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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un sindrome metabdlico crnico en el que aparecen
multiples alteraciones biogquimicas y metabdlicas; entre éstas, se encuentra el incremento en los niveles
de IgA1 sérica, que se presenta alin en sin infeccidn, y es de origen es incierto. En este trabajo, se
caracterizaron los O-oligosacaridos de las tres fracciones de la IgA1 sérica (monomérica, polimérica y
macromolecular) de pacientes con DM2 y fueron comparados con los de un grupo de personas sanas del
mismo sexo y edad. Esto con el fin de encontrar una posible explicacion al aumento de la IgAl en base a
cambios en su estructura O-oligosacarida.

Se cuantificaron los niveles de IgAl sérica en 9 pacientes diabéticos y 9 personas sanas,
encontrandose un aumento significativo en las concentraciones de IgA1 en el grupo de pacientes
comparado con el grupo de personas sanas (p<0.01 ).

La IgA1 fue purificada en tres pasos cromatograficos utilizando: Sefarosa-6B altamente acetilada,
agarosa-anth-igA, Agarosa-jacalina y posteriormente fraccionada por cromatografia de exclusion en IgAl
monomérica, polimérica y macromolecular. Los oligosacaridos de las fracciones obtenidas fueron
caracterizados utilizando tres lectinas: Maackia amurensis (MIMA), Sambucus nigra (SNA) y Artrocarpus
Integrifolia (Jacalina).

Los resultados obtenidos con los lectinoensayos indicaron que la fraccion polimérica de los
pacientes presentd un aumento en el contenido de &cido sidlico 02,3 y 2,6 y una disminucion en el
contenido de galactosa en los O-oligosacdridos. La fraccion monomérica solo presentd aumento de acido
sidlico 02,3, con respecto al grupo control. Por o tanto, este estudio demuestra que la fraccion polimérica
contribuye mayoritariamente al aumento de dcido sidlico en la IgA1 en estos pacientes.
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fraccion polimérica contribuye mayoritariamente al aumento do acido slalico en
la IgA 1 en estos pacientes.

Los ().oligosacarldos de la IgA 1 nativa de un subgrupo de cinco pacientes
y cinco controles, tan1blén fueron analizados por electroforesis de carbollidratos,
encontrandmrn informacion comparable a la generada i partir de los ensr.,yos
con lectinas.

Esta Informacion s1Jgier0 que el aumento de la IgA1 sérica en los
pacientes diabéticos podrla explicarse con base en la hipersialilacién de las
diforentes fracciones de esta molécula, princlpalmenti) dtl la polirnérica. H
aumr:mto de tcido sialico permite suponer la existencia de un proceso qut! evita
la interaccion de la IgA1 con receptores que llevan a cabo su t,daramiento
contribuyendo, de esta manera, al aumento en sus niveles séricos.



INTRODUGCCION

Una de las enfermedades con un elevado indice de mortalidad a nivel
mundial es la diabetes mellitus lipo 2 (ALAD, 1985). La diabetes lipo 2 se
caracleriza por un aumento permanente en la concentracion de glucosa
sanguinea, £s un trastorno plurimetabélico, originado por factores geneticos vy
desencadenado por faclores que se relacionan con el estilo de vida del individuo
{(American Diabetes Association, 1999).

Este sindrome tiene una evolucion ciinica Insidiosa, caracterizada por ta
aparicion progresiva de diversos cambios metabdlicos que originan las
complicaciones  vasculares,  Dichas  complicaciones  van  allerando
paulatinamente |a funcionalidad de diversos drganos y sistermas vitales para el
organismo. Enire tas complicaciones vasculares de mayor impacto en la
sobrevida de los pacientes diabéticos se encuentran las complicaciones
sardiovagculares, la nefropatia, 1a neuropalia y la retinopatia (American Diabetes
Association, 1999).

A diferencia de la diabetes mellitus tipo 1, 1a diabetes mellilus tipo 2 no se
caracteriza por ser una enfermedad de tipo autoinmune (Mahhan et af, 1999).
Sin embargo, se ha visto una marcada elevacion en los niveles séricos de IgA en
una gran proporcion de pacientes diabéticos lipo 2, proponiéndose ademas un
papel importante de esta inmunogiobulina en la patogénesis de las
complicaciones vasculares (Candia-Plata ef al, 2000; Figueredo of al, 1896, Gill
ef al 1981, Rodriguez et al, 1996, Vazquez-Moreno el al, 2001, Vazquez-Moreno
ef al, 1999).

El aumento en los niveles de IgA se presenia aldn sin infeccion (Candia-
Plata, 2000; Ohmuro ef af, 1993) v su etiologia se desconoce, Por otro lado, se



i

sabe que esta inmunoglobulinag es altamente glicosilada (Abbas ef al, 1989,
Mattu ef al, 18998) v que presenta en su estructura N y O-glicanos (Hiki et af,
1696; lwase ef al, 2001,Matlu ef al, 1898; Tora o et al 1877), los cuales
mantienen la establlidad y conformacion de la glicoproteina (Gou-Fu, 1995}
influyen en su vida media. E estado de glicosilacion de glicoproteinas séricas
como la IgA1 refleja las condiciones bioquimicas y fisinldgicas del organismo,
por lo tanlp cambios en su composicion pueden estar relacionades con
alteraciones anatomicas y funcionales, como las que se presentan en la
nefropatia por IgA (Allen ef al, 1999; Leung el al 1999; Tomana ef a/, 1999}, 13
artritis reumatoide (Field ef al, 1994, Gomik ef al, 1999) y el sindroms de
Menoch-Shanlein (Saulsbury, 1987), En la diabetes mellilus tipo 2, el subtipo
IgA1 juega un papel importante en el incremento de igA serica total (Candia-
Plata, 2000; Ohmuro et al, 1993). Los andlisis de la IgA1 con leclinoensayos,
han demosirado que la fraccion polimérica de la IgA1 presenta O-glicanos
hiparsialilados. Se ha propuesto que este cambio podria estar implicado en la
reduccion del actaramiento hepatico de la molécula, lo que explicaria
parcialmenie el aumento de [gA1 en el torrenta circulatorio (Candia-Plata, 2000,
Vazquez-Moreno et al, 2001).

