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RESUMEN

Los estudios sobre receptores y ligandos en el contexto de la comunicacion y
cooperacion celular son importantes para elucidar los mecanismos que conducen
a la inmunidad o a la anergia de un organismo. Para estos estudios el uso de
lectinas constituye una ventaja ya que la mayoria de los receptores son
glicoproteinas. Con este fin se ha utilizado la lectina de Amaranthus leucocarpus
(ALL) la cual suprime la respuesta inmunitaria de ratones contra antigenos
particulados. Por lo anterior, se determinaron las especificidades molecular y

celular de ALL asi como el aislamiento del receptor celular.

En ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion con glicanos, glicosidos y
glicoproteinas de estructura conocida, se establecié que ALL es especifica para la
N-acetil-D-galactosamina presente en el antigeno T (GalR1->3GalNaca1->0-
Ser/Thr) y en el antigeno T, (GalNAca1—0-Ser/Thr). Por ensayos de aglutinacion se
determind que ALL identifica al 5.61 £ 0.85% de las células de timo de ratén cuyo
fenotipo es predominantemente CD4'CD8" (76%) y por medio de cortes histologicos
de timo murino, se identifico que ALL reconoce a timocitos medulares y a una
poblacion de células interdigitantes residentes en la médula. Mediante
cromatografia de afinidad, se aislo de la membrana de timocitos, a una
glicoproteina de peso molecular de 70 kDa, que esta compuesta por 20% de

carbohidratos (Gal y GalNAc en relacién 1:3).



Con respecto a las células de sangre venosa humana, ALL aglutind al 3-4% de
células mononucleadas de individuos clinicamente sanos. Igualmente, se
determiné que de los linfocitos amaranto positivos el 61% son CD2’, el 60% CD3", el
68% CD4', el 22% CD8' y el 0.2% CD19'. En analisis por citofluorometria de las
células reconocidas por ALL, se identificd que estas células ademas son CD45RA",
siendo un marcador para linfocitos que se encuentran en las etapas finales de
maduracion o para linfocitos maduros virgenes. En cultivos celulares, ALL indujo
actividad mitogénica en linfocitos de pacientes tuberculosos anérgicos, que fueron
pobremente estimulados por las lectinas Con A y PHA. Los resultados mostraron
que ALL reconoce a una O-glicoproteina perteneciente a una subpoblacion de

linfocitos que posiblemente se amplifica en los enfermos tuberculosos anérgicos.



SUMMARY

Cellular communication and cooperation studies on both,
receptors and ligands, are important to elucidate the mechanisms
that lead to immunity or anergy of an organism. In order to clarify
these mechanisms, the use of lectins have an advantage since the
majority of the receptors are glycoproteins. Having this aim in
mind, we utilized the Amaranthus leucocarpus lectin (ALL) which
suppresses the mice immune response against particulate antigens.
Therefore, we determined the molecular and cellular specificities
of ALL and we also used it for the isolation of the lectin-specific
cellular receptor.

Inhibition of the hemagglutination assays using glycans,
glycosides and glycoproteins of known structure established that
ALL is specific for N~acetyl-D-galactosamine which is present in
the T,~ (GalNAcal-0-Ser/Thr) and T-antigen (GalBl-»3GalNacal»0-
Ser/Thr). In agglutination assays we determined that ALL identifies
5.61 * 0.85% of mouse thymus cells containing CD4*CD8™ (75%)
phenotype, and in mouse-thymus histological studies we demonstrated
that ALL recognizes medullar thymocytes and a population of
medullary-interdigitant cells. We isolated by ALL lectin-affinity
chromatography, from the membrane of thymocytes, a glycoprotein of
70 kDa molecular weigth composed by 20% of carbohydrates (Gal and
GalNAc in a 1:3 molar ratio).

With regard to human blood venous cells, ALL agglutinated 3-4%
mononucleates cells from clinically healthy individuals; it was
determined that these ALL positive lymphocytes were CD2% (61%),
cp3™ (60%), CD4* (68%), cD8Y (22%) and CD19% (0.2%). Cytofluorometer
analysis of cells recognized by ALL showed that these cells are
CD45RA*, which is a marker for naive lymphocytes.

In cell cultures, ALL induced mitogenic activity on
lymphocytes from tuberculous anergic patients that were poorly
stimulated with Con A and PHA. The results showed that ALL
recognizes one QO-glycoprotein from a subpopulation of lymphocytes
that is probably increased in tuberculous anergic patients.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La glicosilacion es el proceso de uniéon por enlace covalente de un carbohidrato
con una proteina, un lipido o una hase nitrogenada. La glicosilacion se efectua
tanto en los organismos procariotes como en los eucariotes'”, sin embargo, en los
eucariotes adquiere gran relevancia, ya que es un proceso cotraduccional que
permite el transnorte de diversas proteinas del reticulo endoplasmico al aparato
de Golgi (en donde culmina el procesamiento de numerosas glicoproteinas),
determinando ademas el destino final de estas moléculas, ya sea como
glicoproteinas de membrana, de secrecién o lisosomales!"?, En el caso del sistema
inmunitario, las inmunoglobulinas necesitan ser glicosiladas para que las células
plasmaticas la secreten, de hecho la igM, de acuerdo a la glicosilacion se puede
secretar en forma polimérica o monomérica™. De la misma manera, el receptor
CD4 requiere estar glicosilado para ser expresado en la superficie de los linfocitos

T cooperadores'?),

Uno de los aspectos mas relevantes identificados en la funcion biolégica de las
estructuras glicosidicas asociadas a proteinas o a lipidos de la superficie de la
célula, es su participacion en el reconacimiento celular'®. Este reconocimiento es
un evento central en una gran variedad de fenomenos biolégicos y frecuentemente
constituye la primera etapa de numerosos procesos basados en interacciones

célula con célula, tal como: la migracion celular, 1a fertilizacion, la embriogénesis,



la formacion de tejidos'”, asi como la infeccion y la respuesta inmunitaria®, Por
ejemplo, la expresion de estructuras sacaridicas relacionadas con los antigenos
Lewis® y Lewis" en la superficie celular, es inducida por citocinas durante el dano
tisutar”®. El reconocimiento de estas estructuras por medio de las selectinas
(receptores celulares con actividad de lectina) tanto en los leucocitos del torrente
sanguineo como en las células endoteliales, facilita que los leucocitos sean
retenidos en el endotelio y atraidos al tejido dafado, para iniciar o amplificar el
proceso inflamatorio®®. En los macrofagos, los denominados receptores para
manosas son lectinas de membrana asociadas al mecanismo de fagocitosis y
pinocitosis. Estos receptores reconocen a la D-manosa, L-fucosa y N-acetil-D-
glucosamina en glicoconjugados que pueden estar en forma libre o en la superficie

de diversos microorganismos!'®"

e incluso de células sanguineas que han perdido
los residuos de acido sialico en un proceso natural de envejecimiento, como

sucede con los eritrocitos.

Otro aspecto importante de las estructuras glicosidicas es el cambio en los
patrones de glicosilacion de moléculas de superficie celular, ya que se
correlacionan con la distribucion de las células en un tejido, el crecimiento, la
diferenciacion y en ocasiones con la activacion celular. Por ejemplo, los timocitos
que se localizan en la corteza timica, son células inmaduras en proceso de
desarrollo y diferenciacion'’®, Estas células caracteristicamente expresan entre

sus glicoconjugados de superficie, a la estructura Gal1-»3GalNAca1-0 Ser/Thr



(antigeno T o de Thomsen-Friedenreich), lo cual permite su identificacion y
aislamiento con la lectina Arachis hypogaea (PNA)‘”’. En cambio, los timocitos que
se encuentran en las Gltimas etapas de maduracion y que se localizan en la médula
timica, expresan uno o dos residuos de acido sialico sobre el mismo antigeno T
(sialil-T o disialil-T), lo que provoca un enmascaramiento del receptor de galactosa,
impidiendo el reconocimiento por PNA'**3), La diferencia entre el antigeno T de los
timocitos inmaduros y el sialil-T o disialil-T de los timocitos maduros, se debe
evidentemente a la incorporacion de acido sialico por accion de enzimas

sialiltransferasas cuya expresion tal vez se regula en la diferenciacion celular.

Con respecto a la activacion celular, témbién se presentan cambios en el patron de
glicosilacion. Se ha encontrado que los linfocitos T en estado de reposo expresan
el antigeno disialil-T, mientras que en estado de activacion se sintetiza la enzima
p1,6 N-acetil-glucosaminiltransferasa la cual compite con la «2,6 sialiltransferasa
madificando la secuencia de carbohidratos en dicha molécula debido a la
incorporacion de residuos de N-acetil-D-glucosamina y D-galactosa al disialil-T!'®

(Figura A).
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Figura A. Esquema que representa las modificaciones en la estructura
oligosacaridica de la leucosialina de la superficie celular durante la activacion de

linfocitos T (figura tomada de Piller F, Piller V, et a/. J Biol Chem 1988, 263:15146-
156150).



Por otra parte, numerosas evirlencias sugieren la existencia de modificaciones en
el perfil de glicosilacion de grupos celulares, las cuales no corresponden a
estadios de diferenciacion o de desarrollo celular y que son indicativos de estados
patologicos. Singhal y Hakomori han encontrado que todas las transformaciones
oncogénicas estudiadas, se acompainan de alteraciones en la glicosilacion de
moléculas de superficie celular, ya sea por supresion, sintesis incompleta o por

(17)

neosintesis de cadenas glicosidicas no complejas En estos casos,

frecuentemente se expresan oligosacaridos caracteristicos de diferenciacion

celular (antigenos oncofetales) en células tumorales'®,

Por ejemplo, en el
adenocarcinoma humano es frecuente la exposicion de precursores sacaridicos
(antigenos T y T,) de proteinas O-glicosiladas en la superficie de la célula

tumoral'”,

Cabe resaltar que en los lltimos afos, los oligosacaridos de la superficie celular
han cobrado enorme importancia por el papel que juegan en la comunicacion
celulart'®?", La glicosilacion se presenta en diferentes moléculas de superficie y
aun en las moléculas relacionadas con la presentacion de antigenos como son las
del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC)??, En diversos ejemplos se
puede apreciar gue esta caracteristica permite una correcta comunicacion celular
tal como ocurre con la sialoadhesina de los macréfagos™®>? o el CD22 de los

(25-27)

linfocitos B que reconocen especificamente a estructuras que contienen acido

sidlico en posicion «2,6 en las membranas celulares®®®), Las cadenas gamma y



deita del CD3 también estan glicosiladas®® y aunque no se ha identificado
claramente la funcion que tiene esa caracteristica, es interesante observar que
sustancias mitogénicas policlonales que interactiian con carbohidratos, tal como
la lectina Concanavalina A (con especificidad por «-D-manosa)®”, provoca la
activacion de la célula reconocida, ain en ausencia de un estimulo antigénico.
Esta simulacion de la activacion celular, igualmente ha sido identificada en los
superantigenos, los cuales provocan un enlace entre el MHC y el receptor
antigénico de linfocitos T (TCR), sin necesidad de procesamiento antigénico,
propiciando la activacion de las células®’. Este efecto, de la misma manera se
logra inducir con la fitohemaglutinina (PHA), que es una lectina que reconoce
(30)

simultaneamente a los residuos lactosaminicos presentes en el MHC y en el TCR

(Figura B).

Pese a lo anterior, no se ha explorado si en enfermedades infecciosas cronicas
existe alteracion en los perfiles de glicosilacion de receptores que son importantes
para la activacion celular. En diversos estudios sobre la disfuncion del sistema
inmunitario que presentan los pacientes tuberculosos anérgicos, no se ha
encontrado que las células responsables de la inmunidad dejen de expresar alguna
glicoproteina de superficie celular durante el curso de la infeccion, lo que se ha
detectado es deficiencia en la expresion de glicoproteinas importantes (como el
receptor de IL-2) y el aumento de ciertas subpoblaciones celulares®™?. Por ello, no

se descarta que la alteracion en el funcionamiento celular se deba a una

L0



modificacion en los patrones de glicosilacion de las proteinas de superficie. La
falta de informacion en este sentido se debe principalmente a que el estudio de los
oligosacaridos generalmente se realiza mediante modificaciones enzimaticas y
quimicas o bien mediante el uso de anticuerpos monoclonales. Como alternativa
interesante se ha planteado la utilizacion de lectinas, debido entre otras cosas a la
gran especificidad que poseen por estructuras sacaridicas, a que la fuerza de
interaccion es relativamente baja y a que no ejercen ninguna alteracion sobre la
estructura o el grupo celular reconocido. El uso de lectinas, sobre todo aquellas
con efectos mitogénicos o inmunosupresores puede ser de utilidad para detectar
cambios en la glicosilacion de marcadores de células inmunitarias responsables
de la anergia celular. Una lectina que ha mostrado tener efectos biolégicos
inmunosupresores en modelos murinos, es 1a lectina de Amaranthus leucocarpus
(ALL). Esta lectina inoculada por via intraperitoneal previo a un reto antigénico

(33)

induce supresion inmunitaria contra los antigenos particulados™’ sugiriendo que

se afecta la cooperacion celular. Los analisis bioquimicos han mostrado que ALL

es una glicoproteina homodimérica que aglutina eritrocitos humanos®¥

y que su
actividad aglutinante se inhibe con N-acetil-D-galactosamina (GalNAc). El
potencial de estudio que promete ALL, se basa en que GalNAc es la molécula

precursora de cadenas sacaridicas en O-glicoproteinas de linfocitos'!”

y que estas
estructuras se modifican en correlacién con la activacién de dichas células'™. Por

lo tanto, la lectina de Amaranthus leucocarpus puede ser una herramienta muy util

10



para esclarecer el papel que desempeiian las O-glicoproteinas en la cooperacion

celular y consecuentemente en la activacion o en la anergia de las células T.

