
glycosidically linked glycans were libcrated rrom desialylated glyco. 
proteins with reductive Jl-c1imination and contains GaVGalNAc-oL 
c O-glycosidically linked glycans liberated rrom asialo-fetuin by treatmcut 
with endo-N-acetylgalactosaminidase treatment contains GaVGaINAc. 

Sugar Spccificity 

From all· the monosaccharides tested, ooly GaINAc inlu"ited tbe 
bemagglutinating activity of A. leucocarpus lectin and glycoproteins containing 
GaINAc are powerful inlubitors. From!he glycoproteins tested, !he DIOS! poteo! 
inlubitor was fetuin; and to a lesser extcnf, IgA, avine, and bovinc submaxillary 
were also more powerful inlubitors than GaINAc. The glycans released from thesc 
glycoproteins by reductive 6-elimination or by cnzymatic treatmcnt bad inhibitory 
capacity, but they were four and sixty times, respectively. more powerfuJ. inhIbitors 
!hao GalNAc, bu! less inlubitoty!hao pareotal O-glycosylproteins (rabie 3). All 

31 



PURiFICA nON OF A LEcTIN 229 

Table4 

Predic:tion oí O-Glycosylable Sequenccs (rom Glycoproteinsl 

Glycoprotein Sequence 

O"ineMucin ST'T'GST'S 

Bovinc Mucinc S'EST'T'QLP 

.Fetuin AGPT'SAAG 

GPT'PSA" 

APS·A VP" 

IgA T' PST'PST' P 

Glycopborin A M S'S'T'TEVAM 

Glycophorin A N LS'T'T' GV AM 

• • indic;ltc5 che purarive glycosylation site. bascd on nctOglyc program:' 
and •• proposcd by Smith, el al.l6 

. 

tbe glycans liberated ClOm desiaIylated Celuin, IgA, and .tromala from donkey, 
rabbi~ and human O" erytbrocytes ce.lained Gal and GalNAc-o~ and inlubited !he 
hemagglutinating activity oC A. leucocarpus 1ectin al the same concentration 
(Table3). 

Prediction oC O-Glycosylation Sequenccs 

Rcsults from the prediction oC sequences mast suscepbble lo O
glycosylation in Ceruin, IgA, avine, and bovine submaxiUary mucin aOO 
glycopborin AH and A lo! are summarized in Table 4. O-glycosylable sequences 
in IgA, avine and bovme submaxyllary mucin are rieh in serinc and threonine 
residues, indicating tbat they possess different putativc O-glycosylation sitc:s; 
whereas, the O-glycosylable sequencc in Cetuin has only one residue able to li.nk 
O-glycans. 
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DISCUSSION 

Plant Icctins represent a group oC well-preservcd proteins in evolution. 
This property is obscrved even in their sugar-binding specificity.24 Lectins trom 
Amaranteceae family havc beco demonstrated in A. caudDtus,' A.. cruentus,' and 
A. leucocarpus,ll Thesc lectins represent important tools to charactcrizt ~ 
glycosidical1y linkcd glycans,:U: and. sorne authors havc suggested their capacity 
to spccifically recognize sugar sbUCtures in tissues and tumors.",II.1S In this 
work, we comparcd tbe use oC the strama oC human erythrocytes type o ... IgA, 
avine and bovinc submaxillary gtand mucins, and Cctuin as aflinity 
chromalograpby ligands (o fmd a rapiel and cconomic metllod 10 purify A. 
leucocarpus lectin. We obtained. with aU tbese purification systems. In inercase 
in the specific activity as comparcd witb the eNde extracl Our results indicate 
that, ir aU thesc ligands are adequatc to purify A. leucocarpus lcctin. the most 
economic method to purify the lcetin was the strama column prepared from 
updatcd erylhrocytes. This process can aIso be used to purify otber lcctms with 
spccificity for GalNAc or GaIBl,3 GaINAcal·3Scrffhr.26 

In general, the lectins from the Amarantaceae group are homodinteric 
proteíns with a range of 33 (.4.. caudatus and A. cruentus)',6 to 35 leDa per 
subunit (..4. leucocarpus). The difference in the molecular weight shown hy A. 
leucocarpus seems to correspond to a glycan moiety. smee this is the onIy lectin 
from this group to be glycosylated. In the amino acid sequences of aH the 
ledins from this group, the amino tenninal is blocked and A. leucocarpus, as we 
show in this worlc., is Dot the exception. 

The ability of lectins to bind carbobydrates and their capacity to detect 
subtle variations in tbe confonnation of carbohydrate structures fOllr¡d in 
glycoconjugates of the cell suñace depends on tbeir 3·D StruCture5.

27
•
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') A. 
leucocarpus lectin recognizcs O-glycosidically-link.ed glycans and glycoproteins 
containing these struetures. However, the tested glycoproteins, feruin. IgA, 
bovine and ovine submaxiUary mueins, showed differcnt capacities to inhibit the 
hemagglutinating activity ofthe lectin. Fetuin and its asialo.fonn were the most 
potent inhibitors; elimination of galactose residues does. not medify, 
signifieantly, the interaetion with the lectin, indicating that A. leucocarpus lectin 
reacts strongly witb T (GalBl,3GalNAclll,OSerrrhr) aod Tn (GalN 
Arol,OSerfThr) structures. -

This rcsult is confinncd by tbe specific intcraction withovine submaxillary 
gland mucin and its asialo-fonn, sinee this glycoprotein contains only 
NeuAca2,3GalNAc Serrrhr.lO Fetuin possesses !bree O-glycosidically-linked 
glyeans and thirteen N-glycosidically linked glycans.16 IgA and bovine 
submaxillary gland mucin also contain O_glycans.lO,l1 The analysis of 0-
glycosylable sequences in these glycoproteins indicated tbat in contrast to fetuin. 
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ovine, bovme suhmaxillary gland mudns, and IgA these sites are not organized 
in clusters; bence, il is possible that lectin interaction requircs a specific distance 
among the O-glycosylable sites. 

This sugg;estion is supported by the fael that O-linked glycans from any of 
the glycoproteins tested, released by rcductive B-elimination (CQ,ntaining 
Gallll,3GalNAc-ol) o, by enzymalic erealmenl (Gallll,3GaINAc), including 
those [rom all types of asialo-erythrocyte stromata, inhibit lo the same extenl the 
activity of the lectin. 11 is notcworthy that liberated glycans present a drastically 
rcduced inhibitory effect, wheo compared to the parental glycoproteins. heing 
only [oue and sixty times more powerful than GalNAc. 

ALL agglutinates. preferentially, tbe human erythrocytes with the M 
phenotype. The M and N phenotypes in human erythrocytes are present in 
glycophorins A M and A N and both glycoproteins possess the ¡ame rate of 0-
glycosylation (sce Table 4) although they show differences al their NH2-

lerminal. glycophorin A N posscssing a serine residue ud AH leucine residue.12 

Moreover, oue results strongly suggest tbat ALL recognizes conformation and 
distances between O-glycosidically-linkcd GaINAc. 

O-glycosidicaUy linked glycaos attachcd to membrane and cell suñaces 
(conforming mucin and mucin-tike slructures) play important roles in 
modulating the immune response:, inflammation. and tumorigc:nesis.33.34 These 
sbucturCS are responsible for Ihe: 3-0 organization of glycoprote:ins.3S Basc:d on 
thc afore:mc:ntione:d dala, our results strongly suggest lbat the: Ie:ctins frem Ihe 
Amaranthus gc:nus, panicularly Á. leucocarpus, rc:prese:nt a tool for the study of 
mucin slructures and thcir biological role. 
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CAPÍTULO n 
CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DE LA LECfINA Amaranthus leucocarpus por 

ANÁLISIS PROTEÓICO. 

A pesar de la gran variedad de estructuras de lectinas reportadas, la familia de las 

leguminosas y de las grarninias I9
•
2J

.'., son las más conservadas, siendo las leguminosas las 

que aportan el mayor número de estructuras tridimensionales resueltas, más de diez, 

algunas de eUas han sido recientemente caracterizadas""". Sin embargo, muchas de las 

leetinas con actividad biológica importante pennanecen sin ser caracterizadas química y 

estructuralmente. Debido a la gran información que se ha obtenido del análisis del material 

genético de células mediante la secuenciación del ADN y la expresión del ARNm, se ha 

comenzado a obtener infonnación acerca de la expresión de genes individuales y sobre 

regulación.coordinación de algunos genes !57, más aun, recientemente se ha concluido que 

es necesaria la compresión de la expresión tanto de genes como de proteínas para el 

funcionamiento de la red genética". Esto ha generado una nueva disciplina dentro del área 

de la quimica de proteína Uamada análísis proteómico, donde un proteoma es definido 

como la cantidad total de proteínas expresadas por un genoma!59. La importancia de este 

análisis es su habilidad para estudiar modificaciones post-transcripcionales y post

traduccionales de las proteínas, para lo cual se han desarroUado tres áreas: La primera de 

eUas se encarga del estudio de la secuencia genómica de un organismo, la segunda consiste 

en el análisis de la expresión de proteínas mediante la electroforesis de dos dimensiones y 

la tercera consiste en el empleo de la espectrometría de masas para correlacionar a las 

proteínas con sus genes. También ha permitido la secuenciación de proteínas. Existen dos 

técnicas de ionización para el estudio de proteinas, una de eUas es el electrospray, que crea 

iones por una diferencia de potencial entre el capilar y la entrada al espectrómetro de 

masas. El campo eléctrico genera gotitas cargadas en forma de niebla, mediante la 

aplicación de un gas el tamaño de las gotas disminuye, obteniéndose iones altamente 

cargados sin fragmentación, lo que permite su utilización para el análisis de proteinas de 

bajo peso molecular. La otra técnica de espectrometría de masas empleada es el MALDI 

(Matrix Assisted Lasser Desorption) , basada en la inserción de la muestra a analizar en 

una sustancia capaz de cristalizar y de absorber radiaciones VV, obteniéndose iónes de 

moléculas polares o cargadas~ este cristal orgánico debe de ser capaz de absorber a la 

longitud de onda del láser, que generalmente es de 337nm, la aplicación de este láser al 
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cristal orgánico permite la generación de iones, que después son analizados. La técnica más 

empleada para el análisis de estos iones es el TOF (time of f1ight l, en donde la proporción 

masa I carga es detenninada por el tiempo que le toma a los iones moverse hacia una región 

libre de campo eléctrico, asi el tiempo de vuelo para un ión está relacionado con miz . El 

MALDI es empleado para el análisis de moléculas de alto peso moleculal". En conclusión 

el análosos proteómico presenta una alta sensibilidad para diferenciar a proteínas que han 

sido modificadas y pennite cuantificar todas las proteínas que se encuentran en una célula. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La lectína de Amaran/hus leucocarpus se purificó mediante cromatografia de 

afinidad usando estroma de eritrocitos humanos del tipo OM La presencia de isoformas se 

evaluó por medio de electroforesis en dos dimensiones. Se encontraron tres isoformas con 

un pI de 4.8, 4.9 Y 5.2. Las tres presentan idéntica actividad hemaglutinante hacia 

eritrocitos humanos del fenotipo M. La actividad hemaglutinante de cada isoforma fue 

inhibida con 200 mM de GalNAc. 

La secuencia de aminoácidos de las de ALL se obtuvo por MALDI-TOF .. En 

algunos experimentos la leetina de A. leucocarpus fue sometida a deglicosilación antes de 

la eleetroforesis de dos dimensiones. En el caso de la lectina que no fue deglicosilada se 

obtuvieron péptidos con masas de 410 a 2345m1z. Las péptidos obtenidas presentaron 60"10 

de homología con una proteína de alto valor nutricional reportada en la leetina de A. 

hypocondriacus, los mismos resultados fueron obtenidos cuando se compararon la masas 

de los péptidos obtenidos de la lectina ALL deglicosilada. Un aspecto interesante es que se 

encontraron varios glicopéptidos comunes para las tres isoformas de la lectina. El 

tratamiento con la PGNase, previo al tratamiento con tripsina reveló la presencia de un 

nuevo fragmento con masa de 3848.8m1z que corresponde a los aminoácidos 112-147 de la 

secuencia de ALL 

En la semilla de A. hypocondriacus, se identificó el gen de una proteína globular de 

35 kDa, a la cual no se le ha asociado actividad biológica. Esta proteína fue se considera 

una proteína de alto valor nutricional, debido al considerable número de residuos de 

aminoácidos esenciales. Nuestros resultados indican que esta proteína podría tener 

actividad de lectina dada la gran homología que presenta con la lectina aislada de A. 
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leucocarpus syn hypocondriacus. Es interesante mencionar que a pesar de que en efecto la 

lectina podría ser considerada de alto valor nutricional, se ha demostrado en diversos 

estudios que la extracción de la misma, incrementa, aunque de manera moderada, la 

digestibilidad de la harina, sugiriendo que la lectina en referencia, podria tener un efecto 

antinutricional61
.
62

. Este resultado ha sido demostrado en otras lectinas vegetales, como en 

leguminosas y hongos'). 

Se observan tres sitios de posible N-glicosilación en la secuencia de la lectina de A. 

leucocarpus. La composición de carbohidratos de la lectina ALL indica la presencia de: 

Gal, Man, GlcNAc y Xyl en una proporción de 4:3:3.5: 1. Para caracterizar a las cadenas 

oligosacáridicas se realizaron ensayos de cromatografia de afinidad de los glicopéptidos de 

ALL en una columna de ConA-Sepharose. Los resultados revelan que la composición de 

los g1icopéptidos purificados por la columna de Con A fue Man y GlcNAc 3:2.1, mientras 

que en la fracción no retenida la composición fue Man, GlcNAc, Gal y Xyl en proporción 

de 3:3:7:3. La presencia de N-glicanos fue sugerida por la composición de carbohidrato s 

obtenida de los glicopéptidos de la lectina ALL que fueron retenidos en la columna de 

ConA-Sepbarose, la cual presenta una especificidad hacia estructuras del tipo N-glicanos 

que contiene en su estructura man a(I-6) [man a(1-3)] sustituida por dos residuos de 

GlcNAc, además de estos N-glicanos, se detectó en menor cantidad la presencia de 

estructuras del tipo lactosaminico. En el material no retenido por la columna de 

ConNSepbarose. Las estructuras unidas por enlaces de tipo N-glicosídico, parecen ser 

comunes en las proteínas de almacenamiento presentes en semillas de GIycine max y en 

lectinas de plantas como en la jacalina, Sophora japonica, &y/hrina americana y Viscum 

Album. 

La N·glicosilación generalmente está asociada a precursoras de lectinas, así tenemos 

que la forma glicosilada de la lectina de Con A es inactiva, se necesita de una modificación 

post·traduccional para remover la porción oligosacridica y así tener la forma activa de la 

lectina, lo mismo sucede con la lectina del germen de trigo. Esto sugiere que los N-glicanos 

no tienen un papel importante en la actividad biológica de la lectinas. Es muy posible que 

las cadenas oligosacarídicas presentes en las lectinas actúen de manera protectora en contra 

de proteasas. En este trabajo se demostro que la lectina ALL después de la deglicosilación 

con una endoglicosidasa específica para enlaces de tipo N·glicosídico, nos permitió 
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identificar una secuencia de 35 aminoácidos, que se encuentra cercana a un sitio de 

glicosilación, lo cual nos permite confinnar que la lectina se encuentra glicosilada; aunque 

el papel de estas estructuras en la topologia, la flexibilidad y especificidad fina de la lectina 

todavia no ha sido resuelto. Existe la posibilidad de que la presencia de los N-glicanos 

modifiquen la interacción lectina-receptor, provocando ligeras variaciones en el sitio de 

reconocimiento de la lectina. Es interesante señalar que estos sitios de glicosilación se 

encuentren presentes en la lectina de A. caudatus, sin embargo~ está lectina no se encuentra 

g1icosilada, esto se puede deber a una regulación de las g1icosiltransferasas, las cuales 

podrian estar inactivadas por factores reguladores, a nivel genético o a nivel proteico. 
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ABSTRAeT 

In !bis worlc we characterized chemically Ihe N-acetyl-D-galactosamine specific lectin from 

Amaranthus leucocarpus "JI1l. hypocondriacus lectin (ALL). It is a dimeric glycoprotein 

composed by !bree isofonns wilh pI al 4.8, 4.9, and 5.2. Circular dichroism analysis indicated 

!ha! !he secondaJy structure of ALL contains 45% of ~-sheet and 5% of a-helix. Amino acid 

sequence of!he purified lectin and its isofonns was detennined from peptides obtained afier 

trypsin digestion by MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption ionization-lÍme of tligJ¡t). 

The !bree isofonns showed different degrees (80 to 83%) of homology wilh a high nutritional 

value protein from A. hypocondriacus. Furthermore, analysis of tryptic peptides obtained 

from ALL previously treated wilh peptide N-glycosidase, revealed a 93% homology wilh Ihe 

aforernentioned protein. Presence of N-glycosidically linked glycans of!he oügomannosidic 

type and, in minor proportion, of Ihe N-acetyllactosaminic type glycans was detennined by 

aflinity chromatograpby on irnmobilized Con A 
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INTRODUCTION 

Lectins with specificity for O-glycosidically linked glycans (containing the GalBI-3 

GalNAcal-OSerffhr and GalNAcaI-OSerffhr determinants) have been widely used in 

fractionation of glycoproteins and ceUular subpopulations [1-3). Lectins from Amaran/haoeae 

family have been identified in A. caudatus (4), A. cruentus (5) and A. leucocarpus (6). AU of 

tbese lectins have a high proportion of essential arnino acids sueh as Iysine, leucine, threonine, 

phenylalanine, valine and sulfur arnino acids and interact specifically witb GalNAc (N-acetyl

D-galactosarnine) [4-6). These lectins have been proved to be useful tools to recognize 0-

glycosidically linked glycans in different tissues, tumo,", and ceUs (7-9). A. leucocarpus syn 

hypocondriacus is a Mexican representative of tbe Amaranthaceae family. It possesses a lectin 

!hat induces immunosuppression in animals (8) and recognizes non-stimulated murine 

peritoneal macrophages, and naive CD4+ mouse and human Iymphocytes [lO, 11). The lectin 

from A. Ieucocarpus (ALL) agglutinates human erythrocytes witb !he M phenotype (7) and 

interacts witb O-glycosidically Unked proteins in sorne neurodegenerative process (12). 