Hasta ahora, no se han demostrado alleraciones significativas en log O-
glicanos de la igA1 monomérica y macromolecular, nl su posible relacion con el
aumeanic de ta 1gA1 sérica total en la diabetes mellitus tipo 2. De ahl se derivo el
objetivo de esle trabajo, que consistid en caraclerizar los O-glicanos de estas
fracciones, y corroborar los cambios ya encontrados en la fraceion polimerica de
asta molécula. Estd se realizd en un grupo de pecientes con diabetes meliitus
tipo 2 con niveles elevados de IgA1 sérica, utilizando ensayos con lectinas vy
electroforesis de carbohidratos (FACE).



ANTECEDENTES

Aspectos. Clinicos de la Diabetes Mellitus Tipo 2

La diabeles lipo 2, es una enfermedad cronica caracterizada por el
aumento cronico de la glucosa en plasma (hiperglicemia), acompafado de
signos v sintomas como polidipsia, glucosuria, poliuria, lipemia y polifagia entre
otros (American Diabetes Association, 1999).

La diabetes mellitus tipo 2 puede ser e resultado de defectos bioguimicos
mulliples, entre los que sobresale el sindrome de resistencia a la insuling, que
trae como consecuencia el deterioro del metabolismo de la glucosa (Brody,
1999). Los niveles de insulina endogena puaden ser normales, bajas o elevados
pero son inadecuados para superar g resislencia concomitante a la hormona
(Mahhan et al, 1099). Estos pacientes generalmente requieren insulina exdgena
hasla los estadios tardios de la enfermedad (Cerveny ef a/, 1998),

|.a diabetas mellitus frecuentemente produce complicaciones tardias
como retinopatia, nefropatia, neuropatia y enfermedades vasculares (American
Diabetes Association, 1999; Brody, 1999; King ef al, 1994). Entre los faclores
relacionados con estas complicaciones se encuantran la hiperglicemia (Actis v
Rebolledo, 2000; Brownlee, 1895; Ceriello, 2003; Murakami y Shima, 1995), e
gstado de estrés oxidativo (Abbott ef al, 1986, Bhoraskar ef af, 1997; Cunnigham
ol al, 1995, L.opes-Virella et al, 1899, Pieper et al, 1995; Olcsyk ef al, 1994), la
subutiizackon tisular de glucosa (Murakami y Shima, 1895) vy los productos de
glicacton avanzada (Schmid ef al, 1998).



En la diabeles mellitlus tipo 2 se han encontrado ofras anormalidades
bioguimicas, como 1o es el incremento de acido sidlico plasmatico, el cual es
considerado como un buen predictor de riesgo cardiovacular (Chen ef al, 1996,
Crook @f al, 2001; Crook et al, 2000; Deapa et al, 1998). Adicionalmente se ha
encontrado que en los pacientes diabéticos existe un incremento significativo en
los niveles de IgA1 sérica, comparadoe con los niveles de sujetos no diabeticos
(Ardawi ef al, 1984; Candia-Plata et a/, 2001, Candia-Plata, 2000, Eguchi ef al,
1985; Gill of a/, 1981; Varquez-Moreno ef al, 2001, Rodriguez-begade el &,
1991), Fste fendmeno aun sin infeccidn (Gill ef al., 1881, Candia-Plala, 2000,
Vazquez-Moreno et al, 1999), sin embargo, poco se sabe acerca de su origen y

significado patogsenico.

Elilogls

Aungue se han idenlificado diversas alteraciones genélicas relacionadas
con defectos en la secrecion de ta insulina y/o resistencia a efla, se sabe que la
diabetes tipo 2 es un sindrome multifactorial, Es decir, ademas del components
gendlico estan involucrados ofros factores, relacionados con el estilo de vida,
como elementos desencadenantes principales (Braunwald ef al, 2000, Candia-
Plata, 2000). Sin embargo, una vez establecida la diabetes, la hiperglucemia
resultante se vuelve persistente (Mahhan ef al, 1999) e interviena en forma
decisiva en ¢l desarrollo de las complicaciones vasculares (Borak, 1988),

La eliologla genética de la diabetes mellitus tipo 2 es conoclda solo
parcialmeniz, sih embargo se han encontrado defectos en la secrecion de
insulina, &l gen glucocinasa (Aitman ef al, 1995; Murakami y Shima, 1995) v el
gen transportador de glucosa hepatico (Glut 2 por sus siglas en ingles)
(Matsubara ef al, 1995), Los defectos en la secracion y accion de la insuling se



pueden acompafiar de anormalidades a nivel del receplor de la insulina o
alteraciones en los procesos transductores, Por gjemplo, en el mecanismo de ia
firosina cinasa o en &l mecanismo final de accldn de s insulina (Montgomery ef
al, 1993). Otras mutacipnes se relacionan con los genes gue codifican para
enzimas como fa ghicero! fosfato deshidrogenasa (Brody, 1899),

Diversos estudios demuestran que los faclores de riesgo no genéticos
son de gran imporancia para el origen de la enfermedad y entre ellos se
encuentran ¢l sedentarismo y la obesidad visceral (Fujimoto ef al, 1887, Hanson
el al, 1995).

lgAl.enla Riabeles Mellitus. Tipo.2 v Alteracion en os Qligesacaridos que la
Conforman,

FI aumento en los niveles séricos de IgA se presenta en una gran
proporcion de los pacientes diabéticos tipo 2 v puede incementarse hasta un
40%. Esla elevacion se encuentra tanto en diabélicos que inician  su
padecimiento después de los 85 afos de edad, como en los pacientes que
tienen complicaciones vasculares (Candia-Plata el af, 2001, Chela ef al, 1982;
Eguchi ef al, 1895; Figueredo ef af, 1996; Koschinsky of &/, 1997, Rodriguez ol
al, 1996; Triolo et al, 1987). Otros investigadores han demostrado que el sublipo
lgA1 espectficamente es el que se encuentra elevado (Candia-Plata, 2000,
Kanauchl et al, 2000; Ohmuro et al, 1993) v que la IgA1 polimérica contribuye
significativamente al incremento de la IgA total (Candia-Plata, 2000, Triclo ef &/,
1084), sin embargo también las fraccion monomérica esta elevada (Candia-
Plata, 2001),
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l.os resultados obtenidos por Vazquez-Moreno vy et al, (2001), indican que
la concentracion de la IgA1 sérica esta elevada en los pacientes diabéticos tipo
2, adn antes de presentarse las manifestaciones clinicas de las complicaciones
vasculares (Candia-Plata et al, 2001, Candia-Plata, 2000; Vazquez-Moreno el al,
1998), dabido lal vez al impacto metabalico temprano de la diabetes mellitus tipo
2 (Candia-Plata et al, 2001), Otra de las anormalidades bioguimicas en estos
pacienies es el aumenio en los niveles de acido sidlico plasmatico, el cual es
considerado un buen predictor de riesgo vascular a pesar de gue se desconoce
el origen de su elevacion (Chen gf al, 1996; Crook el al, 2001, Deepa el al,
1998),