203

SLiper

Ay

PHA NS N P4 A Cor A

[
Voo Vi Voo VB Fil A1 N
B oA

Figura B. a) La lectina mitogénica PHA se une a las cadenas o y 3 del TCR y activa
linfocitos T. b) La Con A concomitantemente interacciona con el CD3 para realizar
la estimulacion de linfocitos T. c¢) Los superantigenos activan linfocitos T después
de la formacion de un puente molecular entre el dominio V del TCR y la molécula

de clase Il de la célula presentadora de antigeno. Figura madificada de Licastro F,

et al. Int J Biochem 1993, 25:845-852.
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CAPITULO I, OBJETIVOS

Objetivos Generales

1. Determinar la especificidad de la lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL).

2. Precisar el estado de diferenciacion celular y la localizacion de las células
amaranto positivas.

3. Caracterizar el fenotipo de las células amaranto positivas.

4. Aislar e identificar a las moléculas Q-glicosidicas reconocidas por ALL.

5. Establecer el papel biolégico de las estructuras O-glicosidicas enla

comunicacion celular.

Objetivos Particulares

1. Determinar la especificidad de la lectina de Amaranthus leucocarpus por

grupos sanguineos humanos.

2. ldentificar la estructura sacaridica reconocida por la lectina de Amaranthus

leucocarpus.

12



3. Determinar el porcentaje de células inmunitarias amaranto positivas asi como
su fenotipo en modelo murino, utilizando métodos de separacion selectiva por
aglutinacion, y uso de anticuerpos monoclonales contra marcadores
celulares.

4, Localizar en el timo murino, la presencia de células amaranto positivas por
medio de métodos de histoquimica.

5. Aislary purificar de la superficie celular a las moléculas O-glicosidicas
reconacidas por la lectina de Amaranthus leucocarpus.

6. Determinar el reconocimiento de ALL por linfocitos humanos.

7. Caracterizar el fenotipo de los linfocitos humanos amaranto positivos.

8. Determinar la presenciay densidad en la expresion de O-glicoproteinas de
linfocitos de pacientes con enfermedad infecciosa cronica y deficiencia
inmunitaria celular.

9. Dilucidar el efecto hioldégico de ALL en la actividad celular mediante ensayos
de mitogenicidad de células mononucleadas de sangre venosa humana.

10. Establecer si lalectina de amaranto puede emplearse como reactivo biologico

de diagnostico.

13



El trabajo realizado permitio la elaboracion de tres articulos. Los articulos se
presentan en capitulos donde se comentan los resultados y su discusion. Los
métodos utilizados se encuentran en las copias de los sobretiros y en el manuscrito
del tercer articulo. Se adiciona otro capitulo donde se presentan la metodologia y
la discusion de resultados obtenidos de la aplicacion de la lectina de Amaranthus

leucocarpus para el estudio de linfocitos humanos,

Articulos Elaborados:

1. Specificity of Amaranthus leucocarpusiectin,
Glycaconjugate J. 1992, 9:204-208

2. Recognition of a CD4" mouse medullary thymocyte subpopulation by
Amaranthus leucocarpus lectin
immunology 1994, 83:410-413

3. isolation of the receptor for Armaranthus leucocarpusiectin from murine
medullary thymocytes.

Manuscrito

14



CAPITULO I}

ARTICULO: SPECIFICITY OF AMARANTHUS LEUCOCARPUS LECTIN

INTRODUCCION

La planta Amaranthus leucocarpus del género Amaranthus es una especie
mexicana que tiene un alto valor nutricional debido a su contenido protéico y por la
considerable proporcion de aminoacidos esenciales. En estudios previos se ha
mostrado que las lectinas aisladas de Amaranthus caudatus, A. cruentus 'y A.
leucocarpus tienen similitudes, tales como las dos unidades monoméricas de 33-36
kDa que forman un homodimero de 66 kDa, la presencia de un epitopo comin y la
inhibicion de su actividad hemaglutinante por N-acetil-D-galactosamina y fetuina,
la cual es una glicoproteina que contiene sacaridos en enlace O- y N-glicosidicos.
De manera similar a la lectina A. leucocarpus, \a especificidad de A. caudatus por
Galb1®3GalNAc ha sido recientemente determinada; sin embargo, A. feucocarpus
induce inmunosupresion en animales y es mitogénica para linfocitos de bazo
murinos, mientras que A. caudatus no ejerce tales efectos. Para identificar el
origen de estas discrepancias, se determino la fina especificidad de {a lectina de A.
leucocarpus, y la afinidad de la lectina por eritrocitos humanos con fenotipos en los
cuales los residuos N-acetil-D-galactosamina representan determinantes

importantes.

15



RESULTADOS Y DISCUSION

En ensayos de hemaglutinacion con eritrocitos humanos, se encontro que ALL
aglutina por igual a eritrocitos del grupo sanguineo ABO y a cualquiera de los
fenotipos Le”, Le®, M, MN, N, P, Kell, y S (cuadro 1) sin establecer diferencias. No
obstante, cuando los eritrocitos fueron tratados con neuraminidasa y/o pronasa
previo a la hemaglutinacién, se encontré una diferencia significativa. La finalidad
del tratamiento con neuraminidasa fue descubrir carbohidratos enmascarados por
residuos de acido sialico, y con pronasa el objetivo fue eliminar o abrir porciones
peptidicas de glicoproteinas de la membrana y asi exponer estructuras sacaridicas
para su interaccién con la lectina. La unica diferencia observada con respecto a
los otros eritrocitos, fue el incremento en el titulo hemaglutinante de los eritrocitos
con fenotipo M, lo cual seifala que ALL reconoce estructuras sacaridicas
especificas de estas células. Cuando los eritrocitos fueron tratados con
neuraminidasa y enseguida con pronasa presentaron un incremento en el titulo
hemaglutinante, sin embargo se logré identificar que este incremento fué
significativemante mayor con aquellos eritrocitos que poseen el fenotipo M (cuadro
1). Esto sugiere que una parte de la estructura reconocida por ALL se encuentra
en la superficie de los eritrocitos de fenotipo M. Se ha reportado que los fenotipos

My N de los eritrocitos son conferidos por las glicoforinas A" y AN, las cuales son

16



(%) g} analisis estructural ha revelado que

glicoproteinas de superficie celular
ambas glicoforinas tienen varios enlaces O-glicosidicos cerca del extremo
aminoterminal de la cadena peptidica. Estas glicoforinas son diferentes, no por la
secuencia de carbohidratos de sus oligosacaridos, sino porque la glicoforina AM
termina con un residuo de serina y la AN tiene una leucina en esa posicién(w’. Lo

anterior sugiere que el hidroxilo de la serina aminoterminal de la glicoforina AY

participa en el reconocimiento de ALL por el antigeno T,

Cabe destacar que ALL puede ser un reactivo util para tipificar eritrocitos
humanos del fenotipo M, siempre y cuando sean previamente tratados con

neuraminidasa.

En los ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion utilizando distintos
monosacaridos, se encontré que solamente N-acetil-D-galactosamina (GalNAG)
tuvo capacidad inhibitoria, lo cual indicé que este carbohidrato es la molécula
central para el sitio de union de ALL, En los mismos ensayos de inhibicion, con la
utilizacion de glicosidos, glicanos (oligosacaridos libres), glicopéptidos y
glicoproteinas de estructura conocida, se encontré que las mucinas submaxilares
ovina y bovina, la fetuina y las formas desializadas de esas glicoproteinas asi como
las moléculas IgA humanas fueron las de mejor efecto inhibitorio (cuadro 2).

Debido a que la estructura GalNAca1-0-Ser/Thr (antigeno T,) se halla en la

mucina submaxilar ovina y que Galf1-3GalNacu1-»0-Ser/Thr (antigeno de

17



Thomsen-Friedenreich o antigeno T) es una molécula comin para las proteinas,
mucina submaxilar boviné, IgA y fetuina, podemos deducir que ALL reconoce al
antigeno T y con menor afinidad al antigeno T,. Por otra parte, la presencia de
acido siadlico en el antigeno T no evita la unién de ALL aunque si disminuye la
afinidad segin se observa en las interacciones con sialoproteinas y

asialoproteinas (sin acido sialico).
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We have demonstrated that Amaranthus leucocarpus tectn hemagglutinatiog activity was powerfully mivbited
by the T-antigen, contwining Gal(fil-)GalNAc(xl-1Ser’ Thr, and  the T, antigen, which  contiams
GalNAc(zl-3)Ser/The. This suggests that the acetanido group at €-2 and the axial O at C4 of the
N-acetyl-n-galactopyranosylamine ring are importat for lectin binding. The hemagglutimation assays also
established that desialylated and Pranase-treated human type O erythrocytes with an M phenatype were better
recogaized than erythrocytes fromall other blood groups. The recognition was dependent on pH and tonic strength,

Keywords: plant lectin, Amaranthus leucocarpus, T and T, antigen-specific lectin
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Amaranthus lewcocarpus is a4 Mexican species of the
Amaranthus genus with a high nutritional value due to its
protein content and the considerable proportion of essential
amino acids it possesses [1]. Previous reports have shown
similarities between the lectins isolaled from A, caudatus
{2, 3], A cruentus [4, 57 and A. leucocarpus {6], such as
two 33,000-36,000 Da monomer units forming a native
66,000 Da homodimer, presence of common epitopes and
inhibition  of their  hemagglutinating  activity by
N-acetyl-p-galactosamine  and fetuin, a glycoprotein
contitining both Q- and N-glycosidically linked glycans [7].
Similarly to 4. leucocarpus, the Gal(#1-3)GalNAc specificity
of A. caudatus lectin has only recently been determined {3];
however, 4. leucocarpus induces immunosuppression in
animals and is mitogenic for murine spleen lymphaocytes |6,
8] where A caudatus does not exert any such effect
[2].

In order to identify the nature of these discrepancies, we
tried 1o establish (a) the fine sugar specilicity of the ..
leucocarpus lectin, and (b) whether human erythrocytes with
phenotypes in which  N-acetylgalactosamine  residues
represent  important  determinants  were  specifically
agghutinated by the lectin.

* To whom correspondence shauld be sent at Departamento Bioguimca,
Facultad de Medicine, UNAM, 17O Box 70159, Mexico 03510 D.F.

0282-0080 1 1992 Chapman & {1al)

Materials and methods

Materialy

Amaranthus leucocarpus seeds obtained in Tulyehualeo
(Mexico) were identified at the Centro de Investigactones
Biologicas, UAEM, Mexico. The lectin was purified by
atfinity chromatography on a column containing human
type O red blood cell stroma as already described 6]
Ultroge! ACA-202 was from  IBF-Biotechmigs (Clichy,
France), Bio-Giel P-4 and Bio-Gel P-2 were from Bio-Rad
(Vitry sur Scine, France). Mucine from bovine submaxiltary
glind, muein grade 11 from parcine stomach, fetuin from
fetal call serum, human x-aad glycoprotein, Pronase
(Streptomyces grisens, Sigma fraction XXV), neuramimdase
(Vibrio cholerae, Sigma fraction V, EC 3.2.1.18) as well as
other sugars, chemicals and proteins were purchased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Human serum
IgA as well as its Q-glycans that contain Gal(f/1-1)GalNAc
{91 were gifts from Professor G. Spik; 2(2-3) and
2 2-6)-stalyltactose as well as ovine submaxillary mucin were
a gift from Dr. G, Strecker (Université des Sciences ot
Techmiques de Lille Flandres-Artois, France).

Analytical methods

Protein concentration was determined by the method of
Lowry et ol [10] using bovine serum albumin as astandard.
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Total carbohydrate was determined by the phenot sulfuric
method [11] using lactose as standard. Carbohydraw
compaosition analysis was carricd out by methabolysis m
the presence of meso-inosiiol as internal standard and the
per-O-trimethyl  silylated  methyl  elycosides  fafter N-
reacetylation) were analysed by gas liquid chromatography
in a capillary column (235 mm > 0,32 mim) of silicone OV 101
[12}.

Preparation of glveans and glveopeptides

Fetuin glycopeptides were obtained by Pronase digestion
(1 mg of enzyme per 10 mg of glycoprotein were tncubated
for 48h at 37 C) The O- and N-glycosyl peptides were
fractionated by gel-filtration on i column (1.6 cm x 1{¥) cm)
containing Bio-Gel P-4 cquilibrated with 0.05 M pyndine
acctate, pH 4.5 [13]. O-Glycosidically-linked glycans from
fetuin were liberuted by alkaline reductive treatment [14],
and further fructionated by gel filtration on a column of
Ultrogel ACA-202 (1.6 cm x 100 em) equifibrated m 0.0} M
Tris/HCL pH 7.4, 017 M NaClL 0.02°, NaN,: the O-glycins
and the N-glycosyl peptides were desalted on Bio-Gel P-2
equilibrated with water and kept fyophilized unti use [15].

Glycoproteins. glycopeptides or glycans were desialylated
by incubation at 100 C for th in the presence of 0.02N
sulfuric acid, as described by Spiro and Bhoyroo [16], and
desalted on a Bio-Gel P2 column (2em x 60cem)
equilibrated with water.