It has recently been suggested that ALL may recognize a particular conformation of 

sorne O-glycans determinants adjacent to !he peptidic backbone of tbe specific ceUular 

receptor, conferring tbe lectin its particular biological properties (13). In this work, we 

determined tbe main characteristics of tbe subunits that compase this lectin and tbe arnino acid 

sequence of eaeh isoforrn was anaIysed from pepsin digested-glycopeptides, by MALOI-TOF 

(Matrix assisted laser desorption ionization-time offlight). 

MATERIALS AND MEmODS 

Lectin extradion 

Amaranthus /eucocarpus .ryn hypocondriacus seeds were obtained in Tulyehualco 

(Mexico) and tbe lectin was purified by allinity chromatography on a column containing 

human erythrocyte type OM membranes physically entrapped in Sephadex G-25 (Sigma Fine 

Chernical Co., SI. Louis, MO, USA) (6). 

Enzyrna!ic treatmen! of ALL with PNGase 

ALL (500 ~g) in 150 ~I of 30 mM phosphate buffer, pH 8.4, was boiled 5 min at 

lOO'C witb 0.2% SDS and 0.5% ~-mercaptoethanol. Afier cooling al room temperature, 4 ¡il 

Triton X-lOO/mg protein and 300 ¡il of distilled water/rng protein were added. The treated 
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sample was incubated ovemight at 31'C witb 80 mU/mg protein of N-peptide glycosidase F 

(pNGase) from Flavobaclerium meningoseplicum (provided by Dr. A. L. Tarentino, 

Wadsworth Center for Laboratories and Research, A1bany, USA) [14]. The mixture containing 

deg1ycosylated lectin was electrophoresed in SDS-PAGE for trypsin treatment (see further). 

Purific:stion of Iec:tin glycopeptides 

ALL glycopeptides (ALLgp) were prepared by incubating 10 mg lectin in 0.5 mi of 

150 mM Tris--acetate pH 8 and f5 mM CaC!, witb I mg pronase (from Slreplomyces griseus, 

Sigma) for 48 h at 36"C. The mixture was boiled for 5 mio to stop tbe enzymatic reaction and 

tbe glycopeptides were filtered on a column containing Bio-Gel P-2 (lOO x 1.2 cm ID) 

equihbrated witb distilled water. The glycopeptides were tben lyophilized until use [7]. 

Purification of ALL glycopeptides was peñormed by aflinity chromatography on a Con A

Sepharose column (10 x I cm) (Sigma), containing lO mg of Con Alrnl Sepharose. ALLgp 

(200 Jlg) in acetate buffer (5 mM sodium acetato, 0.14 M NaC~ and 5 mM CaC!" pH 5.2) 

were deposed onto !he column. The unretained fraction was eluted witb tbe acetate buffer; 

addition of 200 mM a-methyl-mannoside eluted Ibe retained fraction. Each coUected fraction 

was desaited on a Biogel P-2 column equilibrated wilb distilled water and Iyophilized. ALL 

glycopeptides, not recognised by ConA, were applied to a column (lO x I cm) containing Ibe 

erylhroagglutinin from Phaseo/us coccineus (lO mgirnl Sepharose), under similar conditions 

as for Con A. 

Analytical methods 

Protein concentration was determined by Ibe method of Bradford [15], using bovine 

serum aiburnin as standard. Carbohydrate composition was determined wilb Ibe 

heptalluorobutyrate derivatives of O-methyl-glycosides from Ibe lectin and its glycopeptides, 

obtained after methanolysis in 0.5 M methanol-HCI for 24 h al 80'C; Iysine (Sigma) was used 

as internaI standard. The samples were analysed by gas--chromatography using a capi11ary 

column (25 x 0.32 mm) of 5% Silicone OV 210, (Applied Science Lab., Buffalo, NY), in a 

Varian 2100 gas chromatograph (Orsay, France), as descnbed by Zanetta el al. [16]. Two

dimensional electrophoresis (2-D) of tbe purified ALL was performed as foUows: For tbe first 

dimension, isoe1ectric focusing was performed witb 10 Jlg of purified ALL in cylindrical 5% 

polyacrylamide gels (0.2 x 10 cm) containing 2% (v/v) of pH 3.5 to 10 ampholines 

(pharmacia) and 1% Triton X-lOO [17]. Ge1s were run at 600 V for 14 h al 4' C. Then, eaeh 
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gel was deposed (SDS-PAGE), for a second dimension, on 12% separating and 4% stacking 

gel in a slah gel apparatus according to the method of Laemmli [18]. Coomassie brilliant blue 

R-250 was used for staining. The pH gradient was established afier isoelectric focusing in 

blank gels by slicing the gels into OA cm sections, and eluting the ampholines with distiUed 

water, for 12 h and measuring the pH of the solution. The gradient was linear over the pH 4 to 

8.5 range. 

Amino acid sequencing 

Amino acid sequencing of ALL was determined by MALDI-TOF on peptide 

fragments obtained by trypsin digestion of the purified ALL. Afier electrophoresis of the 

purified lectin or ofthe N-peptide glycosidase F-treated lectin on SDS-PAGE, or afier 2-D 

electrophoresis, the bands or spots were excised with a scalpel, and each band or spot 

containing 200 pM ofprotein was digested with 0.5 ~g trypsin (promega sequencing grade) 

in 500 ~I arnmonium bicarbonate, pH 8.0, at 37 oC, for 24 h. The enzyme digest was then 

evaporated to dryness using a Speed Vac concentrator (Savant Instruments Inc., N. Y) and re

evaporated with water (2 x lOO ~I). Samples were prepared by mixing directly onto the target 

I ~I of the reaction products (containing 50 pM of peptides) and I ~I of a 2,5-

dihydroxybenzoic acid matrix (12 mglrnl in acetonitrile/FI,O, 80:20, v/v) and a1lowing the 

mixture to crystallize at room temperature. Positive ions of the peptides were measured by 

MALDI-TOF on a Vision 2000 time-of-flight mass spectrometer (Finnigan MAT, Bremen, 

Germany) equipped with a 337 nm UV laser. Mass spectra were acquired in reflectron mode 

under 8 ke V acceleration voltage and positive detection. Control assays were performed 

using trypsin a10ne to identiIY self-digested peptide mass and with angiotensin I as standard 

(Mr 1296.7) [19]. The mass of[M+H¡+ ions from peptides produced by tryptic digestion was 

compared with those obtained from NCBlnr (Swiss-Prot 10/04/99) database. Putative 

glycosylation sites were determined with the Prosite PaUem Search. 

Circular dichroism 

CD spectrum of ALL was recorded on an A VIV (New York, USA) spectropolarimeter. The 

protein concentration was 300 J.lg of ALU ml of PBS (30 mM sodium phosphate, 0.15 M 

sodium chIoride, pH 7.0) and the seanning range was 180 to 240 nrn in 5 mm path length 

ceUs. Prediction of secondary structure, using A. leucocarpus amino acid sequence, was made 

with SOPMA [20), GOR4 [21), and PSIPRED [22) programs. 
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Hemagglutinating activity and sugar specificity 

Human erythrocytes group OM from healthy donors were obtained from the Central Blood 

Bank, IMSS, Mexico. Hemagglutinating activity, using 25 ,,1 of lectin in phosphate 

buffered saline (PBS: 0.01 M sodium phosphate, 0.15 M sodium chloride, pH 7.2), was 

assayed in microtiter U plates (NUNC, Denmark) by the two-fold serial dilution procedure, 

finally 25 ,,1 2% (v/v) erythrocyte suspension in PBS was added to the lectin dilution. The 

hemagglutinating titer is reponed as the inverse of the last dilution with agglutinating 

activity. Sugar specificity of the lectin was determined by camparing the inhibitory activity 

ofGaINAc on the hemagglutination induced by the lectin and against human erythrocytes. 
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RESULTS 

Identification of lectin isoforms 

The lectin from Amaranthus leucocarpus was purified by affinity chromatography 

using a columo containing glutaraldehyde treated stroma from human erythrocytes type O. 

SDS-PAGE of the purified lectin under non denaturing conditions indicated that it is a 70 

kDa protein, whereas, afier treatment with B-mercaptoethanol and boiling for 10 min, the 

lectin renders a band of 35 kDa, indicating its two subunits composition, as determined by 

SDS-PAGE (Figure 1). Two-dimensional (2-D) electrophoresis of A. leucocarpus 1ectin 

confirms that it is a protein of 35 kDa, presenting three main isoforms with a pi of 4.8,4.9, 

and 5.2 (further identified as isoform 1, 11, and I1I, respectively) (Figure 2). 

Hemagglutinating activity of the purified 1ectin was confirmed in the presence of human 

erythrocytes with the M phenotype, 2 flglml of ALL are necessary to agglutinate a 2% 

solution of erythrocytes. The hemagg1utinating activity of the lectin was inhibited 

specifically by 200 mM of GalNAc, other monosaccharides such as GlcNAc, GaI, Man, L

fuc, or Neu5Ac at 200 mM concentration did not affect the hemagglutinating activity ofthe 

lectin. 

AmiDO acid sequence 

Amino acid sequence of tbe purified lectin and each isoform was anaIysed from 

peptides obtained afier trypsin digestion, by MALDI-TOF, and compared with the re1ative 

values obtained from the NCBlnr (Swiss-Prot 10/01/99) database. Digestion oftbe purified 

lectin witb trypsin yie1ds peptides with an miz range of 508.5 to 2810.7. When we compared 

tbe miz values witb the relative values obtained from tbe NCBInr database, a homo10gy of 

83% was found witb a protein of high nutritional value identified in Amaranthus 

hypocondriacus seeds; and tbe matched peptides cover 60.5 % (1841304 amino acids) of the 

protein (Table 3). Analysis of the peptides obtained by trypsin digestion of A. leucocarpus 

isoforms, separated afier 2-D electrophoresis, indicated relevant differences in tbe digestion 

profile and in tbe degree of homology witb tbe aforernentioned protein. ALL-I isoform 

yielded eight main peptides, ALL-II and ALL III yie1ded, each, seven peptides. As for A. 

leucocarpus lectin tbe miz of tbe isoforms was identified at 508.5 to 2810.7; however, as 

indicated in tab1e 1, sorne fragments were ceromon for tbe tbree isoforms. Tryptic peptides 

obtained from ALL-I and III isoforms showed 83% homo10gy witb A. hypocondriacus protein 
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whereas ALL-II showed 80% homology with this protein. Treatment of lhe purified lectin 

with PNGase before trypsin digestion enabled us to identiIY a new fragment at miz 3848.8, 

which corresponds to a 35 amino acid long peptide, and the identified peptides revealed now a 

93% homology with the aforementioned globular protein (Table 1); lhe matched peptides, 

obtained afier deglycosylation, covered 72 % (2191304 amino acids) of lhe A. hypocondriacus 

amino acid sequence (Table 1). 

Cin:ular dichroism. 

The CD spectrum of A. leucocarpus lectin was characterized by a maximum negative 

absorption at 198-202 nm and positive absorption at 185 nm in lhe far UV regíon (Figure 4). 

Analysis oflhese spectra wilh PROCEC 3.0 prograrn revealed that lhe secondary structure of 

ALL contains 45% of ~-sheet and 5% of a-helix. Similar results were obtained using 

SOPMA (35% of~-sheet and 7% ofa-helix), GOR4 (40"/0 of~-sheet and 7% ofa-helix), and 

PSIPRED (39% of~-sheet and 6% ofa-helix) programs. 

Carbohydrate composition of ALL 

Monosaccharide analysis of the glycopeptides obtained by pronase digestion of the 

affinity purified lectin revealed galactose, mannose, and N-acetyl-D-glucosantine; in minor 

concentration, xylose residues were also identified. The sugar composition of the 

glycopeptides purified by affinity chromatography on ConA-Sepharose was Man and 

GlcNAc. The glycopeptides that were not retained in the ConA-Sepharose column were 

chromatographed on Phaseolus coccineus erythroagglutinin-Sepharose. With this column 

we identified a slight and retarded interaction with ALL glycopeptides; most of the 

glycopeptides were obtained practically in the void volume, and this fraction contains Man, 

GlcNAc, Gal, and Xylose residues (Table 2). 
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DISCUSSION 

Leetins from the Amaranthaceae family, sueh as A. caudatus (AeA) and A. cruen/us. 

have been shown to be composed of tightly assoeiated homodimers of 33 kDa subunits [3, 5, 

23). The lectin from A. leucocarpus is a dimerie glycoprotein of 35 kDa subunits, composed 

of three main isoforms wilh a pi ranging from 4.8 to 5.2, as dernonstrated by 2-D 

electrophoresis. The hernagglutinating aetivity and sugar specificity for GalNAe of Ihe three 

isoforms is identicaJ, indicating !ha! Ihe aetive site of Ihe lectin seems to be preserved among 

!he three isoforms. 

As dernonstrated previously, Ihe antino tenninal in A. leucocarpus lectin is blocked 

[13]. In this work, we determined !he antino acid sequence of Ihe purified lectin, as weII as of 

eaeh isofonn, by anaIyzing Ihe peptides obtained through ttypsin digestion by MALDI-TOF 

and eomparing them with the relative values obtained from the NeBrnr database (Swiss

Prot 10/01199). Our results indicate !hat !he ttyptie peptides prepared from purified lectin and 

Ihe three isoforms show different degree (80 to 83%) of homology wilh Ihe antino acid 

sequence of tbe high nutritional value globular protein identified in A. hypocondriacus [24]. 

Allhough Ihe nutritional value of Ihe 35 kDa protein identified in A. hypocandriacus has been 

cited only for its amount of essential amino acids [24], previous works showed that removal of 

Ihe lectin does not afl'ect Ihe nutritional value of Amaranlhus seed mea! [25, 26]. The 

identified antino acid sequence for Ihe Amaranlhus hypocandriacus globular protein has not 

been associated witb any functional aetivity [24), but Ihe present work shows !ha! !bis 

identified protein is in fact a Iectin. 

Leetins from Amaran/haeeae share Ihe capaeity lo inlerael wilh GalNAe [4, 5); 

however, ALL shows s1ighl differences in Ihe recognilion of oligosaccharidie sequences. 

The leetin from A. eaudatus and ALL can bind T and Tn anligens, and subslilulions in 

Ihese anligens of Iheir Gal e3 and GalNAe e6 by neuraminie aeid are well loleraled by 

bolh leclins; however, in conlrast lo AeA, Subslitulions by N-acelyllaelosantinyl groups al 

Ihe same posilions in Ihe Iypically class 11 core of O-glyeosidically linked glyeans are nol 

lolerated by ALL [7). These resulls indicale !hal Ihe specifieilY of ALL is direcled lo 

GalNAe presenl in Ihe inner core of elass I O-glycosidically linked glyeans and nol lo Ihe 

middle of a longer oligosaccharide. The abilily of leClins to bind carbohydrale slruelures 

found in glycoconjugales depends on Iheir 3-D slruelure [27, 28]. Secondary slruelure of A. 
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/eucocarpus leetin, as determined by Circular Diehroism, is rieh in /l-sheet (45%) along 

with 5% a-helix; however, A. caudalus lectin possesses 40 and 2% of /l-sheet and a-helix 

motifs (protein Data Bank, version 1999). Considering that both leetins are very similar in 

their secondary struetures, although not identica\, our results suggest that the 3-D strueture 

of ALL and, most probably, the sugar binding site are infIuenced by the presence of N

linked glycans; tbis could explain the subtle differences in the recognition of 

oligosaccharide sequences with the non-glycosylated lectin from A. caudatus [4, 29). 

ALL is a glycoprotein !hat contains 8% of sugar by weight [13). Qur work shows 

that the three putative N-glyeosylation sites are present in the amino acid sequenee of ALL. 

Moreover, sequential treatment of the lectin with N-peptide glycosidase F and trypsin 

revea\s a 35 amino acid-Iong eryptie peptide (residues 1 \3 to 147), whieh has not been 

identified in the glycosylated lectin or its isoCorms. The presence oC N-glycosidica\ly 

linked glycan was suggested by the carbobydrate composition oC the glycopeptides 

obtained from the leetin and purified by affinity ehromatography on Con A-Sepharose. 

Con A possesses high affinity Cor glycans with the trimannosidie core containing man 

a(I,6) [man a(I,3)] man substituted by two GleNAe residues [30). ALL-glycopeptides 

interact (witb low affinity) witb tbe erytrhoagglutinin from Phoseo/us coccineus, tbe 

specificity ofthis lectin is directed toward tbe Ga\ (61-4) or (61-3) GleNAe (61-2) Man (al

) saccharidie sequence present in triantennary N-acetyllaetosamine-type N-glycopeptides 

[31). Qur data indieate that ALL eontains N-glyeosidica\ly Iinked glycans of the 

oligomannosidie-type and, in minor proportions, biantennary N-acetyllactosaminie-type 

glycans most probably present in tbe unretained ConA-Sepharose fraetion. The 

oligomannosidie structure seems to be COrnmon to glycan moieties Cound in otber plant 

lectins, sueh as jacalin [32], Sophora japonica [33], Erythrina americana [34], and Viscum 

album lectin 1 [35). The specifie role of glycan moieties of the A. leucocarpus lectin, sueh 

as it' effeet On the topology, the intemal flexibility oC the molecule or its fine sugar 

speeificity, remains to be determined. 
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Table 1. Amino acid sequence of the lectin from Amaranfhus leucocarpus (syn. 
hypocondriacus) determined from tryptic peptides by MALDI-TOF 

rnlz Isoform Residue No' Sequence 

1861.2 11, 111 2-18 (-)AGLPVIMCLKSNNNQKY 

2119.1 1, 111 21-38 YQSDNIQQYGLLQFSADK 

1586.3 1, 11,111 39-52 ILDPLAQFEVEPSK 

550.9 111 68-71 YLVR 

2259.4 1, 11, 111 72-90 WSPNHYWITASANEPDENKS 

3646.6- 112-147 LLHVQLGHYTENYTVGGS 

FVSYLFAESSQIDTGSK 

1159.7 11, 111 146-156 DVFHVIDWK 

866.6 1, 11, 111 157-163 SIFQFPK 

758.7 164-169 TYVTFK 

2810.7 111 175-196 YLGVITINQLPCLQ 

FGYDNLNDPK 

1622.5 111 199-214 VAHQMFVTSNGTICIK 

506.5 111 221-223 FWR 

1715.3 1,11,111 224-238 LSTDNWILVDGNDPR 

1121.9 1,11,111 239-248 ETNEAAALFR 

1861.2 111 249-264 SDVHDFNVISLLNMQK 

694.8 265-269 TWFIK 

• Amino acid residues are numerated according to the determined sequence of the 

high nutritional value protein from A. hypocondriacus [24). -rhis peptide was 

obtained after deglycosylation and trypsin digestion of the purified lectin. 
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Table 2. Carbohydrate composition 01 Amaranthus leucocarpus lectin 

glycopeptides purified by affinity chromatography on ConA-Sepharose 48 column. 