Algunos investigadores proponen que existe una relacion entre el
aumento de IgA1 y el desarrollo de las complicaciones vasculares (Candia-Plata,
2000; Vazquez-Moreno ef al, 2001). Esto, debido a que se han identificado
complejos inmunes con IgA en suero y en los glomérulos (Eguchi et af, 1995
Triolo et al, 1987). Adicionalmente, se han identificado avtoamicuerpos IgA, que
estan dirigidos contra moléculas involucradas en las complicaciones vasculares
(Candia-Plata et al, 2001, Eguchi ef al, 1995; Figueredo ef al, 1996; Koschinsky
ol al, 1997; Triolo et al, 1987, Triolo el al, 1884), por ejemplo hacia la
lipoproteina de baja densidad (LDL., por sus siglas en ingies, Caceres y Mata,
2001). Esta informacién sugiere que hay una estrecha relacion entre el
incremento de IgA sérica y el desarrollo de las complicaciones vasculares.

La nefropatia por 1gA aes un padecimienio que pueden desarrollar os
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (Kanauchi ef al, 2000, Siu-Ka et af, 2001,
Young et al, 1999). En esta enfermedad, la IgA1 presenta una alteracion en los
O-oligosacaridos que incrementa su afinidad hacia componentes de la matriz
extracelular renal y la disminuye con los receptores (Leung ef af, 1998). Entre,
éstos Oltimos, se encuentran los asialoglicoreceptores (ASGP, por sus siglas en
inglas) hepaticos Involucrados en la remocion de la molacula (Mattu ef al, 1998).



Por lo tanto, una consecuancia de esta alteracion podria ser la disminucion en el
aclaramiento de IgA1, debido a la falla en el reconocimiento por parte de estos .
receptores. Esto contribuiria directamente al incremento en los niveles de 1gA1
en el iorrente circulatorio en la nefropatia por IgA (Leung et af, 2002).

En la nefropatia por IgA, ta alteracion en los O-oligosacéridos de la IgA1
parece promover su  agregacion o acluar como  autoantigenc  fonmando
complejos inmunes con 1gG. La lgA macromolecutar , es faciimente atrapada on
el mesangio renal provocando su deposiclon y favoreciendo las complicaciones
funclonales renales (Allen et al, 2001, Allen ef af, 1999, Leung et af, 2001,
Racatello ef al, 1993).

En un estudio realizado (Candla-Plata, 2000, Varguez-Moreno ef 4/,
2001) se hicieron ensayos de afinidad a lectinas, en os se genero informacion
importante sobre los cambios en los O-oligosacaridos de la IgA1. En lales
experimentos se demostrd que la IgA1 polimérica sérica de los pacienles
diabéticos presenta un elevado contenido de éacido sidlico, lo cual explicarla
parcialmente el aumanto de la molécula en el suero de eslos pacientes, ya qgue
#l exceso de acido sialico podria estar enmascarando a la molécula, evitando su
aclaramiento por parte de los asialoglicoreceplores hepaticos (Candia-Plata,
2000 ). Tedricamente, la hipersialilacion de la IgA1 polimérica podria contribur

fambian a la acumulacion renal de la molecula,

Estruciura y Funcion.de.la lgAl

La lgA, uno de los cinco tipos de inmunoglobulinas que existen, @ un
componente relativamente menor de la inmunidad humoral sistemica que
conslituye el 10-15% de los anticuerpos circulantes. Sin embargo  esta



inmunoglobulina desempafia un papel de extrema importancia en la inmunidad
de las mucosas (Abbas, 1999). Considerando a la IgA circulante y 1a 1gA de las
mucosas, la IgA es la mas abundante de las inmunoglobulinas, ya que tiene un
indice de sintesis que excede al del resto de las inmunoglobulinas junias (Stites,
1999),

La IgA interaclia con receplores especificos (Feo) ubicados en
granulocitos, monocitos y macrofagos, que pueden mediar procesos lales como
la fagocitosis, la generacion de superdxido, la liberacion de enzimas y el
aclaramiento de complejos inmunas, Las moléculas de IgA carecen del sitio de
union C1a y por ello no activan la vig del complemento clasica, La activacion de
I tuta alterna del complemento por lgA continla siendo un tema controversial
{(Mattu el af, 1998).

La igA del torrente circulatorio es sintetizada, en su mayoria, como
mondmero en médula 0sea. La de origen mucoso es sinletizada principalmente
como dimeros y mullimeros con la propiedad de enlazarse al componente
secretor de las células epltelizles. Esto le confiere la capacidad de transportarse
hacia las mucosas (Stites, 19029).

La fgA1 monomérica es una molécula de aproximadamente 165 kDa, que
consta de dos cadenas pesadas idénticas de aproximadaments 56 kDa,
designadas como o1 y dos cadenas ligeras identicas, ya sean kappa (k) 0
lambda (1), de aproximadamente 26 kDa (Figura 1), Estas se encuentran unidas
entre 8§ por puentes disulfuro localizados en la region flexible de la cadena
pesada, conocida como region bisagra. Esta dllima esta formada por
aproximadamente 12 aminoacidos susceptibles a escisiones enzimaticas o
quimicas. La igA1 también posese una regidén constante (Fc) vy una region
vartable (Fab) que es el sitio de unidn al antlgeno. Esta inmunoglobuling esta
constituida ademas por 4 dominios formados por puentes intracatenarios, dos de



los cuales estan en la region variable y dos en la region constante o Fo (Stites,
1999).