Endo-N-Acetylgalactosaminidase digestion of asialofetuin
was carried out at 37 °C for 48 h with { mU of Diplocareus
preamoniae endo-N-acetylgalactosaminidase (EC 3.2.1.97,
Bochringer, Mannheim, Germany). The  released
QO-glycosidically linked glycans were purified by descending
paper chromatography for 16 h on Whatman No. 3 paper
in ethyt acetate- pyridine-acetic acid -water, 5:5:1:3 by val.
[17]. O-Glycosidically linked glycans from porcine stomach
mucin were oblained by alkaline-borohydride degradation
{18} and fractionated by high performance liguid
chromatography on an ODS-column (Alltman, USA) as
described carlier [15]. Structural characterization of the
obtained oligosaccharide-alditols  was  completed by
methylation analysis and by 500-MHz 'H-NMR studics,

Hemagglutinating activity

Human erythrocyles type A, BLOMNMN, Le, Leb, P, S
and Kell from healthy human donors were from the Central
Blood Bank, IMSS, Mexico. Amaranthus leucocarpus lectin
hemagglutinating activity was assayed in microtiter U plates
(NUNC, Denmark} according to a twofold serial dilution
procedure {19) The hemagglutinating activity was tested
with either 27, {w/v) untreated erythrocyte suspension in
phosphate buffered saline (0.01 M sodium phosphate, 0.14 M
sodium chioride, pH 7.2; PBS) or with neuraminidase-
treated (0.1 U per 0.5 mi of packed erythrocyies at 37 C for
30 min), Pronase-treated (100 pg per 0.5 ml of packed
erythrocytes at 37 C for 30 min) or neuraminiduse- and
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Pronase-trestted  erythrocytes. To o verify  that  engyme
treatinent did not remove the antigenic determinants on the
RBC surface, we corroborated the presence of the M aad
Noantigens after enzyme treatment with specitic antibodies.
The hemagglutinating titre is reported as the inverse of the
fast dilution with agglutinating activity.

Ntugar specificity

The lectin sugar specificity was determined by companng
the inhibitory activity of various sugars, glycoprotans, or
their derived glycopeptides and glycans, on the hemag-
ghutinanion imduced by the lectin against neuraminidase- and
Promase-treated human type O™ erythrocytes [19]. Results
are expressed as the minimal concentration required to
completely inhibit  four hemagglutinating doses. The
plycoprotein molar concentration was determined according
to their molecular weight; with desialylated glycoproteins
we subtracted the number of siulic acid molecules released
from the native protein. The molar concentration of glycans
and plycopeptides was colculated on the basis of their
oligosaccharide content as determined by gas chroma-
tography.

pH and ionic strength dependence stialy

Amaranthus lewcocarpus leetin was eaposed to a wide range
(5.0-9.0) of pH before assessing its hemagghutinating activity
towiard neuraminidase- and Pronasedreated N and M
erythrocytes. The lectin was first exhaustively dialysed
against distilled water and then against a “universal” buffer
(NaCl 0.1 s citric acid, NaH,PO,, barbital, glycine,
0.028 M cach) the pH of which was adjusted to the desired
vafue with 0.2 M NaOH [20].

Similarly, the effect of ionic strength on the lectin activity
was assessed by exposing the lectin to different salt
concentrations. The lectin was  first dialysed against
deionized water (conductivity = | -2 umoh) containing
0.2M sucrose 1o prevent hemolysis, and then its
agglutinating activity against 2% N or M erythrocyte
suspension was  tested in the presence of various
concentrations of NaCl ranging from 0 1o 0.2 M. Control
assays were performed with isotonic saline {NaCl 0.15 M)
solution alone or supplemented with 0.2 M sucrose.

Resulis

Blood group specificity

A. leucocarpus does not possess serological specificity for
the human blood groups A, B and O [6]. Morcover, the
lectin does not differentiate between Kell, Led, Leb, P M.
Nand S blood groups. As for A, B and O native crythroeytes,
Pronase treatment increased the lectin agglutinating activity
towards these cells five-fold. However, it is noteworthy that
with  neuraminidase-treated  erythrocytes, the  lectin
agglutinating activity was four times more powerful with



206 Zenteno, Lascurain, Momane, Vazquez, Debray and Montreuil

Table I Hemagglutinating activity  of 4. lewcocarpuy lectin®
against different human type O erythrocyte phenatypes.

Table 2. Carbohydrate speafioty  of  Amaranihus lewcocarpus
bectin?

Bloomd Hemuagglutinaiing tire of enzyme-treated or
yroup untreated ervilirocytes
Unireated Pronase Newraminidase Prow.:
newram.

Keil 2 6d 64 (8]
Le? 2 64 ol 64
Let 2 64 64 o4
M 2 128 256 1024
N 2 6H4 128
P 2 64 64 {r
) 2 64 64 6d

' The lectin concentration was 2.4 g mi ™5 Simikir results were nbtained
with human type A and B ted blood cells with enther M or N phenotype.
Al blood groups, with the exception of the M phenatype, possessed the
N antigen,

asialo-M erythrocytes than with any other tested groups,
including asialo-N red cells (Table 1), These differences were
more marked when the cells  were  Pronase-  and
neuraminidase-treated.  With these  treated  cells, only
0.002 pg of the lectin was required to induce agglutination
as compared to asialo-N-erythrocytes where 0.018 pg was
needed. Enzyme treatment did not remove the M and N
antigens from the red blood cell surface.

Sugar specificity

To determine the carbohydeate binding specificity we
conducted hapten inhibition assays of the agghitination
induced by the lectin on asido and Pronase-ireated human
type O™ erythrocytes. Among the tested simple sugars only
N-acetyl-p-palactosamine inhibited the agglutination
(Table 2). Addition of galactose or its derivatives
galactosamine, methyl-a-p-galactopyranoside, methyl-f-0-
galactopyranoside and  p-nitrophenyl-x  or -l D-
galactopyranoside at a conceatration of 100 mm did not
modify the agglutinating titre of the lectin (data not shown).
The sume results were obtained with lactose, 2(2-3)- or
x(2-6)-sialyltactose, and N-glycosyiproteins, such as human
a,-acid glycoprotein, human serotransferrin and buman
IgG, or their derived N-glycosylpeptides.

Glycoproteins containing O-glycosidically-linked glycans
such as fetuin, bovine and ovine submaxillary mucin, and
human IgA were better inhibitors than N-acetylgalactos-
amine (Table 2). Interestingly enough, human milk lgA,
which possesses greater amounts of complex O-glycans[21],
was fourfold less inhibitory than human serum 1gA, The
inhibitory capacity of these glycoproteins was significantly
increased after desialylation. Although O-glycosylpeptides
and asialo O-glycosylpeptides were powerful inhibitors, they
were less inhibitory than the parent O-glycosyiproteins.
Moreaver, N-glycosylpeptides from fetuin, obtained by

Conventration  Relative
(HM) inhibitory
petency

Compound

N-acetylgalactosamine 62 |

Ovine submaxillary mucin 0. 6,200
Astalo-ovine submaxilary mucin (L.005 12,406
Bovine submaxitlary mucin 0.05 1,240
Asialo-bovine submuxillary mucin 0.0 6,200
Fetuln 0.0(X)5 124,000
Asiafo-fetwn 0.0001 620,000
Human milk IgA 0.004 15,500
Humin seruin igA 0.001 62,000
a,-acid glycoprotein NI® -
Human Lctotransferrin N1
Fetuin asiato-glycan 15 4.1
Fetuin aswalo-glycan? | 62
Fetutn asialo-0-glycosylpeptide 0.0 6,200
Serum 1gA glycan 13 4.8
Porcine stomach mucin NI -
glycan | 15 4.1
glycan I k) 19
glycan HI NI -

* Hemagglotinating  activity  was tested  against ncuraminidase. and
Pronuse-treated human type O red blood cells.

b Other sugars and glycosides ot inhibitory (NI at a 103 pmeoncentsation
included: D-galactosamine, D-gafactose, b-mannose, t-ghicose, 1-fucose,
& -acetyl-irglucosamine, N-dcetyl-b-neuraminic acd, p-nitrophenyl 2- or
fi-galactosanune, methy! 1 or  fi-galactoside, 2(2-3)- and  a(2-6)-
sratylactose, lictose, N-acetyllactosamine, Galfii-d(2-acetamido-2-deoxy-
anhydroghicosamimtol).

“Fetam asialo-glycan = Galf1-3acetamido-2-deoxy- 1, S-anhydrogalicti-
tol).

4 Fetwh asilo-glycan = Galpt-JGalNAc.

f-elimination, were not inhibitory at 100 M. Poreine
stomach mucin 1 its pative form was not inhibitory as
apposed to its oligosaccharides obtained by f-climination
{Table 2). Oligosacchirides  obtained by alkaline-
borohydride degradation, from asialofetuin, IgA and
porcine stomach mucin, and containing Gal{fj1-3)-2-
acetamido-2-deoxy-1,5-anhydrogalactitol  were  fourfold
more powerful inhibitors than N-acetylgalactosamine; the
disaccharide  Gal(f1-3)GalNAc¢, obtained after endo-
glycosidase digestion, was 62 times more powerful an
inhibitor than the simple sugar, The aglycone portion
derived from fetuin, was not inhibitory at 100 pM.
Amaranthus leucocarpus lectin reacted  with porcine
stomach mucin oligosaccharide 1 and I (Fig. 1), thus
suggesting that the substitution of N-acetylgalactosamine
by Gal(f1-)GIcNAc(f#1-6) of glycan 11 is well tolerated by
the lectin. It is noteworthy that the lectin did not react with
a more complex structure such as mucin oligosaccharide HY
which contains  N-acetylgalactosamine in a  terminal
position (as suggested by 500 MHz 'NMR spectroscopy)-
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GLYCAN TYPE
Gal(f 1,3) GalNAc-ol

GlcNAc{a 1,4)Gal(p 1.4)GIcNA(p 1.6)\
GalNAc-al

11
GieNAcla1-4)Gallp13) ~~
GalNAc{a1,3) \
Fuc(a1,2)Gal(p 1,4)GIcNAC(B1.6)
111 GalNAc-al

GlcNAc(a 1,4)Gal(p1,3) -~

Figure 1. Structure of the oligosaccharide alditols from porcine
stomach mucin used as inhibitors of the Amaranthues fencocarpus
lectin.

Effect of pH and ionic strength

The lectin ability 1o agglutinate  Propase-  and
neuraminidase-treated human M and N erythroeyles wis
tested between pH 5 and pH 9. The optimal pH was found
to be between pH 5.5 and pH 6.6; the hanagglutinating
activity of M and N red cells diminished 99°, and 73"
respectively, at pH 9. As fur as the ionic strength is
concerned,  similur  results were obtained. NaCl
concentrations betow (.05 M abolished the agglutinating
activity of the lectin (Fig. 2).

Discussion

Our results show that Amaranthus lewcocarpus lectin
intericts specifically with the T-antigenie  disaccharnde
Gal(f1-3)GalNAc and also recognizes N-ucetylgalactos-
amine in the x anomeric configuration (T -antigen).

As for amaranthin, another lectin tsolated from the seeds
of A. caudarus [3], the most important looi for the o
lewcocarpus lectin binding site are the hydroxyl group from
the C-4 hydroxyl and the C-2 acetanndo groups of the
reduced N-acetylgalactosimine residue of the T-antigetic
disaccharide. Similar to amaranthin [ 3] and jacalin, another
anti-T lectin isolated from the sceds of the juckfruit
Artocarpus integrifolic [22, 23], the combining site of the
Amaranthus  lewcocarpus lectin seems to accommadate
mainly the N-acetylgalactosamine restdue found in the inner
core of O-glycosidically linked glycans; for the three lectins,
substitution(s) of the C-3 and;or the C-6 hydroxyl group(s)
of the T,-antigen  with a  galactose  andjor  an
N-acetylncuraminie acid residue [16] did not decreasce
significantly  the aftinity  of the lectins,  Asialo-ovine
siubmaxillary mucin was also a powerful inhibitor of the

fectin agglutinating activity, due to its large number of

accessible GulNAc #(1-3)Ser Thr residues (T,-attigen) | 24].

The Amaranthus lewcocarpus lectin combining site seems
to be restricted to N-acetylgnfactosamine residues situated
m the inner core of the O-glycosidically linked glycan. since
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Figure 2. phH and sall dependence of the agglutinating activity of
nevraminidase- and Pronase-ireated N oand M erythrocytes by
Amaranthus tewcocarpus lectin, The concentration of the Jectin wis
2d pg ml Y UThe wgelutinsting titre was assayed in the *Universal”
buffer wl o) ditferent pH o values, and (b)) different NaCl
concentrations.

oligositceharides obtained by alkaline-borohydride degra-
dation from porcine stomicly mucin or from  fetuin
and cantiwning 2-acetamido-2-deoxy-15-anhydrogatictitol
showed slightly less ability to inhibit the hemagglutinating
activity of the lectin than the native glycoprotein or the
O-glycosidically-hoked  glycans  refeased by endo-N-
acetylgalactosaminidase digestion. This was also observed
for the A. candanes leetin [ 3], This suggests that the spatial
feature provided by the O-glycosidic linkage plays an
important role in the stabilization of the lectin interaction,
as has been abserved with 17, graminea agglutinin [25]

We also found, as previous reports have indicated [6, 8],
that ~tmaranthus leucocarpus tacks red blood cell group
specificity, including the N-acetylgalictosamine-containing
P or S phenotypes [26]. However, it is noteworthy that
desialylated and mild Pronase-treated human type A, Band
O erythrocytes with the M phenotype interact more strongly
with the lectin than asialo-N red blood cells. The mild
enzyme treatment avoided the loss of M or N antigen on
the cell surface [27).

The interaction of Amaranthus lewcocarpus with the
erythrocyte receptors is ionic strength- and pHl-dependent:
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a decreased protomization of the glycopeptide receptors.,
induced by the pH inecrease, seems to reduce these
interactions. Because the pH dependence was distinctively
related o the type or phenotype of the erythrocytes, we
consider that the decrease in hinding activity is haked to
the red blood cell receptors and not to the fectin. The pH
dependence of the inleraction between lecting and receptors
has been studied for other lectins [25, 28-31] So (ar the
only clear dependence has been demonstrated with V.
gramined agglutinin, suggesting the participation of the
terminal leucine residue from the peptidic fragment ol the
N-antigen determinant (glycophorin-AN [20]).