Sugar residue 

Xylose 

Mannose 

Galactose 

GlcNAc 

ALL 

0.7 

3.0 

4.0 

3.5 

Molar ratio" 

ALLgpConA ALLgp-

0.0 0.3 

3.0 3.0 

0.0 2.7 

2.1 3.7 

"Molar ratio is related to 3 Man residues, -ALLgp corresponds to Ihe Iraction 

unrelained on the Con A-Sepharose column, but retarded in the Phaseolus 

coccineus erythroagglutin-Sepharose column. 
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Table 3. Homology 01 the amino acid sequence 01 the lec!in Amaranthus 
leucocarpus (ALL) and the high nutritional value protein Irom Amaran/hus 
hypocondriacus (AH). 

10 20 30 40 50 
I I I I I 

AH MAGLPVIMCLKSNNNQKYLRYQSDNIQQYGLLQFSADKILDPLAQFEV 48 
ALL *-AGLPVIMCLKSNNNQKY--YQSDNIQQYGLLQFSADKILDPLAQFEV 46 

60 70 80 90 
I I I I I 

AH EPSKTYDGLVHIKSRYTNKYLVRWSPNHYWITASANEPDENKSNWACT 96 
ALL EPSK---------------YLVRWSPNHYWITASANEPDENKS----- 73 

100 110 120 130 140 
I I I I I 

AH LFKPLYVEEGNMKKVRLLHVQLGHTENYTVGGSFVSYLFAESSQIDTGS 146 
ALL ----------------LLHVQLGRTENYTVGGSFVSYLFAESSQIDTCS 106 

150 
I 

160 
I 

170 
I 

180 
I 

190 
I 

AH KDVFHVIDWKSIFQFPKTYVTFKGNNGKYLGVITINQLPCLQFGYD 192 
ALL KDVFHVIDWKSIFQFPKTYVTFK-----YLGVITINQLPCLQFGYD 147 

200 210 220 230 
I I I I I 

AH NLNDPKVAHQMFVTSNGTICIKSNYMNKFWRLSTDNWILVDGNDPR 238 
ALL NLNDPKVAHQMFVTSNGTICIK------FWRLSTDNWILVDGNDPR 187 

240 
I 

250 
I 

260 
I 

270 
I 

280 
I 

AH ETNEAAALFRSDVHDFNVISLLNMQKTWFIKRFTSGKPEFINCMN 283 
ALL E~DVBDFNVISLLNMQKTWFIK------------- 219 

290 300 
I I 

AH AATQIVDETAILEIIELGSNN 304 
ALL --------------------- 236 

AH corresponds to Ihe determined sequence 01 the high nutritional value protein 

Irom A. hypocondriacus (24). In bold letters, the amino sequence 01 ALL matched 

with A. hypocondriacus. In cursive letters, the ami no acid sequence identified after 

deglycosylation and trypsin treatmen\. *The NHz-terminal end 01 ALL is blocked. 

Putative N-glycosylation sites (underlined) were detenmined wilh the Prosite Pattern 

Search. 
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Figure Footnotes 

Figure l. SDS-polyacrylamide electrophoresis of the purified Amar(Ulthus leucocarpus lectin: 

A) A. leucocarpus crude extraet (60 ~g) afier reductive treatment; B) Purified lectin (5 ~g) 

afier treatment witb B-mercaptoethanol; C) Purified lectin (5 ~g) witbout reductive treatment. 

D) A. leucocarpus crude extract witbout reductive treatment. Molecular weight markers: B

galactosidase Escherichia coli (116 kDa); phosphorylase B (97 kDa); fructose-6-phosphate 

kinase (84 kDa) bovine serum albumin (66 kDa); glutamic dehydrogenase (55 kDa); 

ovalbumin (45 kDa); glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36 kDa), carbonic 

anhydrase (29 kDa). 

Figure 2. Two-dimensionaI electrophoresis of tbe purified AmaranJhus leucocarpus lectin. 

lsoelectric focusing (m tbe first dimension) of lOO ~g purified ALL was perfonned in 

cylindricaI polyacrylamide (at 5% concentration) gels containing 2% (v/v) of pH 3.5 to 10 

ampholines and 1% Triton X-lOO. Gels were run al 600 V for 14 h al 4' C. The gel was 

deposed for a second dimension on an SDS-PAGE slab gel. The pH gradient was established 

afier isoelectric focusing in blank gels by slicing the gels into 0.4 cm sections, eluling 

ampholines witb distilled water, fur 12 11, and measuring tbe pH of!he solution. The gradient 

was linear over tbe pH 4 to 8.5 range, and indicated spots correspond to pH 4.8, 4.9 and 5.2 for 

AUA to ID, respectively. 

Figure 3. Circular dichroism spectrum of A. leucocarpus Iectin. en spectrum oftbelectin was 

recorded on an A V1V spectropolarimeter. The protein concentration was 300 ~g of ALUmI 

in 30 mM PBS, pH 7.0; tbe scanning range was 180 to 240 nm in 5 mm patb length ce1ls. 

Analysis of this spectrum witb PROCEC 3.0 program reveaIed that tbe secondary structure of 

ALL contains 45% ofp-sheet and 5% of 

o.-helix. 
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cAPÍTIJwm 
ESPECIFICIDAD DE LA LECTINA DE Amaranthus leucocarpus POR 

O-GUCOPÉPTIDOS. 

Las lectinas interactúan específicamente con estructuras sacarídicas ya sea en 

solución o con glicoproteínas de membrana, donde reconocen secuencias de monosacáridos 

de manera reversible. La interacción de las leetinas con monosa.cáridos presentan 

constantes de disociación del orden de 10.2 a 1O-4M, a pesar de la baja afinidad, las lectinas 

poseen una alta especificidad, asi tenemos que lectinas que reconocen galactosa no 

interactúan con su epimero, la glucosa. La mayoría de la lectinas presenta una especificidad 

hacia estructuras oligosacarídicas más complejas, con constantes de disociación del orden 4 

x 10" M. Esta capacidad de interacción de las lectinas, se debe a que el sitio de 

reconocimiento a carbohidrato se caracteriza por ser una región de aproximadamente 200 

aminoácidos, altamente homólogos (50-60"10) en lectinas de la misma familia y en donde se 

establece la interacción carbohidrato-lectinalJ
. La afinidad de las lectinas también aumenta 

debido a la multivalencia de cada lectina en la cual las subunidades de una lectina se 

asocian para formar dímeros o tetrámeros25
. 

Existen lectinas que interactúan especificamente con estructuras de tipo N

glicosídicas, como las lectinas Lens culinaris y Canavalia ensiformis. Por otra parte, existe 

un gran número de lectinas que poseen la capacidad de reconocer estructuras del tipo 0-

glicosídico, debido a la especificidad por la posición axial del OH en el carbono 4 de la 

galactosa o de la GalNAc, como es el caso de la lectina de Arachis hypogeae y 

Amaran/hus leucocarpus. Sin embargo, dada la gran diversidad de estructuras que hay en 

los O-glicanos", existen lectinas que presentan especificidad hacia cierto tipo de 

estructuras O-glicosídicas. Así tenemos que para el antígeno T (GaIIl1-3GaJNAcal

OSerffhr) se han identificado en: Amarantáceas, en la Móraceae, en algunas especies de 

leguminideae y en las proteínas inhibidoras de ríbosomas39
, a pesar de poseer la misma 

especificidad, estas lectinas tienen actividades biológicas diferentes. En lectinas de la 

misma especie como las amarantáceas A. caudatus yA. leucocarpus, poseen aparentemente 

la misma especificidad hacia el antigeno T; sin embargo, a diferencia de otras lectinas de la 

misma especie A. leucocQrpus induce inmunosupresión y reconoce una población de 

timocitos CD4+ vírgenes. Estas diferencias en la actividad sugiere que el arreglo 
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conformacional de los oligosacáridos y la cantidad de estos en la célula pueden influir en la 

interacción carbohidrato-Iectina. 

RESULTADOS y DISCUSIÓN 
Se determinó la constante de afinidad de la lectina ALL, asi como su especificidad 

hacia diversas glicoproteinas, péptidos y neo-glicopéptidos O-glicosilados mediante 

ensayos in vitro, empleando electroforesis capilar y ELISA. Para los ensayos de 0-

glicosilación se emplearon preparaciones microsomales obterudas de timocitos de ratón, ya 

que en éstas células se ha caracterizado el receptor, se utilizaron microsomas obtenidos de 

mucosa gástrica y de colon, ya que se caracterizan por su alto contenido de mucinas. Se 

utilizaron los siguientes péptidos que poseen sitios potenciales de O-glicosilación 

TTSAPTTS, GTTPSPVP y GTTPSPVPITSTTSAP. El grado de g1icosilación se evaluó 

por electroforesis capilar. 

El péptido ITSAPTTS glicosilado con preparaciones microsomales de ratón, 

presentó dos residuos de GaINAc incorporados en las treoninas dos y cuatro, mientras que 

el mismo péptido glicosilado con las preparaciones de mucosa gástrica y de colon presentó 

un solo residuo de GalNAc incorporado en la treanina en posición dos. El péptido 

GITPSPVP glicosilado con las preparaciones microsomales de mucosa gástrica y mucosa 

de colon, presentó dos residuos de GalNAc incorporados en las treaninas en las posiciones 

dos y tres. Por otra parte el péptido GITPSPVPTTSITSAP, glicosilado con microsomas 

mucosa gástrica presentó dos residuos de GalNAc en las treoninas en posiciones dos y tres, 

mientras que al utilizar las preparaciones de mucosa de colon se obtuvo la incorporación de 

seis residuos de GalNAc presentes en la treanina dos, tres, nueve, diez, doce y trece. La 

interacción de la lectina de A. leucocarpus se evaluó mediante el emplea de la 

electroforesis capilar midiendo el retardo en el tiempo de migración de la lectina 

f1uorosceinada, de todos los glicopéptido utilizados solo el péptido TTSAPITS glicosilado 

con las preparaciones microsomales de timocitos de ratón fue capaz de desplazar el tiempo 

de migración de la lectina. Los glicopéptidos que presentaban un residuo de GalNAc no de 

interactuaron con la lectina y, por tanto, no se observó cambios en el tiempo de migración, 

mientras que el glicopéptido GTTPSPVPTTSTTSAP, el cual presentó seis residuos de 

GalNAc no interactuó con la lectina de la semilla de amaranto. 

Estudios previos han demostrado que la lectina de Arachis hypogaea es capaz de 

interactuar con glicopéptidos en donde las estructuras oligoscaridicas se encuentran en 
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posiciones adhyacentes64
, mientras que para la lectina de Salvia sclarea, específica para el 

antígeno Tn, la distancia entre dichas estructuras no interfiere con la interacción de la 

lectina'. Para la lectina de A. leucocarpus, la distancia entre las estructuras oligasacarídicas 

influye en la interacción de la lectina con su receptor, demostrado por el hecho de que la 

lectina solo interactúa con el g1icopéptido TTSAPTTS glicosilado con micro,omas de timo 

munna. Esta interacción fue puesta en evidencia con ensayos de electroforesis capilar, que 

demuestran que este péptido di-g1icosilado es el único que modifica el tiempo normal de 

migración de la lectina en electroforesis capilar. 

Mediante el empleo de la técnica de ELISA, también se evaluo la interacción de la 

lectina de A. leucocarpus con diversas glicoproteínas, péptidos, glicopéptidos y 

neoglicopéptidos.. La interacción de la lectina con estructuras oligosacaridicas se evaluó 

usando mucina submaxilar ovina y bovina, fetuina, g1icoforina A, g1icopéptidos de estas 

proteínas, así como los neoglicopéptidos derivados de la g1icosilación in vitro. Los 

péptidos de g1icoforina M y N Y el péptido TISAPTTS, fueron utilizados como control. 

Cada una de las glicoproteinas probadas presenta una cantidad variable de estructuras 

oligosacaridcas, así por ejemplo la mucina submaxilar ovina y bovina contienen 

aproximadamente un 60'10 de carbohidratos en su estructura, de los cuales el mas del 95% 

son O-glicanos. La fetuina contiene un 50% de g1icosilación de los cuales el 6% 

corresponde a los residuos O-g1icosilados. La IgA posee el 15% de su peso corresponde a 

estructuras oligosacaridicas, de las cuales el 33% son O-g1icanos. La lectina de A. 

leucocarpus interactuó preferentemente con la fetuina y, en menor proporción, con la 

mucina submaxilar bovina, la IgA y la mucina ovina. La glicoforina A M fue reconocida 

preferentemente a la glicoforina AN Los péptidos no g1icosilados de glicoforina no fueron 

reconocidos. 

La constante de disociación de la lectina por GalNAc a 26°C se obtuvo por 

fluorecencia, a 26°C. Nuestros valores indican que la constante es de 1.02xlO·' M. Este 

valor es semejante al reporte en lectinas con la misma especificidad que ALL. De acuerdo 

con los datos obtenidos por ELISA de la especificidad de la lectina, el orden de está 

constante de asociación para la fetuina y péptido TTSAPTTS debe de ser aproximadamente 

100 veces mayor. Nuestros datos confirman que ALL interactúa específicamente con 

estructuras O-glicosídicas del tipo T y Tn, la distancia entre ellas es importante para la 
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interacción lectina-receptor, así como también la orientación y conformación de los 

monosacáridos constituyentes de dichos antígenos. Tal es el caso de los fenotipos M y N 

que aparentemente presenta el mismo número de antígeno T en su estructura, sin embargo, 

la lectina de ALL aglutina preferentemente a los eritrocitos humanos con el fenotipo M. En 

estos marcadores se ha sugerido que la orientación de los monosacáridos en fenotipo M es 

diferente a la observada en el fenotipo N. Estas evidencias pudieron ser comprobadas al 

identificar que la lectina de ALL no interactúa con estructuras O-glicosiladas adyacentes, 

como lo demostró la no interacción con el glicopéptido GTTPSPVPTTSTTSAP, en el que 

los residuos de GalNAc se encuentran en posiciones muy cercanas. Esto nos permite 

suponer que la lectina no interactúa con estructuras que contienen gran cantidad de residuos 

O-glicosilados. Tal es el caso de la leucosialina, molécula cuyo precursor es una 

glicoproteina de 65 kDa, que se caracteriza por presentar un alto contenido de O-glicanos 

en su estructura y cuyo peso molecular se incrementa hasta 120 kDa en función al estado de 

activación de la célula debido al aumento en la cantidad de Q-glicanos presentes. 

Estos resultados abren una nueva perspectiva en la interacción lectina-receptor, en la 

cual no solamente la secuencia de carbohidratos participa en dicho reconocimiento, si no 

también la distancia y conformación de dichos carbohidratos es relevante para la 

interacción de una lectina con su receptor específico. 
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SPECIFICITY OF Amaranrhus leucocarpus LECTIN FOR 

O-GLYCOSYLPEPTIDES 

Running title: Specificity of Amaranrhus leucocarpus lectin 

Key words: Amaranrhus leucocarpus, plant lectins, T and Tn-specific lectin, O-glycans. 
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ABSTRACT 

Amaran/hus leucocarpus lectin (ALL) is specific for N-acetyl-D-galactosamine (GaINAc) 

present in the inner core of O-glycosidically linked glycans from '-different glycoproteins 

and celIs. In this work we used fluorescence spectroscopy to calculated the dissociation 

constant of ALL and GalNAc 1.0 x 10.2 M. We also determined the specificity of ALL for 

O-glycosylpeptides by capillary electrophoresis and ELISA assays. The O-glycosylpeptides 

wcre obtained afier pronase digestion of fetuin, human Irnmunoglobulin A, ovine and 

bovine submaxillary mucin (OSM and BSM), as well as with neo-glycopeptides obtained 

by in vi/ro O-glycosylation with microsomes from murine thymocytes, gastric fundus and 

colon. ELISA assays were revealed with peroxidase labeled murine monoclonal IgG2 with 

K light chain (designated as 5D4) antibodies, raised against the purified lectin. Our results 

indicate that pronasic O-glycopeptides eontaining GalNAc-Serffhr (from OSM) and 

GalBI,3GalNAe-Serffhr (from BSM, IgA, glycophorin AN
) showed the same capacity to 

interaet with ALL, whereas glycophorin A M_as well as and fetuin showed increased 

capacity to interact with the Jectin. From the in vitro glycosylated peptides. only the 

TTSAPTTS containing GaINAe residues on T2 and T6 was identified by ALL. Neither 

TTSAPTTS eontaining one transferred GaINAe nor other glycopeptides, with more than 

two GalNAe residues interacted with the lectin. These results confirrn that ALL recognizes 

spaees between GalNAe residues in glycan struetures whereas adjacent GalNAe interfered 

with the lectin interaction. 
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INTRODUCfION 

Lectins are important tOOs for oligosaccharide characterizatioo as weU as for isolatioo 

of ceUular populations (1,2). In particular, lectins witb specificity fur O-glycosidically linked 

glycans (cootaining GalJ31-3 GalNAcal-OSerfThr, and GalNAcal-OSerfThr) have been 

widely used in fractionatioo of glycoproteins and ceUular sub-populations (3, 4). Lectins from 

tbe Amaranthaceae family have been identified in A. caudaJus (5), A. cruenJus (61 and A. 

kucocarpus (7). All!bese lectins ioteract specifically witb GalNAc (N-acetyl-D

galactosamine) (5-7) and have been proved to be usefu) tools to recognize O-gIycosidically 

linked glycans in different tissues, tumors, and ceUs (8-10). Amaranthus leucocarpus is a 

Mexiean representative of tbe Amaranthaceae family. It possesses a lectin !hat induces 

irnmunesuppressioo in animals (ll), recognizes ooo-stimulated or naive ceUular populations, 

such as murine peritoneal macrophages and CD4+ mouse and lruman lymphocytes (12). The 

lectin from Amaranlhus kucocarpus (ALL) agglutinates hnman erythrocytes with tbe M 

phenotype (8), and it has been recentIy demonstrated to interact with O-glycosidically linked 

proteins in sorne oeurodegenerative processes (13). In a recent work, it has been suggested 

that AlL may recognize a particular conformatioo of sorne O-glycan determinants adjacent 00 

the peptidic backbooe of specific ceDular receptor, conferring tbe lectin its particular 

biological properties (14). The arnino acid sequence and isoforms of this lectin was recentIy 

determined (15). In this work, we determined tbe specificity of Amaranlhus leucocarpus lectin 

towards different O-glycosidically structures using microsomal preparations and capillary 

electrophoresis. 