La igA1, comparada con la 1gA2, presenta una region bisagra (Figura 2)
con un conlenido abundante en prolina que le confiere flexibilidad y la hace
susceptible a la escision por proteasas bacterianas (Btites, 1998). Otra
caracleristica que hace distintas a estas moléculas entre s es la diferencla en
canlidad y composicion de los carbohidralos de las cadenas laterales que
contienen (Bassel at af, 1999; Novak ¢! al, 2000, Stites, 1999).



Fab -

Region bisagra

Fc

A

FPieza de cola

Figura 1. Represenfacidon esquamatica de la IgA1 humana monomeérica,
constiluida por dos cadenas polipeptidicas pesadas (H) y dos cadenas ligeras
(..). Las cadenas a su vez, presentan dominios constantes (C) y dominios
variables (V). L.os sitios de glicosilacion conservadoes se Ipcalizan en la region
bisagra y en el segmenio Fe. Cingo sitlos ocupados con Q-oligosacaridos {0--)
s localizan en la region bisagra y dos N-oligoscaridos en el Fc (Asn 263 y Asn
458) (»--).

Fuente: Modificada de Boshm ef af, 1989
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Figura 2. Estructura de la region bisagra de la IgA1 humana. Cinco aminoéacidos
(sefialados con flecha y circulo abierto), estan ocupados con O-glicanos, Existen
ademas cuatro sitios potenciales de O-glicosilacion,

Fuente: Modificado de Allen ef af, 1980,



La forma de lgAt predominante en el suegro es la monomerica y posee
une extension de 18 aminoacidos en el carbono del Wlimo dominio de la cadena
pesada, conocida como pieza de cola (Figura 1) que paricipa en la
polimarizacion de la IgA1. También contiene un residuo de cisteina penultima
que se une a la cadena J, permitiendo la formacion de dimeres o polimeros de
lgA1 (Serensen el al, 1898; Yoo ef al, 1999). Por el contrario, la IgAZ existe
principalmente en forma polimérica. En general, la polimerizacion de ambas
subclases de IgA, facilita su funcionamiento en las mucosas, y su propiedad de
enlazar y aglutinar antigenos. Ademas, la union de la IgA con el componente
secretor (SC) la hace menos susceptible a la digestion proteclitica intestinal
(IgA/SC) debido a su rigidez (Stites, 1094)

.a subclase fgA1 es de especial interés porque contiene tanto N-
nligosacaridos como O-oligosacaridos (Figura 1) (Mattu et a/, 1998). La regidn
bisagra de la IgA1 ademas de ser unha secusncia rica en residuos de proling,
presenta nueve sitios polenciales de O-glicosilacion de los cuales cinco estan
ncupados. Los O-oligosacaridos de ia region bisagra se localizan en los
aminoacidos Thr™®, Ser® v Ser ™ y los residuos de Thr®®, Thr**® estan
parcialmente ocupados (Mattu ef af, 1988; Novak el al, 2000), La estructura de
estos O-oligosacaridos presenta un &cido sialico terminal, precedido por una
galactosa y hacla el interior un residuo de N-acetigalactosamina (Figura 3).
Cuando los O-gligoscéaridos pierden Acido sidlico, la lgA1 puede enlazarse al
receplor de asialoglicoprotelnas del higado, el cual tiene la funcion de remover
glicoproleinas de la circulacion para su posterior catabolismo (Bassel ef 4,
1999; Novak et af, 2000, Loomes ef al, 1991; Spiess, 1990).

Por ofro lado, se ha demostrado mediante estudios de precipitacion de Ia
lgA1 con ta lecting Arfrocarpus Integrifolia (jacalina), que los silios responsables
de la interaccion entre estas dos moléculas son los O-oligosacéridos localizados
en Ser™® yio Ser*™ de la region bisagra de la IgA1 (Sken et &/, 1998). Los O-



oligosacaridos se sintetizan sobre los grupos hidroxilo de serina o treonina, sin
impartar su secusncia y pueden prasentarse en cinco estrucluras basicas
pequefias vy suelen ser di, tri vy telrasacéridos (Mattu ef al, 1098, Novak ef al,
2000). Su sintesis y procesamiento se realiza solamente en ¢l aparato de Golgl
(Sleen et al, 1998)

En condiciones fisiologicas, los oligosacaridos estabilizan a las proteinas,
mantgniendo su solubilidad y fagilitando su transporte en la célula. Ademas
influyen en su tiempo de vida media, previenen la agregacion proteica y la
protedlisis, también facilitan el reconocimiento ligando receptor, asl como la
interaccion entre células {(Steen et gf, 1998, Turner, 1992),
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Figura 3. Estructura de los O-oligosacaridos de la region bisagra de la IgA1.
Fuente: Modificado de Allen ef a/, 1989,
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Métodos para la Caracierizacion. de, Carhohidralos

Zn fos Wimas decadas se ha reconocido la importancia fisiologica v
biogquimica de la expresidn de los procesos de glicosilacion de proteinas y
lipidos (Kottgen ef &/, 1983), no solamente en condiciones fisiologicas, sino
también en diversas palologias. Hay evidencias de que los cambios en los
procesos de glicosilacidn normal se traducen en alteraciones en la funcion de
ciertas moléculas. Las alteraciones en los carbohidratos de las glicoproteinas
reflejan los cambios en ol medio ambiente donde las proteinas son glicosiladas,
y por ello se cree que podrian servic como herramientas de diagnoslico en
algunas enfermedades (Sumar ef al, 1983). Por gjemplo en la arritis reimatoide
se ha identificado una disminucidon en el contenido de galactosa en la
inmunoglobulina 1gG, v se propone que esla alleracion influye en los cambios
articulares de esta enfermedad (Field ef al, 1994, Youings et al, 1984). La
nefropatia por IgA es ofra enfermadad en la que se ha demostrado que existe un
aumento del monosacarido N-acelilgalactosamina en la inmunoglobulina A (Allen
el al, 189%), Presentandose como consecuencia un cuadro clinico an ¢l que
existe una deposicién de IgA1 en el mesangio renal provocando inflamacion y
dafios glomerulares (Allen et al, 1999, Feehally et af, 1999),