It has been established clearly that glycophorin possesses
I3 structures, 12 are O-glycosidically linked and one is
N-linked [32] [t is possible that the lectin receptors are
glycophorin - AM  molecules  which  possess  three
oligosaccharide chains attached to their terminal amino acid
residues 2-4 [33). Nevertheless, it is also possible that
Pronase-treatment removed blood group M determinants

[27] from the cell surface and the stronger agglutination of

these cells may have depended on other undefined M-
associated Pronase-resistant structures including glycolipids,
or remaining O-glycosidically link ed structures. But, similar
to Vicia villosa lectin By, a T, and CAD blood group specilic
lectin [34], the interaction is  probably directed 1o
glycoprotein rather than to glycolipid antigens.

To sum up, Amaranihus lewcocarpus lectin possesses some
structural similarities with other Amaranthus lectins [2-6];
these resembiances include the sugar specificity, but we have
shown that there are subtle differences between the A
leucocarpus and A. caudarus lectins which coutd account for
their different biological activities, such as lymphocyte
mitogenic activity [2, 6, 8].
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CAPITULO IV
ARTICULO: RECOGNITION OF A CD4* MOUSE MEDULLARY

THYMOCYTE SUBPOPULATION BY AMARANTHUS LEUCOCARPUSLECTIN

INTRODUCCION

Las lectinas empleadas como mitégenos son herramientas inmunologicas utiles
para el entendimiento de los mecanismos de activacion celular inducida por
antigeno; su actividad mitogénica no esta restringida a una estructura sacaridica
especifica como ha sido demostrado con la fitohemaglutinina (especifica para
complejos lactosaminicos) o con la concanavalina A (especifica para a-D-manosa y
a-R-glucosa). Recientemente se ha reportado que una lectina especifica de
Galf1—>3GalNAc, aislada de la semilla de la fruta Jacalina Artocarpus
heterophyllus, es mitogénica para linfocitos T, sin embargo, este efecto no se
presenta con las lectinas Agaricus bisporus y Arachis hypogaea que tienen la
misma especificidad de Arfocarpus heterophyllus. También, recientemente hemos
descrito que una nueva lectina obtenida de la semilla de Amaranthus leucocarpus
(ALL), es especifica de Galp1--»3GalNAc y no es mitogénica para linfocitos T de

individuos sanos.



En virtud de que algunas de estas lectinas son ampliamente usadas para separar
tanto linfocitos inmaduros como a timocitos, el siguiente objetivo fue determinar si
la lectina A. Jeucocarpus podria diferenciar a una subpoblacion de timocitos de

raton.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron suspensiones celulares de timo de ratdn, las cuales se incubaron con
ALL a diferentes concentraciones y se aislaron de manera similar al procedimiento

13 Las células incubadas con ALL se

descrito por Reisner y colaboradores
colocaron en 5 ml de una solucion de albumina sérica bovina al 7%, una vez que las
células aglutinadas (amaranto positivas) se sedimentaron, fueron recuperadas e
incubadas con GalNAc 0.2 M. Después de la incubacion se cuantificaron las
células en un hemocitometro. Los resultados mostraron que la concentracién
optima de ALL oscilaentre 0.1 ngy 1.0 ig de proteina (con titulo hemaglutinante de
1:16) para 10° timocitos. En estas condiciones, las células recuperadas mostraron
mas del 90% de viabilidad, determinada mediante la prueba de la exclusion del

colorante azul tripano. Asi, ALL aglutiné a un porcentaje de 5.61 £ 0.85 de! total de

las células del timo murino. Los datos concordaron cuando se incubaron timocitos



murinos en suspension con una dosis subaglutinante de ALL-FITC (10 ng de lectina
por 10° células) y se analizaron en un citofluorémetro, el cual mostré que la
cantidad de timocitos amaranto positivos fue del 4.7% (Fig. 4). Estos resultados
difieren del porcentaje de timocitos aglutinados por la lectina PNA que es del 85-
95%'¥. En virtud de o anterior, se decidio identificar a los marcadores celulares
asociados con estados de diferenciacion o madurez de los timocitos aglutinados
por ALL. Nuevamente se llevaron a cabo suspensiones de timocitos murinos y las
células amaranto positivas se incubaron con anticuerpos monocionales de rata
anti-CD4 murino o con anti-CD8 murino conjugados a biotina. Luego de la
incubacion se lavaron 2 veces para eliminar los anticuerpos no unidos. Las células
se incubaron por segunda ocasion con estreptavidina conjugada a peroxidasa de
rabano. Luego de lavar las células, éstas se incubaron con H,0, en presencia de
3,3'diaminobencidina (DAB) hasta que desarrollaron un color marron. Al final, se
cuantificaron las células que reaccionaron con cada anticuerpo. Los ensayos se
repitieron, pero ahora, fijando las células de la suspension en portaobjetos y
efectuando ahi las incubaciones. Los resultados revelaron que del 5 al 7% de los
timocitos fueron amaranto positivos y de éstos el 75% fueron CD4" y el 11% CD8",
Los porcentajes no presentaron diferencias estadisticas (debido a que la muestra
es pequefa) por o que el predominio de células CD4" amaranto positivas no es
significativo. Aunque estos ensayos muestran que los timocitos amaranto positivos
ya expresan los marcadores CD4 y CD8, se desconocia si esos timocitos eran

dobles positivos (CD4'CD8"). Para identificar con mayor certeza o para definir la
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especificidad celular, se realizaron dobles tinciones celulares con los timocitos
fijados en portaohjetos, En la primera etapa se incubaron los timocitos con el
anticuerpo anti-CD4 murino marcado con biotina, después con estreptavidina-
peroxidasa, luego con H,0, y DAB hasta que se desarrollé el color marrén. En la
segunda etapa del ensayo, se incubaron los mismos timocitos con el anticuerpo
anti-CD8 murino marcado con biotina, después con avidina-fosfatasa alcalina y al
final con 5-bromo 4-cloro 3-indolil fosfato en nitroazul de tetrazolium (NBT/BCIP)
hasta que se desarrollé un color azul violeta. Los resultados mostraron que los

timocitos amaranto positivos fueron CD4'CD8 o CD4'CD8",

En reportes previos se ha aseverado que la lectina PNA (especifica para el
antigeno T) reconoce timocitos que residen en la corteza timica®”. Para localizar
las células amaranto positivas, se realizaron cortes histolagicos de timo murino por
técnica de congelacion. Dichos cortes de 7 m de grosor fueron incubados
primero con PNA conjugada a isotiocianato de tetrametil rodamina (TRICT), y mas
tarde con ALL conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FITC). Los resultados
mostraron que efectivamente, la PNA se une a todas las células de la corteza
timica y a células epiteliales de la médula, y por su parte ALL se une
selectivamente a una subpoblacion celular residente en la médula. La incubacion
de estos cortes histologicos de timo con ALL-biotina y avidina-fosfatasa alcalina,
confirmé que los timocitos amaranto positivos se hallan en la médula (figura 2).

Asimismo se observo que algunas células con morfologia dendritica de la médula
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timica también fueron amaranto positivas. Para compraobario se efectuaron otros
cortes histologicos en donde primero se incubaron con ALL-FITC, se tomaron
microfotografias, luego se incubaron con anticuerpos NLDC-145 de rata
especificos para células interdigitantes, enseguida con anticuerpos anti-lgG de
rata conjugados a peroxidasa y se revelaron con H,0,y DAB. De nuevo se tomaron
microfotografias y se analizaron las impresiones fotograficas en donde se observé
que aproximadamente el 80% de las células interdigitantes son amaranto positivas.
El hecho que tas células interdigitantes posean un oligosacarido que esta presente
en timocitos medulares con los cuales interaccionan sugiere que desempenan
alguna funcion en la adhesion o en la comunicacion celular (se debe buscar la
lectina endogena en ambas células). Estos resultados senalan que ALL reconoce a
una subpoblacion de timocitos que se encuentran en médula timica y concuerdan
con los fenotipos CD4'CD8 y CD4'CD8' hallados en ensayos de dobles marcajes

realizados con timocitos fijados en portaobjetos.

Por otro lado, se hicieron dobles marcajes celulares /n situ. Para ello, se realizaron
cortes histologicos de timo de raton y se incubaron con ALL-biotina, enseguida con
avidina-fosfatasa alcalina y por ultimo con NBT/BCIP; en una segunda etapa se
incubaron con anticuerpos monoclonales de rata ya sea anti-CD3, anti-CD4 o anti-
CD8 murinos, luego con anticuerpos anti-lgG de rata conjugados a peroxidasa y al
final con H,0, y DAB. Después de estas incubaciones se pudo observar que los

timocitos amaranto positivos /n situfueron predominantemente CD3'CD4*,
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La diferencia en cuanto a las especificidades celulares mostradas por lectinas
PNA y ALL puede ser explicada por e! sitio de interaccion de cada lectina con la
molécula Galp1-->3GalNaca1-0-Ser/Thr. Se ha demostrado que PNA se une al
antigeno T por interaccion con los grupos hidroxilos de los carhonos 2, 3, 4y 6 de
la galactosa terminal, y con el hidroxilo de! carbono 4 y el N-acetilo del carbono 2
de GalNAc por lo que {a sializacion de la molécula hace inaccesible el

{(14,15)

reconocimiento . En cambio ALL se une al antigeno T por interaccion con

GalNAc en los grupos, N-acetilo del carbono 2 e hidroxilo del carbono 4, ALL,

ademas interacciona con el hidroxilo del carbono 4 de ia galactosa, con el oxigeno
del enlace O-glicosidico y con un hidroxilo cercano perteneciente a una serina o a
una treonina de la cadena peptidica. Por lo que la sializaciéon de este disacarido

(demostrada en aislamientos de glicopéptidos de membrana celular)®®

no impide
el reconocimiento por ALL aungque si disminuye la afinidad como se ha mostrado en
el articulo |. Por lo tanto ALL puede unirse a timocitos que expresan en su
superficie O-glicoproteinas con sialil-T o disialil-T, en las cuales el acido sialico
esta unido en enlace «2->6 a la N-acetil-D-galactosaminay 02->3 a la galactosa. Se
ha descrito que la sialo-O-glicoproteina denominada sialoforina®®, leucosialina®
o CD43"") posee milltiples estructuras sacaridicas disialil-T. Esta sialo-O-

glicoproteina se expresa en la superficie de linfocitos maduros en reposo''®

, los
cuales se tornan PNA" al ser tratados con neuraminidasa’®. Lo anterior sugiere

que los timocitos inmaduros de corteza timica tienen una leucosialina



G7 La leucosialina aparece

escasamente sialilada que es reconocida por PNA
tempranamente durante la ontogenia del timo por lo que se ha sugerido que la
molécula puede jugar un papel en la maduracion de linfocitos T, El hecho de que
los timocitos migren de corteza a médula timica acorde al proceso de maduracion,
implica que la sializacion del antigeno T de O-glicoproteinas refleja un estado
celular proximo a la maduracion terminal que puede ser reconocido por la lectina
ALL. Aunque ALL deberia reconocer ademas de los timocitos de médula timica, a
los timocitos corticales; los estudios bioguimicos de interaccion de la lectina ALL
con glicopéptidos y glicoproteinas de estructura conocida, han sugerido que la
presencia de residuos de serinas o treoninas cercanas al sitio de enlace O-

glicosidico del antigeno T son muy importantes para el reconocimiento, quiza por

los grupos OH que poseen o por otros enlaces O-glicosidicos de antigenos T,,.

30



Jmntamodogy 1994 BY 410 41)

Recognition of a CD4" mouse medullary thymocyte subpopulation by
Amaranthus leucocarpus lectin

R. LASCURAIN,* R, CHAVEZ.t P. GORQCICA.* A. PEREZ,} L. F. MONTANO§ & E. ZENTENOS
* Departmient of Biochemisiry, INER, Depariments of tBiochemistry and {Histology, Faculty of Medicine. UNAM, §Rivlogia
Celulur, Institute Nacional de Cardilogia and € Laboratorio de Biologia Experimentad, Contro de Investigaciones J. Félix Frias,
Universidod Awidgnoma del Exiado de Morelos, Cugrngvaca, Mexivo

SUMMARY

We have used the Gatf(l - 3)GalNAc-specific Amaranthus lewcocarpus lectin to isolate a thymus
c~ll subpopulation which is different from that sarted with drachis hypogaea lectin. The cells
recognized by A. leucocarpus lectin were predominantly CD4*, whereas a minor proportion of
CD8 "' cells (approximately 11%0) were also identificd. The A, fencocarpus-positive cells were
located in the thymus medully ind the cortico-medullary junction. The cortex was negative for 4.

levucocarpus cells.

INTRODUCTION

Lectins employed as mitogens are immunological tools for
understanding the mechanisms of antigen-driven cel} activa-
tion;"? their mitogenic activity is not restricted to a specific
saccharide structure as it has been demonstrated with phyto-
haemagglutinin (specific for complex oligosaccharides) nor
concanavalin A (specific for x-b-mannose and a-p-glucose).’
It has recently been shown that a Galfi(l - 3)GalNAc-specific
lectin isolated from the seeds of the jackfruit Arrocarpus
heterophyilus® is mitogenic for T lymphocytes,® as opposed to
Agaricus bisporus and Arachis hypogaea lectins, both of wiiich
share the sugar specificity of Artocarpus heterophyllus.”® We
have recently described a new Galf(l - 3)GalNAc-specific
lectin from Amaranthus leucocarpus (ALLY 'Y which is not
mitogenic for the T cels of healthy individuals. Since some of
these lecting are widely used for separating mature from
immature lymphocytes® and mouse thymocytes,' the aim of
this work was to determine if the lectin from A. lencocarpus
could difTerentiate a specific mouse thymocyte subpopulation.

