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ABREVIATURAS 

 

ALL    Lectina de Amaranthus leucocarpus 

ALLr    Receptor de ALL 

ALLTr   Receptor de ALL en timocitos murinos 

C1GalT   Núcleo 1 β1,3-galactosil-transferasa 

C2GnT   Núcleo 2 β1,6-glucosaminil-transferasa 

Gal    Galactosa 

GalNAc   N-acetil-galactosamina 

GlcNAc   N-acetil-glucosamina 

NeuAc   Ácido siálico 

ST3Gal   α2,3 sialil-transferasa 

ST6Gal   α2,6 sialil-transferasa 

ST6GalNAc  α2,6 sialil-tranferasa 



RESUMEN

La lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) es específica para GalNAc en los 

O-glicanos Gal 1,3GalNAc 1-O-Ser/Thr y GalNAc 1-O-Ser/Thr.  En este 

trabajo se utilizó ALL para la purificación y caracterización de una O-

glicoproteína de los timocitos de ratón y linfocitos T humanos.  El receptor para 

ALL de los timocitos de ratón se purificó utilizando la lectina unida a biotina y 

agarosa-avidina como matriz de afinidad.  La mayoría de los timocitos que 

reconoció por la lectina, ALL+, (83%) fueron células vírgenes con un fenotipo 

CD4+CD8¯CD45RB+.  La lectina reconoce una glicoproteína de 70 kDa que 

contiene un 20% de azúcares por peso.  Está constituida principalmente por 

aspártico, glutámico, serina, prolina y glicina; su porción sacarídica contiene 

principalmente O-glicanos con residuos galactosa, GalNAc y NeuAc así como 

manosa y GlcNAc.  La cromatografía por intercambio iónico reveló que el 

receptor para ALL (ALLTr) está constituido por tres isoformas, las cuales 

poseen una composición similar de aminoácidos pero muestran diferencias en 

su composición de azúcares.  El amino terminal de las tres isoformas que 

constituyen el receptor está bloqueado.  El análisis de los péptidos trípticos del 

receptor por MALDI-TOF comparados con los valores relativos obtenidos de la 

base de datos del NCBInr (Swiss-Prot 10/01/99) indica que ALLTr muestra un 

grado de identidad del 17% con la proteína humana KIAA, con un dominio de 

muerte asociado a Fas, y con el receptor tipo II de TGF .

En los linfocitos T humanos la glicoproteína que reconoce ALL, purificada por 

cromatografía de afinidad es una glicoproteína de 70 kDa, está constituida 

principalmente por serina, glicina y ácido glutámico; su porción sacarídica 

contiene principalmente GalNAc, galactosa ácido siálico, manosa y GlcNAc en 

menor proporción.  Identificamos cuatro isoformas del receptor para amaranto 

por cromatografía de intercambio iónico y por electroforesis de doble 

dimensión.  El amino terminal del receptor está bloqueado, así que los péptidos 

trípticos del receptor para ALL se analizaron por MALDI-TOF y sus valores se 

compararon con los valores relativos obtenidos de la base de datos NCBInr 

(ProFound 2004/06/01).  Nuestros resultados indican que los péptidos 

obtenidos poseen un 54% de identidad con la chaperona DnaK, 47% con la 

proteína humana KIAA y 44% con una proteína de choque térmico.  El fenotipo 
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más frecuente de los linfocitos T ALL+ fue CD45RA+ CD27+; 26% de los 

linfocitos T ALL+ fue CD25+ y 13% CD69+, indicando que la glicoproteína 

reconocida por ALL podría ser considerada un marcador fenotípico nuevo para 

células T vírgenes. 
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ABSTRACT

Amaranthus leucocarpus lectin (ALL) is specific for GalNAc in 

Gal( 1),3GalNAc( )1-O-Ser/Thr y GalNAc( )1-O-Ser/Thr O-glycans. ALL 

recognizes murine medullary thymocytes and human T cells.  We purified the 

receptor for ALL using a complex with biotin-labeled lectin and avidin-agarose 

as affinity matrix.  Most ALL+ thymocytes (83%) are naive cells with the 

CD4+CD8 CD45RB+ phenotype.  Receptor for this lectin is a 70 kDa 

glycoprotein that contained 20% of sugar.  It is constituted mainly by aspartic and 

glutamic acids, serine, proline, and glycine; its glycosidic portion contains mainly 

O-glycosidically linked glycans with Gal, GalNAc and NeuAc residues.  Ionic 

strength chromatography revealed that ALL-thymocyte receptor (ALLTr) is made 

up by three isoforms, with similar amino acid composition and slight differences in 

sugar composition.  The N-terminal amino acid is blocked; however analyses of 

the receptor’s tryptic peptides by MALDI-TOF that were compared with the relative 

values obtained from NCBInr database indicated that ALLTr shows identity <17% 

with the human KIIA protein, the Fas-associated death domain protein, and with 

the transforming factor growth factor-  type II receptor.  The most frequent 

phenotype of the CD4 or CD8 ALL+ human T cells was CD45RA+ CD27+; 26% 

were CD25+ and 13% were CD69+.  The receptor for ALL purified from human T 

cells showed that, as for murine receptor, is a 70 kDa glycoprotein, constituted 

mainly by serine, glycine, and glutamic acid; its glycosidic portion contained 

mainly GalNAc; galactose, sialic acid, mannose. By ionic strength 

chromatography, as well as double dimension electrophoresis we identified four 

ALL-receptor isoforms. N-terminal amino acid is blocked both in the ALL-

receptor and its isoforms; therefore tryptic peptides of ALL-receptor analyzed 
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through MALDI-TOF indicated that peptides obtained showed 54% homology 

with a DnaK-core molecular chaperone, 47% with human KIAA protein, and 

44% with heat shock protein 8.  Our results indicating that the glycoprotein 

recognized by ALL in murine as well as in human T cells is present mainly on 

naïve or quiescent T cells and could be considered a new phenotype marker. 
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INTRODUCCIÓN

Presencia de estructuras O-glicosídicas en proteínas de 

membrana 

La glicosilación de las proteínas es una de las modificaciones 

postraduccionales que más se ha estudiado recientemente.  En el caso de las 

glicoproteínas, frecuentemente el tamaño ocupado por el oligosacárido es tan 

largo como la proteína a la cual está unido (Van den Steen, 1998).  Se ha 

observado que la presencia de azúcares en las proteínas influye en fenómenos 

tan diversos como el plegamiento correcto, el tránsito a través de los diferentes 

compartimientos subcelulares, su expresión a nivel de membrana 

citoplasmática, así como el reconocimiento intercelular.  Las glicoproteínas son 

biopolímeros que contienen una o más cadenas de carbohidratos unidas al 

polipéptido.  Dos de las principales modificaciones pos-traduccionales de las 

proteínas que involucran azúcares son la N-glicosilación, que es la 

transferencia de una N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) a un residuo de 

asparagina y la O-glicosilación, que es la unión de una N-acetil-D-

galactosamina (GalNAc) a una serina o una treonina de la cadena peptídica 

(Figura A); las glicosiltransferasas encargadas de estos enlaces están 

presentes en retículo endoplásmico y aparato de Golgi respectivamente.  En el 

caso de la O-glicosilación, los estudios hasta ahora realizados indican que es 

necesaria una glicosil-transferasa para la síntesis de cada enlace diferente, y 

se han encontrado determinados enlaces que son hechos por más de una 

glicosil-transferasa.  Muchas glicoproteínas presentan N- y O-glicanos sobre la 

misma cadena polipeptídica (Schachter y Brockhousen, 1992). 
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Figura A. Unión de oligosacáridos a proteínas. En la unión N-glicosídica la 
GlcNAc se une a un residuo de asparagina que se encuentra en una secuencia 
Asp-X-Ser/Thr de la cadena peptídica. En la unión O-glicosídica la GalNAc se 
une a un residuo de serina o treonina del péptido 
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 La presencia de O-glicanos en glicoproteínas se debe a una 

modificación postraduccional de los grupos hidroxilo en los residuos de serina y 

treonina por la acción de la polipeptidil N-acetil-galactosaminil-transferasa, e 

incluye cuatro subtipos de O-glicanos cuya estructura se basa en las 

reacciones de unión de monosacáridos a una GalNAc no substituida (GalNAc -

Ser/Thr) (Figura B).  La mayoría de los O-glicanos contiene la estructura núcleo 

1, que está formada por la adición de una galactosa en una unión 1-3 a la 

GalNAc; la glicosil-transferasa responsable se conoce como la núcleo 1 1-3

galactosil-transferasa (Core1 GalT). Con base en las actividades enzimáticas, 

existen por lo menos tres y probablemente más de seis núcleo 1 galactosil-

transferasas expresándose de forma diferente en distintos tejidos y tipos 

celulares.  A diferencia de la N-glicosilación no se ha encontrado una secuencia 

consenso a la cual se una esta enzima; en esfuerzos para definir una 

secuencia que dirija la formación de los O-glicanos se han comparado 

secuencias de aminoácidos que rodean los sitios O-glicosilados y, aunque no 

ha surgido dicha secuencia se conocen ciertos residuos de aminoácidos que se 

asocian con la O-glicosilación (Varki, 1999).  La preponderancia de residuos de 

prolina adyacentes se ha relacionado con los sitios de O-glicosilación, de forma 

particular en las posiciones -1 y +3; los aminoácidos cargados no son 

favorables en las posiciones -1 y +3.  De forma frecuente la alanina, la serina y 

la treonina se encuentran adyacentes al residuo glicosilado.  Los O-glicanos 

tipo núcleo 2 se generan al añadir una GlcNAc a la GalNAc en una unión 1-6.  

La producción de los O-glicanos núcleo 2 requieren la estructura núcleo 1 como 

substrato y la núcleo 2 1-6 N-acetil glucosaminil-transferasa (Core 2 GlcNAcT 

ó C2GnT).  Los O-glicanos núcleo 2 pueden llegar a alargarse de una forma 
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mono o biantenaria con la presencia de lactosaminas múltiples (Gal 1-

4GlcNac) y uniones terminales de fucosa y/o ácido siálico, produciendo de esta 

manera la estructura ramificada núcleo 2 ó 2-O-glicanos (Figura B).  En las 

células mieloides, los O-glicanos núcleo 2 funcionan como estructuras para la 

producción de ligandos de selectina que actúan en la regulación de la 

inflamación (Ellies et al., 1998).  Los núcleos 3 y 4 se forman al añadir una 

GlcNAc en unión 1-3 y 1-6, respectivamente a GalNAc -Ser/Thr.  A partir de 

la formación del núcleo 4 se pueden formar también O-glicanos de tipo 

biantenario.  Pocos tejidos muestran niveles altos de las glicosil-transferasas 

que producen estos dos núcleos (Core 3 GlcNAc transferasa y de Core 4 

GlcNAc transferasa); exceptuando el intestino, un sitio donde la producción de 

mucina es alto.  Muchos O-glicanos se extienden en largas cadenas con 

terminaciones variables, que pueden ser similares a las terminaciones de los N-

glicanos.  Sin embargo, los O-glicanos son menos ramificados que la mayoría 

de los N-glicanos y comúnmente son estructuras biantenarias.  La O-

glicosilación puede resultar en la formación de moléculas de mucina, que son la 

base de la formación del moco.  No obstante, no todos los O-glicanos se 

encuentran en las mucinas clásicas, algunas cadenas oligosacarídicas también 

tienden a expresarse en grupo sobre tramos cortos de la cadena peptídica 

formando proteínas tipo mucina, las cuales pueden presentar determinantes 

antigénicos o funcionales sacarídicos múltiples para el reconocimiento por 

anticuerpos, la adhesión celular y la unión de microorganismos (Hounsell et al.,

1996); algunas proteínas contienen pocos O-glicanos esparcidos sobre su 

estructura peptídica que pueden ser cadenas cortas con pocos residuos, o bien 

estructuras largas biantenarias (Varki, 1999). 
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Figura B. Biosíntesis de estructuras O-glicosídicas. Se presentan los 
núcleos que representan la mayoría de este tipo de estructuras producidas in
vivo, aunque se han reportado otros tipos diferentes de núcleos. 
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 La biosíntesis de los O-glicanos se puede terminar prematuramente con 

la adición de residuos de ácido siálico.  Por ejemplo, ciertas sialil-transferasas 

son capaces de actuar sobre la GalNAc -Ser/Thr, (ST6GalNAc-I), produciendo 

el antígeno sialil Tn, o después de la acción de la Core 1 GalT, produciendo el 

antígeno sialil T (ST3Gal-I, II y IV) y disialil T (ST6Gal-I, II, III y IV) (Figura C). 