MA TERIALS AND METHODS 

Lectin eItrattion 

Amaran/hus leucocarpus seeds were obtaioed io Tulyehualco (Mexico). The. leclio 

was purified by affinity chromatography 00 stroma from human O erythrocytes as 

described previously (7). 

Fluorescence spectroscopy 

Fluoresceoce anaIysis was carried out usiog I OO~g of Amaran/hus leucocarpus 

lectio io Iml of phosphate bulrered salioe (PBS: 0.01 M sodium phosphate, 0.15 M sodium 

chloride, pH 7.2), was placed io a I cm path-Iength-cell and the titratioo curve with 
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GalNAc was obtained at 26°C. The fluorescence emission was recorded, with a Perkin 

Elmer speetrofluorimeter LS-SB with 285 nm for the exeitation wavelength, as the 

emission 385 nm wavelength. The excitation and emissíon slits were set at 5 mm and 2.5 

mm respectively. 

Microsomal preparation 

Surgically removed thymuses from 28 old male BALB/e miee were minced in 

DMEM with a 20-gauge needle in a Petri dish, passed through a nylon mesh and the 

harvested eells were washed thriee in DMEM The pellet was suspended in 2 mi of PBS,; 

eells were counted with a hemocytometer, their viability was assessed by the trypan blue 

exclusion test, and adjusted to I X lO' eeUs/mI in PBS. Afterwards the thymocyte 

mierosomal suspensions were prepared by sonication on ice of the eell pellet, followed by 

procedure further deseribed. Protein concentration was determined according to the 

method of Lowry (16), the eellular pellet was stored at -70·C in a 0.2M NaCVO.2SM 

suerose solution until used for GalNae tmnsferase assays. 

Samples from human stomach and colon were healthy tissues from caneer patients, 

who had undergone resection. Mierosomes from these tissues were prepared by Potter

Elvehjem homogenization of tissue in ice- cold 0.25 M, suerose and 0.2 M NaCI and 

eentrifuged at 10000 x g for lO min followed by ultraeentrifugation at 140000 x g for 20 

min to colleet the mierosomal pelle!. The pellet was suspended in NaCI-suerose solution 

and protein coneentration was determined on a Hotaehi 717 spectrophotometer 

(Boehringer) using the Biotrol kit protein assay reagent (Biotrol, Chenoevieres les Louvres, 

Franee). 

GalNAe transferase assay. 

Different synthetie peptides were used as exogenous substrates: the octapeptide 

NH,-TISAPTIS-COOH (AP) dedueed from a tandem repeat sequenee of MUC SAC of 

human stomaeh muein, NH,-GTIPSPVP-COOH (GP) tandem repeat sequenee of fundic 

human gastric, NH,-GTIPSPVPTISTISAP-COOH (GP2) tandem repeat sequenee of 

human colon (17,18,19). Assays were peñormed in mierosomal supsensions with a total 

volume of 40 ¡d containing the following components at final coneentrations: peptide 

aeceptor SmM (10 ¡d), 125 mM MES buffer (pH7.0) (10 ¡d) containing 0.2% (v/v) triton 

X-lOO, 12.5 mM MnCh ImM PMSF, ImM AEBSF, ImM E64; ImM AMP (SJlI), UDP-
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¡'H]-GaINAc (0.3 X !O' dpm) in ImM cold UDP-GalNAc (5 ¡'u), and 12¡lg ofmicrosomal 

preparation (10 ¡ll). Afier addition of the enzyme preparation, the samples were incubated 

for 3 h at 37'C. The reaclion w.s slopped by Ihe addition of8 volumes (320 ¡ll) of20 mM 

sodium borale-lmM ethylenediamine letraacetic acid (pH 9.1). The products oflhe in vi/ro 

O-glycosylalion reaclion were separaled !fom Ihe excess UDP-GalNAc using an AGI-X8 

anion exchange resin column by elution with water (3 X I mi) and ¡'H]GalNAc 

incorpor'lion was counted in a Beclanan, LS 6000 T A liquid scinlillalion speclrometer. 

Before eapillary electrophoresis, the aqueous eluales !fom Ihe exchanger AGI-X8 were 

desalted on Sep-Pak CI8 reversed-phase cartridges .ctivated wilh lO mi melhanol followed 

by 10 mi deionized waler conlaining Ihe counlerion lrifluoroacetic .cid (TFA, 0.1%); polar 

malerials were washed wilh 10 mi walerrrF A, whereas Ihe glycopeplide !faclions were 

obtained by elution wilh lO mi of.cetonitrile 25% in waler/O.I%TFA. 

Capillary Elec:tropboresis 

Capillary electrophoresis was performed on a PlACE Model 5000 syslem 

(Beckman, Fullerton, Ca.) conlrolled by the System Gold software V 810 (Beckman). UV 

absorbance was monilored al 200 nm. The fused siliea eapillary was 57 cm X 75 ¡lffi i.d. 

and fitted in a cartridge wilh a modified mandrel lo improve cooling. Migralions were run 

at 23'C using a 2 N formic acid buffer and the voltage across Ihe eapillary was mainlained 

at 20 kV. Injections were performed oul by pressure (duralion 6 s, approximalely 10-20 

pmol) and afier each separalion the eapillary was flushed wilh acelonitrile 25% in PBS pH 

7.2 for 2 min (20). Inleraction of Ihe A. leucocarpus lectin wilh differenl glycosylpeptides 

was performed using 4 ¡lg of ALL-FTC wilh 16 ¡lg of peptides in PBS pH 7.2, and 

incubating I h at room lemperature, 5 ng of sample was injecled to a PlACE Model 5000 

system. Migralions were run al 23'C using PBS, pH 7.2, during 30 min and Ihe voltage 

across the eapillary was mainlained al 20 kV. Ahsorbance was monilored al 560 nm. 

PreparatioD of glycopeptides 

Glycosylpeptides !fom human IsA, ovine and bovine submaxillary mucin, porcine 

slomach mucin and feluin were oblained after treatmenl by Streplomyces griseus pronase 

trealmenl (Img of enzyme per lO mg of glycoprolein incubaled for 48 h al 37'C). Each 0-

glycosylpeptide was desalled by filtralion on a column (2x60 cm) containing Bio-Gel P2, 

equilibrated with 0.5 M acetic acid in distilled waler, Iyophilized, and kepl at 4'C until use. 
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The 0- and N-glycosylpeptides from fetuin were fractionated by gel filtration on a column 

(1.6 x 100 cm) containing Bio-Gel P4 equilibrated with 0.05 M pyridine acetate, pH 4.5 [J. 

Each O-glycosylpeptide was desalted by filtration on a column containing Bio-Gel P2. 0-

glycosylpeptides were desialylated by incubation at 100°C for I hin the presence ofO.02 N 

sulfuric acid, as described by Spiro and Bhoyroo [21). and desaIted on a Biogel P-2 column 

(1 x 60 cm) equilibrated with 0.5 M acetic acid. The carbohydrate composition of each 

glycosylpeptide was determined by gas-liquid chromatography. 

Hybridoma fusions and sClUoiog 

Balb/c female mice (20-30 g) were inununized intraperitoneally, four times with 50 

¡¡g of ALL in complete Freund's adjuvant. Spleen cens were haJvested and fused to tbe 

myeloma cen line P3-X63Ag8 according to tbe method described by Kohler and Milstein 

(1975) and modified by Gefier et al. (1977), using polyethylene glycol to promote 

hybridization of mouse myeloma censo To determine production and secretion of ALL 

reactive monoclonaI antibodies (mAbs), supernatants of HAT selection growth-positive clones 

were anaIyzed by ELISA using ALL and supernatant of P3-X63Ag8 ceU culture as negative 

control. Positive hyhridomas were expanded and subcloned by limiting dilution to ensure 

stability of mAb production. The antibodies were purified by fractionation witb 27% solid 

anunonium sulfate and ionic exchange chromatography on DEAE-Sephadex (pharmacia) and 

finaUy labeIed witb horseradish peroxidase, according to tbe method of Avrameas and 

Ternynck (1971). 

Specificity of Amaran/hus leucocarpus lectin determined by ELISA 

The specificity of A. leucocarpus was determined by comparing the capacity of tbe 

lectin to interact witb glycoproteins, glycopeptides, asialo-glycopeptides, as wen as with 

Neo-glycosylpeptides. Samples (200 I1g) in carbonate buffer (lOO mM pH 9), were 

incubated in sterile tlat bottom rnicrowell plates (Nunc Delta, Roskilde, Denmark) for 12h 

at 4°C. The plates were then washed with PBS and the wells covered with 300 ¡¡l of 5% 

skirnmed milk in PBS and incubated for 12 h at 4°C. Afier removing of milk, the wells 

were incubated with lOO 118 ALL at 37°C for 3 h and then incubated overnight at 4°C. The 

excess lectin was washed with PBS and the wells were incubated with 100 111 of 

monoclonal (5D,) antibody against the lectin diluted 1: 400 at 37°C for 1 h and then 

incubated ovemight at 4°C. Excess monoclonal antibody was eliminated by washing five 
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times with PBS and Ihe wells were incubated with 1001." of anti murine IgG peroxidase 

labeled for 1 h at 37°C. Unbound conjugate was removed by washing 6 times with PBS 

containing 0.1% Tween 20 followed by two washes with PBS alone. The presence of ALL 

was revealed by incubating the wells with lOO ~I cr-phenylenediamine hydrochloride and 

1 00 ~I hydrogen peroxide in 0.1 M citric acid at room temperature for 30 mino The reaction 

was stopped by adding 1 00 ~I of 6 M acid chloride to each well and the absorbance was 

read at 490 nm on a DYNATECH MR 5000 microplate reader. 

AnaJytieal metbods. 

Protein concentration was determined by Ihe metbod of Lowry modified by Peterson 

(1977), using bovine serum albumin as standard. Carbohydrate content and composition of 

Ihe Iectin, its isoforms, and of a\I gIycoproteins used in this study was determined with 

heptaf\uorobutyrate derivatives of O-methyl-glycosides, obtained afier hydrolysis wilh 0.5 N 

metbanol-HCI for 24 h at 100°C, by gas-chromatography with a capillary column (25 x 0.32 

mm) of 5% Silicone OV 210, (Applied Science Lab., Buffalo, NY), in a Varian 2100 gas 

chromatograph (Orsay, France); Ihe carrier gas was helium al a pressure of 0.6 bar, and the 

oven temperature progranuned from 100 to 240°C at 2°C per min [17]. L-Iysine (Sigma 

Chem., SI. Louis, MO) was used as internal standard. Identification of each sugar residue was 

confirmed by mass spectrometry using Ihe Fmnigan Automass U mass spectrometer, Ihe HFB 

derivatives of Ihe O-methyl glycosides of monosaccharides present relatively high mass: 978 

forhexoses, 977 for hexosamines and 1275 for sialic acid [17]. 
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RESULTS 

Fluorescence spectroscopy. 

The dissociation constant of Amaranthus leucocarpus lectin and GalNAc was 

determined by quenehing of fluoreseenee was considered as 1.0 x lO·' M. Other 

monosaeeharldes used as control, sueh as GIcNAe, GaI, Gle and Man, did not interaet with 

the lectin. 

GalNAc transrerase assays 

The GalNAe-transferase aetivities from crude mierosoma! homogenates from 

thymocytes and from human gastrie fundus and human colon were comparatively analyzed. 

The mierosoma! homogenales were assayed toward different synlhetie peptides. Afier 

elimination oflhe excess ofUDP-GaINAe, tbe GalNae transferase aetivities were measured 

by the transfer of radiolabeled ['H]GalNAe to lhe peptide substrates. Incorporation rates to 

the tested peptides ranged 4,000 to 40,000 nmol GalNAc/hImg protein (Table ¡). 

CapiUary Electropboresis. 

To visualize the differences in O-glycosylation, performed to all peptides witb the 

different mierosoma! preparatioos, the samples were anaIyzed using e1ectrophoretie 

teehniqucs. Capillary E1ectrophoresis ( 2SKarger, B.L. and Foret, F., 1993) allowed us to 

idenlity O-glycosylated products, according to their relative electrophoretie mobility. 

Electrophoresis gave very reproducible profiles, allowing us to compare the electrophoretie 

protiles of peptides with or witbout incorporated GalNAe. Incubation without GalNAe 

always revealed a specifie fraction, identified at ¡ 9.6 mio, whereas addition of UDP

GaINAe, renders fraetions identified at 21.4 and 22.2 mio which corresponded lo peptides 

containing one or two incorporated GalNAe residues, respectively (Figure ¡). Table 2 

summarize tbe number of fractions and residues of GalNAc incorporated to the different 

tested peptides. 

OnIy peptide AP glycosylated witb mierosoma! preparation from thymocytes was 

able to interact witb ALL, as identified by the delay in lhe migration time, whereas tbe 

same peptide glycosylated with gastrie fundus and human colon did not interaet with lhe 

lectin (Figure 2). Peptides GP and GP2 glycosylated with different micro soma! 

preparations and with GalNAe residues incorporated at different positioos, did not interaet 

with the lectin (Table 3). 
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Monoclonal antibodies 

Hybridomas were produced by fusion of mouse myeloma cells and spleen cells from 

miee immunized wilh Ihe lectin from A. /eucocarpus. Hybridoma culture supernatanls were 

screened for production of antibodies against ALL by indirect ELISA Hybridoma cells were 

subcloned, one of Ihem was ebosen for further ebaracterization and designated as DG4; its 

isotypic ebaracterization indicates that il helongs lo IgG2 wilh 1C light ebains. Specificity of 

monocIonaI antJ.bodies was verified in Ihe lectin purilication procedure; fullowing allinity 

cbromatography of a hemolymph sample, collected fractions were assayed for lectin presence, 

onIy !he protein fraction eIuted from Ihe aIIinity cbromatography matrix was positiveIy 

identified by 504 antibody in Ihe ELISA assays. 

ELISA 

The ELISA method to evaIuate Ihe interaction of ALL wilh differenl O-glycopeplides 

intplies utilization of monocIonaI antJ.bodies against Ihe purilied ALL. The ELISA method 

intplies utilization of monocIonaI antJ.bodies against Ihe purified ALL. Standardization of 

ELISA assays was aebieved by using Ihe purilied lectin. The sensitivity of Ihe assay allowed 

us lO detect concentrations as low as 3 ngj mi (1 frnol). Our resulls indicale !hal 0-

glycopeptides containing GaINAc-SerfThr (from OSM) and GaIBI,3GaINAc-SerfThr (from 

BSM, IgA, glycophorin A N) showed Ihe same capacity lo inleract wilh ALL; whereas 

glycophorin A M_as weIl as and feluin showed two fold powerful capacity !han olher 0-

glycosyIpeplides lo interact with Ihe lectin. In Ihe presenee of Neo-glycosylpeptides, our 

results confirmed !hat onIy Ihe peptide AP, which is glycosylated on T2 and T6 posilions, 

was recognized by ALL. Neo-glycopetplides conlaining one or more GaINAc residues 

were nol recognized by Ihe lectin. The peplide AP, recognized by ALL, was glycosylated 

by Ihe mirocrosomaI preparation ofmouse Ihymocytes (Table 4). 

75 



DISCUSSION 

Plant lectins represent a group of well-preserved proteins through evolution; tbis 

property is observed even at Ibeir sugar-binding specificity (21). Lectins from the 

Amaran/eceae farnily have been demonstrated in A. cauda/us (5), A. cruen/us (6), and A. 

leucacarpus (7). These lectins have been considered important tools to eharaeterize 0-

g1ycans (21) and their capacity to recognize specifically sugar struetures in tissues and 

tumors has been demonstrated (22). ALL agglutinates preferentially human erythrocytes 

with g1ycophorin A M rather tban Ibose with g1ycophorin AN
, both phenotypes revealed 

similar rates of O-glycosylation and showed differences at their NH,-terminal. These 

results, and the faet that ALL recognizes T (GaIBI,3GalNAcal,OSerffhr) and Tn 

(GaINAcal,OSerffhr) structures, suggest that ALL recognizes its specifie sugar receptor in a 

particular conformarion or, probably, distances between O-glycans moieties (15). In Ibis 

work we identified Ibe fine specifieity of Amaran/bus leucocarpus lectin for g1ycopeptides, 

peptides and neo-glycopeptides. Neo-glycopeptides were prepared with microsomes from 

mouse thymocytes (12), gastrie fundus and human colon (17, 18). The interaction of ALL 

wilb glycoproteins was different probably because Ibey have different pattems of 

carbohydrate distribution and conformation as suggested in a previous work (15). Bovine 

subrnaxillar muein is very rieh in T and Tn-antigens, glycophorin A M_as well as AN and 

ovine muein possesses the Tn antigen in a bigh proportion; however, the O-g1ycosidically 

linked glycans represents 30"/0 of Ibe glycan structure in feluin and is confined to Ibe 

carboxyl part of the molecule, but was Ibe glycoprolein best recognized by ALL. 

Glycophorin AM was beller recognized tban glycophorin AN
, differences in Ihe interaction 

should be due to the interaction of ALL wilb GalNAe; moreover, glycan 3-D presentation 

or the possible participalion of OH, from serine residues in Ibe amino-lerminaI of the AM_ 

g1ycophorin could be not ruled oul. These results were confirmed using neo-glycopeplides 

and capiUary electrophoresis, the peptide AP with Iwo GalNAe residues, separated in the 

peptide sequence, was able to modify the migration time of ALL. It is interesling lo paint 

out !hal the GP2 glycopeptide with six GalNAe residues incorporated, in cluster 

conformation, did not inleraet wilh ALL. In contrast to olher lectins with similar sugar 

specificity, sueh as Salvia sclarea or Vicia vil/osa lectins, adjacenl GaINAe residues are not 

recognized by ALL (23). The ability oflectins to bind carbohydrales depends on their 3-D 

76 



structure (25) .nd their cap.city to detect subtle vari.tions in the conforrnatioD of 

carbohydrate structures ITom cell surface (26). 