MATERIALS AND METHODS

Reagenis

Peanut agglutinin  (PNA), dimethy) sulphoxide, pronase
(Streptomyces griseus, Sigma fraction XXV), fluorescein
isothiocyanate (FITC), terramethyl rhodamine B isothiocya-
nate {TRITC), Hanks' solution, bovine serum albumin (BSA),
nitro blue tetrazolium (NAT), dimethylformamide, neuramini-
dase type V., N-acetyl-n-Galactosamine, alkaline phosphatase-
labelled avidin, peroxidase-fabelled streptavidin, 3,3 diamino
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henzidine tetrahydrochloride (DAB),  S-bromo-d-chioro-3-
indolyl phosphate (BCIP) and Sephadex G-50 were purchased
from Sigma Chemicals (St Louis, MO), Isopentane, chlorofonm
and acetone were from Merck, Meaico, Biotin-labelled as well
as non-labetled rat monoclonal antihodies directed to the
mouse CD4 (LIT4) and CDB (Lyt-2) molecules as well as
peroxidase-labetled rabbit anti-rat immunoglobulin G (1pG)
were purchiased from Pharmingen (San Diego, CA). Mouse
dendritic cells were determined with rat monoclonal anubody
NLDC-145."

Lectin purification

Amaranthus leucocarpus seeds were oblained in Tulyehuaico,
Mexico. The lectin was purifiedt by affinity chromatography on
a column containing human type O red blood celf stroma as
described by Zenteno & Ochoa.'® The haemagglutination
activity of A, leucocarpus (ALL) was tested against pronase-
treated O human erythrocytes.!! ALL (agglutinating activity of
1: 15000) was labelled with FITC, ata label to protein ratio of
35,41 and with tmanopure N-hydroxysuccinimidohiotin
from Pierce Chemical Co. (Rockford, IL) according to
insteuctions.'®

Preparation of thymus sections

Thymus gland was surgically removed from 3-week-old male
BALB/c mice under anacesthesia, The specimens were divided
into two parts. One was embedded in OCT (Tissue Tek)
compound and immediately frozen in cold isopentane and
the other fixed in 0% formalin and processed for light
microscopy. Serial sections of 7-um thickness were cut, on the
same day, with a Bright FS;FCS cryostat from the frozen
specimen, fixed in cold acetone:chlorotorm (v. v). air dried and
kept frozen until used.
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Fixed sechions were washed extensively with  phosphate-
bufteced saline, pH 72 (PRS) incubated tor 15min with 3%
normal mouse serum and washied for Hwin with POS before
stamning. FITC-labelled ALL was used af suturating concentra-
uoens as detenmined by previous biration experiments. Sections
were incubated for 28 min gt room temperature in 3 humiditied
atmosphere with [ 5-ul aliguots of the lechin. The sections were
then washed for 30min with PBS and mounted with PBS,
glycerol before gach slide was examined by two idependent
shservers on u standard B4 Zeiss microscope equipped with an
IV:2 epifluorescence comndenser. Specifiaty  controls were
performed using non-conjugated lectin at the same proten
concentration range as the fiest layer reageats, Slides treated in
this way were always negative. Sonie experiments were
performed with hiotin-lfabelled lectin, in these expeniments
alkaline phosphatase-labetled avidin was wsed as second bigand
and S ul,slide of NBT/BCIP'? was used as substrate. Double
statns were performed with tissue sections first stained with
hiotin-labelled ALL, as described above, and then incubated,
separately, with unlabelled CD4 and/or CD8 rat monoclonal
antibody for 15 min; as a second layer a 1200 dilution of the
peroxidase-labelled rabbit anti-rat IgG was used and DAB wis
used as a chromogen, In order to determing whether meduflar
stromal cells were mucrophiges oy dendritic celly doubie stains
were performed with the biotin-labelled ALL and NLDC- 145
monoclonal antibody, as described above.

Fractionation of thyvmog vies

Surgically removed thymuses were sinced in Hanks' solution
with a 20-gauge needle in a Petri dish. washed thrice in PBS.
counted and adjusted to 1 x 10% cells'ml in PBS. Similar (o the
nethod used for the isolation of PNA® and PNA”
thymocytes,'? | ml of the cell suspension was incubated with
100pg of ALL in PBS for Lhr at room temperature. Two
hundred and H{ty microlitres of this solution was poured onto
glass tube (10 x cm) containing 7% BSA in PBS and left for
J0min at room temperature before collection of the supes-
natant and the precipitate. After separation, the cells were
incubated with -2 M GalNAc for 30min at room temperature,
washed twice with PBS and adjusted to 2 x 10 cells/mbin PBS.
To eonfirm the specificity of the lectin binding 10041 of the
ALLY and ALL™ cell suspension were incubated, separately in
Iml glass tubes, for 30min at room temperature with the
optimal concentration, as determined in previous tiration
experiments, of FITC-labelicd ALL. 0 order 10 determine the
percentage of CDA- and CDB-positive cells, the ALL ' and
ALL " isolated cells were incubated with bioiin-labeled CD4
and CDE8 monoctonal amtibody, the  peroxidase-labelfed
streptavidin was used as a second layer. and DAB was used
as the chromogen. At the end of the incubation period, cells
were washed twice in PBS, mounted in PBS plycerol and
abserved by light microscopy. In some experiments the lectin-
isolated cells were incubated with 04005 FU/ of sinhidise before
performing the fuarescence assays.

FACK malysis

The amount of ALL-positive thymocvies was also determined
in 4 Becton Dickinson FACScan using forward angle Yaser light
scatter to exclude dead cells. ALL-stained thyiocytes were

resuspended an O-3ml of buftered 194 patatormaldehyde and
Sont 10000 cells were counted The number of ALL pasitive
cells was determuned mthree different expenments using solehy
FITC-labetled fectin

RESULTS

Al the expenments o this study were perdurmed wang a
subagglutinating dose of the lecun (3 pg.mil ). The number of
Amaranthus leucocarpus-positive thymocytes, determuned i
three independent experiments by the ahsolute number of
agpregated cells and the percentage of flnorescent cells per
microscopic field, correspanded to 7% of the total (roughly
150 x 10°) cells. Nevramundase treatment of the thymaocytes
showed a minimum increase in the amount of ALL-positive
cells as opposed 1o PNA-positive cells which  showed 2
sigmificant increase. When thymic cells were tirst {ractionited
into PNA " and PNA " populations, less than 3% of the formet
reacted with ALL whereas none of the latter did. Seventy-five
per cent (60% - B7%% ) ol the 4. lencocarpus-positive thymocytes
were CD4' and 1% (3% 15%) of the ALL" cells were
CDX L these resudts represent the mean of 10 dillerent
experiments,

Immunohistochemical analysis showed that the ALL " cells
were Jucated in the thymus medulla, only a small pescentage of
posttive cells were found it the cortico-metullary junction. The
cortex was pegative for ALL cells (Fig 1), nmunotluyores-
cence with FUFCuabelled ALL supgested that a very small
percentage of stromal cells were also ALL ", therefore further
anitlysis was performed with biotin-Jabelted lectin as well as
with & dendntic cell-specific monoclonal antibody. Figuge 2
shows ALL " stromal cells tocated only in the thymic medully;
this cell corresponded 1o 4 dendritic cell as determined by
NLDC- 145 monoclonal antibady stiin. Double-stainimg analy.
sis showed that ALL™ dendritic cells interact manly with sose
CD4". ALL " thymocytes since there was only one ALL’
thymoeyte near the dendritic celf (Fig. 3).

FACS analysis with FITC-labelled ALL showed that § 7%
of the thymus cells were positive, thus corroborating the
percentage found in the immunofluorescence assays (Fig. 4).

DISCUSSION

One classiication of thymocytes is based on the expression of
the CD4 and CD8 markers; the immature double negative
subset contains all of the cells with thymus-homing precursor
potenttal whereas the single positive subsets are regarded as
nurtare cells beenuse they show the functional properties of
peripheral T cells " Nevertheless, thymoeytes can alo be
classified by their ability to bind peanut agplutinm.'® PNA
cells are considered immature despite the fact that they can
possess the CD4°.CDS or CD4' CDS” phenotype. The
fatter are considered intermediates between progenitor cells and
mature T eells ™ 2 Generally ynmature thymocytes are
tocated m the thymie subcapsular zone and cortex whereas
mature cells are found in the medutly,

In this study we have shown that the lectim solated rom
Amaranting levcocarpus,'t which shares closely related sugar
speciticity with PNA, vecopnizes a different and more mature
thymic cetl populition, Although 11", of the cells were CDS’
the majority of the cells binding ALL had the CH4 phenatype
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Figure 1. Photomicrograph ( x 31 of o longitudinal mouse thymus
section stained with FITC-labelled Anaramthues tewcocarpus tecun
Positive cells were mainly located in the medulfa (m) and cortico-
medultary junction (¢).

and were located in the medulla thus reinforcing the mnture
stage of this cell population. None of the ALL™ cells were
double negative. As shown in Figure 3 we have observed thi
some of the ALL™ stromal cells were NLDC-1457 cells and
therefore they can be considered dendntic cells™ which expruss
among others adhesion molecules but do not express the Thy-|
nor the CD4 markers.® It is interesting to recall that thymic
cells stained with NLDC-1457 antibody correspond to non-
lymphoid cells with dendritic appearance in the medutla ind
corticomedullar region. " The majority of thymocytes bound to
the ALL ™ dendritic cells were of the CD4 phenotype and may
be in the deletion process.®® nevertheless, scarce ALL®
thymocytes were located near dendritic cells suggesting that
this cell subpoputation may correspond to stage Il thymo-
cytes™® which have alrcady gone through the negative selection
process since the majority of ALL™ peripheral blood
lymphocytes are PNA ™ and either CD4 " or CDB ™. Despite

Flgure 2, Photomicrograph ( x 13:75) of o double-stained longituding
wouse thymus section. Biotn-labelled Amranthus lewocarpus-positive
cells (dark bluel, and rat anti-mause CD4 * cells (light brown), Double-
positive cells were only presentin the medulls (m), whereas none wis
detected in the thymie cortex (c).

Figure ). Photomicrograph { x 55) of 4 double-stained Jongitudinal
mouse thymus section showing a ALL" dendriic cell surrounded hy
CD4™ thymocytes (arrows) and one 4. lewcocarpus-positive thymocyte
(dark blue).

this, the biological role of the ALL', CD4" circulating
lymphaocytes remains obscure,

The discrepancy in the maturation stage of thymocytes
isolitted by PNA or by ALL may be explained by their different
sugar specificity. PNA recognizes the terminal galactose of the
Galfitl = 3)GaiNAc disaccharide only when it is deficient in
neuraminic acid;®” PNA™ cells treated with sialidase became
PNAT thus suggesting that the PNA receptors on the mature
cells are cryptic.'>* The combining site of the A. leucocarpus
lectin accommodales the N-acetylyaluctosamine residue found
it the inner core of O-glycosidically linked glycans” indepen-
dently of the presence or absence of neuraminic acid in the
disaccharide, as our restlts with sialidase-treated thymocytes
revealed. The lectin from Artocarpus heterophythes which binds
the Galf(i -NGalNAc disaccharide®® recognizes mature T
human peripheral blood cells;” nevertheless, its sugir specificity
is controversial, some authors suggest that it recognizes the
terminal galactose of the disaccharide®™® whereas Swamy ef
al® affirm that its combining site is similar to that of
Amaranthus feucocarpus lectin,
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Figure 4. FACScin analvsis of ALL-positive cells. Thymaocytes from
BALB:¢ mice were suspended in PBS, incubaied with FITC labelled
leetm, washed and suspendedin 1% paraformildehyde. The amount of
positive cells was 5-7% as determined in three different experiments.
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The different cell populations recognized by lectins with

appurently similar sugar specificity deserve a more profound
analysis since there are many more surface markers which
determine the biological role of a cell.
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CAPITULOV
ARTICULO: ISOLATION OF THE RECEPTOR FOR AMARANTHUS

LEUCOCARPUS LECTIN FROM MURINE MEDULLARY THYMOCYTES

INTRODUCCION

Las fectinas son proteinas o glicoproteinas que interaccionan especificamente con
estructuras sacaridicas e inducen aglutinacion celular. Debido a su especificidad,
estas proteinas son excelentes herramientas para la caracterizacion de
oligosacaridos y para el aislamiento de poblaciones celulares. Las lectinas Arachis
hypogaea (aglutinina del cacahuate), Glycine max (aglutinina del frijol de soya),
Helix pomatia y Triticum vulgaris (agiutinina de gérmen de trigo) han sido
ampliamente usadas para la separacion de timocitos inmaduros de la corteza del
timo, asi como otras subpoblaciones de linfocitos T. Recientemente, hemos
demostrado que la lectina Amaranthus leucocarpus es especifica de la molécula
GalNAc de los antigenos T y T, (Galf1—3GalNAca1-->0-Ser/Thr y GalNAca1-->0-
Ser/Thr respectivamente) y posee la capacidad de interactuar con timocitos

medulares que se encuentran en los uitimos estadios de maduracion.
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Para poder identificar la funcién del receptor celular reconocido por ALL en el
trafico y/o en el proceso de maduracion de los timocitos, se decidio purificar y

definir las caracteristicas moleculares del receptor celular.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se incubaron 1 x 10° timocitos de ratones machos de 6-9 semanas de edad, con la
dosis 6ptima de ALL-biotina y las células aglutinadas (amaranto positivas) fueron
separadas por sedimentacioén en albumina sérica bovina al 7% de acuerdo al
método descrito™?. Luego de aislar las células amaranto positivas, éstas fueron
lisadas a 0°C con triton X-100 al 1.0% en presencia de inhibidores de proteasas (2
mM de fenilmetilsulfonilfluoruro, 1 ug/ml de aprotinina A, 1 ug/ml de pepstatinay 2
g de leupeptina) durante 30 minutos. El producto de la lisis celular fue
centrifugado a 3,500 rpm durante 10 minutos, y el sobrenadante fue nuevamente
centrifugado a 14,000 rpm por 30 min para eliminar citoesqueletos, mitocondrias y
restos celulares. El sobrenadante obtenido de la segunda centrifugacion se aplico
a una columna de avidina-agarosa equilibrada con 0.1% de triton X-100 en PBS a

pH 7.2, con la finalidad de retener las glicoproteinas de membrana unidas a ALL-
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biotina de manera similar a un método descrito™". Después de eluir con PBS el
material no retenido por la columna, la fraccion correspondiente a la proteina
adsorbida se eluyo con GalNAc 0.2 M en PBS o con glicina 0.1 M pH 2.5. Para evitar
la desnaturalizacion protéica de la fraccion eluida a pH &acido, ésta fue

inmediatamente neutralizada con amortiguador Tris 1 M.