Estas estructuras O-glicosídicas generalmente restringen los pasos 

posteriores de la biosíntesis y frecuentemente se relacionan con antígenos 

asociados a tumores (Varki, 1999).  En cáncer de seno, por ejemplo, se ha 

observado que la ST3Gal-I se incrementa de forma consistente, mientras que 

la C2GnT1 está expresada en baja proporción o está ausente en el 50% de 

este tipo de cáncer (Dalziel et al., 2001).  El análisis de los O-glicanos unidos a 

la mucina MUC1, producidos por un seno lactante normal y por líneas celulares 

de seno ha mostrado que los oligosacáridos añadidos a la mucina normal son 

estructuras basadas en núcleo 2 (Harnisch et al., 1989), mientras que en las 

mucinas asociadas a cáncer, dominan las estructuras más cortas basadas en 

el núcleo 1 (Lloyd et al., 1996; Dalziel et al., 2001) 

Se ha observado que las estructuras sialil Tn y sialil T se expresan en células 

menos diferenciadas en estadios tempranos del desarrollo, y que se suprime su 

expresión conforme progresa el crecimiento y la diferenciación (Fukuda, 1985; 

Feizi, 1985; Saitoh, et al., 1991).  Desde el punto de vista estructural, se ha 

visto que las proteínas que con dominios tipo mucina, que están profusamente 

O-glicosilados, adoptan cierta conformación y rigidez, lo cual permite a los 

sitios activos de la proteína sobresalir del glicocálix (Jentoft, 1990) como es el 

caso del co-receptor CD8 (Leahy et al., 1992) o las 
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Figura C. Existen vías alternativas tempranas en la biosíntesis de los O-
glicanos que llevan a la formación de antígenos asociados a tumores.  Las 
sialiltransferasas pueden actuar para producir los antígenos Tn, T, sialil Tn y 
disialil T.  Estos antígenos parecen ser los extremos finales, que no se pueden 
modificar ALL-receptor por otras glicosiltransferasas. 
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glicoproteínas de superficie CD34, CD45, CD43, GlycCAM-1 y MadCAM-1 

(Shimizu y Shaw, 1993). 

O-glicanos de linfocitos T

La mayoría de los O-glicanos expresados en la superficie de los 

leucocitos forman la estructura núcleo 2.  La aparición de los 2-O-glicanos se 

relaciona con los procesos de maduración y activación de los linfocitos T.  

Durante el proceso de maduración de los linfocitos T ocurren cambios en el 

patrón de O-glicosilación de las moléculas de superficie, entre los que se 

encuentra una alteración en la síntesis de los 2-O-glicanos, que está restringida 

a los timocitos corticales inmaduros y su expresión se detecta escasamente en 

timocitos medulares maduros (Baum et al., 1995; Álvarez et al., 2006).  La 

regulación negativa de la síntesis de 2-O-glicanos en timocitos al parecer es 

esencial para el proceso de apoptosis durante el desarrollo de los linfocitos T 

(Perillo et al., 1995).  Mientras que los 2-O-glicanos dejan de expresarse por los 

timocitos en médula, ocurre un incremento en la expresión de la sialil-

transferasa ST3Gal-I en la médula tímica, que es la enzima que une un ácido 

siálico a la galactosa de la estructura núcleo 1 en un enlace 2,3 (Gillespie et 

al., 1993; Kono et al., 1997). 

La leucosialina, sialoforina o CD43 es una de las glicoproteínas 

que se expresan más ampliamente en células pertenecientes al sistema 

inmune y donde se ha observado el papel que podrían jugar los O-glicanos en 

la comunicación celular.  El peso molecular de esta proteína varía en el 

intervalo de 95-135 kDa debido a diferencias en su glicosilación (Fukuda, 

1991).  Esta proteína está densamente glicosilada principalmente por O-
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glicanos y una porción de éstos está unida a un dominio con repeticiones en 

serie en la cadena polipeptídica.  La ramificación de los O-glicanos que se 

encuentran en la leucosialina puede variar de acuerdo al estado metabólico de 

la célula, su maduración y en algunos estados patológicos como la leucemia y 

síndromes de inmunodeficiencia como el Wiskott-Aldrich.  El hexasacárido 

NeuAc 2-3Gal 1-3(NeuAc 2-3Gal 1-4GlcNAc 1-6)GalNAc se expresa en 

linfocitos T activados (Piller et al., 1988), en timocitos corticales (Baum et al.,

1995), y en linfocitos T de pacientes que padecen leucemia aguda (Saitoh et 

al., 1991) o síndromes como el de Wiskott-Aldrich (Piller et al., 1991) o el SIDA 

(Lefebvre, 1994); pero, aparentemente no está presente en linfocitos T en 

reposo, ni en timocitos medulares, en donde solo se ha identificado al 

tetrasacárido NeuAc 2-3Gal 1-3(NeuAc 2-6)GalNAc que corresponde al 

núcleo 1 sialilado (Figura D).  La glicoforma del CD43 que expresa la estructura 

2-O-glicano presenta un peso molecular de 130 kDa y la que expresa la 

estructura núcleo 1 presenta el peso molecular de 115 kDa, siendo esta 

diferencia en peso debida a las variaciones en el contenido de los 

oligosacáridos de CD43 y no a variaciones en su estructura proteica.  Se ha 

observado que en los linfocitos T CD8+ efectores específicos a antígeno de 

ratones donde no se expresa CD43 (CD43-/-) existe una ausencia completa de 

O-glicanos tipo núcleo 2 reconocidos por en anticuerpo 1B11, que es el que se 

une a la glicoforma de CD43 de mayor peso molecular (130 kDa) y que está 

asociada a la activación.  Además los 2-O-glicanos parecen tener baja 

expresión sobre linfocitos T CD8+ vírgenes y reducir ésta de nuevo en células 

de memoria antígeno específicas, después del período de activación (Onami et

al., 2002). 
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Ser/Thr
GalNAc transferasa 

GalNAc -Ser/Thr
1,3Gal transferasa 

Gal 1,3GalNAc -Ser/Thr 

2,6NeuAc-transferasa           1,6GlcNAc-transferasa

    NeuAc 2       GlcNAc 1

                 6           6 
   Gal 1,3GalNAc -Ser/Thr       Gal 1,3GalNAc -Ser/Thr 

2,3NeuAc-transferasa      1,4Gal-transferasa

      NeuAc 2         Gal 1,4GlcNAc 1

                   6               6 
NeuAc 2,3Gal 1,3GalNAc -Ser/Thr         Gal 1,3GalNAc -Ser/Thr

               2,3NeuAc-transferasa 

             NeuAc 2,3Gal 1,4GlcNAc 1

                6 
                 NeuAc 2,3Gal 1,3GalNAc -Ser/Thr

   LINFOCITOS T EN REPOSO    LINFOCITOS T ACTIVADOS 

Figura D. Esquema que representa las modificaciones en la estructura 
oligosacarídica de la leucosialina (CD43).  La biosíntesis de los diferentes O-
glicanos se lleva a cabo en distintos estados fisiológicos del linfocito T. Los linfocitos T 
en reposo muestran la forma simple tetrasacárida o antígeno disialil T, y una vez que 
se han activado expresan la estructura ramificada hexasacárida núcleo tipo 2, llamada 
estructura 2-O-glicano. 
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 Otra de las glicoproteínas O-glicosiladas donde se observa la 

importancia de este tipo de oligosacáridos es el marcador CD45 o antígeno 

común de los leucocitos (L-CA). Se trata de una familia de glicoproteínas de 

superficie con pesos moleculares que van de 180 a 220 kDa y poseen actividad 

de fosfatasa en su dominio citoplásmico; la diversidad de esta familia está dada 

por el empalme alternativo de 3 exones que codifican para una porción del 

dominio extracelular, y para una variedad de patrones de glicosilación 

específicos para cada tipo celular (Thomas, 1989; Pulido y Sánchez-Madrid, 

1990).   Son precisamente los exones que codifican para los múltiples sitios 

potenciales para la O-glicosilación los que se expresan de manera diferencial 

en las subpoblaciones de linfocitos como resultado de un empalme alternativo 

(Johnson et al., 1989), por lo cual se piensa que estas estructuras O-

glicosiladas son importantes desde el punto de vista funcional ya que pueden 

modular las interacciones que llevan a cabo las células que contienen las 

diferentes isoformas de esta proteína.  Los linfocitos T vírgenes expresan de 

forma predominante la isoforma más grande, CD45RA y de 3-5 días después 

de activados presentan la isoforma más corta CD45R0; los linfocitos T de 

memoria expresan en mayor cantidad la isoforma CD45R0.  De esta manera se 

le ha tomado como un marcador de virginidad y de memoria de acuerdo a la 

isoforma que se presente sobre los linfocitos T. 

Diversas glicoproteínas que tienen un papel importante en los 

mecanismos de activación celular durante la respuesta inmune también se 

encuentran O-glicosiladas, como es el caso del co-receptor CD8.  En reportes 

recientes se ha sugerido que el estado de sialilación de los O-glicanos de 

núcleo 1 del CD8 durante la maduración de los timocitos regula su función, ya 
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que el CD8 que se expresa sobre los timocitos inmaduros (con bajo nivel de 

sialilación), se une de forma más eficiente a las moléculas de MHC clase I, con 

respecto al CD8 expresado sobre las células maduras (con mayor nivel de 

sialilación) (Moody et al., 2001; Daniels et al., 2001; Moody et al., 2003).  

Existen otras glicoproteínas que se encuentran O-glicosiladas (Figura E), como 

son CD44, que se encuentra en la superficie de la mayor parte de los tipos 

celulares y que en el sistema inmunológico media la adhesión y dirección de 

los leucocitos hacia órganos linfoides periféricos y sitios de inflamación 

(Mackay et al., 1993), CD46 o proteína cofactor de membrana que actúa como 

regulador de la activación inadecuada del complemento y su depósito sobre la 

membrana citoplásmica, CD55 o factor acelerador del decaimiento que es otra 

proteína reguladora del complemento, CD7 una glicoproteína a la que se le 

adjudican funciones potencialmente inmunomoduladoras (Sempowski et al.,

1999).