In previous works it was determined that A. caudatus (ACA) showed great 

homology with ALL (27); but, in spite of tbis homology, ALL showed slight differences in 

the recognition of oligosaccharidic sequences. Similarly to ACA, A. leucocarpus lectin can 

bind T and Tn antigens, and substitutions in these antigens oftheir Gal-C3 and GalNAc-C6 

by neuraminic acid are well tolerated by botb lectins. The present results confirm that ALL 

recognizes T and To structures arranged order\y its receptor, but a bigh density of GalNAc, 

forming glycosylated clusters 00 the receptor, ioterferred witb tbe lectin's active site. 

O-glycosidicaJly linked glycans attached to membrane and cell surfaces play 

important biologicaJ roles (28), and these structures are respoosible for the 3-D 

organization of glycoproteins. Based 00 tbe afoerementioned, our results reinforce tbe 

ootioo that lectins ITom tbe Amaranlhus genus, and particularly A. leucocarpus represent a 

tool for the study of mucin structures and tbeir biologicaJ role. 
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Table l. Incorporation rate of GalNAc in petides in vitro. 

GalNAc transferase 
PETIDE THYMOCYTES· FUNDIC GASTRIC· COLON· 

TTSAPTTS 84.000±IOO 

GTTPSPVP NO 

GTTPSPVPTTSTTSAP NO 

17,800±S,OOO 

4070±SOO 

51300±460 

19,900±6,400 

4,070±30 

5,300±2,660 

·nM ofGalNAcJhIrng after 3hrs ofincubation at 37°C. NO: Not determined 

Table 2. Capillary electrophoresis and proposed positions of GalNAc residues on Neo
g1ycosylpeptides 

GalNAc-transferase Peptide Peaks No. transferred 
GalNAc 

Murine Thymocytes TT·SAPT·TS 2 2 

Human Gastric Fundus TT·SAPTTS I 
GT·T·PSPVPTTSTTSAP 2 2 

Human Colon TT·SAPTTS I 
GT·T·PSPVP 2 2 

GT·T·PSPVPT·T·ST·T·SAP 6 6 
·Sites of incorporation ofGalNAc 
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Table 3. Time (in min) of migration* of Amaranlhus leucocarpus lectin in the presence of 
different Neo-glycosylpeptides. 

GalNAc transferase 

PETIDE THYMOCYTES FUNDIC GASTRIC COLON 

TTSAPTTS" 15 13 \3 

TTSAPTTS \3 13 \3 

GTTPSPVP \3 13 13 

GTTPSPVPTTSTTSAP \3 13 \3 

·Determined by capillary electrophoresis in a 30 minutes run programo Positive interaction 
of !he lectin was determined by inhibition of the migration time. •• The peptide was 
glycosylated by thymocyte microsomes. 
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Table 4. Interaction of O-glycosylpeplides and Neo-O-glycosylpeptides with 
Amaranthus leucocarpus lectin determined by ELISA. 

GL YCOPEPTIDE 

OvineMucin 

Bovine Mucin 

Fetuin 

IgA 

AN glycophorin 

AM glycophorin 

Neoglycopeptides' 

SEQUENCE 

ST"PGST"S' 

S"EST"PQLP' 

AGPT"SAAG' 

VAS"VVV' 

GPPPSA' 

APS"AVP' 

TPST"PST"P' 

LS"TPEVAM 

SS"TI"GVAM 

TI" SAPT"TS' 

TI"SAPTIS 

GT"T"PSPVP 
GT"T"PSPVPT"T"ST"T"SAP 

o D (490 nm) 

0.5 

0.7 

0.9 

0.4 

0.1 

0.8 

0.5 

0.1 

0.1 
0.1 

"Indicates the glycosylation sites' Data from Hemandez el al. (14), 'Determined by 
capillary electrophoresis. 'The peptide was glycosylated by thymocyte microsomes. 
Glycopeptide coneentration was adjusted to 100 nM and incubated with \O ~g lectin, and 
revea\ed with HPR labeled Mabs anti ALL. 
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Figure 1. Electrophorogram of the TISAPTIS peptide O-glycosylated by murine 
thymocyte microsomes. Capillary electrophoresis was perforrned on a PlACE Model 5000 
system. UV absorbance was monitored at 200 nm. Migrations were run at 23'C using a 2 
N formic acid buffer and the voltage across the capillary was maintained at 20 kV, in a 30 
min programo Arrows indicat. th. position of mono and di-glycosylated peptides. 
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Figure 2. Electrophorogram of the interaelion of A. leucocarpus lectin with the 
TISAPTIS O-glycosylpeptide. The assay was performed using 4 Ilg of ALL-FITC with 16 
Ilg peptides in PBS, pH 7.2 and ineubated during l h at 25 ±)°C; 5 ng of the sample was 
injected into a PlACE Model 5000 system. Migration rates of the leetin-glycopeplide were 
compared with free leetin (dotied line). Assays were performed at 23°C using PBS pH 7.2 
at 20 kV, in a 30 min programo Absorbanee was monitored of 488 nm at 560 nm. 
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CAPÍTUWIV 
AISLAMIENTO DEL RECEPTOR DE LA LECTINA DE Amoranthus leacocarpus EN 

TIMocrros DE RA TON CD4+ 

La g1icosilación de proteínas mediante enlaces del tipo O-gIicosídico se rea1iza en el 

aparato de Golgi, en donde por acción de la GalNAc transferasa, se adiciona un residuo de 

GalNAc a un residuo de serina o treonina". La O-gIicosilación fue asociada con estadios de 

inmadurez cuando en 1976 Reisner identificó poblaciones de timocitos en la corteza del timo 

reconocidas por la lectina de Arachis hypogeoe (PNA), específica para residuos de galactosa, 

presentes en los O-gIicanos". A partir de entonces, la identificación de estructuras reconocidas 

por esta lectina se relacionó con procesos de inmadurez y posteriormente se amplio a procesos 

de transformación cancerosa. Sin embargo recientemente se ha despertarlo el interés de la 

posible función de las estructuras O-gIicosiladas en la superficie de diversos grupos celulares'. 

En particular se ha observado que durante la maduración de los linfocitos T, se expresa una 

cantidad variable de O-gIicanos, la cual puede ser influenciado por la expresión de trasnferasas 

de GalNAc, así como la presencia del substrato especifico". 

El desarrollo y maduración de los linfocitos T, se lleva a cabo en el timo. En este 

órgano se encuentran tres poblaciones principales de células, que representan etapas 

diferentes en la maduración de las células T. Estas poblaciones son reconocidas por la 

expresión de sus co-receptores CD4, CDS, C04-CDS- y CD4+CDS+. Previamente se ha 

demostrado que la lectina de Amaran/hus leucocarpus aglutina aproximadamente 5.6±O.9 

% de células del timo, de las cuales el 75% presentan el fenotipo COJ, CD4+,CDS67
-. 

Estos resultados indican que la lectina reconoce poblaciones en las última etapas de 

maduración, lo que sugiere que la presencia de estructuras O-g1icosídicas, participan de 

manera importante no solo en los estadios celulares de inmadurez, sino en los procesos de 

desarrollo celular. Ya que hasta los momentos se cuenta con pocas herramientas para el 

estudio y caracterización de estructuras O-gIicosídicas, en este trabajo se aisló y caracterizó 

al receptor de la lectina de Amaran/hus leucocarpus (ALL) presente en los timocitos CD4+ 

RESULTADOS y DISCUSIÓN 

La sub-población de linfocitos reconocidos por la lectina AIL fue separada por 

aglutinación selectiva utilizando a la lectina ALL acoplada a biolina. La caracterización 

fenotípica de las células AIL + se hizo mediante el método de doble marcaje, utilizando 
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anticuerpo anti-CD8 unido a fluoresceina diluido 1:1 5011 O' células y anticuerpos anti-CD2, 

CDJ, CD4 o CD43 unido a ficoerytrina (PE) como segundo color. CD45RB, que es un 

marcador de inmadurez, también fué determinado en las células ALL + usando un solo 

marcaje con anti- CD45RB unido a fluoresceína. Después de la incubación las células fueron 

lavadas en PBS-BSA y resuspendidas en 500J.1l de PBS con 0.1% de p-forma\delúdo. Las 

células fluorescentes fueron detenninadas por citometria de flujo en un citofluorómetro 

Becton & Dickinson. Los tirnocitos aglutinados por la lectina de ALL corresponden 

aproximadamente al 5% de la población total, la mayoria de estas células presentan un 

fenotipo maduro con CD2+CDJ+CD4CD~83.4%), mientras que el 14.8 de las células 

presentan el fenotipo CD2+CDJ+VD4+CD8+, 0.4% de las células presentan el fenotipo 

CD2+CDJ+CD4-CD8+, aproximadamente el 90% de la población reconocida por la lectina 

de Amaranthus leuoocarpus también presenta el fenotipo CD45RB, presente en células 

vírgenes. La maduración de los tirnocitos se caracteriza por la expresión del receptor de 

células T Y los CD4 y CD8. El antígeno común de leucocitos, CD45, es un marcador potencial 

de células de memoria, de células en descanso o células vírgenes CD4, los tirnocitos expresan 

una isoforma de alto peso molecular de este antígeno, que es reconocida por anticuerpos 

monoc\onales anti CD45RA y CD45RB. Los O-gIicanos reconocidos por la lectina de 

Archachis h}pogaea (PNA) también son marcadores de proliferación y diferenciación de los 

tirnocitos. Los receptores de PNA se encuentran predominantemente en células de la corteza 

tímica y corresponden a poblaciones de tirnocitos inmadurosCD4-, CD8- y CD4+, CD8- y 

también se encuentran expresados en linfocitos de memoria o activados. Estos resultados 

sugieren que las poblaciones reconocidas por la lectina de amaranto, corresponden a una c\ase 

de tirnocitos vírgenes y que serán exportados a los tejidos Iinfoides periféricos. 

La purificación de receptor se realizó mediante cromatografia de afinidad indirecta De 

aproximadamente 10' timocitos se recobraron 27.4 mg de proteína soluble después de la 

lisis. La fracción recuperada de este procedimiento corresponde a menos del 1% de la 

proteína presente en ellisado. El receptor de ALL es una glicoproteína, el peso molecular 

determinado por SDS-PAGE es de70 kDa, con aproximadamente el 20"10 de carbohidratos. 

El análisis de la composición de aminoácidos indica que la proteína es rica en residuos de 

ácido aspartico, ácido glutárnico, serina, prolina y glicina. La fracción de carbohidratos del 

receptor esta formada por GalNAc y Gal, monosacáridos caracteristicos de estructuras de 
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tipo O-glicosidicas, además se detectó la presencia de pequeñas cantidades de GIcNAc, 

manosa y ácido siálico característicos de N-glicanos. 

La purificación de las isoformas del receptor de ALL se realizó mediante el empleo de 

FPLC. El receptor purificado por afinidad fue aplicado a una columna mono P HR 5/5 

equilibrada con amortiguador Bis-Tris a pH 7.5 con un flujo de ImIlmin, las isoformas del 

receptor fueron separadas mediante un gradiente discontinuo de O a 1 M NaCI. A las 

fracciones colectadas se les midió pH, densidad óptica a 280 nm y concentración de 

proteína. Tres ¡sofonnas fueron aisladas mediante la cromatografia de intercambio iónico. 

La isoforma ALLTr 1 corresponde al 50 % de la proteína aplicada a la columna, mientras 

que ALL Tr2 y ALLTr3 representan el 25% y el 15% respectivamente. Las isoformas del 

receptor presentan pequeñas variaciones en la concentración de carbohidratos por peso y 

por diferencias en la concentración de ácido sialico, siendo ALL Tr3 la isoforma con mayor 

cantidad de este monosacárido, lo cual sugiere que el estado de glicosilación es modificado 

de acuerdo al estado de activación de la célula. El receptor y sus isoformas poseen el amino 

terminal bloqueado. Existen lectinas que tienen capacidad para interactuar con otros 

antígenos de leucocitos; PNA reconoce una g1icoproteína de 170-180 kDa y otras bandas de 

110-120 kDa, la lectina de Salvia sclarea interactúa con una g1icoproteína de 125 kDa, que 

corresponde a la leucosialina. también conocida como sialoforina o CD43. Otras estructuras 

tipo mucina han sido caracterizadas en los linfocitos, tales como CD45, que es una 

glicoproteína de 95 kDa; Ly5 o noo de 210 kDa. Para descartar la posibilidad de que 

CD43 fuera el receptor potencial para la lectina de ALL, debido a que posee alto contenido 

de estructuras O-g1icánicas, se realizaron ensayos de electrotransferencia del lisado celular 

a papel de nitrocelulosa, usando un aparato de transferencia semi-seco Bio-Rad, bajo las 

condiciones del fabricante, usando el anticuerpo S7, que reconoce la isoforma de liS kDa y 

el anticuerpo IBII que reconoce la isoforma de 130 kDa. Con estos ensayos se confirmó 

que la glicoproteina que es reconocida por la lectina ALL no corresponde a ninguna de las 

isoformas de CD43, lo cual posteriormente fue confirmado mediante la secuenciación del 

receptor. 

La secuencia de aminoácidos del receptor de ALL se obtuvo por MALDl-TOF, 

mediante la digestión triptica se obtuvieron 25 péptidos cuyos rangos de masas fueron de 

442.9 a 3817.2 miz, las masas más abundantes se encontraron en: 689.9, 14807.7, 1957.2, 
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2251.1 Y 2809. El receptor de ALL presenta un 17% de homologia con la proteina 

KIAA0659, un 10% de homologia con el receptor del factor transformante del crecimiento 

tipo beta y un 7% de homología con, el dominio de muerte de una proteína asociada a Fas 

(CD95), debido a la baja homología del receptor con secuencias depositadas en NCBlnr 

(Swiss-Prot) podemos concluir que la glcioproteina de 70kDa aislada de timocitos de ratón 

es un nuevo receptor, que deberá ser secuenciado por la degradación de Edman. 

La lectina de Amaranthus leucocarpus reconoce macr6fagos peritoneales murinos, 

donde interactúa con un receptor de 68 kDa", cuya composición de aminoácidos es diferente a 

la que se presenta en el receptor de timocitos, esto indica la posible presencia de motivos 

proteicos, que presenten estructuras O-gIicosidicas comunes tanto en las células provenientes 

de la linea linfoide y mieloide. Aunque el papel del receptor de ALL debe investigarse mas a 

fondo, el receptor para ALL en timocitos puede ser considerado como un nuevo marcador 

para células vírgenes. 
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From murine mcdull;lry thymocytes we purified the 
receptor ror the AmarantllllS uucocarpus lecUn (ALL) 
using a complex with the biotln-Iabeled lectin and avidin
agarose :lS the amnUy marriL Most ALLo thymocytes 
(83%) are naive cells with the CD4+CDS'CD45RB+ pheno
type. The receptor ror thIs lectio Is' a 70 kDa glycoprotein 
lhat conlalns 20% orsugar by mass.1t is co~tituted malnly 
by aspartic and glulamle acids, serlne, proline, and glycine; 
115 glycosidic porUon contains mainly O-glycosidically 
Iinked glycans with Cal, GalNAc aild NeuAc residues as 
well as one N-glycosidically linked glycan per molecule. 
lonie strengtb chromatograpby revealed tbat· the ALL
tbymocyte receptor (ALLTr) is made up by tbree isororms, 
whlch possess similar amino acid composition bul show 
slight diR'erences in thelr sugar composition. The N
tennlna) amino acid residués are blocked botb in the 
receptor and Its purified' isofonns. Analyses of the 
receptor's peptides, obtained by trypsin digestion witb 
MALDI-TOF (matrlx assisted laser desorption lonization
time or OIghO, were compared. with the relative values 
obtained from lhe NCBInr (Swiss-Prot 10101199) database. 
Our results lndlcate Ihat tbe peptides or ALL Tr show low 
homology (<17%) wltb tbe buman K.IlA protein, tbe Fas
associated deatb domain prolein, and lhe transfonning 
growtb factor~p type U rettptor. Our results suggest thal 
the ALL tbymocyte reaptor c:ould be considered a novel 
phenotyplc: inarker spedfic: ror naive T aIIs. 
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Introduction 

Bone marrow-derived nuclC;lted cells are known to posscss 
glycoproteins containing O·glycosidically glycans linked 
through N·acelyl-D-galactosamine (GalNAc) to bydroxyi 
groups of serine or threonine residues, These O-g1ycosyl
proteins or mucin-Iike glycoproteins appear to be of diffemtt 
sizes. depending on me stale and the Iype oC cells. Previous 
works indicatc,lhat me mucin·like sU'Uctures are specific Cor 
each celllineage and Cor diCCerent difCerentiation stages, witbin 
a given ceU lineage (Fukuda, 1992; Muroi el al .• 1997). For 
these reasons, it is of particular interest to identify specific 
tools for the study of the specific role of O-glycans in cdl 
physiology. . 

Lectins are excellenl lools ror oligosaccharide characteriza
lion as well as Cor isolation or cellular populations. Lectins, 
which show spccificity (or O-glycosidically lioked glycans. 
have been widely used in tbe fl"olCtionation of tbymocytes and 
Iymphocyte subpopulations. By selective agglutiriation with 
peanut agglutinin (Arachis "ypogaea), ir is possible 10 puriry 
cortical immature thymocytes (Rcisner el al., 19700); Usiog 
the same procedure, T and B splenocytes wcre fractionated 
with the lcetin from Glycine mtlX (Reisner ef al.;·1976b): HeJix 
pomalia can be employed for tbe identificadon arid isolation of 
T cells (De Petris and Tackacs. 1983), and Vicia yillo~ agglu~ 
tinin recognizes specifically Iymphocytes bearing'lhe CD8· 
(cytotoxic) phenotype (Fortune and Lehner. 1988). Otber 
lectins such &S wheat germ agglutinin. specific for GlcNAc 
have been used in me purificalion of B Iymphocyte.s (De Dios 
el al .• 1986). Sequential fraclionation oC lymPhocytes· by 
soybean and peanut agglulinins yielded a pluripotential stem 
ceHs enriched fraction devoid of grnf't versus host activity. 
which has becn successrully traJ1splanted into patients with 
severe immune dcficiencies (Reisner. 1983). Moreover. sorne 
oC mese leclins are currently used to evaluate the immune 
status or patien15 (Sharon. 1983). In previous. works we 
demonstrated thar the lectin from Amarfllllhus Jeucocarpus 
(ALL) pos.sesses lhe capadty 10 interact wim murine medul
lary thymocytes (l..ascurain el al .• 1994). munne nonactivated 
peritoneat macrophagcs (Gorocica el al .• 1998; Maldonado el 
al., 1998), and human naive T-Iymphocytes (l.ascurain el al., 
1997). ALL is a 35 kDa glycoprotcin specific for the T ando tbe· 
T. antigens (GaI pl.3GalNAc al.O-~ and 
GalNAcal,O-Ser{fhr, respectively) (Zenteno. el al .• 1992). 
This lectin agglutinates preferentially erythrocytes witb the M 
phenotype. does not rec:ognize B Iymphocytes. shows low 
mitogenic activily on human Iymphocytes (l..ascurain ee al.,. 
1997), and induces suppression in mice (Zenteno el al.. 1985). 
Although it has becn.reported thal all the ceUs recognized by 
ALL sharc the characterislic of being. naivc or quiescent cells 
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Fl¡. l. Pbenotypic chu1Ictcriz.al.ioo or murinc lh~ purined by selctUve 
a¡¡Iutinat.ion wilb biotin-labeled Ama1'lJlllJua klla>CtJr1nu Ioctin. <a} AnaI)'ICI 
_ peffonned usin¡ PE labelcd lIlti.cD4 lIn4 fITC.1&bekd auti.cD8 u 
lCCODd colot. (b) FITC.1abdcd .rui-cD4SRB wu uscd 10 idcotify lhymocyIcs 
wilh a&iw: pbenocypc. AImos& 9Ot. of lbc AU.-purificd ecIlJ an: CD4SRB' 
(Oe.r) lDd -8 ... oIlbe 10W r!lymocytca; ctW.eopouded 10 naive CD4SRB' mis 
(Dorl<,' 

(Lascurain tU al .• 1997; Gorocica el al •• 1998), until now the 
specific role oC the Iymphocyte subset recogniz.cd by mis lectin 
has ROl been elucidated. This work: provides infonnation on lile 
molecular charactcristics oC !he ALL receptor from murine 
medullary thymocytcs. 