Posteriormente, la fraccion purificada por cromatografia de afinidad fue dializada
contra NaCl 0.01 M y analizada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al
12.5%%% en condiciones reductoras y no reductoras. El revelado de la separacion
electroforética en condiciones no reductoras, fue realizado con nitrato de plata
siguiendo fa técnica descrita™?. Este perfil electroforético mostré una sola banda
protéica de una M, de 70,000 para la fraccion purificada. Para confirmar la
ausencia de lectina biotinilada en la fraccion purificada, ésta fue electrotransferida
a papel de nitrocelulosa de acuerdo a la técnica™” y el papel fue incubado con
estreptoavidina-peroxidasa, H,0, y DAB. El resultado negativo comparado con la
reaccion de una muestra testigo de AlLL-biotina, indicé que la fraccion purificada

no contiene biotina.

La electroforesis en condiciones reductoras utilizando f-mercaptoetanol al 6% y
Urea 8 M en la poliacrilamida y en el amortiguador de corrida, mostré que la
fraccion purificada no modifica el peso molecular, mientras que la muestra testigo

ALL-biotina presenta una banda de 35 kDa que se identifica quimicamente como el



monémero de ALL. Los resultados sugieren que la fraccion eluida con GalNAc o
con glicina a pH acido corresponde a un receptor celular de un peso molecular
aproximadamente de 70 kDa. Esto sugiere que se trata de un receptor diferente a
los receptores celulares descritos para lectinas especificas de los antigenos Ty
T.. Considerando que la principal glicoproteina de membrana de leucocitos, la

(9 bodemos

leucosialina, es portadora de antigenos T y de sus formas sialiladas
decir que es el receptor celular de lectinas que reconocen al antigeno T. Sin
embargo, en relacion al peso molecular de la leucosialina, hay discrepancias
desde 95 hasta 195 kDa. Por ejemplo, De Maio y colaboradores®®” han encontrado
que la lectina Arachis hypogaea especifica del antigeno T, reconoce a dos
glicoproteinas de membrana de timocitos, una que tiene un peso molecular entre
170-180 kDa y otra de 110 kDa. De Petris y Tackacs, con otros métodos han
mostrado que PNA reconoce en timocitos tratados con neuraminidasa, a 3
glicoproteinas membranales cuyos pesos moleculares son 120-125, 140 y 185-195
kDa, mientras que en timocitos no tratados sélo reconoce a la de alto peso
molecutar'®®. Piller y colaboradores con el uso de la lectina Salvia sclarea
(especifica del antigeno T,), han aislado de una linea linfoide celular a una
leucosialina con glicosilacion incompleta, la cual se identifica con anticuerpos y

tiene un peso molecular de 125 kDa'*?,

Los estudios dirigidos por Fukuda
esclarecen estas discrepancias en los pesos moleculares de la leucosialina. En
esos estudios se ha encontrado que diferentes células hematopoyéticas sintetizan

a un precursor protéico de la leucosialina, el cual es rico en serina, treonina y
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“3) Inicialmente tiene un peso

prolina, tiene 84 sitios para enlaces O-glicosidicos
molecular de 52 kDa y con la formacion de algunos enlaces con N-acetil--
glucosamina, se incrementa a 54 kDa. Estos enlaces N-glicosidicos son necesarios
para el transporte hacia el aparato de Golgi, donde se llevan a cabo los enlaces O-

(39)

glicosidicos™’. También, se han reportado variaciones en la glicosilacion de la

B9 1o cual indica que fa masa

leucosialina en distintos tipos de leucocitos
molecular de la leucosialina aumenta con el namero de glicosilaciones y/o su
ramificacion. Estas diferencias en el patron de glicosilacion, han sugerido que se
relacionan con la funcion celular. Por ejemplo, la leucosialina de 105 kDa
(denominada gp105) que esta presente en células precursoras de eritrocitos, ya no
se encuentra en los eritrocitos diferenciados®!. Otro ejemplo es la activacion de
linfocitos T, la cual induce cambios en ia glicosilacion de la leucosialina; de un

tetrasacarido cambia a un hexasacarido''®.

La leucosialina (sialoforina o CD43) por sus caracteristicas estructurales parece
ser el receptor de ALL. Es probable que esta molécula sea una leucosialina de 70
kDa relacionada con un estado de diferenciacion celular de los timocitos, Aunque
también puede ser que la leucosialina de los timocitos murinos tenga un peso
molecular de 70 kDa. La secuenciaciéon de aminoacidos del receptor de ALL en
timocitos murinos y posteriormente en linfocitos humanos, debera esclarecer su

identidad molecular.
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ISOLATION OF THE RECEPTOR FOR AMARANTHUS LEUCOCARPUS

LECTIN FROM MURINE MEDULLARY THYMOCYTES

Running Title: Amaranthus lencocarpus thymocyte receptor

Key Words: Amaranthus leucocarpus lectin, lectin receptor, medullary thymocytes, leukosialin,

glycoprotein.

ABSTRACT

A receptor with an M, of 70,000 from murine CD-1 medullz;ry thymocytes was purified using a
complex with the biotin-labelled Amaranthus leucocarpus lectin and avidin-agarose as the affinity
matrix. The receptor is a glycoprotein that contains 20% of sugar by weight and is composed of
galactose and N-acetyl-D-galactosamine (in a 1:3 molar ratio) in its saccharidic portion. The
ALL-thymocyte receptor is composed of O-glycan structures, which could be considered

precursors of leukosialin, present in thymocytes in the latter stages of maturation.
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INTRODUCTION

Lectins are proteins or glycoproteins that interact specifically with saccharide structures and
induce cell agglutination (1,2). Due to their specificity, these proteins have been demonstrated to
be excellent tools for oligosaccharide characterization as well as for isolation of cellular
populations (3,4). Lectins from Arachis hypogaea (PNA), Glycine max (soybean agglutinin),
Helix pomatia, and wheat germ agglutinins have been widely used in the fractionation of
immature thymocytes from the cortex of the thymus (5) and other T-cell subpopulations (6-8). In
a recent work we demonstrated that the lectin from dmaranthus lencocarpus (ALL) shares sugar
specificity for the T and the T, antigen (Galf31,3GalNAca1,0-Ser/Thr and GalNAcal,0O-Ser/Thr,
respectively) (9), and possesses the capacity to interact with medullary thymocytes (10). In this
work we provide information on the molecular characteristics of the ALL receptor from
medullary thymocytes, these cells belong to the group of thymocytes in the late stagés of

maturation.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents. Lectin was purified from dmaranthus lencocarpus seceds by aflinity chromatography as
described in (11). The A. lencocarpus lectin (hemagglutinating specific activity of 3,000) was
labelled with N-hydroxysuccinimide esters of biotin from Pierce Chem. Co. (Rockford, 1L, USA)
at a label/protein ratio of 2:1 (12). Fetal calf serum was purchased from Gibco BRL, Inc. (Grand
Island, NY, USA). Electrophoresis and blotting reagents were obtained from Bio-Rad Lab. Inc.
(Richmond, CA, USA). Cell culture media, biotin and avidin monomeric-agarose, bovine serum
albumin fraction V, sugars and chemical reagents were from Sigma Chemical Co (St Louis, MO,

USA).

Cells. Thymus glands were surgically removed from male CD-1 mice (6-9 weeks old), washed
twice in phosphate buffered saline (PBS; 0.15 M NaCl, 0.05 M sodium phosphate, pH 7.2) and
passed through a fine mesh to harvest the cell suspensions. The thymocytes were then
resuspended in Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with 5% fetal calf serum (heat
inactivated at 56°C for 30 min), counted in a hemocytemeter and adjusted to 1 x 10* cells/mil.
Thymocytes subpopulation was punfied by selective agglutination (5) as follows: the cell
suspension was incubated for 10 min at room temperature with 250 pg of biotinylated-
Amaranthus lencocarpus lectin and layered gently on the top of a solution of 7% bovine serum
albumin in PBS in conical 12 ml glass tube. After 30 min at room temperature, the cells present in

the bottom (ALL’ thymocytes) and in the top (ALL" thymocytes) were collected separately and

washed twice with PBS.



Analysis of separated cells. Both, ALL" and ALL" thymocytes, were assessed for their viability
by the trypan blue exclusion test. The immunological properties of the obtained cell fractions were
established with standard immunological methods by fluorescent staining with monoclonal

antibodies. Fluorescent cells were enumerated by fluorescent microscopy and cytofluorometry

(13).

Receptor purification. Indirect affinity chromatography was used as a method to specifically
isolate the lectin-binding glycoproteins from the surface of cells (14); 5 x 10" ALL' thymocytes
were lysed in a solution of PBS containing 1 pg/m! aprotonin A, 1 pg/ml pepstatin, 2 pg/ml
leupeptin, 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1.0% (v/v) triton X-100, for 30 min at O°C'uncler
shaking. Nuclei, cell debris, and mitochondria were removed by centrifugation, first 10 min 250 g,
then 30 min 18,000 g. Pellets were eliminated and the clear supernatant was loaded on an avidin-
agarose column (3 x 1 cm), equilibrated previously with PBS (pH 7.2, 0.1% triton X-100) at 4°C.
The unretained material was eluted with PBS until the optical density at Ay reached zero. The
fraction corresponding to the bound protein was eluted with 0.2 M GalNac in PBS or 0.1 M
glycine pH 2.5. The collected fractions with positive optical density were pooled, dialyzed against

5 mM NaCl, and concentrated by lyophilization.
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Polyacrylamide gel electrophoresis. The molecular weight and the homogeneity degree of the
purified receptor was evaluated under reducing (in the presence of 5% B-mercaptoethanol and 8
M urea) and under non-reducing conditions by polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE) in the
presence of 0.1% sodium dodecyl sulphate (SDS), using the Lacmmli buffer system (15). Gels
that had been run with samples under non-reducing conditions were stained with silver nitrate as

described in (16) and gels with reduced samples were stained with 0.1% Coomassie brilliant blue.

Protein Blotting. Proteins separated by SDS-PAGE were transferred onto nitrocellulose filters of
0.22 um (Bio Rad 162-0115) in an electric field produced by a | A constant current for 1 hour as
described (17). The filters were later quenched in 0.1% gelatine, 0.01% Tween 20-PBS for 16 h
at 4°C and then washed with 0.1% Tween 20-PBS for 2 h, changing buffer every 20 min. The
filters were incubated with a solution containing streptavidin-peroxidase diluted 1:8000, 10 mM
EDTA, in PBS for 30 min. At the end, filters were washed for 1 h with bufler changes every 15

min. Finally, the reaction was revealed with 0.03% 3'3'diaminobencidine, 0.1% de H,0; in PBS.

Analytical methods. Protein concentration was determined by the method ot Bradford (18) with
Comassie R-250, using bovine serum albumin as standard. Carbohydrate concentration was
determined by the method of Dubois er al. (19), using lactose as standard. Carbohydrate
composition analysis was performed after methanolysis in the presence of meso-inositol as internal
standard, and the per-O-trimethy! sialylated methylglycosides (after N-reacetylation) were

analyzed by gas-liquid chromatography in a capillary column (25 mm x 0.32 mm) of silicone OV

101 (20)
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RESULTS

Cellular purification. For each murine thymus we obtained 0.9-15 x 10* thymocytes. The
fraction of cells agglutinated by the lectin (ALL' cells) contained 5 x 10° cells corresponding to
4.7% of the total thymocytes recovered. More than 75% of the cells in the ALL' fraction bear the
mature thymocyte phenotype CD2', CD3’, CD4', CD8 a small proportion (less than 11%)
possesses the phenotype CD2', CD3', CD4", CD8', whereas the ALL" fraction comprises a cell
population that belars the phenotype CD2°,CD3%,CD4’,CD8" and the immature cortical phenotype

CD2', CD3", CD4", CD8 (not shown).

Receptor purification. The thymocyte receptor for ALL was purified by the indirect aflinity
chromatography method, using biotin-labelled ALL and avidin-agarose as affinity support. The
receptor was eluted from the affinity matrix by addition of 0.2 M GalNAc (Fig. 1). The purified
protein corresponds to 0.1% of the cell lysate (table 1), a similar yield was obtained by
diminishing the pH of the chromatography media with 0.1M glycine/HCI, pH 2.5, instead of using

the specific carbohydrate.

Polyacrylamide gel electrophoresis and blotting, Analysis of the electrophoretic profile of the
murine thymocytes shows 21 protein bands with molecular weights between 170 and 13 kDa; the
best identified bands correspond to 110, 85, 70, 63, 30, and 15 kDa (figure 2). Analysis of the
purified ALL-receptor, under reducing and non-reducing conditions, shows a single band of 70

kDa (Fig 2). To confirm the absence of biotinylated lectin in the purified receptor we performed
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Western blot analysis with peroxidase-labelled streptavidin reaction, which revealed a negative
reaction in the transfered ALL-thymocyte receptor and staining of a single band in the presence of

biotinylated ALL (not shown).