Uso de las lectinas en el análisis de glicoproteínas

Las lectinas se utilizan ampliamente como herramientas en la tipificación de 

bacterias y grupos sanguíneos (Nesser et al., 1986, Barondes et al., 1981), en 

la separación de subpoblaciones celulares (Shanker et al., 1976), en la 

purificación de macromoléculas que contienen carbohidratos, etc.; esto se debe 

a que unen de manera específica estructuras sacarídicas, que exhiben una 

configuración y estructura determinada.  La baja afinidad que presentan las 

lectinas por las glicoproteínas no influye en su especificidad, pues la 

especificidad de unión de las lectinas a su ligando es comparable con la que 

presentan los anticuerpos (Lis y Sharon, 1986, Peakock et al., 1990).  Además,
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Figura E. O-glicosilación en moléculas CD prototipo unidas a membrana.
Leucosialina o sialoforina (CD43), el receptor de residencia leucocitaria (CD44), 
el antígeno común del leucocito (CD45), proteína cofactor de membrana 
(CD46), factor acelerador de decaimiento (CD55). Se comparan estas 
proteínas en términos de su estructura modular de dominios, de los sitios N- 
glicosilados (indicados por una línea y un punto) y los sitios ricos en Ser/Thr O-
glicosilados (indicados por una línea. F3 dominio de fibronectina tipo III, CS 
condroitín sulfato, C proteína control del complemento (llamada también SCR, 
short consensus repeat), P fosfatasa de tirosina (PTPasa), LK dominio de 
unión.  Tomado de Van den Steen et al., 1998.
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al ser específicas para azúcares permite que se puedan ser utilizar para el 

estudio de carbohidratos de superficie celular y para la identificación y 

aislamiento de subpoblaciones celulares (Hellstrom et al., 1984; Reisner y 

Sharon, 1984).

 La lectina de amaranto (ALL) es una glicoproteína aislada de la semilla 

de Amaranthus leucocarpus y reconoce de forma específica las estructuras O-

glicosídicas núcleo 1 (Gal 1,3GalNAc -Ser/Thr, antígeno T) (Zenteno et al.,

1992, Zenteno et al., 1988) y GalNAc -Ser/Thr, antígeno Tn, (Hernández et al.,

1999).  ALL presenta un reconocimiento diferencial por glicoproteínas con 

distinto grado de O-glicosilación, por ejemplo reconoce mucho mejor a la 

fetuína que posee tres O-glicanos en su porción carboxilo terminal y a la 

glicoforina que contiene 13 O-glicanos, en comparación a las mucinas 

submaxilar ovina y bovina altamente O-glicosiladas, lo cual sugiere que ALL 

requiere una cierta distancia entre los enlaces O-glicosídicos y/o una 

organización tridimensional de ellos para poder interactuar con estas 

glicoproteínas (Hernández et al., 2004).  ALL aglutina de forma preferente a los 

eritrocitos con el fenotipo M, presenta una actividad mitogénica baja en los 

linfocitos T humanos (Lascurain et al., 1997), no reconoce a los linfocitos B e 

induce supresión en los ratones (Zenteno et al., 1985).  En estudios anteriores 

se ha observado que el patrón de unión a ALL de los linfocitos T murinos CD8+ 

en reposo y activados está de acuerdo con los observado para los receptores 

de residencia (“homing”) (Ortiz et al., 2002). 

 Debido a la gran especificidad que presenta la lectina de amaranto por 

estructuras O-glicosídicas y al papel preponderante que poseen los O-glicanos 

presentes en la superficie celular de los linfocitos T en fenómenos tales como el 
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reconocimiento, la adhesión y la activación celular; y por lo tanto en la 

respuesta inmunológica, nosotros nos propusimos aislar y caracterizar la 

glicoproteína reconocida por la lectina de amaranto en dos especies, ratón y 

humano.
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HIPÓTESIS 

 Las estructuras O-glicosídicas reconocidas por la lectina de Amaranthus 

leucocarpus están presentes en linfocitos vírgenes o en los primeros estados 

de activación. 
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OBJETIVO GENERAL

§ Aislar y caracterizar químicamente el receptor de la lectina de Amaranthus

leucocarpus en timocitos murinos y linfocitos T humanos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

§ Caracterizar el fenotipo de la subpoblación celular que reconoce la lectina de 

Amaranthus leucocarpus en timocitos murinos y en linfocitos T humanos. 

§ Analizar la relevancia de la O-glicosilación en timocitos murinos y linfocitos T 

humanos.

§ Analizar la relevancia funcional de las estructuras O-glicosídicas reconocidas 

por la lectina de Amaranthus leucocarpus presentes en timocitos murinos y 

linfocitos T humanos. 

§ Determinar la utilidad de la lectina de Amaranthus leucocarpus en el estudio 

de las estructuras O-glicosiladas en timocitos murinos y linfocitos T humanos. 
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Artículo: Isolation of the receptor for Amaranthus leucocarpus

lectin from murine naive thymocytes

INTRODUCCIÓN

 Las células nucleadas derivadas de la médula ósea poseen en su 

membrana glicoproteínas O-glicosiladas. Estas O-glicoproteínas o 

glicoproteínas tipo mucina tienen diferentes tamaños y grados de glicosilación, 

dependiendo del tipo celular y su estado de activación y de maduración.  En 

trabajos anteriores se ha observado que las estructuras tipo mucina son 

específicas para cada linaje celular y para diferentes estados de diferenciación 

dentro de un linaje determinado (Fukuda, 1992, Muroi et al., 1997). Por estas 

razones, es de particular interés identificar herramientas específicas para el 

estudio del papel que juegan las estructuras O-glicosídicas en la fisiología de la 

célula.

 Las lectinas son excelentes herramientas para la caracterización de los 

oligosacáridos, así como para la separación de poblaciones celulares.  Las 

lectinas que muestran una especificidad por los O-glicanos se han utilizado 

ampliamente para la separación de subpoblaciones de timocitos y linfocitos.  Es 

posible purificar timocitos corticales inmaduros por aglutinación selectiva con la 

lectina de cacahuate (Arachis hypogea) (Reisner et al., 1976a).  Con el mismo 

procedimiento es posible separar a los esplenocitos T y B utilizando la lectina 

de Glycine max (Reisner et al., 1976b).  La lectina de Helix pomatia se puede 

emplear en la identificación y separación de los linfocitos T (De Petris y 

Stackacs 1983), y la aglutinina de Vicia villosa reconoce de manera específica 

los linfocitos con fenotipo CD8+ (citotóxicos) (Fortune y Lehner 1988).  También 
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se han utilizado otras lectinas, como la proveniente del germen de trigo, 

específica para GlcNAc, en la purificación de linfocitos B. (De Dios et al., 1986).  

Una separación secuencial de los linfocitos por las lectinas de soya y de 

cacahuate produce una fracción enriquecida de células madre pluripotenciales, 

desprovistas de actividad injerto contra huésped, las cuales han sido 

transplantadas de manera exitosa a pacientes con inmunodeficiencias severas 

(Reisner 1983).  Además, algunas de estas lectinas se usan actualmente para 

evaluar el estado inmunológico de pacientes (Sharon, 1983).  En trabajos 

previos, nosotros hemos demostrado que la lectina de Amaranthus leucocarpus

(ALL) posee la capacidad para interactuar con timocitos medulares murinos 

(Lascurain et al., 1994), macrófagos peritoneales sin activar (Gorocica et al.,

1998; Maldonado et al., 1998), y linfocitos T vírgenes (Lascurain et al., 1997).  

La lectina de amaranto es una glicoproteína de 35 kDa específica para los 

antígenos T y Tn (Gal 1,3GalNAc 1-O-Ser/Thr y GalNAc 1-O-Ser/Thr, 

respectivamente) (Zenteno et al., 1992).  Esta lectina aglutina de forma 

preferente a los eritrocitos con el fenotipo M, no reconoce a los linfocitos B, 

muestra una actividad mitogénica baja en los linfocitos humanos (Lascurain et

al., 1997) e induce supresión en ratones (Zenteno et al., 1985; Porras 1992).  

No obstante que se ha descrito que todas las células reconocidas por ALL 

comparten la característica de ser células vírgenes o en reposo (Lascurain et 

al., 1997; Gorocica et al., 1998), hasta el momento no se ha dilucidado el papel 

específico de este subgrupo de linfocitos.  Este trabajo aporta información 

sobre las características moleculares del receptor para ALL de los timocitos 

medulares murinos. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La separación de la subpoblación de timocitos de ratón, reconocidos por 

la lectina de amaranto (ALL+) se realizó colocando las células incubadas con 

ALL sobre 5 ml de una solución de albúmina sérica bovina al 7% y recuperando 

las células aglutinadas (ALL+).  Después de incubar estas células con GalNAc 

0.2 M se cuantificaron en un hemocitómetro.  Los resultados mostraron que la 

lectina de amaranto (ALL) aglutinó un 5% (±0.3) del total de células de timo 

murino.  El estudio del fenotipo de los timocitos reconocidos por la lectina se 

llevo a cabo mediante el análisis de citometría de flujo con el método de doble 

tinción con anticuerpos monoclonales. El análisis mostró que las células 

reconocidas por la lectina de amaranto presentaron principalmente un fenotipo 

maduro (Fig. 1a), CD2+CD3+CD4+CD8  (83.4%) y CD2+CD3+CD4 CD8+

(0.4%); la lectina también reconoció a los timocitos dobles positivos y dobles 

negativos CD2+CD3+CD4+CD8+ (14.8%) y CD2+CD3+CD4 CD8  (1.3%).  

Casi el 90% de las células ALL+ presentaron un fenotipo CD45RB+ (Fig. 1b), el 

cual se identifica como un marcador de células vírgenes; estos resultados 

indican que la lectina de amaranto reconoce una subpoblación de timocitos 

murinos cuyo fenotipo corresponde principalmente a células en sus últimas 

etapas de maduración, que no se han activado y que podrían estar destinadas 

a salir a poblar los tejidos linfoides periféricos (Sprent, 1989), lo anterior 

corresponde con datos obtenidos con anterioridad en donde se muestra que la 

lectina reconoce timocitos medulares en ratón (Lascurain et al., 1994). 

 Debido a que la lectina de amaranto reconoce estructuras O-glicosídicas 

y para avanzar en el conocimiento del papel que pueden jugar estas 
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estructuras en la fisiología de los timocitos, nos propusimos aislar el receptor al 

que se une esta lectina y caracterizarlo. 

 El receptor para la lectina de amaranto se purifico a partir de la proteína 

obtenida de la lisis de ~108 timocitos murinos, por cromatografía de afinidad 

indirecta. Se utilizo lectina de amaranto acoplada a biotina (ALL-B) para 

aglutinar a las células previamente a su lisis; y posteriormente pasar el lisado 

celular a través de una columna de agarosa-avidina; el receptor se eluyó de 

forma específica añadiendo 0.2 M de GalNAc (Fig. 2).  En el análisis del 

receptor de ALL (ALLTr) purificado, por electroforesis en condiciones 

reductoras (SDS-PAGE) se observó que la fracción purificada por 

cromatografía de afinidad fue homogénea y se reveló una sola banda cuyo 

corrimiento corresponde a 70 kDa (Fig. 3).  Con el propósito de establecer la 

identidad del receptor de ALL y conociendo que la leucosialina (CD43) es una 

proteína profusamente O-glicosilada ubicua en las células blancas se realizó 

una transferencia a papel de nitrocelulosa de las proteínas presentes en el 

lisado total de los timocitos separadas por SDS-PAGE, así como del receptor 

purificado por cromatografía de afinidad; y se revelaron las proteínas que 

reconocieron los anticuerpos monoclonales contra CD43, S7 el cual se une a la 

isoforma de 115 kDa y el 1B11 que une la de 130 kDa, así como por ALL-B.  

Los resultados indicaron que la lectina de amaranto solo reconoce a la proteína 

de 70 kDa y no así a cualquiera de las isoformas de CD43 (Fig. 4). 