Ensayos con lectinas

Actualmente existe una amplia varledad de técnicas disponibles para
identificar cambios en la glicosilacion de las glicoproteinas, entre ellas se han
desarrollado las que hacen uso de las lectinas (Sumar ef al, 1983). Las lectinas
son proleinas de origen vegetal, microbiano o animal, que tienen la propledad de
reconocer carbohidralos o secuenclas de carbohidratos con gran especiicidad
(Nangia-Makker ef @l 2002, Saso ef al, 18998), Debido a estas caracleristicas, |as
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lectinas han sido acopladas & distintas {écnicas. Por ejemplo, han sido
inmovilizadas en matrices cromatograficas con el fin de purificar o identificar
oligosacaridos, sin embargo estos métodos aun son costosos cuando se
comparan con los tradicionales (Koftgen ef al, 1993). En contraparte cuando las
lectinas han sido utilizadas en ensayos lipo ELISA (por sus siglas en ingles
anzyme-linked immunoabsorbent assay) han reducido significativamente el costo
de los ELISAS convencionales (Sumar ef af, 1993). Ademas los lsctinoensayos
an placa tisnen gran sensibllidad por lo que requieren cantidades pequenas de
muestra (0.2pg/mL) (Cullina y Greally, 1983), (0.1ul/ml.) (Vazquez-Moreno ef al,
2001). Ofras ventajas incluyen al analisis simultanes de varias muestras y costos
bajos (Kotgen ef al, 1993). Es probable qgue, en &l fuluro, su uso conduzca al
desarrollo de  buenos métodos de diagndstico de gran  sensibilidad y
especificidad, con lo gue sera mas facit diagnosticar diversas enfermedades.

Espectrometria de masas

l.a espectromelria de masas se caractariza por su alta sensibilidad (rango
de picomoles) y su capacidad de identificar cuantitativa y cualitativaments
mazclas de sustancias. s util tambien para estimar |a masa molecular de algln
compuesio y de los fragmentos que lo constituyen, Esta informacion facilita la
identificacion de la estructura de las moléculas, de ahl que esta técnica soa
ampliamenie aplicada en la caracterizacion de proteinas y carbohidralns (LA,
1008),

Uno de los métodos mas ulllizados para la  caracterizacion de
biopalimeros, es fa espectroscopfa de masas laser de desorcion/ionizacion
agistida por matriz (MALDI-MS, por sus siglas en inglés) (Dell ef al, 1994). En
gsta 1écnica se uliliza un laser de luz UV, que al incidir sobre la mueastra 1a iohiza
migrando a través de 2 electrodos de acuerdo a su carga y masa molecular, La



identiflcacién de las moléculas se hace en al cromalograma resullanie y las de
igual masa se observan como un solo pico (Karas y Bahr, 1993).

El mélodo MALDI-MS presenta ciertas ventajas, como tolerar bajas
concentraciones de sales (MM) y la utilizacion de pequeflas cantidades de
reactivos. Sin embargo, la gran desventaja es que la operacion de los
instrumentos v la interpretacion de los espectros requiere la presencla de un
especlalista entrenado. Ademas, para MALDI-MS el equipo tiens un coslo poco
accesible (Dell et al, 1994).

Electroforesis de carbohidratos asistida con un fluoroforo (FACE) y sus
aplicaciones

FACE (Flactroforesls de carbohidratos asistida con un fluoroforo, por sus
siglas en inglés) es una técnica de analisis de carbohidratos desarrollada por
Jackson en 1990. £n esta técnica que combina &l alto poder de resolucion de la
alectroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE, por sus siglas en inglés) con la
sensibilidad y visibilidad de los métodos fluorsscentes. Los carbohidratos deben
ser marcados con un fluoroforo, que hace gue los carbohidratos sin carga
adquieran cargs negativa y migren en un campo electrico. El fluoroforo mas
ulilizado para marcar es el acido 8-aminonaftaleno-1,3,6-risulfonico (ANTS), el
cual forma una base de schiff con el extremo reductor de los carbohidralos, esta
union es etabilizada por aminacion reductiva utilizando cianoborohidruro de
sodio posteriormente, los oligusacaridos marcados son separados por PAGE
bajo condiciones adecuadas y detectados y cuantificados por la fluorescencia
generada, utifizando luz UV (Gou-fu, 1997), Esta tecnica permite revelar
rapidamente informacion estructural de los oligosacaridos de las glicoproteinas
(Raju et al, 2000) gracias a que puede ser combinada con la libgracion
secuencial de los componentes de N-oligosacaridos u O-oligosacaridos (Gou-fu,
1987, Raju et al, 2000).



Otra de las grandes ventajas de FACE es su utilidad para analizar
carbohidratos de dislintas fuentes y la posibilidad de reutllizar la muestra en
posteriores experimentos. Ademas, este sistema no necesita separar 0s
oligosacéaridos cargados de los no cargados, simplificando asl su secuenciacion.
Finalmente, la capacidad de analizar multiples muestras en el mismo gel (Gou-
Fu, 1997) hacen de éste, un sislema otil para complementar el analisis de
carbohidratos por otros métodos. Por estas razones, en este trabajo serd
empleado con el fin de complementar la informacion derivada del analisis con
lectinas de la lgA1 sérica de pacientes con diabetes mellitus tipo 2.



MATERIALES ¥ METODOS

Seleccion de Sujetos

Se selecciond aleatoriamente un grupo de once pacienles con diabeles
tipo 2, entre los que asisten al Grupo Diabético 2000 A.C. de Hermosillo
Sonara. Fl diagnostico de la diabetes tipo 2, fue realizado de acuerdo con los
criterios recomendados por el Comilé de Expertos en el Diagnostico vy
Clasificacion de la Diabetes Mellitus (The Report of the 1908 Exper
Commilté in the Diagnosis and Clasification of Diabetes Mellitus).