Chemical composition. The receptor is a glycoprotein, with 20% of sugars by weight and
composed only by galactose and N-acetyl-D-galactosamine in a molar ratio of 113 in its

saccharidic portion (table 2).
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DISCUSSION

We purified the receptor for the Amaranthus lewcocarpus lectin from the medullary (mature)
thymocytes. It is a glycoprotein of M, 70,000, composed of galactose and GalNAc as a typical O-
glycosidically linked protein. ALL possesses high affinity for T and Tn antigens, and the specific
interaction of the lectin is directed to the axial -OH and the N-acetylated groups of GalNAc (9);
this lectin interacts with the human AM glycophorin due to its interaction with the free hydroxyl-
group from serine present in the amino terminal, which plays an important role in the stabilization
of the interaction of the lectin-receptor complex (9). The ALL sugar-specificity is very similar to
that exhibited by the lectin of PNA, but ALL shows great specificity for medullary thymocytes
(10,21). The ALL' cells are CD4" (75%) or CD8" (11%), indicating that ALL is able to interact

with thymocytes in their last stages of maturation (10).

By means of lectins with similar sugar specificity, several authors demonstrated different
lymphocyte receptors; PNA shows great affinity with a major glycoprotein with M, 170,000~
180,000 and a minor band of M, 110,000-120,000 (22,23), Piller and Piller have identified a
glycoprotein of M, 125,000 (which correspbnds to leukosialin) with high aftinity for the T,-
specific lectin from Salvia sclarea seeds (24). Leukosialin (CD43 or sialophorin) is a major
membrane sialoglycoprotein in normal leukocytes, it possesses an M, of 120,000 (M, 113,000 to
150,000) and shows an extremely Ser/Thr rich extracellular domain, which carries Q-linked
carbohydrates (25); the structure of these O-glycans varies among T-cell subsets and may change

during differentiation and lymphocyte-activation (26,27). The precursor of leukosialin is a
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glycoprotein of M, 54,000, which is transformed into the mature form at M; 120,000. At the
present, molecular intermediates of byosinthesis have not been detected and discrepancies to
explain the big shift (M, 66,000) in molecular weight of leukosialin, {from the precursor to mature

form have been difficult to settle (28).

There are reports of similarities in the biochemical properties of leukosialin in mice with leukocyte
common antigens, such as L-CA or CD45 and Ly5 or T200 (29,30). These antigens possess high
molecular weight and are highly glycosylated; they can be expressed in alternative molecular
forms in different cell types, and have been implicated in T-cell proliferation and differentiation
(31). We consider that these molecules do not correspond to the receptor of the lectin due to their
high molecular weight, and leukosialin seems to be, for its structural characteristics, the ALL
receptor, Qur results suggest that utilization of ALL could be important in the study of the role of
O-glycosilated lymphocyte receptors in cell-proliferation, differentiation, and in their interaction

with antigen presenting cells.

48



REFERENCES

1.

10.

1t

12,

Liener IE, Sharon N and Goldstein 1J eds. 1986. Lectins, Properties, Functions and
applicalidns in Biology and Medicine. Ed. Acad Press New York, USA

Sharon N and Lis H. Lectins as cell recognition molecules. Science 1989, 246:227-234.

. McCoy JIr JP. The application of lectins to the characterization and isolation of mammalian

cell populations. Cancer and Metastasis Reviews 1987, 6:595-613

Peacock JS, Colsky AS and Pinto VB. Lectins and antibodies as tools for studying cellular
interactions. J Immunol Methods 1990, 126:147-157

Reisner Y, Linker-Israeli M and Sharon N. Separation of mouse thymocytes into two

subpopulations by the use of peanut agglutinin. Cell Immunol. 19706, 25:129-134.

. Reisner Y and Sharon N. Fractionation of subpopulations of mouse and human lymphocytes

by peanut agglutinin or soybean agglutinin. Methods Enzymol 1984, 108:168-179

. Hellstrom U, Hammarstrom ML, Hammarstrom S and Perlmann P. Fractionation of human

lymphocytes on Helix pomatia a hemagglutinin-sepharose and wheat germ agglutinin-
sepharose. Methods Enzymol 1984, 108:153-168

. De Dios I, Manso M, Leon V and Lopez Borrasca A. Separation of human iymphocyte

subclasses by rosettes with latex-lectin particules. Biochem Med Metab Biol 1986, 35:12-17.

. Zenteno E, Lascurain R, Montaiio LF, Vazquez L, Debray H and Montreuil J. Specificity of

Amaranthus leucocarpus lectin. Glycoconj J. 1992, 9:204-208,

Lascurain R, Chavez R, Gorocica P, Pérez A, Montaiio LF and Zenteno E. Recognition of a
CD4" mouse medullary thymocyte subpopulation by Amaranthus lencocarpus lectin. m
Immunology 1994, 83:410-413

Zenteno E and Ochoa JL. Isolation and purification of Amaranthus lencocarpus lectin on
stroma column. Phytochemistry 1988, 27:313-317

Savage D, Mattson G, Desai S, Nielander G, Morgensen S and Conkiin E eds. 1992. Avidin-

biotin chemistry: A handbook. pp ~ 42-48. Ed. Pierce Chemical Company, Rockford IL,
USA.

49



i3
14.
15,
16.

17.

18.
19.
20.
21

22,

23.

24,

Hudson L and Hay FC eds. 1980. Practical Immunology 2nd ed. pp 13-17 Ed. Blackwell
Scientific Publications, Oxtford, UK

Buckie JW and Cook GMW. Specific isolation of surface glycoproteins from intact cells by
biotinylated concanavalin A and immobilized streptavidin. Anal Biochem 1986, 156:463-472
Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during assembly of the bacteriophage T4.
Nature 1970, 227:680-685

Switzer RC, Merril CR and Shifrin S. A highly sensitive silver stain tfor detecting proteins and
peptides in polyacrylamide gels. Anal Biochem 1979, 98(1):231-237

Towbin H, Stachelin T and Gordon J. Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proc Natl
Acad Sci USA 1979, 76;4350-4354.

Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 1976, 72:248- 254
Dubois M, Gilles KA, Hamilton JK, Rebers PA and Smith F. Anal Chem 1956, 28:350-356
Montreuil J, Bouquelet S, Debray H, Fournet B, Spik G and Strecker G. 1986. In:
Carbohydrates analysis, a practical approach. Chaplin MF and Kennedy JF eds. pp 143-204,
Oxford, IRL Press.

Swamy MJ, Gupta D, Mahanta SK and Surolata A. Further characterization of the saccharide
specificity of peanut (Arachis hypogaea) agglutinin, Carbohydr Res 1991, 213:59-63

De Maio A, Lis H, Gershoni JM and Sharon N. Identification of glycoproteins that are
receptors for peanut agglutinin on immature (cortical) mouse thymocytes. FEBS let. 1986,
194:28-32

De Petris S and Tackacs B. Relationship between mouse lymphocyte receptors for peanut
agglutinin (PNA) and Helix pomatia agglutinin (HPA). Eur J Immunol 1983, 13:831-840.
Piller V, Piller F and Fukuda M. Biosynthesis of truncated Q-glycans in the T cell line Jurkat.
Localization of Q-glycan initiation. J Biol Chem 1990, 265:9264-9271

50



25.

26.

27,

28.

29.

30.

31,

Shelley CS, Remold-O'Donnell E, Davis Il AE, Bruns GAP, Rosen I'S, Carroll MC and

Whitehead AS. Molecular characterization of sialophorin (CD43), the lymphocyte

surface sialoglycoprotein defective in Wiskott-Aldrich syndrome. Proc Natl Acad Sci USA
1989, 86:2819-2823

Carlsson SR, Sasaki H and Fukuda M. Structural variation of the leukosialin in difterent
celfular lines. J Biol Chem 1986, 261:12787-12795

Piller F, Piller V, Fox RI and Fukuda M. Human T-lymphocyte activation is associated with
changes in Q-glycan biosynthesis. J Biol Chem 1988, 263:15146-15150

Carlsson SR and Fukuda M. Isolation and characterization of leukosialin, a major
sialoglycoprotein on human leukocytes. J Biol Chem 1986, 261:12779-12786

Gulley ML, Ogata L.C, Thorson JA, Dailey MO and Kemp JD. Identification of a murine pan-
T cell antigen which is also expressed during the terminal phases of B cell

differentiation. J Immunol 1988, 140:3751-3757.

Baecher CM, Infante AJ, Semcheski KL, Frelinger JG. Identification and characterization of
a mouse cell surface antigen with alternative molecular forms. Immunogenetics 1988,
28:295-302.

Barclay AN, Jackson DI, Willis AC, Williams AF. Lymphocyte specific heterogeneity in the
rat leucocyte common antigen (T200) is due to differences in polypeptide sequences near

the NH2-terminus. EMBO J 1987, 6:1259-1264.



Table I. Purification protein of ALL thymocyte-receptor*

Fraction mg % Yield
Total cell lysate 200 100.0
F-I (unretained) 164 82.0
F-11 (GalNAc-eluted) 0.2 0.1

* Data obtained from 1 x 107 thymocytes.

Table II. Carbohydrate composition of ALL-thymocyte receptor

Sugar residue Molar ratio
Fucose 0

Gal i
GalNAc 3

Gle 0
GlcNAc traces
Mannose . traces
NeuAc 0




Footnotes

Figure 1. Affinity chromatography of murine thymocytes. The cells prior to lysis were incubated
with biotin-labelled ALL, then the complex was purified on an avidin-agarose column. F-I,
unretained fraction eluted with PBS; F-I1, fraction desorbed by addition of 0.2 M GalNAc or 0.}

M glycine/HCI, pH 2.5, buffer.

Figure 2. SDS-PAGE of the affinity purified Amaranthus leuwcocarpns thymocyte receptor.
Unretained fraction (line A), purified fraction eluted with 0.2 M GalNAc (line B). M, standards:
phosphorylase B, 94000; albumin, 67000; ovalbumin, 43000, carbonic anhydrase, 30000, soybean

trypsin inhibitor, 20100 and lysozyme, 14400 (line C).
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CAPITULO VI
APLICACION DE LA LECTINA AMARANTHUS LEUCOCARPUS

PARA EL ESTUDIO DE LINFOCITOS HUMANOS

INTRODUCCION

Con el descubrimiento de la mediacion de los carbohidratos en las interacciones
celulares, este campo de investigacion ha cobrado gran importancia para la
Biologia Celular, la Fisiologia Celular y fa Inmunologia’®'®. Primero, porque los
estudios sobre la funcion de moléculas de superficie de células inmunitarias han
mostrado que los oligosacaridos de diversas glicoproteinas participan en las
interacciones celulares a nivel de ligando con el receptor!’ 112255284 gequndo,
porque la expresion diferencial de estructuras sacaridicas en la superficie celular
estd aparentemente asociada con la diversidad funcional® y con los distintos
estadios de desarrollo y de diferenciacion celular de los tejidos®!”. Tercero,
porque en las células anormales se altera la expresion de carbohidratos de
superficie celular con respecto a las células circunvecinas!'”, En este sentido el
uso de las lectinas como herramientas para el analisis de glicoconjugados
fenotipicos de subpoblaciones celulares ha sido ttil, sin embargo, no se han

explotado lo suficiente para el estudio de estados patolégicos.



Recientemente, hemos demostrado que la lectina de Amaranthus leucocarpus
(ALL), que reconoce especificamente a la molécula GalNAc de los antigenos Ty T,,,
posee la capacidad de interactuar con linfocitos localizados en ja médula timica de
raton. Por otra parte se ha demostrado que en enfermedades infecciosas cronicas,
aumenta en circulacion sanguinea el numero de células linfoides inmaduras.
Debido a lo anterior, consideramos importante determinar si la lectina de amaranto
puede ser Gtil para detectar marcadores fenotipicos en células que posiblemente
presentan modificaciones en el patron de glicosilacion durante un proceso

infeccioso cronico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 20 ml de sangre venosa humana de 9 voluntarios clinicamente
sanos. Las células mononucleadas de la sangre venosa fueron separadas del
paquete eritrocitario por centrifugacion a 1,750 rpm en Ficoll hypaque (1.077 de
densidad), durante 30 minutos a 4°C. Una vez separadas, las células se
cuantificaron en un hemocitémetro y se fraccionaron en dos grupos. Uno de ellos,
que comprendia el 20% de la poblacion total de células, fue utilizado como testigo;

y el segundo grupo que contenia el 80% de células restantes, fue incubado durante
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30 minutos a temperatura ambiente, con una concentracion optima de ALL (1.0
pgl106 células). Posteriormente, las células que se incubaron con ALL, se aplicaron
en una solucién de albumina sérica bovina al 7% en PBS, obteniéndose a su vez,
una subpoblacién de células ALL y otra de céiulas ALL' (aglutinadas por la lectina)
que se aislaron por sedimentacion. Las fracciones celulares obtenidas, se
incubaron después con GalNAc 0.2 M durante 15 min, se lavaron con PBS y se

cuantificaron finalmente en un hemocitometro.

Para determinar el fenotipo de las subpoblaciones celulares se incubaron por
separado, aproximadamente 3 x 10° células en cada caso, con distintos
anticuerpos monoclonales murinos contra marcadores de superficie de linfocitos
humanos (CD2, CD3, CD4, CD8, CD19, etc.). Una segunda incubacién fue realizada
con anticuerpos contra IgG murina conjugados a un fluorocromo (fluoresceina,
ficoeritrina o rodamina). Finalmente, las células fluorescentes se cuantificaron en

un microscopio equipado con epifluorescencia.