 En el análisis de la proteína de 70 kDa por cromatografía de intercambio 

iónico en una columna mono P en forma aniónica, se encontraron tres 

isoformas que eluyeron a diferente concentración de un gradiente de NaCl 

(llamadas ALLTr1, ALLTr2 y ALLTr3) (Fig. 5).
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 La caracterización química del receptor de la lectina de amaranto en los 

timocitos se llevo adelante analizando la composición de aminoácidos (Tabla I) 

y la proporción y contenido de azúcares (Tabla II).  El análisis de la secuencia 

del ALLTr y sus isoformas mostró que el amino terminal está bloqueado.  Los 

residuos más abundantes de la proteína son los ácidos aspártico y glutámico, 

así como la serina, prolina y glicina; y existen cantidades considerables de 

alanina y treonina las cuales, junto con la prolina se han encontrado 

adyacentes al sitio de glicosilación de manera bastante común.  Se encontró 

que la fracción sacarídica del receptor, la cual representa el 20% en peso, 

contiene principalmente GalNAc, Gal y NeuAc, que son residuos típicos de las 

O-glicoproteínas sialiladas, y en menor proporción GlcNAc y manosa, lo que 

indica que el receptor y sus isoformas también contienen azúcares unidos por 

enlaces N-glicosídicos.  Las isoformas de ALLTr muestran diferencias leves en 

el contenido de carbohidratos en peso y diferencias cuantitativas en la 

concentración de ácido siálico, presentando ALLTr3 un contenido mayor de 

este residuo (Tabla II); proponiendo que las diferencias entre las distintas 

isoformas se pueden deber a los diferentes grados de glicosilación, y en 

particular a los diferentes grados de sialilación.  Estos resultados sugieren que, 

como en otras O-glicoproteínas, el estado de glicosilación de ALLTr se modifica 

de acuerdo al estado de activación de la célula (Carlsson y Fukuda, 1986, Piller 

et al., 1988). 

 También se llevo a cabo el estudio indirecto de la secuencia de amino 

ácidos de ALLTr por medio de la digestión de la proteína con tripsina y el 

análisis de los péptidos por MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption-

Time of Flight); esta técnica aprovecha la energía del láser para desprender la 
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muestra de una matriz orgánica, y analizarla por un espectrómetro de masas 

de tiempo de vuelo.  Se obtuvieron 25 fracciones peptídicas con valores de m/z

en el rango de 442.9 a 3817.2 y las principales fracciones se ubicaron en los 

valores 689.9, 1284.7, 1480.7, 1957.2, 2251.1 y 2809.1.  Los valores de los 

iones moleculares [M+H]+ de los péptidos del receptor resultantes de la 

digestión con tripsina se compararon con los obtenidos en la base de datos 

NCBInr Swiss-Prot 10/01/99.  El grado de identidad con una proteína 

denominada KIAA0659 (Ishikawa et al., 1998), cuya secuencia se predijo a 

partir de cDNA de clonas de cerebro humano, fue de 17%; se identificó también 

10% de identidad con el receptor para TGF  (factor de crecimiento 

transformante beta) (Suzuki et al., 1994) y de 7% con una enzima que contiene 

dominios de muerte celular semejantes a los asociados con Fas (Fernández-

Alnemri et al., 1996). Ver Tabla. 

Tabla. Análisis de péptidos trípticos del receptor de la lectina de 
Amaranthus leucocarpus sobre linfocitos T murinos, determinada

       por MALDI-TOF. 
m/z Secuencia Peptídica Proteína relacionada 

1579.9 KSQGQHWYSSSDK 1Proteína FADD

1641.2 QQKLSPSWESSKPR 2TGFR-2

1957.2 LMDFSDNCAIILEDDR 2TGFR-2

2240.9 QISATSLPTAISAQTPRPPMR 1Proteína FADD

2479.4 QDPVELLLLLSTQERLAAELQAR 3Proteína KIAA

2826.7 SSSFQDLYCMVVPESPTSDYAEGPK 3Proteína KIAA

     *Los valores relativos fueron comparados con los obtenidos de la base de 
      datos NCBInr (Swiss-Prot 10/01/99).  Las principales homologías 
      encontradas fueron con: 1Precursor de caspasa 10 (Fernandes-Almenri 

et al., 1996); 2Precursor del receptor tipo II de TGF  (Suzuki et al., 1994); 
3Producto génico de KIAA0659 (Ishikawa et al., 1998). 
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En el análisis por electro-transferencia de proteínas y su reconocimiento 

por anticuerpos anti CD43 y ALL-B, se observa que los anticuerpos anti-CD43 

no reconocen a la O-glicoproteína de 70 kDa y sí a sus respectivas isoformas 

(S7 a la isoforma de 115 kDa y 1B11 a la isoforma de 130 kDa) y ALL-B sólo se 

une a la proteína purificada (Fig. 4). Estos resultados aunados a la escasa 

similitud que presentan los péptidos provenientes de ALLr al compararlos con 

los de las tres proteínas de la base de datos con las cuales tuvieron mayor 

semejanza, nos lleva a proponer que la O-glicoproteína reconocida por la 

lectina de amaranto presente en los timocitos murinos, se puede considerar un 

nuevo marcador de linfocitos T vírgenes o en reposo. 
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Artículo: Isolation of the receptor for the Amaranthus
leucocarpus lectin from human T lymphocytes 

INTRODUCCIÓN

 Las glicoproteínas y los glicolípidos juegan un papel relevante en el 

desarrollo y la diferenciación celular, así como en ciertas condiciones 

patológicas (Tsuboi y Fukuda 2001; Muroi et al., 1997; Fukuda 1992).  Los 

glicanos unidos por un enlace O-glicosídico que se encuentran en las 

glicoproteínas se expresan como glicanos tipo núcleo 1 (Gal 1,3GalNAC-

Ser/Thr), los cuales se pueden sialidar en una unión 2,3 a la galactosa, o 

como glicanos tipo núcleo 2, que son el resultado de la adición enzimática de 

un residuo de GlcNAc en un enlace 1,6 a la GalNAc.  Se han reportado 

funciones diferentes de algunas glicoproteínas que contienen O-glicanos 

núcleo 2 y que están presentes en poblaciones celulares pertenecientes al 

sistema inmune, como son CD43, CD44, CD45, CD46 y CD55 (Fortune et al.,

1994; Shimizu y Shaw, 1993; Piller, et al., 1988).  Los O-glicanos núcleo 1 han 

sido considerados como representativos de una glicosilación aberrante o 

deficiente de las glicoproteínas de membrana.  Existen datos recientes que 

sugieren que los O-glicanos presentes en CD45 regulan la activación celular a 

través de la modulación de la sialilación y la O-glicosilación en el dominio 

extracelular, ya que la dimerización de CD45 inhibe su función como fosfatasa 

(Xu y Weiss, 2002).  Trabajos anteriores indican que las estructuras O-

glicosídicas son específicas para cada linaje y para los estadios de 

diferenciación dentro de un mismo linaje (Muroi et al., 1997; Fukuda 1992). 

Las lectinas son herramientas ampliamente utilizadas para la 

caracterización de los oligosacáridos, así como para la separación de 



poblaciones celulares.  Las lectinas que muestran una especificidad por los O-

glicanos se han usado ampliamente para la separación de subpoblaciones de 

timocitos y linfocitos. Por medio de la PNA se han identificado modificaciones 

en la O-glicosilación de la superficie celular con las que se puede caracterizar 

linfocitos T CD8+ efectores y de memoria, con respecto a los linfocitos vírgenes 

(Galvan et al., 1998).  En estudios recientes se ha mostrado que el 

reconocimiento de ALL (considerada una lectina específica para O-glicanos tipo 

núcleo 1) por las glicoproteínas depende de la orientación de los residuos de 

GalNAc (Hernández et al., 2004).  ALL reconoce timocitos medulares murinos 

(Lascurain et al., 1994), macrófagos peritoneales de ratón no activados 

(Maldonado et al., 1998; Gorocica et al., 1998) y linfocitos T humanos y 

murinos vírgenes o recién activados (Lascurain et al., 1997, Ortiz et al., 2002).  

La lectina de amaranto no reconoce linfocitos B y tiene poca actividad 

mitogénica para los linfocitos humanos (Ortiz et al., 2002; Zenteno et al., 1985). 

Este trabajo provee información sobre las características moleculares del 

receptor de ALL proveniente de linfocitos T humanos. 

RESULTADOS Y DISCUSION

 Los linfocitos T humanos que reconoció la lectina de Amaranthus

leucocarpus (ALL), se separaron por aglutinación selectiva al incubar las 

células con la lectina acoplada a biotina (ALL-B); esta suspensión celular se 

colocó sobre una solución al 7% de albúmina sérica bovina y se recuperaron 

las células ALL+ del fondo del tubo.  Una vez separados los linfocitos T ALL+ se 

incubaron con GalNAc y se cuantificaron con hemocitómetro.  La lectina de 

amaranto reconoció un 7±2% del total de linfocitos T.  El análisis fenotípico de 



los linfocitos T ALL+ se llevó a cabo por citofluorometría de flujo utilizando el 

método de doble tinción inmunológica.  El fenotipo principal de los linfocitos T 

ALL+ fue CD4+ (73%), CD27+ (73%) (Fig. 1) y CD25+ (26%); el marcador 

CD45RA, característico de células vírgenes se presentó en un 41% de las 

células ALL+, en tanto el 14% fue CD45R0. El marcador de activación muy 

temprana CD69 se presentó en el 13% de los linfocitos ALL+.  Estos datos 

coinciden con la observación de que la lectina de amaranto interactúa con 

glicoproteínas que poseen O-glicanos del tipo núcleo 1 en linfocitos de ratón 

vírgenes CD45RB+ (Lascurain et al., 1994) y macrófagos murinos sin activar 

(Maldonado et al., 1998; Gorocica et al., 1998).  ALL reconoce residuos de 

GalNAc cuando éstos están separados entre sí, mientras que los residuos de 

GalNAc que se encuentran agrupados en racimos impiden la interacción con la 

lectina.  Este tipo de reconocimiento de la lectina de amaranto hacia su ligando 

indica que ésta puede ser una herramienta muy útil en el estudio de motivos 

que contengan residuos de GalNAc presentes en las O-glicoproteínas 

(Hernández et al., 2004). 

 La purificación del receptor para la lectina de amaranto se realizó al 

aislar de forma específica las glicoproteínas provenientes de los linfocitos T 

unidas a la lectina, utilizando un sistema de cromatografía de afinidad indirecta 

con una columna de agarosa-avidina y lectina de amaranto acoplada a biotina 

(ALL-B).  Se incubaron 108 linfocitos T con ALL-B y posteriormente se lisaron.  

El lisado celular resultante se separó con una columna de agarosa-avidina y el 

receptor se eluyó de forma específica con GalNAc 0.2 M (Fig. 2).  El análisis 

del receptor para amaranto por electroforesis en condiciones reductoras (SDS-

PAGE) dio la presencia de una sola banda cuyo peso correspondió a 70 kDa 



(Fig. 3).  Al estudiar el contenido y composición de aminoácidos (Tabla 1) y de 

azúcares (Tabla 2) se observó una glicoproteína con un 20% de azúcares en 

peso, que contiene principalmente serina, glicina, ácido glutámico, alanina y 

prolina; los residuos sacarídicos fueron principalmente GalNAc, y gal, manosa y 

GlcNAc en menor proporción, indicando de esta forma que el receptor para ALL 

presente en los linfocitos T se trata de una glicoproteína que presenta 

esencialmente O-glicanos. 