Results 

Ce/Jular purification 

The thymocytes agglutinated .by biotin·labeled ALL (AU. ... ·) 
corresponded to 5% (tO.3) ol me total thymocytes. ALL" cells 
bear mainly the tnIltUre tbymocyte 'phenotypes, 
CD2'C03'CD4'CDS' (S3.4%). 14.S% of, thc ""lis are 
CD2+cD3+cD4+cD8+. 0.4% are CD2+CD3+cD4'"CD8+, and 
1.3% are CD2+cD3+cD4-Q)S' (Figure ta),·Almost 90% ofilie 
AU.-purified cells possess also the CD4SRB+ phenot)'pC 
(Figure 1 b); control experiments indicated that -8% oC lhe total 
thymocytes corresponded to naive CD4SRI;l+ cells. 

Receptor purification I 

From -10' thymocytcs. 27.4 mg of soluble proteio were 
obtained aftcr Iysis. Thc receptor for AlL was purified in a 
single step from lite lhymocyte Iysate by an indircct affmity 
chromatography method. using biotin·labeled ALL and 
avidin-agarose as affinity SUPPOrL The receptor was eluted 
from the affinity matrix specifically by adding 0.2 M GalNAc 
(Figure 2). The purified protein corresponds to 180)J.g «1%) 
oC the protcins from lhe cclllysate. 

Po/:ft.lcrylamidt! gd dt!ctropho~sis ami blotting 

SOS-PAGE analysis oC me purified ALL·receptor from 
murine lhymocytes showed that lhe purified fradion is horno. 
geneow, giving a single band oC 70 Id)a (Figure 3). Experi. 
ments usíng ALl as control indicated a band oC a 35 kDa 
protein. confinning thal me 70 kOa b:md obtained by affinity 
chromatogmphy corresponds to lhe purified receptor (Figure 
3). BLoning oC murinc lItymocyles Iysate was revealed with 
antibodies against the CD43 isofonns 57 (which recognize lhe 
t 15 tOa isoCo"") and lB 11 (130 leDa). and with biotin labeled 
ALL. Our results indicate lhal·the antibodies against CD43 
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Filo 2. Purific::ation of Ihe murine tÍtymoc::yte receptor ror Amaron/lúa· 
Iturocurpus lectin. The cell5 prior 10 I)'sis \Ven: incubated with biotin·b.beled 
ALL. and then thc c::omplu W8S purirted en en avidin-asllI"OK eolumn. 1be. 
unretained frac::tion was elulc:d with PBS·T (0.11. Triton X·loo) and thc 
affinil)' purirlCd receptor was eluted by additionof 0.2 M OalNAc in PBS·T. 
Optical dcnsil)' AmW8S determined on {nction, diaI~ previously a¡ainst 
PBS. 

isoConns. recognized in lhe thymocytes· eXlraCt. a single bando 
which corresponds lO its specific proteins. (Figure 4. l:mes ,1. 
2), and ALL recognizes only a 70 kOa protein in ~e same cell 
(ysate (Figure 4. lane 3). The purified ALL thymocyte receptor 
is rccognized by the lectin (Figure 4.1ane 4). :: ... : 

PurificaJion o[ AU thymocyle receptor iso[orms 
l ... 1." 

From the affinity purified ALL receptor we obtained lhree 
isofonns by ion exchange chromalography on a mono:P 
column, in anionic Corm. The isofonns (tenned as ALLTrl. 
ALLTr2; and ALLTr3) were eluted with a stepwise gradient oC 
NaCI. The amount of protein obtained in each Craclion indi
cllted Ihat lite mosl important isoCorm is the ALLTrl, which 
corresponds to 50% of the receptor applied on the· calumn; . 
ALLTr2 and ALL Tr3 corresponded to 25% and 15% of the 
protein applied on lhe mono P column (Figure 5). 

ChemicaJ characleriUllion 

The thymocyte receptor Cor ALL is a glycoprotein. willt 20% 
of sugm by weight. containing mainly aspartic. glutamic., 
serine, proline. and glycine residues: no specific peak of 
cysteic acid was found after perfonnic acid oxidation (rabie 1). 
The carbohydrate fmction oC lhe receptor, which rcpresents 
20% by weighl. contains mainly N·acelyl·I)..ga1actosamine 
and galactose. bUI N-acetyl·D-glucosamine. mannose, and 
sialic acid are also presenl in smaller amounlS (Table U). The' 
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Fi¡;. J. SDS-PAGE arme purificd ALL·!hymocytc ~cplor. Lanc A, 50 ¡.te of 
lh.ymocylc lys~tc. Lime B. 10)lg of purificd fr.lclion clu\Cd wi¡h. 0.2 M 
C;uNAc. L~n~ C. 10 ¡lgA"",rantllus ¡"ucocarpus !eclio. Th ... molecular wei~hl 
markcrs are: myosin (205 kDa), pllosphorylasc b (94 kDa), bovinc scrum 
albumin (67 kDa). ovalbumin (45 kDa). carbonic anhydrasc (JO ~Da). trypsin 
inhibilor (20.1 kD~) and a-lactalbumin (14.4 kDa). 

analysis oC Ihe puriricd isofonns indicutcd slight differcnces in 
the concenlmlion of carbohydrates by wcighl. :md quantitative 
diffcrences in the concentnltion of sialic acid: as indicated in 
Tablc n the mos! sialylated isofonn i:; represcnlcd by Ihe 
ALLTr3 (metion. The receptor and its purified isofonns 
possess blocked N·tcnninal amino acid residues. Tryptic 
digeslion r..,f Ihe purified receptor. analyzed by MALDI-TOF. 
yiclds 25 pcptidic fructions, the mi: of the identifiCd fructions 
ranged from 442.9 to 3817.2, but the main fractions were 
located at 689.9,1284.7,1480.7.1957.2,2251.1, and 2809.1. 
The molecular [M·Hj· ions from the MALDl-TOF !ipectrum 
of tryptic digested thymocyte receptors were comparcd wj¡h 
mose obtained from ¡he NCBlnr (Swiss-Prot 1O/01J99) data
base. The identified thymocyte peptides showed 11% 
homology with the KIAA0659 protein. which is a predieted 
ceding sequence obtained from cONA clones from brain, 10% 
with me uansfonning growth factor-Il typc 11 receptor, and 7% 
with Fas-associated death dornain protein interleukin-I b
converting enzyrne. 

Discussion 

T Iymphocylcs differcnliate within lhe thymus along Ihe CD4/ 
C08 devclopmcntal pathway in a highly ordercd process 

ThYI1"'cylc receptor ror A",artlu/lIlU fcucacQrpUJ Icctin 

1 2 3 4 
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Fig. 4. lrnmunoblot of murine thymocytes and purificd ALL·lhyrnocylC 
receptor. ThymocylC lysatcs (from 2)( 1()6 cells) wereelcctrophórcscd in SOS
polyacrylamidc ¡;el cle<:lmphorcsis. tr.msferrcd 10 nhroccl1ulosc filleB, ¡¡¡¡d 

analyzcd wilhS7 (¡¡¡¡IÍ·II!) kOól irofonnofmurincCD43, lme 1). and lB11 
(;mli·CD43. 130 Un irof()(Jll, I:me: 2). CeIJ lysatc (Ianc 3) and \he affi'nity 
chromato¡;raphy purified receptor (I:me: 4) werc analyx.ed with biotin-labc:led 
ALL. Lancs I and 2 were revealed wilh rol! anti-mousc COtIjugated wil.h 
oorser.didl pcro .. ida.e. ¡¡¡¡d lancs 3:md 4 wilh ExIa.vidin-peroJ,)da.$e in;u¡ 
enhan=1 cbemilumineseence detel;Lion s)'J'tem. 

(Sprent. 1989). Maluration of Ihymocytes is assessed by 
expre.ssion of Ihe T cell receptor and the CD4 and COS, The 
Icukocyte common antigen, CD45, has becn promoted as a 
potential marker of memory T cells_ Resting or naive CD4"T 
cells exprcss a high-molccular weight isofonn recognized by 
anti CD45RB monoclonal antibodics (CD45RA in humans), 
the reciproca1 subsels on activated Iymphocytes are identified 
by the 1055 of CD45RB monoclonal antibodies stainiog (Bel! el 
al., 1998). Lymphocyte O-linked (Gal~1,3GaINAc) glycans, 
reactive wilh PNA, are other markers which seem lo be 
developmentally rcgulated (Wu el al" 1997), and have also 
been implicated in T -cel! proliferation and differentiation 
(Barclay el al_, 1987)_ PNA reccptors are predominantly 
prcscnl in immature (cortical) thymocytes (CD4'C08' and 
CD4·C08·). and in mature CQ4-CDS· memory or aclivated 
Iymphocytes (Galvan el 01_. 1998). The GalNAc specific Icctin 
from Amaran/hus Icucoearpus rccognizes murine medullary 
thymocytcs (Lascurain el al., 1994) and human T-cclls with 
the phenolypc CD4+CD45Ra+CD27', indicaling lhallhc Icc¡in 
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Rg. S. Purification of murine lhymocyte receptor (ALLTr)-isofonns ror 
Amu/"allflms kllcocurpllS Icctin by ion cxchange chrom~togr:ophy on a mono l' 
eolomn (:mionic fonn) in an FPLC systan. The aflinily purirlCll ALL ~plor 
(~OO ~g) wa.~ applicd lO lhc: cuJl,lmn equilibl1lted pll:vioosly ""ith SO mM Bis· 
Tris bI.IITer pH 7.5. Isofonru ""Cll: elutcd by a stcp""isc NaClllradicnl (doUcd 
!ine). Dclcclion of lhe oplical densily of cach 1 mi fr~clion w;¡s al ... ~ 
(eonl¡nuO\l~ lioe). 

receptor is present speeifieally in naive or quieseent ce]! 
subpopulalions (Laseumin el al .. 1997). In this work we 
conlirmed Ihal Ihe main proportion (83%) of Ihe murine 
Ihymocylcs recognized by ALL are CD4 ·CD8·; funhermore, 
we identified them as CD45RB+, indieating thal they eorres
pond 10 a naive cell subsel of Ihyrno;;yles, which could be 
deslined for expon 10 Ihe peripherallymphoid tissues (Sprent, 
1989). 

The Ihymocyle receptor for ALL is a glyeoprotein of70 kDa, 
which seems to be made up of three isofonns lhat can be sepa
rated by ion exehange chromatography. The ALL-thymocyte 
receptor contains mainly glutamic, aspanic, serine, proline, 
and glycine residucs. Its glycans contain mainly Qal, GaINAe, 
and NeuAe rcsiducs as typica! sialylated O-glyeosylprolcios. 
BUI Ihe presence of mannosc and GlcNAe rcsidues indicatcs 
that the reccploreomains also N-glycosidic¡¡lly linked glyeaos. 
Thc amioo acid eomposition of ¡he three isoforms is almost 
idcntical lO ¡h¡¡1 01' Ihe affioity chromatogrJphy purificd 
ro.:ccplor. The main differcnecs among Ihese rractioos werc 
observed in thcir sug¡¡r eoneentratioo and degree of sialylation; 
Ihe isoform ALL Tr3 is Ihe most sialylated. suggesting Ihat. as 
in olher lllembranc O-glyeosylproteins. Ihe glycosylatioo sIal!;! 

is modificd aecording 10 !.he activation stalc of Ihe ecll 
(Carlssoo and Fukuda. 1986; Pillcr el al., 1988). 

By meaos of Icctios with similar spccificity 10 ALL, several 
aulhors eharJelerizcd different leukocyte anligens; PNA 
recognizes a major glycoprotein of 170-180 kDa and minor 
bands of 110-120 JeDa (De Maio el al .• 1986); lhe lectin from 
Sal\'l·u sclareu interacts specifieally with a 125 kDa glyco
protcin that corresponds 10 Icukosialin (CD43 or sialophorin) 
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'l':Iblc l. Allllno ~cid composinon or,lle IllynH>C")·lc·re~-.:~or fm tlntar/mr/u" 
1""CI .. :arllll.' k~lin 

Amino ~e,d Rc"d....::s pcr Rc~illuc' p;:r mulcculc 
lIJO amino ac,d, 

ASX 11.5 59.J 

GLX tO.5 54.0 

SER lOA 53.4 

CLY 8.1 41.7 

HIS 6.7 34.6 

ARG 2' 15.2 

THR 6.8 35.1 

ALA S.S 2l1.5 

TYR 4.9 25.5 

MET 1.7 8.7 

VAL 4.2 21.9 

IL~ J.O 15.3 

LEU 6.9 35.6 

CYS O O 

PHE 3.2 16.5 

LYS '-' 255 

PRO 8.7 ..... 8 

TOI~I 51SA 

nlC mnlc~ul~r lilaS, ur lhe rccc(llOr ¡~ 70 kD~. Ca1culalion of amino add 
rc,_idu", ¡, b~,cd 011 Ihc cnn,idcration Ih"l 11(1 lo 20% uf lhe molecular m:..ss is 
~mb ... hydrJlc. 

T:,blc 11. Carbohydratc composilion ur ALL·lhymocylc reccplor und isofonm 

SU¡;Jr residuc Rcsidocs pcr molccu!c 

ALLTr ALLTrl ALLTrl Al.LTr3 

Sug;tT conlenl (%) 20 " 2) 19 

F~~ 10.0 0.0 0.0 0.0 

M;u¡nosc J.I 5.4 6.0 2.' 

Galaclm<: 18.9 27.3 24.7 19.2 

GlcNAc 10.0 l70S '.7 ••• 
G~lNAe 26.0 )4.4 30.4 23.0 

NeuAc 7.6 6.6 9.S 11.2 

SUI::lr re,idoc. po!r molccuJc are (ll"Cscnlcd con,idering Ihc p;:rccnl of Ihcir 
COI1CCIl'r.llion unll "molecular m:.l.'s ur 70 1o;D". 

(Piller el al .. 1988). Muein-likc struetures have beco identified 
in other leukocytc antigens (Shimizu <\nd Shaw. 1993), sueh as 
CD45 (95 kDa) and Ly5 or T 200 (210 kDa). AlthouSh the 
pOlcnlial rcccplor for ALL has beco assumed 10 be leukosialin 
(Figure 4), which is Ihe major carrier of O-glyeosidically 
linked glycans in lymphocYlcs (Carlsson and Fukuda, 1986; 
Shelley el al .• 1989), 00 cross rcaetion was idenlificd either 
bclwecn Ihe Au.. receptor .:md known phcnotypic markcr.;. or 
with leukosialin (Figure 4). lllcse rcsults wcrc conlinned by 



analysis of !he amioo acid sequeoce of !he ALL-thymocyte 
receptor. The receptor and its isoforms have blocked N
tenninal amino acid residue; !he analysis of tryptic peptides 
from !he receptor by MALDI·TOF indicated that the protein 
shows low «17%) homology wirh proteins such as the human 
cerebral KIAA0659 proteio (Ishikawa et al., 1998), Fas·asso
ciated death domain protein (Fernancles·Alnemri el al., 1996), 
and transfonning growth factor·p type 11 receptor (Suzuki el 
al., 1994). 

ALL interacts also with resident murine peritoneal macro-
phagCs tbrough a 68 kDa receptor, its amino acid composilion 
being different from lhat of the thymocyte receptor (Gorocica 
el al., 1998), indicating the presence of common protein motifs 
containing O-glycosidically linked glycans in cells derived 
from Iymphoid and myeloid cell Iineage. Although the func· 
lion of \he AI:.L receptor remains to be identified, our results 
suggest lhat the ALL receptor could be considered a novel 
molecular marker for naive or quiescent T -ceU populations. 

Materials and methods 

Reagents 

Amaranthus leucocarpus seeds were obtained in Tulyehualco, 
Mexico; and the lectin was purified by affmity chromatog
raphy as described by Zenteno and Ochoa (1988). The A.leuco· 
carpus lectin (ALL) was labeled with lhe N
hydroxysuccinimide ester of biotin from Pieroe Chem. Co. 
(Rockford, IL) at a label/prolein ratio af 2: 1 (Savage el al., 
1992). Electropharesis and bloning reagents were obtained 
(rom Bio-ROO Lab. loe. (Richmond, CA, USA). Cell culture 
media, biatin, avidin monomeric-agarose; avidin-peroxidase, 
bovinc serum albumin frution V, sugarS. and chemical 
rugents were from Sigma Otemical Ca. (Sl Louis, MO). 
Phycoerythrin (PE}-Iabcled antibodies against murine 
Iymphocyte mmers: C02, C03, CD4, aml CD43 isofonos. as 
well as FlTC-labcled anti-CD8, and anti.cD45RB. as well as 
tal anti-mouse antibodies conjuga1c:d with horseradish peroxi
dase were obWned from Pharminjen (New York, NY). Tryp
sine. sequence grade. was ol¡ltained in Promega (Omy, 
f""",,). . 