Al momento de realizar el estudio, el grupo de pacientes contaba con
pdades entre los 30 y 70 afos y un tiempo medio de evolucion de la
enfermedad de 10 afios. Anles de la toma de muestra sanguinea, se verifico
mediante un estudio clinico, & estado de compensacion metabolico de los
pacientes y se descartd la presencia de infecciones agudas o cronicas, al
menos durante 2 meses antes del estudio. EI grupo control, fue integrado por
nueve personas sanas del mismo sexo y edad que las del grupo de
pacientes, vy de la misma zona geoyrafica. Su buen estado de salud fue
confirmado por medio de un examen clinico minucioso, descantando la
presencia de cualquier complicacion de tipo cardiovascular o renal. Tambien
se realizd una prueba de olerancia a la glucosa (TGO), en la gue se les
proporciond una carga oral de 75 g de glucosa en ayuno. Se considerd que la
TGO era normal, cuando la concentracion de glucosa sérica fue menor de
7.8 mM/A. a las 2 h de habar sido suministrada la carga de glucosa (The
Report of the 1998 Expert Comittee on the Diagnosis and Clasification of

Diabetes Mellilus),
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Toma de Muestra

Las muestras sanguineas de ambos grupos de esiudio, fueron obtenidas
por puncion venosa, en tubos vacutainer con y sin anticoagulante, Esto con
el fin de ulllizar la sangre total para la determinacion de la hemoglobina
glicada y el suero para la cuanlificacion proteica total y de la IgA1, El resto
del suaro fue ulitizado para la purificacion de la IgA1, La separacion del suero
del paquete globular se realizd por centrifugacion a 3,000 rpm & una
temperatura de 4°C. Posteriormente se determind la concentracion proteica
intal por la técnica de Bradford a 595 nm (Bradford, 1976), utilizando como
proteina estandar, albOmina sérica bovina {SIGMA). &l suero fue almacenado
en alicuotas de 1 mL g -20°C, hasta su posterior utilizacion.

Determinacion de HhA1

El primer analisis realizado fue la determinacion de la hemoglobina
glicada en cada una de las muestras, utilizande cromatografia de intercambio
ationico. Esto con la finalidad de estimar al grado de control glicemico de los
pacientes diabdéticos y del grupo control. Para el analisis se utilizaron columnas
precalibradas vy soluciones amorliguadoras  comerciales  con  un  método
certificado comercialmente (SIGMA Diagnostics 441) que correlaciona con el
método de referencia Bio-Rad Diamat.
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Guaniificacinn de la lgAl Berica

En los pacientes dlabeticos, una de las anormalidades bioguimicas es el
incremento significativo (p=0.001) en la concentracion de la IgA1 sérica (Candia-
Plata, 2000; Vazquez-Moreno ef al, 2001). Para asegurar la presencia de esta
elevacion exclusivamente en el grupo de pacientes con diabetes, se cuantificd a
fa inmunoglobulina en ambos grupos de estudio y 88 hizo una comparacion
astadistica analizando las diferencias de medianag entre un mismo grupo vy entre
grupos, ulilizando la prueba de rangos de Kruskal-Wallis de una via, con el
programa NCSS 6.0,

Antes de determinar la concentraciton de lgA1, las protelnas det suero fueron
reducidas (Heremans, 1974) con ditiotreitot 0,044 M en Tris-HCI 0.6 M, pH 8.6
duranie 2 h a temperatura ambignte y alquiladas con iodacetamida 0.048 M en
Tris-HCI 0.6 M, pH 8.8, La mezcla fue incubada por 12 h (Miller et af, 1988) a
temperatura ambiente, La cuantificacion de la IgA1 sarica se realizo utilizando la
l&cnica de ELISA aprovechando su afinidad por la lecting jacalina,

Se prepard una solucion de jacalina de 100 pg/mb en carbonato, pH 9.6, y
se aplicaron 100 ul par pozo en una placa de poliestireno. Despuéds de incubar la
placa durante 12 h a 4°C (Culling y Greally, 1993), fue blogueda con albumina
de suero bovino al 1% y Tween 20 al 0.05%, en NaCt 0,15 M, Tris-HCI 0,05 M
(TBS), pH 7.2 durante 1 h. Posterlormente, el suero en dilucion 1:200 fue
incubado durante 1.5 h vy la interaccion jacalina-lgAt fue revelada con un
antisuero primano anti-lgA1 humana, desarroliado en borrego {(The Binding Sile,
Inc., GA, USA)Y el cual fue diuido 1/1,000 durarnte 1.5 h a temperatura ambiente,
Para revelar {a interaceion se ulilizd un antisuero secundario anti-lyG marcado
gon bioting (The Binding Site, Inc., CA, USA) en dilucidn 1/2,000 en TBS,
durante 1.5 h a temperatura amblente. La reaccidn fue revelada con  avidina-



peroxidasa, en dilucion 1/1,000, en presencia de peroxido de hidrogeno y
orofeniiendiaming como sustralo a 450 nm (Microplate Reader, Modelo 450,
BioRad, CA, USA). La curva estandar, de 0.36 a 46 ug/ml., fue preparada con
IgA humana comercial con una concenlracion de 19.3 mg/mL (The Binding Site
Inc., CA, UBA),

Purificacion.de [a Inmunagiobuling A1,

La purificacion de fa igA1 se realizd en 3 etapas cromatograficas en
seeuencia; en a primera etapa se aisld a las inmunoglobulinas totales a parir
del suero, utilizando un adsorbente hidrofébico de Sefarosa-GB altamente
acetitada, Fn la segunda etapa, con un adsorbente de afinidad de agarosa anti-
lgA, se aislo a la inmunoglobulina A a partir de las inmunoglobulinas totales.
Finalmente, también por cromatografla de afinidad, utilizando una matriz de
agarosa-Jacalina, se purificod a la igA1 a partir de la fraccion de jgA tolal,

Aislamiento de las inmunoglobulinas totales

F1 aislamiento de las Inmunoglobuwlinas fotales, se llevd a cabo a partir del
suero de los pacientes diabéticos y controles, mediante cromatografia de
hidrofobicidad. Se utilizé una matriz hidrofébica de Sefarosa-6B8 altamente
acetilada (Vazquez-Moreno L. ef af, 1992), que fue sintetizada a partir de 188m|
del gel de Sefarosa-68 CL deshidratado (Pharmacia Biotech., Uppsala Sweden),
El gel fue lavado sucesivamente con 188 ik de etanol al 95%, 188 mL de
acetona y 188 ml. de piridina. Posteriormente fue transferido a una solucion de
124 ml de anhidrido acético y la suspension fue agitada por 12 h, a una



velocidad de 40 rpm y temperatura ambiente, El gel acetilado, fue tavado con
367 ml. de etanol seguido por 188 mb de acido acético al 10% y 2.6 L de agua.

Fi gel acelilado fue empacado utllizando un sistema de baja prasion en
una columna para cromatografia de 2.5 x 13 cm y equillbrado con & volumenes
de una solucién de Na.S0, 0.5 M, en soluclon reguladora de fosfatos salina 20
mM (PBS), pH 7.6. El volumen de la cama cromatogratica con el gel ya
equilibrado fue de 21 mi..