 Al examinar el receptor de ALL por cromatografía de intercambio iónico 

en una columna mono P en forma aniónica, se encontraron cuatro isoformas 

(FI, FII, FIII y FIV) que eluyeron a concentraciones diferentes de un gradiente 

de NaCl (Fig. 4).  FI eluyó a una concentración de 0.15M, FII a 0.17M, FIII a 

0.3M y FIV a 0.5M.  Los resultados obtenidos de la electroforesis de doble 

dimensión en un gradiente de pH de 3.5 a 10 (Fig. 5) confirman la presencia de 

estas cuatro isoformas; el pI de estas isoformas estuvo comprendido en un pH 

de 4.5 a 6.0.  Es posible que estas isoformas, al igual que en el receptor de 

ALL en timocitos murinos, estén relacionadas al estado de activación de los 

linfocitos y que indiquen diferentes grados de glicosilación 

 El estudio de la secuencia de aminoácidos del receptor de ALL así como 

de sus isoformas dio como resultado el amino terminal bloqueado, así que se 

procedió a hacer un examen de secuencia en forma indirecta haciendo una 

digestión con tripsina y analizando los péptidos resultantes por medio de 

espectrometría de masas.  La digestión con tripsina produjo 65 péptidos y la 

relación m/z de las fracciones identificadas estuvo comprendida entre 791.3 a 

3478.3.  Los iones moleculares [M+H]+ producidos en el espectro de MALDI-

TOF (Matrix Assisted Laser Desorption-Time of Flight) se compararon con los 



valores relativos obtenidos de la base de datos de NCBInr (ProFound 

2004/06/01).  Los péptidos identificados del linfocito T mostraron un 54% de 

homología con una chaperona molecular de núcleo DnaK (Vandenbroeck et al.,

2002), 47% con una proteína humana llamada KIAA (Ishikawa et al., 1998) y un 

44% con una proteína de choque térmico (Gross et al., 2003) (Tabla 3).  Estas 

proteínas tienen en común su participación en procesos de regulación y su 

interacción con otras poblaciones celulares.  Por ejemplo, la proteína de 

choque térmico interactúa con receptores específicos, como CD94 que es una 

lectina de tipo C y la molécula de adhesión neuronal CD56, favoreciendo de 

esta manera su interacción con poblaciones celulares efectoras (Gross et al.,

2003).

Muchas proteínas O-glicosiladas se expresan en la superficie celular de 

los linfocitos.  Existen pocos marcadores de la superficie celular que pueden 

discriminar claramente células efectoras de células de memoria.  En estudios 

realizados sobre la expresión diferencial de O-glicanos entre los linfocitos T 

CD8+ efectores y los de memoria, se encontró que existe una regulación 

positiva en la biosíntesis de los O-glicanos de núcleo 2 sobre la superficie de 

las glicoproteínas de membrana de los linfocitos T efectores, en tanto que en 

linfocitos de memoria estos O-glicanos se regulan de forma negativa 

(Harrington et al., 2000).  En el trabajo presente encontramos que ALL 

reconoce 7±2% de los linfocitos T humanos; estas células expresan en mayor 

proporción un fenotipo virgen (CD45RA) en relación al fenotipo de memoria 

(CD45RO), aunque este marcador de superficie sea reconocido de igual forma 

sobre los linfocitos T CD4+ y CD8+.   Los linfocitos B no son reconocidos por la 

lectina.  En una proporción menor los linfocitos T ALL+ mostraron los 



marcadores CD69 (13%) y CD25 (26%), los cuales son considerados como 

marcadores específicos de la activación celular temprana y tardía 

respectivamente (Croft et al., 1997; Testi et al., 1994). 

La mayoría de los linfocitos T ALL+ presentaron un fenotipo CD27+

(73%), el cual es un miembro de la familia de los receptores del factor de 

necrosis tumoral (TNF-R).  La expresión de CD27 está regulada estrechamente 

durante la ontogenia del linfocito T, está presente en la mayoría de los linfocitos 

T CD4+ y CD8+ con fenotipo de células vírgenes CD45RA+CD45RO  y es 

regulada de manera temporal después de la activación (Hendricks et al., 2003; 

Hinzten et al., 1994).  El ligando identificado por CD27 es CD70, el cual es un 

miembro de la familia del TNF, que se expresa principalmente en los linfocitos 

B (Hendricks et al., 2003); sugiriendo de esta forma que el receptor de ALL 

sobre las células T podría participar en las interacciones T-B. 

Durante varios procesos biológicos, incluyendo la activación del linfocito 

T, los O-glicanos de núcleo 2 se pueden convertir en un oligosacárido 

ramificado (Fukuda et al., 1992); mientras que las estructuras cortas de los 

antígenos T y Tn, reconocidos por ALL, con O-glicanos de núcleo 1 parecen 

participar activamente en procesos de regulación (Kundu et al., 1989; 

Schoenbeck et al., 1989). 
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Abstract

Amaranthus leucocarpus lectin (ALL) is specific for GalNAc, and recognizes human T cells. The receptor for ALL was purified from T

cells using biotin-labeled lectin and avidin-agarose as affinity matrix. It is a 70-kDa glycoprotein, constituted mainly by serine, glycine, and

glutamic acid; its glycosidic portion contains mainly GalNAc; galactose, sialic acid, mannose, and GlcNAc were identified at a lower

proportion. By ionic strength chromatography, as well as double dimension electrophoresis, we identified four isoforms of the ALL-receptor.

N-terminal amino acid was blocked both in the ALL-receptor and its isoforms, therefore, tryptic peptides of ALL-receptor, analyzed through

MALDI-TOF, were compared with the relative values obtained from the NCBInr (ProFound 2004/06/01) database. Our results indicated that

the tryptic peptides obtained showed 54% homology with a DnaK-core molecular chaperone, 47% with human KIAA protein, and 44% with

heat shock protein 8. The most frequent phenotype of the CD4 or CD8 ALL+ T cells was CD45RA+ CD27+; 26% of ALL+ T cells were

CD25+ and 13% were CD69+, indicating that the glycoprotein recognized by ALL is present mainly on naive or quiescent T cells.

D 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Glycoproteins and glycolipids play a relevant role in

cellular development, differentiation, as well as in patho-

logical conditions [1–3]. The O-glycosidically linked

glycans present in glycoproteins expressed as core 1 O-

glycan (Galh1,3GalNac-Ser/Thr) which could be sialylated

in an a2,3 linkage to galactose or core 2 O-glycans, which

are the result of the enzymatic addition of GlcNAc in the

h1,6 linkage to GalNAc. Different functions of glycopro-

teins containing core 2 O-glycans on immune cellular popu-

lations, such as CD43, CD44, CD45, CD46, and CD55 have

been reported [4–6]. Core 1 O-glycans have been considered

as representative of aberrant or deficient glycosylation of

cellular membranes. Recent data suggested that O-glycans

on CD45 regulate T cell activation through modulation of

sialylation and O-glycosylation in the extracellular domain,

since dimerization of CD45 inhibits its phosphatase function

[7]. Previous work indicated that the O-glycosidically-linked

structures are specific for each cell lineage and for several

differentiation stages, within a given cell lineage [1,3].

Lectins represent excellent tools for oligosaccharide

characterization as well as for isolation of cellular popula-

tions. Peanut agglutinin (Arachis hypogaea) recognizes

cortical immature thymocytes [8] and effector CD8+ T-cells.

T and B splenocytes are fractionated with the lectin from

Glycine max (soybean agglutinin, SBA) [9]. Helix pomatia

is employed for the identification and isolation of T cells

[10], and Vicia villosa agglutinin recognizes specifically

lymphocytes bearing the CD8 phenotype [11]. Other lectins,
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doi:10.1016/j.bbagen.2005.03.014

* Corresponding author. Fax: +52 5 616 24 19.

E-mail address: ezenteno@servidor.unam.mx (E. Zenteno).

Biochimica et Biophysica Acta 1724 (2005) 155 – 162

http://www.elsevier.com/locate/bba



such as wheat germ agglutinin (WGA), specific for GlcNAc,

have been used in the purification of B lymphocytes [12].

Sequential fractionation of lymphocytes by SBA and peanut

agglutinins (PNA) yielded a pluripotential stem cells

enriched fraction devoid of graft versus host activity, which

has been successfully transplanted into patients with severe

immune deficiencies [13]. By means of PNA, modifications

in cell surface O-glycosylation that could characterize

effector/memory CD8(+) T cells from naive T cells have

been identified [14]. The lectin from Amaranthus leucocar-

pus (ALL) recognizes GalNAc in the specific sequences

Galh1,3GalNAca1,O-Ser/Thr and GalNAca1,O-Ser/Thr
(the T and the Tn antigens, respectively) [15]; moreover,

recent findings show that ALL recognition in glycoproteins

is dependent of the orientation of the GalNAc saccharides

[16]. ALL recognizes murine medullary thymocytes [17],

murine non-activated peritoneal macrophages [18,19], and

human and murine naive or early activated T-lymphocytes

[20,21]. ALL does not recognize B lymphocytes, and it has a

poor mitogenic activity on human lymphocytes [21,22]. This

work provides information on the molecular characteristics

of the ALL receptor from human T cells.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

Amaranthus leucocarpus seeds were obtained in Tulye-

hualco, Mexico, and the lectin was purified by affinity

chromatography [23]. The A. leucocarpus lectin (ALL) was

labeled with the N-hydroxysuccinimide ester of biotin from

Pierce Chem. Co. (Rockford, IL, USA) at a label/protein

ratio of 2:1 [24] for affinity chromatography and with

fluorescein isothiocyanate (FITC) for cytometry assays.

Electrophoresis reagents were obtained from Bio-Rad Lab.

Inc. (Richmond, CA, USA) and monomeric avidin-agarose

was from Pierce Chem. Co (Rockford, IL, USA). Bovine

serum albumin fraction V, sugars, Quantum Red-labeled

anti-human CD4 and CD8 monoclonal antibodies (mAbs),

and chemical reagents were from Sigma Chemical Co (St

Louis, MO, USA). FITC-labeled mouse anti-human

CD45RO and phycoerythrin (PE)-labeled mouse anti-

human CD45RA mAbs were from Southern Biotech Inc

(Birmingham, AL, USA). PE- or CyChrome-labeled mAbs

against CD3, PE-CD25, FITC-CD69, and PE-streptavidin

were obtained from PharMingen (New York, NY, USA).

Mouse anti-human CD27 mAb FITC-labeled was from

Serotec Inc. (Raleigh NC, USA).

2.2. Cells

Human peripheral blood from healthy donors was diluted

1:2 (v/v) in phosphate-buffered saline (PBS, 0.15 M NaCl,

0.05 M sodium phosphate, pH 7.2). Mononuclear cells were

separated on a Ficoll-hypaque density gradient by centrifu-

gation at 1700 rpm for 30 min at 18 -C. The cells were

collected from the interface, washed twice, and then

suspended in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supple-

mented with 5% fetal calf serum (FCS, heat inactivated at

56 -C for 30 min), counted in a hemocytometer and adjusted

to 1 � 108 cells per ml. Enriched T cells were obtained with

a nylon wool column; 0.6 g nylon wool packed in a 10-ml

syringe barrel and previously rinsed with tissue culture

medium. Up to 108 cells in 1 ml Dulbecco’s modified

Eagle’s medium (D-MEM) containing 5% inactivated FCS

were loaded onto the column and incubated at 37 -C for

30–40 min, recovering T cells that passed through. A T-cell

subpopulation ALL+ was purified by selective agglutina-

tion, briefly: the T-cell enriched suspension was incubated

with 1 Ag/ml of biotinylated-ALL for 15 min at room

temperature and layered gently on the top of a solution of

7% bovine serum albumin in PBS in a conical 12-ml glass

tube. After 30 min at room temperature, the cells in the

bottom (ALL+) and on the top (ALL�) of the tube were

collected separately and washed twice with PBS [8].

2.3. Flow cytometry

Viability of purified T cells (>90%) was evaluated by the

trypan blue exclusion test.