Cdls 

Thymus glands were surgically removed from maJe CD-I mice 
(4 weeks old), washed twice in phosphate-buffered satine 
(PBS: 0.1 S M NaCl, 0.05 M sodium phosphate, pH 7.2) and 
passed through a fine mesh to harvest the suspended cells. 
Thymocyles were suspended in Dulbecco's modified Eagle's 
medium supplemented .with 5% fetal calf serum (hcat inacti
valed al 56"C fQr 30 min) allO'celWmL TIte ALU thymocyte 
subpopulation was purified by selective agglutination as 
follows: l mi ofthe cell suspension was incubated for 10 min 
at room temperature with 10}.lg of biotinylated-ALL, then the 
tell suspension was layercd gently on top of a 7% bovine 
serum albumin salution in PBS in conical 12 mi glass tubes. 
Añer. 30 min al room tempe~ture, tite ceOs present in \he 
bottom (ALU thymocytes) and on the top (ALL" thymocytes) 
weee collected sepamtely: and washed twice with PBS 
(Reisner, 1983). 

Thymocyl~ r«eplor rur Am4ltal!,luu ',ueoaupuJ Icctln 

Analysis 01 seporaled cells 

Viabilily of purified thymocytes (>90%) was assessed by \he 
trypan blue exclusion test. Phenotypic characterization of the 
ALL + cell fraclions was detennined by (he double stain immu·· 
nological method (Hudson and Hay. 1980). ALU cells were 
incubated al room temperature for 15 mio with 10 J1l FlTC 
anti.cD8 diluted 1:150/10' cells in 500 p.l PBS-BSA·azide 
(PBS with 0.2% bovine serum albumin and 0.2% sodium 
azidc) and 10 ~ PE-Iabeled anti·CD2. C03, or CD4, diluted 
1 :200, as the second color. CD45RB was detennined en ALL6 

thymocytes using a single nuorescen~ assay using io ~ or 
FlTC·anti CD45RB (diluted 1:150/1()6 cells in PBS-BSA
azide). After incubation. the cells were washed with PBS-BSA 
and suspended in 500 fll of PBS with 0.1 % p-fonnaldchyde; 
fluorescent cells were detennined by flow cytometry in an 
Excalibur Becton & Oickinson Cell Sorter apparatus (FACs, 
Mountain View, CA). In aU cases the biotin-Iabeled ALL was 
presento and no variations in the phenotypic charactenzation 
were observcd ir the leclin was eliminatcd previously by addi· 
lion of 0.2 M GaINAc. Control staining was perfonned using 
FlTC-labeled antibodies against ALL. 

Receptor purification 

lndirect affinity" chromatography was used as a method to 
purify \he lectin-binding glycoproteins from the thymocyte 
(Buckie and Cook, 1986); 1011 thymocytes purified byaggluti
nation wilh biotin-ALL \vere Iysed in a soluuon of .PBS 
containing I ~g/ml aprotinin A. 1 flg/ml pepstatin, 2 flg/mI 
leupeptin,2 mM phenylmethylsulfonyl nuoride, and 0.1% (vI 
v) Triton X.IOO(lysis buffer), for 30 min at4"C undershaking. 
Nuclei. cell debris, and mitochondria wtte removed by centrif
ugation, firsl for 10 min at 250 x g, then 30 mio al 18,000 x g. 
Pellets were eliminated and the c1ear supematant was loaded 
on an avidin-agarose column (3 x 1 cm), equilibrated prcvi~ 
ously with PBS·T (PBS containing 0.1% v/v Triton·X~IOO) as 
4"C. The uruetaincd material was eluted with PBS-T and.the 
fraction corresponding to the bound protein was' eluted with 
0.2 M GalNAc in PBS-T,and tbe biotin·labeled Icctin was 
eluted from the avidin colurno. by addition of 0.2 M· glycine/ 
Hel, pH 2.8. Optical density A2IO was determined on fractions . 
dialyz.ed againit PBS. Ftnally, tbe GalNAc-eluted fractians 
were pooled, diaIyzed against distilled water; and freeze-dried 
for further anaIysis. In order to avoid nonspecific interaction 
among .the avidin column and cell proteins, the thymocyte 
Iysate in absence of bioun-Iabcled lectin or with un1abcled 
leetin was deposed onto tbe column. Our results indicate tIlat, 
under these conditions, a1most all deposed prolein was recov
ered in lhe unretained fmetion añd no protein was detected in 
fractions cluted with either GalNAc or 0.2 M glycinc/HCI pH 
2.8. 

Separalion 01 AU· lhymocyte receptor isolorms 

The affinity purified thymocyte receptor was applied lO a 
mono P prepacked HR column 515 mm (Pharmacia, Uppsata, 
Sweden) equilibrated previously wi\h 50 mM Bis·Tris buffer, 
pH 7.5, al a now rate or 1 mVmin with a maximal pressure of 
40 bars, in a 60 min program using an FPLC system 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden). Thymocyte receptor isofonns 
were eluted from the calumn with a 0-1 M NaCI stepwise 
gradient in Bis· Tris buffer. F~ctions of 1 mi were collected 
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optical density was monitored al AltJi' Eadt elutcd peak 
dialyzed against distilled water before Iyophilization for 

,er analysis. . 

'ocrylomide gel electrophonsü 

molecular mass and ~ homogeneity of the purified 
:ptor were evaluated by polyacrylamide gel electropboresis 
\GE) in ~e presince of 0.1 % sodium dodecyl sulfate 
IS), using the Laemmli (1970) buffer system: the gels werc 
ned with 0.1.% Coomassie brilliant blue. 

rlyricol methods 

·tein conccntraLion was detennined by the method of Lowry 
>dified by Petellon (1m>. using bovine serum albumin as 
ndard. CarbohydraIe concentration was determined by \he 
:thod of Oubois el al. (1956), using lactase as standard. 
rbohydrate composition anaIysis was performed by meth
,)IY5is in the presence of meso-mositol as mternal standard; 
. per-O-trimethyl silylatcd methyl glycosides (after N-re
:tylation) were analyzed by gas-chromatograpby using a 
)muy column (25 x 0.32' mm) of 5% Silicone OV 210 
pplied Science Lab .• Buffalo, NY), in a Varian 2100 gas 
romatograph (Orsay, France; Zaneua et al .• 1972). 

·tino acid analysü 

100 J.lg sample was hydrolyz.ed under vacuum with 2 mI of 6 
Hel al 1I00e in sealcd tubes lor 24, 48, and 72 h. The 

mples were anaIyzed on an automatic ammo acid anaIyzer 
mum 500, according to Bidlingmeyer et al. (1984). using 
or-leucine as intemal standard. The amino acid sequencc 
utlysis was determined in samples of purified AU..-thymo
!le receptor and isoforms. Samples were separated by SDS
-\GE and electroblotted on a PVDF membrane; the band was 
(cised from the bl.ot and sequeneed with a Beckman Model 
. F3000 protein sequeRCer (Fullerton. CA). Amino acid 
equencing determined by MALDI-TOF on peptide fragments 
,btained by trypsin digestion ofthe purified ALL-receptor was 
-.eñormed on the SDS-PAGE excised band as follows: the gel 
ontaining 200 pM of receptor was digested with 0.5 J.l.g 
:ypsin in SOO J1l ammonium biC8IfJonate. pH 8.0 al 37OC, for 
:4 h. lbe reaction was inhibited by storing at 4"C. Theo. the 
:nz)'1llC digest was evaporaled to dtyness using a Gyrovap 
Howe. London). Samples were prepared by mrung direcdy 
>1\10 lhewget 1 pi ollhereaaJon products (co ... ining SOpM) 
Uld I J1l of a 2.5-dihydroxibenzoie acld matrix {12 mg/ml in 
:H)OH (HIJ. 70:30. v!v). and then aUowing the mixtwe to 
.:l)'StI1lizc at room temperature. Positive ions of the peptides 
NCfC measured by MALDI·TOF on a Vision 2000 time-oC
flight"mass spectrometer (Finnigan MAT. Bremen, Germany) 
equipped with a 337 nm UV laser. The mass spectnl. were 
acquired in renectron mode under 8 keV acceleration voltage 
and positive detection. Control assay' were performed using 
trypsin alone to identify self-digested peptide mass and with 
angiotensin· 1 as standard (M.- 1296.7). The mass of [M+l-ij+ 
ions from peptides produced . by tryptic digestion was 
compared with those obtained from NCBInr (Swiss-Prot 10/ 
01/99). data base (HeUrnan el 01., 1995). 

Prolt!in hlotting 

Thymocytes (2 x 1()6) were solubilized in Iysis buffer. insol
uble material was removed by centrifugation first for 10 min at 
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250 x g. then 30 min al IS.()(X) x g and detergent soluble 
proteins were resolved by 10% SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis (PAGE). Resolved proteins were transCerred lO 
nitrocellulose membranes by using a semidry blotting appa
ratus (Bio-Rad, Richmond. CA) under conditions recom
mended by tbe manufacturero Membranes comaining 
transferred proteins were blockcd ovemight with TBS (Tris
base 20 mM, NaCl137 mM. pH 7.6,and 0.1% Tween 20) and 
5% skimmed milk. prior 10 ¡ncubalion with antibodics against 
the CD43 ¡sofonns S7 and IBIUanti-1l5 kDa and anti·130 
kDa, respectively). Membranes were theo washed in TBS and 
primary anlibodies were detected with rat anti-mouse anti
bodies conjugated with horseradish peroxidase and an ECL 
(Enhanced chemiluminescencc) detection system. 10 evaluate 
thc binding of ALL lo murlne thymocyte glycoproteins and to 
the purified receptor. mese proteins were uansferred to niu-o. 
cel1ulose membranes. Membranes containing resolved 
proteins wen: bloclced ovemight in TBS containing 5% 
skimmed milk and incubated with ALL-biotin diluted in PBS 
and wim S% skimrried millc for ~ h al 37°C and ovemight at 
4°C. The blot WIlS ttlen washed with TBS without Tween-20 
and incubated with Extravidin~-peroxidase. Proteins' were 
visualized by ECL. Negative controls were perfonned using 
biotin-Iabeled antibodies raised against the purified lectin and 
revealed no interaction with me purified thymocyte receptor or 
with the totallysate. 

Acknowled.gments 

Thanks are due lO Marie-Christine Slomianny (USlL) for the 
MALDI-TOF lUlalysis. This worlo: was supported in part by 
eONACyT (27609 M), PAED (202317) and DGAPA 
(PAPIIT-IN224598) UNAM. and by Program ECOS Mexi~ 
France (M97B05) . 

References 

Barclay,A.N., Jac:Uoa,D.I., Wil1~C. and WlIliams,A.F. (1987) Lym
pboCytc IpccirlC bcttrogmelty in Ihc ral bIkocytc cornmon uui¡aI (1'200) 
is duc lO dirreRZJCCI in poIypepUdc sequmocs neaf me ~ 
EMBO J .• ,. 1259-1264. • • 

BcIl,E.B .. SpanboU.S.M. and Bunce.c.. (1991) CD4·T<dl mcmory. CD45R 
5lIbsd5 and Ihc pcnis1cnee of 1rIÚ¡m-a lIIlifyin& ~ ftn1JUUlO.l. 
Tot/$"J • • 9.61-64. • 

Bidlirl¡mcya".B.A.. Cohcn,S.A. and T_in,T.L (1984) Rqid anaI)'I-is ot 
anUDO ackb usin¡ p-e-eolurM deri'llllization.J. ChromotOJr .• 13. 93-104. 

B!dic.,J.W. and Cook,G.M.W. (1986) SpeciflC isoIation of ~ ,Iyeoprn
Ieins fn;m intxt edb: by biotinyWcd conca!la: ... lin A and 1mmobi1iz.o:r 
IUqUvidin, Anal. 8i«'-' .. IH.463-471. 

Cariuon,S.R. and Fukuda,M. (1986) 1solalI0II and ~ of Jeuko
l!alin. _ majar .ialoglycoprotcin on human Ieukoeylel. J. 8iol. Che", .• :uil. 
12779-12786. '" .' 

De DiosJ .• Manso.M .• León.V. and L6pez Bomsa,A. (1986) Sepantion·of 
humanlympboeyte IUbc:1useJ by roscucs wilh la1tx.1cain putieutcs. Bjo
chtm. M~. Mttab. 8iol .• 35. 12-17. 

De Maio,A .• Lis.H .• GefJhoniJ.M. and Sharon.N. (1986) Iden1ir.cmion of 
glycoprOll::ins Itw ~ fttepton for peanlll. a"lutinio 011 immaturc (eorti· 
al) mouse IhymocyteJ. FEOS un .. 194.28-32. 

Oc Pctris.S. and Tadxs.B. (983) Rc.wionship bdween mouse lympbocyIc 
n:eep.otJ fOl" pcanul a¡:lutinin (PNA) and Helix pottWilI a¡¡Iutinin 
(HPA). EIU".J. tnunutWl .• 13. 831-&40.. 

Dubois.M .• GillCI.K. A .• HamiltonJ.F.: Rebbc:rs.,P.A.. and Smhb.F. (1956) 
Colorimelric method ror d.:terminalion gf 5Upr and 1"I:b1cd wbslanees .. 
AnIll. C/r('m. 1.8. 350-156. 

94 



Femandes-Alnemri.T., Annstrong.RC" KrebsJ., Sriniv3Sula,S.M" Wang,L. 
BuUrich,F., Fritz,LC., Tr.lpani),A., Tonwelli,KJ., Litwad; .. G. and 
Alnemri,E.s. (1996) In "ilro activation oí CPP32 and Mch) and MeM, a 
novel human apoptotic cysteine proteue COIltaining two FADD·Ii~e 
domains. ?roc. Nar¡. Acad. Sci. USA, 93. 7464-7469. 

Fortune,F. and l..chner,T. (1988) Phc:notypie cJlprcssion oí Vicia vil/osa bind
ing T ccll subsc:ts, lIS II1.II1kers of contrasuppresSQC cells in sy,;tcrnie lupus 
Cl)'thcmaIOSUS. Clin. Exp.lmmwwl" 74,100-104. 

Fukuda,M. (1992) CCU surfacc carbobydratcs in hcmatopoictic ecU differcnti
aliOlI and malignancy. In Fukuda,M. (ed.). Celf Sur/ace Carbohydrales 
and Celf D~/opment. CRC Prcss, Boca Raton. A.... pp. 127-159. 

Galvan,M., MUl'llIibrishna,K., 8aum,L and Ahmcd,R. (1998) Alterations in 
cell surfact: earbohydmC$ on T cclls (roro virally iníccted miee can distin
cuim cffcctor/mcmory C08 (+) T cdlli ímm rWvc T cells. J.lmmunal .• 
161,641--648. 

Gowcica.P~ 1..ascurain.R., Hc:mandcz..P., Ponu,F~ Bouquelet,s., Vazquc7~L 
and ünteoo.E.. (1998) IwIalion oí me rcceptOf rOl' Amaranlhus leueocar
pIU Iectin rmm murinc pcritoncal macrophagcs. GIYCOCOtlj J., IS, 809-
81". 

HdIman.U .. WcmstcdI: e.. Gonez J. and Heldin C. H. (1995) improvcmc:nt oí 
m in acI cfi¡eaion proccdure fOl' me microprep;lntion oí intcrn..aI prolCin 
fra¡mmts rOl' amino lICid ~ut'QCin&- Mal. Biochcn .. 224, 451 ...... 55. 

Hudson.L. cnd Hay.F.c., eds. (1980) Proaicalllfll1U#lOÚ)Jy, 2nd ed. BIad;:· 
wdl SdcnLiflC PubUeations. <hroo1. 

Ishika~, Na¡.ue,T .. Suyama M., Mi)'lljima,N .. Tmaka,A.., ICotani.,H .. 
Nomura,N. and Obanl,O. (1998) f'redkliocl: of me codina: ac:qucnc:ea oí 100 
pcw cONA clones rrom bnin which can codc rOl" ~ proreins in vitro. 
DNARu.,5,169-176. 

l.acmmIi,U.K.. (1970) Clcava¡e or structuraI protcins during assembly or lile 
bactcriophage T .. _ NatNn, 127, 680-685. 

Lascunin,R., OIIivu,R., Gorocica.P ~ ~., Montafto,LF. and Zcnteno E. 
(1994) R.oco¡nition oí. cm· mocase mccIulWy tbymocyte iUbpopulalion 
by hlaranthlU lellCOCarpiU ICCIin.llMIWIOiogy, 83, 41D-413. 

Luanain,R., Porras,F., &a.R.. Od.vcz,R., Martfnct.-Cairo's., AIvarez.G. 
and Zc:nteno,E. (1997) Amarant1uu kw:ot:al'plU Icctin RCOgIIizes human 
naift:T cdllUbpopulatklns./mtIUUIDI./nvr$l .• 1A5, 579-'87. 

MaJdonado.O .. 00t0c:k:a,P .. A¡undis,c., Páu.A-, MoliDa). and Zcmcoo,E. 
(1998) Inbibitioa of p/J:1&ocytk: ac:tivity by lbc N-accI)1-D-p.1ac:tactos
amino-spccif.c Icdin from Amat'OlllJuu kw:octllJHlS. GI):'C«OIIj /., lS, 
6'>-622. 

Mun:Ji.K.. Amcmi)'ll.Y .. Sievc:ra.E-L, Miwa.Y .. Hakomori,S.E. and 
Lokm,M.R. (1997) Exprcssioa oí liaIosyl-T and disiaIosyl-T antigen5. in 
erydIroid cclls. Lahmia Lpnphoma,1S, 4OJ-..41 ... 

PI:tcnon,G.L (1977) A dmpliflCltion of thc proecin auay mctbI:xI of Lowry el 
tII. wtUch b lJICl« ¡cnc:nIly appUcable. Alaa/. Biochem., 83, 346-356. 

95 

Pillcr,F .. Plllcr.V .. Fo •. R.I. iIlld FukuW.M. (1988) Human T-Iymphocyte acti
v~lion is aswciatoo with ehangc.s in Q. gly~ biosynthesis.J. 8iol. Cllem., 
263,15146-ISI50. 

Rcisncr. Y. (1983) Differen,ial agglutination by iOybean aggllltinin oí human 
Icukcmia and nturobl;J..'>toma celllillCll: potcntial application tO autologous 
bolle /lUUTOW tr.lllspl~ntation. Proc. Nar/. Acad. Sd. USA.. SO, 6657--6661. 