Se aplicaron 2mL (120 mg de proteina) de suero a la fase estacionaria
sinletizada, a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min, previamente diluido 1:1 con
Na,S0, 1 M, en PBS, pH 7.6. La adsorcidon de las inmunoglobulinas al gel se
promovid con la solucidon de equilibrio (Na;S04 0.5 M), vy la elucion de las
proteinas adsorbidas se logrd en un solo paso con PBS, pH 7.2 (Candia-Plata,
2000). Se colectaron fraccionss de 6 ml., lavando finalmente fa columna con una
solucion de Guanidina-HCl 4M, pH 7.6 (solucion de regeneracion). El aislamiento
de las inmunoglobulinas fue monitoreado a 280 nm,

Aislamiento de la Inmunoglobulina A

El aislamiento de la Inmunoglobuling A sérica se llevd a cabo a partir de la
fraccion de las inmunoglobulinas totales, wlilizando un gel de agarosa con anti-
igA como ligando preparado con 13 g de gel (agarosa) activado con
divinilsulfona (Kem-En-tec., Copenhagen, Denmark). La agarosa aclivada lue
lavada con agua deionizada, resuspendida en una solucion de carbonato de
sodio 0.3 M, pH 8.6 ¢ incubada por 14 h con 122 mg de una solucion de anti-igA
humana (The Binding Site, Inc., CA, LUSA} en presencia de polientilenglicol at 6%
(Candia-Plata, 2000; Lihme eof al, 1986;). El exceso de grupos activos fue
bloqueado con una solucién de etanclamina 0.2 M, pH 8, durante 16 horas.
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La matriz de agarosa anti-lgA, fue empacada en un sistema de baja
presion a una velocidad de flujo de 0.5 ml/min, en una columna para
cromatografia de 1.5 x 13 cm y equilibrada con 5 volumenes de una solucion de
PBS, pH 7.2. Se obtuvo un volumen de cama de 13 mL.

Se aplicaron en promadio 20 mg de inmunoglobulinas séricas totales
(dializadas contra PBS, pH 7.2), a la columna de agarosa anti-igA, a un flujo de
0.5 mL/min, La adsorcion de la lgA al gel se promovid con la solucion de
equilibrio (PBS, pH 7.2) (Candia-Plata, 2000; Vézquez-moreno et al, 2001),
eluyendo posteriormente con glicina &cida, pH 2,6, Se colectaron fracciones de
1.5 ml. que fueron neutralizadas con Trizma basge, 0.1 M, pH 8.0, EI atslamiento
de la IgA fue monitoreado espectrofotometricamente a 280 nm.

Purificacién de la inmunoglobulina At

l.a purificacion de Ja IgA1 sérica, se llevd a cabo a parlir de la fraccion de
la inmunoglobulina A total, utilizando un gel de agarosa-Jacalina (Aucunturier et
al, 1988, Biwenga ef a/, 1989; Candia-Plaia, 2000, Do y Lee, 1988, Hiki et a/,
1996; Hortin y Trimple 1990; lwase et al, 1999, Skea ef al, 1988), preparado de
acuerdo al procedimiento descrito para el acoplamiento de la anli-igA (Lihme ef
al, 1986), pero ullizando polientitengiicol al 20 %. Se acoplaron 120 mg de la
proteina (SIGMA, Chemical Co. St. Louis, MO, USA) a 3 g de gel de agarosa
(Kem-En-Teo., denmark), obteniéndose asi una fase estacionaria de 3 mb.,

El gel fue empacado en un sistema de baja presion a una velocidad de
flujo de 0.5 mbL/min, en una columna para cromatografia de 1 x 13.5 cm
abteniéndose un volumen de cama de 3ml. £l adsrobente fue equilibrado con b
volumenes de una solucion de PBS, pH 7.2.

Se aplicaron 2.3 mg de IgA sérica dializada contra PBS, pH 7.2, & una
velocidad de flujp de 0.5 ml/min. La adsorcion de la IgA1 a la matriz fue
promovida con la solucion de equilibrio (PBS, pH 7.2), eluyendo en un solo paso
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con una solucion de Galactosa 0.8 M. Para regenerar ¢l adsorbente, la 1gA1
remanente fue removida con Glicina dcida, pH 2.6 (Candia-Plata, 2000) y
equiibrado nuevamente con PBS, pH 7.2, Se colectaron fracciones de 1.5 by

sa monitarearon a 280 nm,

Evaluacion de Ja Pureza.de.la lgAl

lLa pureza de las fracciones obtenidas en cada una de las elapas
cromatograficas, fue evaluada por  SDS-PAGE  (Laemimli 1970},
alectrotransferencia e Inmunodeteccion, utitizando anti-lgA1, anti-lgA2 y anti-IgG
humana como antisueros primarios (The Binding Site, Inc., USA}.

Separacion.de la oAl Monomérica, Polimérica.y Macromolecular

La separacion de las formas monoméricas, de las poliméricas vy
macromolaculares de IgA1, se realizé mediante cromalografia de filtracion en
gel, utilizando Biogel A (Bio-Rad, USA) con un rango de exclusion de 10,000-
500,000 Dallons, y un volumen de cama de 118 mL (1em de didmetro X 150
cm). Se ulilizdé PES 20 mM pH 7.2, como solucion de corrida. La corrida
cromalografica fue llevada a cabo a 0.5 ml/min, colectando fracciones de 2 mi. y
moniloreando su curso espectrofolométricamente a 280 nm.
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Ensayos de afinidad da la lgA1 Monomérica, Polimérica y Macromolecular por
Lectinas

lL.as lectinas presentan la propiedad de reconccer especificamente a
carbohidratos, por lo tanto son consideradas, como una herramienta ulil para la
elucidacion de estructuras de oligosacaridos (Cummings, 1894), entre ellos los
O-glicanos de la lgA1 (Candia-Plata, 2000, Vazquez-Moreno et al, 2001). Las
tres lectinas que se utilizaron para el analisis de los O-oligosacaridos de la lgA1
nativa son: Anrocarpus Infegrifolia (Jacalina), Maackia amurensis (MMA) vy
Sambucus nigra (SNA), las cuales fueron adquiridas ya biotiniladas (Veclor
L.aboratories, Inc, Burlingame, CA.). El analisis de interaccion de la IgA1 con las
lectinas fue realizadp mediante lectinvensayos en placas de poliestireno
(Vazquez-Moreno af al, 2001),