Confirmation of T cell fractions was attained by flow

cytometry using PE-labeled anti-CD3 mAbs. Phenotypic

characterization of ALL+ cells was achieved by a double

stain immunological method [25]. Two color staining was

performed on T cells by direct and indirect immunofluo-

rescence; 106 cells were suspended in 50 Al of PBS-BSA-
sodium azide (PBS with 0.2% bovine serum albumin and

0.2% sodium azide, PBA) and incubated for 30 min at 4 -C
with 1 Al ALL (100 Ag/ml). Cells were washed twice with

PBA and stained with PE-, or CyChrome-Streptavidin and

CyChrome-, or PE-labeled anti-CD3, FITC-labeled anti-

CD45RO or PE-labeled anti-CD45RA and Quantum Red

labeled anti-CD4 or anti-CD8, PE-labeled anti-CD25 or

FITC-labeled anti-CD69 for 15 min at 4 -C. Other assays
included incubation of T cells with 10 Al PE-labeled anti-

human CD27mAbs for 30min at 4 -C. After incubation, cells
were washed twice in PBA, fixed in PBS containing 1% p-

formaldehyde, and analyzed by flow cytometry in an Exca-

libur Becton and Dickinson Cell Sorter apparatus (FACS,

Mountain View, CA). At least 104 events were acquired in all

experiments. PE- or Cy-Chrome-labeled Streptavidin was

used as a negative control in all experiments.

2.4. Receptor purification

Indirect affinity chromatography was used to specifically

isolate the lectin-binding glycoproteins from T cells [26,27].

Cells (108), purified by agglutinationwith biotin-labeledALL

lectin, were lysed in a solution of PBS containing 1 Ag/ml

aprotinin-A, 1 Ag/ml pepstatin, 2 Ag/ml leupeptin, 2 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride, and 1.0% (v/v) Triton X-100

F. Porras et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1724 (2005) 155–162156



(lysis buffer), for 30 min at 4 -C under shaking. Nuclei, cell

debris, and mitochondria were removed by centrifugation,

first for 10 min at 250 � g, then 30 min at 18,000 � g.

Pellets were eliminated and the clear supernatant was loaded

on an avidin-agarose column (3 � 1 cm), equilibrated

previously with lysis buffer 0.1% Triton X-100 (PBS-T) at

4 -C. The unretained material was eluted with PBS-T and

the fraction corresponding to the bound protein was eluted

with 0.2 M GalNAc in PBS-T; the biotin-labeled lectin was

eluted from the avidin column by addition of 0.2 M

glycine–HCl, pH 2.8. The collected fractions were dialyzed

against PBS and their absorbance was determined at A280.

Finally, GalNAc-eluted fractions were pooled, dialyzed

against distilled water, and freeze-dried for further analysis.

2.5. Polyacrylamide gel electrophoresis

The molecular mass and the homogeneity of the purified

receptor were evaluated by 10% polyacrylamide gel electro-

phoresis (SDS-PAGE) using the Laemmli [28] disconti-

nuous buffer system. Before electrophoresis, samples were

treated with 50 AM 2-mercaptoethanol, boiled for 5 min,

and, finally, gels were stained by the silver staining method.

2.6. Analytical methods

2.6.1. Protein concentration

Protein was determined with the DC.protein assay kit

according to manufacturer’s instructions (Bio-Rad Labora-

tories, Hercules, CA, USA). Carbohydrate composition was

determined with the heptafluorobutyrate derivatives of O-

methyl-glycosides from the lectin and its glycopeptides,

obtained after methanolysis in 0.5 M methanol–HCl for

24 h at 80 -C; lysine (Sigma) was used as internal standard.

The samples were analyzed by gas-chromatography using a

capillary column (25 � 0.32 mm) of 5% Silicone OV 210,

(Applied Science Lab, Buffalo, NY), in a Varian 2100 gas

chromatograph (Orsay, France), as described by Zanetta et

al. [29]. The amino acid analysis was performed in a 100-Ag
sample that was hydrolyzed under vacuum with 2 ml of 6 M

HCl at 110 -C in sealed tubes for 24, 48, and 72 h. The

samples were analyzed on an automatic amino acid analyzer

Durrum 500, according to Bidlingmeyer et al. [30], using

nor-leucine as internal standard.

2.6.2. Amino acid sequence

The amino acid sequence was determined on purified

ALL T cell receptor electrophoresed on SDS-PAGE and

transferred to a PVDF membrane, the band was excised

from the blot and sequenced with a Beckman Model

LF3000 protein sequencer (Fullerton, Ca., USA). Amino

acid sequencing was also determined by MALDI-TOF on

peptide fragments obtained by trypsin digestion of the

purified ALL-receptor; it was performed on the SDS-PAGE

excised band as follows: the gel containing 200 pM of

protein was digested with 0.5 Ag trypsin in 500 ml

ammonium bicarbonate, pH 8.0, at 37 -C, for 24 h. The

reaction was inhibited by storing at 4 -C. Then, the enzyme

digest was evaporated to dryness using a Gyrovap (Howe,

London) [31]. Samples were prepared by mixing directly

Fig. 1. Phenotypic characterization of human T lymphocytes recognized by the Amaranthus leucocarpus lectin. Analyses were performed using FITC-labeled

lectin and PE-labeled anti-human CD27. Almost all of the gated ALL+ cells are CD27+.
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onto the target 1 Al of the reaction products (containing

50 pM) and 1 Al of a 2,5-dihydroxybenzoic acid matrix (12

mg/ml in CH3OH/H2O, 70:30, v/v), and then allowing the

mixture to crystallize at room temperature [32]. 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.

The mass spectra were acquired in reflectron mode under 8

keV acceleration voltage and positive detection. Control

assays were performed using trypsin alone to identify self-

digested peptide mass and with angiotensin-I as standard

(Mr 1296.7). The mass of [M+H]+ ions from peptides

produced by tryptic digestion was compared with those

obtained from NCBInr (ProFound 2004/06/01) database.

2.7. Identification of isoforms of the ALL+ T cell receptor

2.7.1. Two-dimensional electrophoresis

For the first dimension, isoelectric focusing was per-

formed with 30 Ag of the affinity purified ALL-receptor in

cylindrical 5% polyacrylamide gels (0.2� 10 cm) containing

2% (v/v) of 3.5 to 10 ampholines (Pharmacia) and 1% Triton

X-100. Gels were run at 600 V for 2 h. Then, each gel was

prepared for second dimension SDS-PAGE, onto 10% sepa-

rating gels in a slab gel apparatus, according to Laemmli [29].

2.7.2. Ionic strength chromatography

The affinity purified ALL-receptor was applied to a

mono-P pre-packed HR column 5/20 mm (Pharmacia,

Uppsala, Sweden), in anionic form, equilibrated previously

with 10 mM imidazol buffer, pH 7.1, at a flow rate of

1 ml/min with a maximal pressure of 40 bars, in a 60-min

program using an FPLC System (Pharmacia, Uppsala,

Sweden). ALL-receptor isoforms were eluted from the

column with a 0- to 1-M NaCl stepwise gradient in imidazol

buffer. Fractions (1 ml) were collected and absorbance was

monitored at A280. Each eluted peak was dialyzed against

distilled water before lyophilization for further analysis.

3. Results

3.1. ALL+ T cells phenotype

Biotin-labeled ALL recognized 7 T 2% of the total T

lymphocytes; 73% of the ALL positive cells were CD4+

and 20.3 % were CD8+; 41% of the ALL+ were also

CD45RA+ and 14% CD45RO+; 26% of the ALL+ T cells

Fig. 2. Purification of human T cell receptor for Amaranthus leucocarpus

lectin. The cells prior to lysis were incubated with biotin-labeled ALL, and

then the complex was purified on an avidin–agarose column. The

unretained fraction was eluted with PBS-T (0.1% TritonX-100) and the

affinity purified receptor was eluted by addition of 0.2 M GalNAc in PBS-T.

Optical density A280 was determined on fractions dialyzed previously

against PBS.

Fig. 3. SDS-PAGE of the purified ALL�T cell receptor. Lane A, molecular

weight markers. Lane B, 50 Ag of T cell lysate. Lane C, 10 Ag of purified

fraction eluted with 0.2 M GalNAc. The molecular weight markers are:

myosin (205 kDa); B-galactosidase Escherichia coli (116 kDa); phosphory-

lase B (97 kDa); fructose-6-phosphate kinase (84 kDa); bovine serum

albumin (66 kDa); glutamic dehydrogenase (55 kDa); ovoalbumin (45 kDa);

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36 kDa).
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were CD25+ and 13% CD69+. Most of the gated ALL+ T

cells (73%) were CD27 positive (Fig. 1).

3.2. Receptor purification

T lymphocytes (108), enriched in a nylon wool column,

rendered after lysis 5.8 mg of soluble protein. The

glycoprotein recognized by ALL was purified from the T

cell lysate by indirect affinity chromatography. The ALL

binding protein was eluted with GalNAc 0.2 M (Fig. 2). The

amount of purified protein was 50 Ag, which corresponds to

<1% of the cell lysate protein concentration.

3.3. Chemical characterization

Electrophoretic analysis of the affinity purified ALL-

receptor from human T cells showed a single band of 70

kDa (Fig. 3). Control assays, using ALL as control, showed

a protein band of 35 kDa, confirming that the 70-kDa

protein corresponds to the ALL-receptor. The ALL-receptor

is a glycoprotein, with 20% of sugars by weight, containing

mainly serine, glycine, and glutamic acid; it also contains

proline residues, which seem to be important for O-

glycosylation [16], and is devoid of cysteine residues (Table

1). As indicated in Table 1, the ALL-receptor possesses 148

Ser/Thr residues, representing potential sites for O-glyco-

sylation. The carbohydrate fraction of the receptor is mainly

composed by GalNAc (49%); galactose, N-acetyl-d-glucos-

amine, mannose, and sialic acid are also present in smaller

amounts (Table 2).

The ALL-receptor possessed blocked N-terminal amino

acid residues. Tryptic digestion of the purified receptor

yielded 65 peptidic fractions. The m/z of the identified

fractions ranged from 791.3 to 3478.3. The molecular

[M+H]+ ions from the MALDI-TOF spectrum of digested

fractions were compared with the relative values obtained

from the NCBInr (ProFound 2004/06/01) database. The

identified T cell peptides showed a 54% homology with a

DnaK-core molecular chaperone, 47% with human KIAA

protein and 44% with heat shock protein 8 (Table 3).

3.4. Identification of ALL+ T cell receptor isoforms

The affinity chromatography purified protein yielded

four isoforms when separated by exchange chromatography

on a mono-P column, in anionic form (Fig. 4). The isoforms

(termed FI, FII, FIII, and FIV) were eluted with a stepwise

NaCl gradient. FI was eluted at 0.15 M NaCl, FII at 0.17 M,

FIII at 0.3 M, and FIV at 0.5 M. This result was confirmed

by two-dimensional electrophoresis in a 3.5 to 10 pH

gradient that showed four isoforms (Fig. 5); the pI of the

four isoforms ranged from 4.5 to 6.0.

4. Discussion

Lectins with specificity for O-linked glycans (containing

Galh1-3 GalNAca1-O-Ser/Thr and GalNAca1-O-Ser/Thr)
have been widely used in the fractionation of glycoproteins

and cellular sub-populations [8,10,13,14]. Amaranthus

leucocarpus syn hypocondriacus is a Mexican plant

representative of the Amaranthaceae family and has been

shown to interact with the core 1 of O-linked glycoproteins

in naive CD45RA murine lymphocytes [17] and non-

activated murine macrophages [18,19]. ALL recognizes

GalNAc residues when they are spaced out in glycan

structures, whereas GalNAc residues arranged in clusters

prevents interaction with the lectin, indicating that ALL is

an interesting tool to study GalNAc-containing motifs found

in O-glycoproteins [16].