Rcisncr,Y .. Lin~cr·lsrneli.M. alld Sharon.N. (1976a) Scparation of mouse thy
mocytc.s into two subpopulalions by !he use oí pcanut agglutinin. Cdl. 
{mmuno/., 2S, 129-134. 

Reisner, Y .. Ravid,A. and Sh .. ron.N. (1976b) Use of soybc:an agglutinin íor the 
:ocparation or mouse B and T Iymphocytc.s. Biochl!ffI. Bioplrys. Res. Com
mun .• 72, 158.$-1591. 

Savase.D., MaUson.G .• Desai,5., Niclandcr,G., Morgensen.S. and Cooklin.E. 
cds. (1992)A.I'idin-BiOlilr Chem/slry: A Handbook. Pieru. Otcmical Com· 
pany. Rockíord, IL 

Slwon,N. (1983) l..c:ctin rca:ptO~ as lympOOc)'!.c WrfiICC mail .. cn..4.J".llIwu<
noI., 34, 213-218. 

Shcllcy,c.s., R~'Donncll.E., Davis ID.A.E., Bruns,G.A. p .. 
Roscn,F .s., CMToll,M.C. and Whilehead.A.s. (1989) Molecular dwacIer· 
ization or lia1ophorin (CD43), thc lymphocyIe surf.:c liaIo¡lyeopnxcin 
dcfcctivc in Wiskou-1Jdrich syndn:xnc. ?roc. Natl. Act:uI. $d. USA, 86, 
2819-2823. . 

Stümizu,Y. and Shaw,S. (1993) Cdl adbcsIoo. Mucins in tbc mainsueam. 
Na/un. 366, 630-631. 

Sprent.J. (1989) In PauI,W.E. (cd.), T Ljtnphoqtu and I~ TIIymus. Funda· 
mtmallmmunology, Sw:wv;I edilioo. Raven Press, Ncw Yort:, pp. 69-93. 

Suzuki,A., Shioda,N .. Macda,T .. Tada.M. and tkno.M. (1994) Oonin¡ oC a 
isofonn ormouse TGf-beta i)'pC n rcceptOf ,ene. FEBS ú"., lSS, '19-22. 

Wu, W., Punt).A .. Granger,1.., Sfwrow,S.O. and Kear&e.KP. (1997). Devclop
mentally rcgulatcd elpression oí pcanul agslutinin (PNA)-6pccif'1C ¡lyans 
on murinc tbymocyu:s. Glycobiol6gy, 7, 349-3'6. 

ZancuaJp .. Brcd.:cnridge.W.C. aDd ViDOCPdon,GJ. (1972) Analy¡is ohnon· 
'osacdwidcs by ps-liqu.id d\rÓtna.topphy or lhc Q.mc(hylglycosldcs u 
Irifluol'O-«etic derivaLives. J. Cluomatagr .. 69. 29 1-304. 

Zcnt.cno.E. and ~.L. (1988) lsolation and purif~ o( o'lmuroJIIlluu 
kllCOOUptU Icct.in on stroma c:oZumn. phytochemist,.." %1, 313-317. 

Zaltcno.E.,Ocboa,JJ.., Pam.,c., MOPIdo. M, RuIz,B. and earvajaI.R. (198.5) 
MfXltaeroureus eruca and A.marrmlIuu lt!ucDCarpIU Icc:t.ins: biokr¡iaJ 
activity on immunc response cells. In Boc-Hanscn, T.e.. 8reborowicz,J. 
(eds.), Lmilu Biolo",BiochtmisuyClinicGlCItemist,..,. Vol 4. Ed. W_dI:: 
OI'U)'CCf, 8et1in, pp ... 37 ......... 5. 

ZenIeno,E., J...axur.in,R.. MontaOO.L.F .. Vizqucz,L., Debray,H. and Moa-
tralil). (1992) SpccifIcity of A.marantJws ltllCOCtVpflS Ioct.in. Glycoamj. 
J .• 9. 204-208. 

465 



CAPÍTUWV. 

DISCUSIÓN GENERAL 

Las lectinas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, destacando las 

lectinas vegetales, que abundan en plantas inferiores y superiores. Se ~ han caracterizado 

lectinas en las fanúlias de gramíneas y de leguminosas, estas últimas, las más caracterizadas 

estructuralmente, encontrándose semejanzas como son: secuencias de amínoácidos y arreglos 

tridimensionales", sin embargo, existen diferencias importantes que baeen que cada lectina 

interactúe de forma muy precisa con las estructuras oligosacaridicas que reconoce y, por 

tanto, cada una tenga una actividades biológica propia. 

En la familia de las amarantáceas se han caracterizado lectinas que tienen pesos 

moleculares muy parecido, presentando una especificidad hacia la GaINAc y fetuína ésta 

ultima es una g1icoproteína de 4S kDa que posee tres estructuras glicosiladas del tipo 0-

glicosídico (GaIIlI-3GalNAcal-OSerrrbr). Las lectinas de las arnarantáceas aglutinan los 

eritrocitos humanos del tipo A, B Y O; sin embargo existen diferencias significativas en su 

capacidad de interactuar con las glicoproteinas presentes en las membranas celulares, por 

ejemplo, la lectina de Amaran/hus caudatus (ACA) se ha relacionado con ciertos procesos 

tumorales", además de que la lectina ACA induce la proliferación de células de cáncer de 

colon humano lIT29"', al tiempo que la lectina de ALL se ha caracterizado por reconocer 

subpoblaciones de linfocitos CD4+, además de inducir inmunosupresión en ratones. 

La purificación de la lectina de Amaran/hus leucocarpus se realizó usando como 

Iigandos diferentes tipos de glicoproteínas, que presentaran en sus estructuras al antígeno T 

o al antígeno Tn. Todas las glicproteínas utilizadas son eficientes para la purificación de la 

lectina ALL, sin embargo, el porcentaje de lectina purificada varia de acuerdo al ligando 

empleando. El análisis de las secuencias O-glicosilables en dichas glicoproteínas 

demuestra una variedad de motivos susceptibles de O-gIicosilación, por ejemplo, en las 

mucina submaxilar ovina y bovina existen secuencias de aminoácidos repetitivas, las 

cuales se caracterizan por un alto contenido de residuos de serina y treonina susceptibles de 

O-glicosilación; la fetuína presenta solo tres sitios de O-glicosilación, mientras que la 19A 

presenta una secuencia de aproximadamente 20 aminoácidos en donde se encuentran cinco 

sitios de O-glicosilación muy cercanos entre si. Ésta variedad en la distribución de los 0-
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glicanos, podría explicar el por que éstas glicoproteínas tengan diversa capacidad para 

interactuar con la lectina de ALL. 

La secuencia de aminoácidos de ALL muestra un 60-63% de homología con la 

secuencia reportada para una proteína considerada de alto valor nutricional de Amaran/hus 

hypocondriacus71
, de la cual también se obtuvo la secuencia de la lectina de A. Cauda/us". 

Se encontró homologia en la estructura secundaria entre la lectina de A. fecuocarpus y la 

lectina de A. cauda/us, en donde las estructuras predominantes fueron las hojas plegadas ~. 

Se ha observado la homologia en la estructura de lectinas de la familia de la leguminosas, 

ésta se conserva en el sitio de reconocimiento a carbohidrato, donde se encuentran 

participando invariablemente tres aminoácidos: ácido aspártico, asparagina y algún 

aminoácido del tipo aromático, o en su lugar una leucina, en algunos casos la participación 

de un ácido glutámico es importante para el reconocimiento de estructuras que presenten 

GalNAc en su composición72
. 

En la familia de las amarantáceas sólo se ha reportado la estructura cristalina de la 

lectina A. caudaJus unido al antígeno T'l. Esta lectina es dimérica, carla monómero está 

compuesto por los dominios N y C, unidos por una alfa hélice corta para formar un 

monómero ovalado, cada dominio tiene una estructura del tipo trébol p, semejante a los 

observados en lectinas provenientes de la cadena B de Rícinus comunis (RCA)", de 

Gafan/hus nivalis (GNA)" y de Ar/ocarpus in/egrifolia Oacalina)?·, a pesar de las 

semejanzas estructurales, estas (ectinas presentan diversos grados de interacción con 

carbohidratos, la jacalina tiene un sitio de unión a galactosa en cada una de sus cuatro 

subunidades. mientras que la lectina de GNA tiene 12 sitios de unión a Man, lo cual sugiere 

que estructuralmente estas (ectinas tienen un ancestro común y que mediante procesos 

selectivos de evolución adquirieron los rearreglos conformacionales que les permite la 

especificidad actual n En el sito de reconocimiento de la lectina ACA encontrarnos que el 

OH en posición 4 de la galactosa se encuentra formando un puente de hidrógeno con la 

histidina 73, mientras que el OH en posición 4 de la GalNAc se encuentra formando un 

puente de hidrógeno con el triptofano en posición 77, el grupo N-acetilo de la GalNac 

fonna un puente de hidrógeno con la amida de la cadena principal de la tirosina 76"-

Tomando en cuenta la alta homología entre la secuencia de aminoácidos de las 

lectinas de A. Leucocarpus y A. Caudatus es posible que ambas estructuras 
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tridimensionales sean semejantes, sin embargo existen diferencias estructurales que pueden 

influir en las actividad biológica de estas lectinas, por ejemplo el 10% del peso molecular 

de la lectina de A. leucocarpus es debido a estructuras oligosacarídicas en su estructura, 1. 

Las estructuras oligosacaridicas de la lectina de ALL corresponden a N-glicanos del tipo 

lactosamínico y oligomanosídico. Existen lectinas en las cuales las estructuras glicosídicas 

se encuentran en sus precursores como es el caso de las lectínas de Con A, WGA y PNA, la 

remoción de estos oligosacaridos durante las modificaciones post~traduccionales welve a 

lectina activa, sin embargo en la mayoría de las lectinas, los glicanos se encuentran 

ampliamente distríbuidos y pueden servir como protección contra la acción de proteasas. Se 

ha observado que los N-glicanos no afectan significativamente la estructura tridimensional 

de las proteinas, sin embargo, podrían influenciar la interacción con los ligandos, al 

modificar la oríentación de los aminoácidos involucrados en el reconocimiento al 

carbohidrato. En la lectina de A. leucocarpus existe un sito de N-glicosilación que se 

encuentra cercano al sitio de interacción a carbohidrato que pudiera influenciar en la 

interacción de la lectina con sus receptor especifico. 

La lectina de cacahuate Arachis hupogaea (PNA) se une al antígeno T por 

interacción con los grupos hidróxilo de los carbonos 2, 3, 4 Y 6 de la galactosa terminal, y 

con el hidróxilo del carbono 4 y el N-acetilo del carbono 2 de la GalNAc". El disacárido 

sialilado, se hace inaccesible a la unión con la lectina. Mediante ensayos de especificidad 

empleando diversas O-glicoproteínas se determinó que la lectina de A. caudatus interactúa 

con el antígeno T79
, mientras que en el caso de la lectina de A. leucocarpus el uso de 

diversas O-glicoproteínas, (fetoín.. mucina ovina y bovina, IgA, O-glicopéptidos y los 0-

glicanos de estas glicoproteínas), se demostró que la lectina ALL tiene especificidad hacia 

el antígeno T y Tn4
'. Las sustituciones en el C3 de la Gal y C6 de la Ga\NAc, por ácído 

siálico, son toleradas por ambas lectinas, esto ha sido demostrado por el empleo de 0-

glicoproteínas del tipo mucina, como la fetuina, la IgA y la glicoforína A en los cuales al 

antígeno T se encuentra sialilado. Por otra parte al eliminar el ácido siálico del antígeno, se 

provoca un incremento en la capacidad inhibitoria de estas glicoproteínas hacia la 

hemaglutinación por ALL En la inhibición de la actividad hemaglutinante de AIL 

utilizando mucina proveniente del estómago de puerco se demostró que sustituciones por 
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grupos N-acetil-laetosaminieos (Galal-4GlcNAe), en los carbonos C3 de la GaI y en el C6 

de la GalNAe no son tolerados por la leetina ALL. 

Para tener un mejor análisis sobre la interacción lectina con estructuras 0-

glicosidicas, se realizaron ensayos de O-glicosilación in vi/ro, encontrando que la presencia 

de dos residuos de GalNAc, separados por tres aminoácidos facilita la interacción de ALL 

con su receptor, mientras que residuos de continuos GaINAc en la cadena polipeptídica 

impiden dicha interacción. Se ha observado mediante ensayos de interacción con péptidos 

sintéticos que la presencia de estructuras oligosacaridicas en posiciones continuas no 

afectan la interacción de la leetina de cacahuate Arachis hypogaea (PNA)64. En contraste, la 

intercción de la lectina de Vicia graminea (VGA)14, con su receptor requiere la presencia de 

estructuras oligosacarídicas contiguas y de un aminoácido hidrofóbico. En el caso de la 

lectina de Salvia sclarea Tn específica, la presencia contigua de estas estructuras no afecta 

la interacción lectina-receptor80 

Las lectinas interactúan con las estructuras glicánicas mediante enlaces de diferentes 

tipos, entre los cuales sobresalen los puentes de hidrógenos, interacciones hidrofóbicas y las 

interacciones del tipo Van der Waale, el tipo de interacción depende, en gran parte, del 

arreglo tridimensional de la lectina en el sitio de reconocimiento a carbohidrato, en 

particular la confonnación tridimensional que adquieren las estructuras oligosacarídicas 

podrían jugar un papel relevante en dicha interacción. Esto se ha observado en la leetina de 

germen de trigo (Triticum vulgaris) WGA que reconoce tanto la GlcNAe y el ácido siálico, 

que son monosacáridos con estructuras diferentes, sin embargo guardan similitud 

confonnaeional en los carbonos 2 y 3 del azúcar. De manera semejante, en la glieoforina 

AN y A M hay una diferencia en el grado de torsión de la cadena polipeptídica relacionado 

con el grado de glicosilaeión de dichas isoformas; es decir, al aumentar la glicosilación 

aumenta el grado de torsión de la cadena polipeptídica81
, lo cual podría influenciar en la 

interacción carbohidrato-proteína. 

En el sitio de unión de la leetina de Amaranllms caudalus, el anillo del carbohidrato 

es orientado de manera paralela a la superficie de la proteína 77, mientras que en la lectina de 

Ricinus comunis, el anillo del carbohidrato se encuentra orientado de manera perpendicular 

al sitio de unión 77. La presencia de un entorno proteíco podría variar el grado de interacción 
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de las lectinas con sus receptores y explica la diferencia en las actividades biológicas 

presentadas entre las lectinas ACA y ALL. 

La lectina de amaranto (ALL) reconoce a un 5.6±O.9"1o de las células totales del 

timo. La caracterización fenotípica de esta subpoblación, mostró que el 75% de la célelas 

presenta el marcador CD4+ y el 11% el marcador CD8+. Al realizar el doble marcaje con 

anticuerpos dirigidos contra estas dos moléculas de superficie, se mostró que las células 

ALL+ son simples positivas, es decir, CD4+CD8- o CD4-CD8+. El receptor de la lectina 

de ALL, se ha caracterizado, mediante cromatografia de afinidad en tirnocitos murinos, con 

un peso molecular de 70 leDa. 

Mediante análisis de espectrometria MALO!-TOF, se obtuvieron 25 péptidos, los 

cuales no presentaron homología con los marcadores celulares ya reportados, como por 

ejemplo las isoformas de la leucosialinall (CD43), por lo que se puede considerar al 

receptor de ALL como un nuevo marcador de células T, cuya función queda por dilucidar. 

La porción sacaridica del receptor corresponde al 30% del peso total, con una composición 

de galactosa, Ga1NAc y ácido siálico en una proporción de 2:3:0.3, además presenta 

residuos de Man y GlcNAc en proporción 2: l. 

La separación del receptor para ALL por medio de intercambio aniónico, generó 

tres fracciones que fueron eluídas con diferente fuerza íÓnica. La composición de 

aminoácidos de estas fracciones, por lo que posiblemente se trata de tres isoformas de la 

nüsma glicoproteina. Las diferencias en el grado de siaIiIación de cada fracción purificada, 

sugiere que son la razón principal en la interacción con la columna de intercambio iónico, 

debido a que el ácido sialíco presenta carboxilos que a pH neutro se encuentran ionizados. 

Las vañaciones en el grado de sialílación del receptor de ALL, posiblemente refleja 

distintos estadios de diferenciación de las células que lo presentan, debido a la acción de las 

siaIiItransferasas importantes en la expresión final de estructuras oligosacaridicas sobre la 

superficie celular y estas diferencias son reconocidas de manera especifica por la lectin!i de 

AmoranJIrus leucvcarpus, por lo que podernos considerar a la lectina de ALL una 

herramienta útil en el estudio de estructuras O-glicosidicas de estos tipos celulares y los 

mecanismos de control de la g1icosilación de los diferentes antígenos de super1icie 

presentes en estas células. 

lOO 



CAPÍTULO VI 
CONCLUSIONES Y PERSPECfIV AS 

CONCLUSIONES 

1. -Debido a la homologia que existe entre la lectina de Amaranthus leucocarpus y la 

de Amaranlhus caudatus, es posible que su estructura tridimensional sea semejante. 

2. -La distancia que existe entre residuos oligosacaridicos y el arreglo 

conformacional de estas estructuras parece ser importante para la interacción lectina

receptor. 

3.- El receptor de la lectina de Amaran/hus leucocarpus, puede ser considerado 

como una nueva herramienta para realizar el marcaje fenotípico de sub-poblaciones de 

linfocitos. 

PERSPECfIV AS. 

\. - Estudios calorimétricos de la especificidad de la lectina de Amaranthus 

leucocarpus hacia estructuras O-glicosidicas. 

\. -Cristalización de la lectina de Amaran/hus leucocarpus con el glicopéptido 

TTSAPTIS, para establecer los mecanismos moleculares de la interacción de la lectina con 

dicho glicopéptido y establecer las diferencias a nivel estructural con lectinas con la misma 

especificidad que la lectina ALL. 

2.-Caracterización de las estructuras glicosidicas de la lectina Amaran/hus 

leucocarpus, para establecer su papel en la función biológica de la lectina. 

3.-Caracterización del receptor de la lectina de Amaran/hus leucocarpus, asi como 

su participación en posibles mecanismos de transducción de señales. 

4.- Aplicación de la lectina como marcador fenotípico de linfocitos en distintos 

estadios de maduración y/activación, así como en diversos estados patológicos. 
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