Los resultados mostraron que por cada mililitro de sangre, se obtuvieron 1-2 x 10°
células mononucleadas, siendo de 3 a 4 el porcentaje de células ALL'. En cuanto a
la inmunofluorescencia, en el cuadro A se muestran los porcentajes de células
ALL', ALL y células testigo que expresaron los diferentes marcadores fenotipicos

analizados asi como la relacion entre el niimero de células CD4'y CD8".
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Cuadro A. Porcentajes de marcadares fenotipicos de células mononucleadas
humanas (células testigo) y de las que se incubaron con la lectina de amaranto y
que fueron separadas en células aglutinadas (ALL') asi como en células que no
aglutinaron (ALL).

Células Testigo  Células ALL' Células ALL

CD1a 18.3 112 24.2%+19 16.2270
CD2 51.51+16 61.8%18 67.5%+15
CcD3 72.1%3.5 60.0%3.2 715207
CcD4 60.5+ 5.0 67.9%6.2 504176
CcD8 33.1%9.0 22.0%t4.3 361 +£6.4
cD19 2.3+1.0 0213 4.7%1.6
Relacién

CD4/CD8 1.8320.7 3.056+0.28 143 %05

Media t desviacion estandar

Estos resultados mostraron que dentro de las células ALL' hay un ligero
predominio de linfocitos T CD4", lo cual se refleja en la relacion con CD8, aunque
no es estadisticamente significativo. Por otra parte, en un ensayo de doble marcaje
se incubaron las células mononucleadas humanas con ALL-FITC (dosis
subaglutinante de 0.05 1g/10° células) y en una segunda incubacion se utilizaron
anticuerpos monoclonales murinos anti-CD45RA o anti-CD45RO por separado. La
tercera incubacion consistid en adicionar anticuerpos contra IgG murina
conjugados a ficoeritrina, El andlisis en un citofluorémetro mostré que en un
individuo adulto clinicamente sano, el 1% de linfocitos de sangre venosa fueron
ALL"y CD45RA’, lo cual sugiere que son células que se encuentran en las etapas
finales de maduracion o que son células maduras virgenes. Este porcentaje de

células amaranto positivas es mas bajo que el observado en el microscopio de

in
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epifluorescencia, la razéon se debe a que se estrechd la ventana de lectura en el
citofluorometro con la finalidad de registrar solo linfocitos con fluorescencia
intensa. No obstante, el resultado indica que ALL reconoce a linfocitos virgenes,

los cuales paseen una glicoproteina de superficie portadora de antigenos T.

La presencia de antigenos T en la superficie de diversas células ha sido asociada
frecuentemente con inmadurez celular, o con casos de alteraciones en la
glicosilacion propiciadas por diversos procesos neoplasicos''’. Sin embargo, no
se ha descrito hasta el momento la asociacion del antigeno T con enfermedades
infecciosas que tienden a hacerse crénicas, en las que aumenta la cantidad de
células linfoides inmaduras en la circulaciéon sanguinea y se propicia la supresion
de la respuesta inmunitaria como ocurre con la leishmaniasis, la brucelosis, la
tuberculosis y la lepra. En este sentido, ALL puede ser una herramienta muy atil
para: a) detectar alteraciones en el nimero de células inmaduras asociadas a
enfermedades infecciosas croénicas, b) aislar y caracterizar fenotipica y
funcionalmente a dichas subpoblaciones celulares y, c) poder disecar de manera
mas fina [os procesos involucrados en la inmunosupresion,

Con la finalidad de explorar el efecto biologico in vitro de ALL en la actividad
celular de linfocitos humanos sobre todo de individuos inmunosuprimidos, se

realizaron ensayos de mitogenicidad.
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Se obtuvieron células mononucleadas de sangre venosa de pacientes con
tuberculosis pulmonar activa tanto reactores y no reactores a la inoculacion
intradérmica de tuberculina (proteina purificada derivada de Mycobacterium
tuberculosis, PPD). Se utilizaron microplacas de cultivo de 96 pozos y por cada
pozo se colocaron 2 x 10° células en 0.2 ml de medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con suero fetal de ternera al 10%. Los cultivos celulares fueron
mantenidos durante 72 horas a 37°C en atmésfera de CO, al 5% en presencia de la
cantidad optima (previa titulacion) de cada una de las siguientes lectinas de:
Phaseolus vulgaris (fitohemaglutinina, PHA), Canavalia ensiformis (concanavalina
A; Con A), Arachis hypogaea (PNA) y Amaranthus leucocarpus (ALL), o de PPD.
Cabe mencionar que se uso la lectina PNA porque es especifica del antigeno T.
Dieciocho horas antes de finalizar la incubacion, a los cultivos se les adicion6 1 1Ci
de timidina °H, y la radioactiv-dad incorporada en el acido desoxirribonucléico fue
medida en un Conta;dor de centelleo, Los resultados (cuadro B) mostraron que las
cétulas mononucleadas de los pacientes con tuberculosis y PPD' responden a la
estimulacion mitogénica de PHA, Con A y PPD al igual que las células de individuos
sanos. En cambio, como se esperaba, las células de los pacientes con tuberculosis
y PPD" mostraron una respuesta deficiente a la estimulacion de PHA, Con Ay PPD.
La lectina PNA no indujo mitosis celular en ninguno de los cultivos celulares,
mientras que ALL que fue ligeramente mitogénica para las células de los individuos
sanos y de los pacientes PPD" estimulé de manera significativa a las células de los

pacientes PPD". Estos resultados muestran que las células de los pacientes
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tuberculosos anérgicos (PPD) tienen capacidad de respuesta clonal, brindando un

nuevo campo de estudio que no ha sido suficientemente explorado.

Cuadro B. Actividad mitogénica de células mononucleadas de sangre venosa de
pacientes tuberculosos, inducida con diferentes lectinas o con antigeno.

Testigo Tuberculosis pulmonar
sano PPD’ PPD
Fondo 171 £ 96 252+ 88 181177
PHA 39791 £ 1876 30639 % 3611 11224 £ 2856
Con A 37092 + 1634 25087 £ 1059 908711775
PNA 516 1 112 459 t 38 225149
ALL 7662 1 184 9182 £ 1353 26278 £ 3451
PPD 17718 £ 2138 24083 + 2845 7181 £ 1040

Los resultados son expresados en cuentas por minuto (cpm) de timidina “H
incorporada en el cultivo celular.

Media t error estandar

La mitosis celular inducida por las lectinas PHA y Con A es uno de los parametros
mas utilizados para evaluar /in vitro la respuesta inmunitaria celular. La
estimulacién se lleva a cabo porque PHA se une a las estructuras lactosaminicas
de ambas cadenas del TCR, mientras que Con A se une a los complejos
manosidicos y glucosidicos de las cadenas o del TCR, y y del €D3%”, Por esto
ultimo, ta respuesta mitogénica deficiente de las células mononucleadas de los

pacientes anérgicos ante la estimulacion de PHA o Con A permite sugerir que ha
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habido modificaciones en la glicosilacion de los receptores antigénicos de los
linfocitos T. Sin embargo, la anergia puede ser ocasionada por otros mecanismos,
puesto que las células de los pacientes anérgicos también responden
deficientemente al PPD. Mas auln, la interaccion de cualquiera de estas lectinas
con los receptores de los linfocitos, no es suficiente para inducir la activacion

(35)

celular. Se requiere de la participacion de los monocitos/macrofagos™ con los

. . . Iy T . . 6.
cuales es indispensable la interaccion bidireccional de receptores de superficie®

8 aunada a la estimulacion sostenida y generada por receptores de citocinas

como la IL-2 entre otras®*%?,

La proliferacién linfocitaria de las células de los pacientes anérgicos, inducida por
ALL indica la presencia de O-glicoproteinas que son correceptores importantes
para la activacion celular y que en el caso de los anérgicos, posiblemente no estan
participando porque poseen cadenas sacaridicas propias de linfocitos inmaduros.
Una glicoproteina que por sus caracteristicas moleculares puede ser el receptor
de ALL, es la leucosialina (CD43 o sialoforina). Esta molécula de superficie celular,
esta ampliamente distribuida en células linfoides®™, los carbohidratos constituyen
el 50% de su masa molecular®", presenta 84 sitios para O-glicosilacién*®, tiene
diferentes patrones de glicosilacion en distintos leucocitos®, su disfuncion esta
relacionada con la inmunodeficiencia particularmente en el sindrome de Wiskott-
Aldrich®263, y se ha encontrado que los anticuerpos monoclonales contra el CD43

(leucosialina) inducen transformacion blastoide de linfocitos T humanos'?,
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CAPITULO Vli. PERSPECTIVAS

Si la lectina Amaranthus leucocarpus reconoce a una leucosialina, sialoforina o
CD43, puede inducir transformacion blastoide en los linfocitos T, al igual que lo

hacen los anticuerpos anti-CD43“7,

Los resultados obtenidos nos permiten
suponer que la lectina de Amaranthus leucocarpus reconoce el perfil de
glicosilacion de una leucosialina propia de una subpoblaciéon celular. Por lo tanto,
el aumento en el nimero de células portadoras del receptor de ALL puede ser la
razéon por la cual se detecta la transformacion blastoide en células de pacientes
tuberculosos anérgicos. Algunos autores han reportado aumentos selectivos de
ciertas subpoblaciones leucocitarias producidas en la infeccion micobacteriana.,
Toossi et al encuentran un ligero aumento de la subpoblacion de linfocitos T
FcyR'/ICD16" en los pacientes tuberculosos anérgicos, por lo que sugieren que la
inmunosupresion se debe a la interferencia que ejerce dicha subpoblaciéon aunado
a factores secretados por monocitos®). Havlir por su parte encuentra que los
sobrenadantes de monocitos expuestos a micobacterias vivas, producen factores
que inducen una proliferacion selectiva de linfocitos T CD4-CD8/-5%®. Asimismo,

en una revision reciente se sugiere que el aumento de monocitos inmaduros en

circulacion sanguinea contribuye a la inmunosupresién en virtud de que estas
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células tienen disminuida la expresion de moléculas de histocompatibilidad de
clase Il y que la estimulacion directa de los monocitos por antigeno micobacteriano
produce liberacion de factores supresores como el receptor de IL-2 soluble y el
factor beta de crecimiento transformante (TGF-B)*?. Lo anterior apoya la
posibilidad de un aumento en el nimero de células portadoras de la O-
glicoproteina reconocida por ALL, es decir un aumento de linfocitos que estan en
las Gltimas etapas de maduracion. La segunda posibilidad es que la cadena
sacaridica de una leucosialina de los linfocitos, se encuentre modificada en virtud
de factores secretados durante la infeccion. De cualquier manera, en ambas
posibilidades el proceso de anergia podria atribuirse a una deficiente cooperaciéon
celular, puesto que se ha reportado que en el sindrome de Wiskott-Aldrich la
composicion anormal de oligosacaridos del CD43 puede ser la causa de la

disfuncién de los linfocitos T,

Por lo anterior, el aislamiento y caracterizacion del receptor de ALL permitira
esclarecer el papel que juegan los carbohidratos reconocidos por ALL y para
establecer el estudio de las subpoblaciones linfocitarias de los enfermos

tuberculosos anérgicos.
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Perspectivas Inmediatas

1. Establecer la utilizacion de ALL como un importante reactivo biolégico para el
estudio de las poblaciones linfocitarias de pacientes tuberculosos anérgicos,

2. Precisar la relacion que existe entre la expresion del receptor de ALL y las
situaciones celulares de inmunosupresion.

3. Determinar el significado biologico del cambio en la expresion y configuracion
de determinados carbohidratos de superficie celular e integrar el conocimiento
con respecto a deficiencias en la cooperacion celular que contribuyen al
fenémeno anérgico.

4. Esclarecer e! papel de las estructuras O-y N-glicosidicas en la comunicacion

celular,
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CONCLUSIONES

. La lectina Amaranthus leucocarpus reconoce a la N-acetil-D-glucosamina
presente en el antigeno de Thomsen-Friedenreich o antigeno T
(Galp1—3GalNaca1->0-Ser/Thr) y en el antigeno T, (GalNAcu1—-0-Ser/Thr) de
proteinas O-glicosiladas.

. Con la lectina de Amaranthus leucocarpus se puede aislar una subpoblacién de
timocitos que se localizan en la médula timica murina y que posiblemente se
encuentran en las ultimas etapas de maduracion. Esto genera la oportunidad de
estudiar sus interrelaciones con el microambiente timico.

. El receptor de Amaranthus leucocarpus en el timocito murino es una
glicoproteina de 70 kDa que posee N-acetil-D-galactosamina y galactosa. Los
ensayos de competencia con anticuerpos anti-CD43 permiten sugerir que el
receptor de ALL es un precursor de laleucosialina.

. Con lalectina de Amaranthus leucocarpus también se aisla a una pequeia
subpoblacion de linfocitos de sangre venosa humana de individuos clinicamente

sanos cuyo fenotipo es predominantemente CD4'CD8’ y caracteristicamente

CD45RA”.
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5. La mitogenicidad de células mononucleadas de pacientes tuberculosos
anérgicos inducida por la lectina de Amaranthus leucocarpus plantea dos
posibilidades; que por la infeccion micobacteriana aumente el nimero de células

virgenes inmaduras o que 10s linfocitos expresen modificaciones sacaridicas en
sus leucosialinas.
6. Que la presencia de células amaranto positivas en pacientes tuberculosos
anérgicos, contribuya concomitantemente con otros factores a una deficiente

cooperacion celular.

7. Lalectina abre una perspectiva interesante para el estudio de los mecanismos

de la anergia celular observada en el curso de la tuberculosis.
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