The ALL receptor from human T cells was purified using

biotin-labeled lectin and avidin-agarose as the affinity

matrix. It is a 70-kDa glycoprotein, constituted mainly by

serine, glycine, and alanine; its glycosidic portion, which

represented 20% of the total weight, contains mainly

GalNAc, whereas Gal, Man, GlcNAc, and NeuAc were

identified at a lower proportion, indicating that ALL

receptor is mainly O-glycosylated. Ionic strength chroma-

Table 1

Amino acid composition of the human T cell receptor for Amaranthus

leucocarpus lectin

Amino acid Residues per 100 amino acids Residues per moleculea

Asp 6.2 36.2

Glu 16.4 95.7

Ser 21.4 125.4

Gly 20.1 117.8

His 2.6 15.2

Arg 1.2 7.0

Thr 3.9 22.8

Ala 9.3 54.2

Pro 3.3 19.2

Tyr 1.1 6.4

Val 3.8 22.2

Met 0.7 4.1

Ile 3.0 17.4

Leu 2.9 16.9

Phe 1.5 9.1

Lys 2.7 15.8

Total 585.4

a Considering 70 kDa and that the receptor contained 20% sugar by

weight.

Table 2

Carbohydrate composition of the human T cell receptor for Amaranthus

leucocarpus lectin

Carbohydrate Residues per 100 residues Residues per moleculea

Gal 21 16.3

Man 15 11.3

GalNAc 49 31.0

GlcNAc 11 7.3

NeuAc 4 1.8

a Sugar residues per molecule are presented considering 20% sugar by

weight and a molecular weight of 70 kDa.
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tography, as well as double dimension electrophoresis,

revealed that the ALL T-cell receptor contained four

isoforms; as for the ALL receptor in murine thymocytes,

it is highly possible that human ALL T cell-receptor’s

microheterogeneity might be related to the activation stage

of lymphocytes [27]. N-terminal amino acid sequence is

blocked in both the receptor and its isoforms. Amino acid

sequence of ALL receptor was analyzed from peptides after

trypsin digestion by MALDI-TOF, and their m/z values

compared with the relative values obtained from the

NCBInr (ProFound 2004/06/01) database. Our results

indicate that tryptic peptides of ALL+ T cell receptor

showed 54% homology with a DnaK-core molecular

chaperone [32], 47% with human KIAA protein [33], and

44% with heat shock protein 8 [34]; these proteins have in

common their participation in regulatory processes during

cellular activation and their interaction with other cellular

populations. For example, the heat shock protein interacts

with specific receptors, such as the C-type lectin receptor

CD94 and the neuronal adhesion molecule CD56, favoring

interaction with effectors cellular populations [34].

Many functional O-glycosydically linked glycoproteins

are expressed on the lymphocyte cell surface. There are few

reliable cell surface markers that can clearly discriminate

effector from memory T cells. Changes in O-linked

glycosylation effector and memory cell cores in CD8+ T

cells showed upregulated biosynthesis of core-2 O-glycans

on T cell surface glycoproteins [35,36]. In this work, we

found that ALL recognizes 7 T 2% human T cells; these cells

expressed naive (CD45RA) rather than memory (CD45RO)

markers, although surface markers on CD4+ and CD8+ T-

cells were equally well recognized, and B-cells were not

recognized. A lower proportion of the ALL+ T cells showed

CD25 (26%) and CD69 (13%) phenotypic markers, which

are considered as specific markers for late or early cellular

Table 3

Amino acid sequence of the T cell receptor for the lectin from Amaranthus leucocarpus determined from tryptic peptides by MALDI-TOF

m/z Peptide sequence Related protein

2697.9 VEIIANDQGNRTTPSYVAFTDTER 1DnaK-type

2775.0 QTQTFTTYSDNQPGVLIQVYEGER 2Heat shock protein 54

2982.2 TLSSSTQASLEIDSLFEGIDFYTSITR 1DnaK-type

3175.6 MLRGKPAVAALGDLTDLPTYEDIQTALSSK 3KIAA0123t

3257.7 FSSGGAYPNIPLSSPLPGVPKPVFATVDGQEK 3KIAA0123

3404.8 AAAVGIDLGTTYSCVGVFQHGKVEIIANDQGNR 1DnaK-type

* Analyses of the ALL+ T cell receptor’s peptides, obtained for trypsin digestion by MALDI-TOF, were compared with the relative values obtained from the

NCBInr (ProFound 2004/06/01) database. Main homologies were found with: 1DnaK-type molecular chaperone HSPA1L-human [32]; 2Heat shock protein 54

[34]; and 3KIAA0123 gene product [33].

Fig. 4. Purification of human T cell receptor-isoforms for Amaranthus

leucocarpus lectin by ion exchange chromatography on a Mono-P column

(anionic form) in an FPLC system. The affinity purified ALL receptor

(500 Ag) was applied to the column equilibrated previously with 10 mM

imidazol buffer, pH 7. Isoforms were eluted by stepwise NaCl gradient

(dotted line). Detection of the optical density of each milliliter of fraction

was at A280 (continuous line).

Fig. 5. Two-dimensional electrophoresis of the purified T cell receptor for

Amaranthus leucocarpus lectin. Isoelectric focusing (in the first dimension)

of 50 Ag purified ALL-T cell receptor was performed in cylindrical

polyacrylamide (at 5% concentration) gels containing 2% (v/v) of pH 3.5 to

10 ampholines and 1% Triton X-100. Gels were run at 600 V for 14 h at 4 -C.

The gel was deposed for a second dimension on an SDS-PAGE slab gel.
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activation, respectively [37,38]. In addition, most ALL+

cells were also CD27+, which is a lymphocyte-specific

member of the tumor necrosis factor receptor (TNF-R)

family. CD27 expression is tightly regulated during T-cell

ontogeny and is present in most CD4+ and CD8+ T cells with

CD45RA+CD45RO� naive phenotype, and transiently up-

regulated upon priming [39]. The ligand identified by CD27

is CD70, a member of the TNF family, mainly expressed on

B cells [39,40], suggesting that the ALL+ receptor on T cells

could participate in T cell–B cell interactions.

During various biological processes, including T-cell

activation, the core 2 O-glycan can be converted to a

branched oligosaccharide [3]; whereas the T and Tn

antigens, recognized by ALL, in core 1 O-glycan seems to

participate actively in regulatory processes [41,42]. Further

work is needed to determine the specific role of the 70-kDa

glycoprotein recognized by ALL in T-cells.
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DISCUSIÓN GENERAL

 Se estima que de un 50% a un 90% de las proteínas del cuerpo humano 

tienen modificaciones postraduccionales. Estas modificaciones son necesarias 

para la función biológica de una gran cantidad de proteínas que las poseen y 

para las funciones efectoras de las células en las cuales se expresan dichas 

proteínas (Doyle y Mamula 2001).  Varias de estas modificaciones afectan 

algunas funciones del sistema inmunológico como son la tolerancia (Mamula et 

al., 1999; Meadows et al., 1997), el reconocimiento de antígenos tumorales por 

parte de las moléculas del MHC clase I (Skipper et al., 1996), además de 

participar en una respuesta inmunológica adecuada (Xu y Weiss, 2002; Zarling 

et al., 2000, Haurum et al., 1999).  Una de las principales modificaciones 

mediadas por enzimas a las que son sometidas las proteínas, es la 

glicosilación; de esta manera los oligosacáridos unidos a las proteínas 

modifican la estructura y función de éstas y contribuyen en la regulación del 

comportamiento celular.

 Las estructuras O-glicosiladas sobre la superficie celular de los 

leucocitos en general y linfocitos T en particular han mostrado tener una 

participación importante en fenómenos de la respuesta inmune, tales como el 

reconocimiento celular durante la inflamación (Ellies et al., 1998), la activación 

de los linfocitos T (Piller et al., 1988), la adhesión intercelular (Ardman et al.,

1992), la presentación antigénica (Tsuboi, y Fukuda, 1997), la cooperación 

celular entre linfocitos T y B (Tsuboi y Fukuda, 1998) y la apoptosis de los 

timocitos corticales durante los procesos de selección (Galvan et al., 2000; 

Nyugen et al., 2001).  Las estructuras O-glicosídicas pueden ser parte de 

glicoproteínas de membrana o estar unidas a lípidos.  Las principales O-



glicoproteínas que se conocen y que han sido más estudiadas son CD43 y 

CD45, sin embargo existen otras glicoproteínas que presentan dominios de 

mucina como son CD44, CD46 y CD55 entre otras.  Cada vez se conoce más 

acerca de la función que tienen los O-glicanos en la fisiología de las células del 

sistema inmune y cómo los diferentes grados de O-glicosilación influyen en 

ésta (Harrington et al., 2001).  Se han observado glicoproteínas que presentan 

tramos altamente O-glicosilados, tal es el caso de CD43 y CD45, y cómo el 

grado de ramificación y de sialilación de estos tramos afecta la función de la 

molécula y por tanto la fisiología de la célula (Onami et al., 2002; Baum et al.,

1995; Lefebvre et al., 1994).  Por otro lado se conocen glicoproteínas que 

presentan O-glicanos esparcidos en su estructura como es el caso de la 

glicoforina (Pisano et al., 1993,) presente en los eritrocitos, y la fetuína 

(Dziegielewska et al., 1990), de las cuales no se ha dilucidado del todo el papel 

que juegan los O-glicanos. 

En el presente trabajo se purificaron y caracterizaron dos glicoproteínas 

que fueron reconocidas por la lectina de Amaranthus leucocarpus, específica 

para GalNAc y que reconoce O-glicanos de tipo núcleo 1 

(Gal 1,3GalNac Ser/Thr) (Hérnandez et al., 1999); una de ellas fue aislada a 

partir de timocitos murinos y la otra a partir de linfocitos T humanos.  La 

glicoproteína presente en timocitos de ratón reconocida por la lectina de 

amaranto es una glicoproteína de 70 kDa con un 20% de azúcares que 

contiene principalmente ácido aspártico, ácido glutámico, serina, prolina y 

glicina; posee 88 residuos de serina o treonina que representan sitios 

potenciales de O-glicosilación.  No se encontró cisteína.  La cantidad de prolina 

que presenta es significativa, se ha observado la importancia de este residuo 



en la unión de la polipéptido GalNAc transferasa (GalNAcT).  La fracción 

sacarídica del receptor presenta principalmente GalNAc y galactosa y en menor 

proporción GlcNAc, manosa y ácido siálico.  Al analizar esta glicoproteína por 

cromatografía de intercambio iónico se encontró que presenta 3 isoformas cuya 

composición de aminoácidos es casi idéntica y las principales diferencias entre 

ellas se observaron en la concentración de azúcares y en el grado de 

sialilación, lo cual sugiere que la diferencia en la glicosilación podría estar 

determinando las diferentes isoformas. El amino terminal del receptor tímico 

para la lectina (ALLTr) así como sus isoformas está bloqueado.  Al realizar el 

análisis de péptidos por MALDI-TOF y comparando los péptidos de las 

fracciones digeridas con tripsina, con los obtenidos de la base de datos del 

NCBInr, (Pro-Found) los péptidos identificados mostraron un grado de identidad 

bajo con tres proteínas: 17% con una proteína llamada KIAA0659, la cual es 

una secuencia obtenida de cDNA de clonas de cerebro; 10% con el receptor 

tipo II del factor de crecimiento transformante (TGF ) y un 7% con una proteína 

asociada a los dominios de muerte de FAS.  Los timocitos ALL+ representan el 

5% (±0.3) del total de timocitos.  Al realizar el estudio de fenotipo se encontró 

que los timocitos presentan primordialmente un fenotipo maduro CD4+CD8

(83%) y sin activar CD45RB+ (90%), posiblemente se trata de timocitos 

maduros a punto de salir a la periferia. 

En los linfocitos T humanos, la glicoproteína reconocida por ALL tiene un 

peso de 70 kDa y un 20% de azúcares que contiene principalmente serina, 

glicina y ácido glutámico, también posee treonina y prolina en porcentajes 

considerables; la cantidad total de treonina y serina es de 148.  Carece de 

residuos de cisteína.  La presencia de los aminoácidos serina, treonina y 



prolina indica que esta glicoproteína es susceptible de O-glicosilarse.  Al 

analizar la composición de azúcares se observó que GalNAc es el principal 

residuo y se encontraron en menor proporción galactosa, manosa, GlcNAc y 

ácido siálico.  La glicoproteína reconocida por ALL presenta 4 isoformas, las 

cuales se pueden separar por cromatografía de intercambio iónico y también 

fueron se detectaron en el análisis de electroforesis de doble dimensión.  El 

amino terminal del receptor de ALL así como de sus isoformas está bloqueado.  

En el análisis de péptidos por MALDI-TOF, los péptidos identificados en la base 

de datos de la NCBInr (ProFound) mostraron algún grado de identidad con tres 

proteínas: un 54% con una chaperona llamada DNAk, 47% con la proteína 

KIAA y un 44% con la proteína de choque térmico 8.  ALL reconoció un 7% (±2) 

de los linfocitos T, estos linfocitos T ALL+ fueron principalmente CD4+ (73%), 

con un 20.3% CD8+ y presentaron un fenotipo virgen CD45RA+ (41%) en mayor 

proporción que uno activado CD45RO+ (14%). 

Se han descrito cambios en la expresión de O-glicanos sobre los 

linfocitos T en diferentes estados de diferenciación y/o activación (Onami et al.,

2002, Baum et al., 1995, Gillespie et al., 1993, Piller et al., 1988), lo cual 

sugiere que las células vírgenes o en estado de reposo presentan marcadores 

que modifican sus O-glicanos al activarse; esto se puede deber a la existencia 

de mecanismos relacionados con la expresión de las O-glicosiltransferasas, 

asociados a la activación y que los productos finales de esta modificación post-

traduccional indiquen una pérdida de la virginidad de los linfocitos T.  Varias 

proteínas de membrana de los linfocitos T son reconocidas como marcadores 

de virginidad o de activación y memoria (Dutton et al., 1998; Mackay, 1993, 

Morimoto y Schlossman, 1993), entre ellas se encuentra CD45 la cual presenta 



distintas isoformas debido a su grado de O-glicosilación, dependiendo si se 

expresa en linfocitos T vírgenes (CD45RA en humanos y CD45RB en ratón) o 

en linfocitos ya activados o de memoria (CD45R0); la cadena  del receptor 

para IL-2 o CD25, que se expresa una vez que la célula se ha activado, y CD69 

que se considera un marcador de actividad muy temprana.  ALL reconoce 

timocitos medulares murinos (Lascurain et al., 1994), macrófagos peritoneales 

murinos no activados (Maldonado et al., 1998; Gorocica et al., 1998), linfocitos 

T humanos vírgenes (Lascurain et al., 1997), linfocitos murinos vírgenes o 

activados tempranamente; se ha observado que la mayoría de los linfocitos T 

murinos reconocidos por ALL presentan un fenotipo 

CD62LhiCD45RBhiCD44lo/ , es decir con características de células vírgenes 

(Ortiz et al., 2002).  En el presente trabajo las células ALL+ en ambas especies 

muestran marcadores en una modalidad de linfocito T virgen, el 90% de los 

timocitos murinos fueron CD45RB+.  En humano solo el 13% de los linfocitos T 

fueron CD69+ y 26% CD25+, la proporción de linfocitos T ALL+ CD45RA+ fue 

mayor (41%) que la que presentó un fenotipo de memoria CD45R0+ (14%).  Lo 

anterior sugiere que la glicoproteína que reconoce ALL está presente 

principalmente en linfocitos T vírgenes o en reposo. 

Ambos receptores tienen un peso de 70 kDa y presentan un 20% de 

azúcares; contienen residuos sacarídicos propios de O-glicanos en mayor 

proporción, si bien también muestran residuos como GlcNAc y manosa, los 

cuales pertenecen a estructuras N-glicosídicas.  Los dos contienen ácido 

siálico.  Uno y otro receptores mostraron una cantidad importante de residuos 

de treonina y serina (potenciales sitios de O-glicosilación) y también una 

cantidad significativa de prolina, la cual se ha visto que es importante para la 



unión de la polipéptido GalNAc transferasa (GalNAcT); tanto el receptor 

presente en ratón como el de humano carecen de residuos de cisteína, lo cual 

indica que estas proteínas no presentan puentes disulfuro que le puedan 

conferir una conformación terciaria. El amino terminal del receptor para 

amaranto en ambas especies se encuentra bloqueado.  Tanto el receptor para 

amaranto en ratón como en humano presentan varias isoformas las cuales se 

pueden separar por intercambio iónico, el receptor de ratón contiene 3 

isoformas y el de humano 4.  En el caso de ratón, la composición de 

aminoácidos de las 3 isoformas fue casi idéntico y las principales diferencias 

entre ellas se observaron en la concentración de azucares y en el grado de 

sialilación, lo cual sugiere que la diferencia en la glicosilación podrían estar 

determinando las diferentes isoformas en ambos receptores.  Estos dos 

receptores presentan proporciones diferentes de aminoácidos en su 

composición y en particular en los aminoácidos que participan en la O-

glicosilación; no obstante, puede tratarse de la misma molécula, con diferencias 

debido a la distancia filogenética que existe entre ambas especies. 

Existen O-glicoproteínas cuya función es modulada por las diferencias 

en la O-glicosilación y por el grado de sialilación.  CD44 es una molécula de 

adhesión que actúa como el principal receptor del ácido hialurónico y que se 

encuentra en la superficie de la mayor parte de tipos celulares, además 

participa en muchos procesos biológicos y patológicos como la residencia 

(“homing”) de los linfocitos (Matsuki et al., 2003).  Se ha planteado que CD44 

existe por lo menos en tres fases: como receptor transmembranal, como 

componente integral de la matriz extracelular y como proteína soluble que se 

encuentra en los fluidos del cuerpo; cada una de estas fases con funciones 



biológicas diferentes (Cichy et al., 2003).  La transición de una isoforma inactiva 

a otra activa incluye, entre otras modificaciones, la glicosilación (Ponta et al.,

2003).  La liberación espontánea del CD44 soluble es dependiente de la 

presencia de O-glicosilación parcial o completa de cuatro motivos de serina-

glicina localizados en el ectodominio proximal a la membrana de CD44 

(Gasbarri et al., 2003).  En el caso de la proteína cofactor de membrana (MCP) 

o CD46, las seis clases de cDNA identificadas difieren en la composición y el 

largo de un dominio extracelular, rico en serina, treonina y prolina, que es un 

sitio profusamente O-glicosilado (Post et al., 1991).  CD55 o factor de 

decaimiento acelerado (DAF) es una O-glicoproteína de membrana unida por 

un glicofosfolípido, encontrada en la mayor parte de las células.  Al parecer los 

sitios O-glicosilados definen el nivel de expresión de esta molécula sobre la 

membrana celular, ya que al no estar presentes, DAF es roto de forma 

proteolítica tan pronto como alcanza la superficie celular (Reddy et al., 1989).  

Para que las células T sean susceptibles a apoptosis mediada por galectina-1 

deben expresar receptores glicoproteícos como CD7, el cual presenta 

oligosacáridos específicos para la galectina-1.  CD7 se deja de expresar en los 

linfocitos T en el síndrome de Sezary y en la micosis fungoides (Scala et al.,

1999).  Las células de Sezary son linfoproliferaciones cutáneas en estas dos 

patologías.  En lesiones primarias y en líneas celulares de T, se ha demostrado 

la presencia de un “glicotipo” con O-glicanos núcleo 1 sialilados que promueven 

una resistencia a la galectina-1.  (Roberts et al., 2003).  La expresión de CD7 

es necesaria pero no suficiente para inducir la muerte mediada por galectina-1 

de las líneas celulares de Sezary.  Es muy probable que de forma similar, las 

distintas isoformas del receptor para ALL, con sus diferentes grados de O-



glicosilación y de sialilación, representen un medio de regular la actividad 

celular.  En el modelo murino se ha encontrado que la expresión de enzima 

C2GnT está restringida a los timocitos corticales (Baum et al., 1995); esta 

glucosaminil-transferasa permite la ramificación de los oligosacáridos sobre los 

O-glicanos, en tanto que los timocitos medulares expresan la enzima ST3Gal I

(Kono et al., 1997), la cual se une al antígeno T impidiendo que los O-glicanos 

se ramifiquen.  Los O-glicanos ramificados a partir de la acción de la C2GnT 

forman secuencias lactosamínicas que son los receptores de la galectina-1, 

una lectina dimérica soluble la cual induce apoptosis en los timocitos corticales.  

Con la competencia que presenta la ST3Gal por el mismo sustrato impide esta 

ramificación en los timocitos medulares y por tanto puede estar impidiendo la 

apoptosis de estos timocitos reconocidos por ALL (Álvarez et al., 1999).  La 

mayoría de las células ALL+ (73%) fueron CD27+.  Este último marcador es el 

ligando de CD70 que es un miembro de la familia del TNF (Hendricks et al.

2003, HInzten, 1994) y se expresa principalmente en los linfocitos B, lo cual 

sugiere que el receptor para amaranto sobre los linfocitos T podría estar 

participando en las interacciones entre linfocitos T y B. 

Los marcadores de residencia (“homing”) de los linfocitos T presentan 

patrones de expresión variables de acuerdo a su estado de diferenciación y 

activación; el patrón de unión de los linfocitos T CD8+ a ALL coincide con los 

observado en estos marcadores (Ortiz et al., 2002), los cuales inicialmente se 

expresan en el estado simple positivo en la medula tímica y en los linfocitos T 

periféricos pero son regulados negativamente una vez que se han encontrado 

con su antígeno correspondiente en los órganos linfoides secundarios (Mackay 



et al., 1993), lo cual sugiere que ALLr podría ser relevante en la recirculación 

de los linfocitos T CD8+.

Tomados en su conjunto estos datos establecen que el receptor para 

amaranto es una O-glicoproteína de 70 kDa que contiene un 20% de azúcares, 

la cual presenta varias isoformas basadas en su grado de glicosilación y que 

podría tratarse de una glicoproteína semejante en ambas especies, ratón y 

humano.  El grado de identidad que muestra con otras proteínas ya conocidas 

sugiere que se trata de un marcador molecular nuevo, presente principalmente 

en linfocitos T vírgenes o en reposo. 



CONCLUSIONES

§ El ALLr es una O-glicoproteína de 70 kDa con un 20% de azúcares y está 

presente en timocitos murinos y en linfocitos T humanos. 

§ Los carbohidratos presentes en el receptor para la lectina de amaranto (ALLr) 

en ambas especies son tipo O-glicosídico. 

§ El ALLr presenta varias isoformas tanto en timocitos murinos como en 

linfocitos T humanos.  Es posible que estas isoformas se deban principalmente 

al grado de glicosilación de la proteína y particularmente al grado de sialilación. 

§ La glicoproteína reconocida por la lectina de Amaranthus leucocarpus se 

encuentra principalmente en linfocitos T vírgenes o en reposo.

§ Debido al grado de identidad que presenta con otras glicoproteínas se 

sugiere que ALLr es un marcador fenotípico nuevo. 



PERSPECTIVAS

§ Secuenciación de aminoácidos de las glicoproteínas reconocidas por la 

lectina de Amaranthus leucocarpus.

§ Determinación de la participación del receptor de la lectina de Amaranthus 

leucocarpus en la transducción de señales. 

§ Estudio del receptor de la lectina de Amaranthus leucocarpus como marcador 

fenotípico de distintos estadios de maduración y activación, así como en 

diversos estados patológicos. 
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