lLa 1gAt nativa (10 pg/mbL en TBS, pH 7.5) fue inmovilizada (1ug en
100uL.) en placas de poliestirano por espacio de 3 h a temperatura ambiente, en
amorliguador de carbonatos, pH 9.6. lLas uniones inespecificas fueron
blogueadas con albimina de suero bovino (BSA) al 1% p/v y Tween 0.05% viv
en PBS, pH 7.2 e incubadas con las lectinas biotiniladas (0.1pg en 100ul)
duranle 2 h a temperatura ambiente. Esta concentracion fue definida en un
estudio pravio (Candia-Plata, 2000). La interaccién entre la 19A1 y la lectina fue
revelada con avidina-peroxidasa (1/2,000 en PBS, pH 7.2), en presencia de
perdxido de hidrogeno v ortofenilendiamina como sustrato a 450 nm (Microplate
Reader, Modelo 450, Bio Rad, CA, USA) y las diferencias entre las relaciones de
absorbancia de los ensayos de la IgA1 de diabsticos y tas de los controles,
fueron utilizadas para estimar las diferencias de afinidad de la proteina por las
lactinas, por medio del andlisls por rangos de Kruskal-Wallis,
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Caracterizacion.de los O-olignsacaridos.de la lgA L par Electroforesis de
Carbohidratos Asfstida con un Fluoréforo (FAGE)

Este método fue ulilizado con el fin de estimar las diferencias de la
fraccion O-oligosacarida de la 1gA1 sérica total en un grupo de cinco pacientes
diabélicos tipo 2, con relacidon a un grupo controles sanos pareados por adad y

BOXOD,

Preparacion de la muestra

La IgA1 (1 mg), purificada de ambos grupes de estudio, fue dializada
exhaustivamente contra agua ultra pura con el fin de eliminar totalmente sales.
Posteriormente  la muestra fue llevada completamente hasta sequedad

linfilizandola durante 24 horas,

Liberacion de los O-oligosacaridos de la lgA1

Para la liberacion intacta de los O-oligosacéridos de la IgA1, la muestra
previamente liofilizada fue mezclada con 50 pl de hidrazina anhidra (Sigma-
Aldrich Co.), rociada con Na (Allen et al, 1989; Merry ef al, 2002 Patel ef al,
1993; Royle ef al, 2002) e incubando durante 3 h a 60°C en un bafo de arena
(Patel @l af, 1993). Finalmente la hidrazina fue removida, secando la musstra en
una consola de secado (CS) durante 16 h.

Re-N-acetilacion

Los grupos amino primarios de los O-pligosacaridos fueron Re-N-
acetilados, ya que los grupos acetilo pueden perderse durante la hidrazinolisis
(O'Neill et af, 1996). La reaccion se llevd a cabo por la adicion de 125 pl de

(NH4 G041 0.1 M y 12.5 ul de anhidrido acético concentrado (Sigma Chemical
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Co.) (Allen et al. 1999, Royle et al, 2002), e incubando en un bafio de hielo
durante 30 min. Posteriormente esta solucion se llevd hasta sequedad, utilizando
ol sistema de secado CS. Finalmente para eliminar los residucs de sales, la

muesira fue lavada con 3 volumenes de agua deionizada

Reaccion de marcado

Los O-oligosacaridos liberados fueron marcados con % pl. de ANTS (acido
B-aminonaftaleno-1,3,8-trisulfonice) (Molecular Probes, Eugens Oregon USA)
0.15 M en una solucion de &cido acélico/agua en relacion 317 (v/v), en
presencia de 5 ul. de NaCNBHy 1M (Sigma-Aldrich Co.) en dimetil sulféxido
(DMSO) (Jackson ef al, 1994). Esta mezcla fue incubada foda la noche a 37°C y
nosteriorments fue llevada a sequedad hasta oblener ia consistencia de un gel,
diluyéndose con 4 pl de agua deionizada y almacenada a -40°C.

Electroforesls
Para la identificacion de los O-oligosacaridos, se prepararon geles de

poliacrilamida al 30% (Jackson, 1994; Starr et al, 1996) 0.5 mm de grosor segun
gl sistema Laemmli (Laammli, 1970) sin SD&, Los geles preparados fueron
montados en una minicamara de electroforesis vertical Hoefer (Instruments, San
Francisco, CA LISA). Las muestras de O-glicanos marcados fueron diluidos con
4 ul de una mezcla de glicero/agua (1:4, viv) e inyectados en el gel ulilizando
una soluciones de corrida de la casa comercial Glyko, Inc, Novato, CA. La
elactroforesis se realizd a 20 mA durante 3 h a 4°C. A parir de 1 mg de 19A1 se
logrd obtener suficiente carbohidrato para realizar 1 0 2 analisis FACE, los geles
fuaron observados Wilizando un transifuminador de luz UV con una longitud de
onda de de 365 nm (ULTRA LUM, Inc, Paramount, CA) y fueron folografiados
con una camara Fotodyne utlizando una pslicula polaroid 667 (IS0 3200/36°).



Preparacién de estandares electroforeticos
El estandar de unidades de glucosa, fue preparado a partir de la digestion
de almidén (Sigma Chemical Co.) con la enzima w-amilasa de Bacillus

amyloguefaciens (EC 3.2.1.1.) (Roche Diagnostics Co. indianapolis, 1N, LUSA),
También se utilizaron estandares comerciales de N-acetil galactosamina
(GalNAc) y del antigeno Tn (GalNAep1,3Gal) (Sigma Chemical Co.) para la

identificacion de las bandas da los O-oligosacaridos,

Identificacion de las bandas de los O-oligosacaridos de la IgA1

Para ideniificar las diferentes igsoformas de los O-nligosacaridos de la IgA1
del grupo de pacientes y control, alicuotas de 1 mg de la proteina fueron
sometidas a distintos tratamigntos quimicos y enzimaticos:
(1) Incubacion de 1 mg de lgA1 durante 1 h con &cido acetico 0.2 N a 100 °C,
esto con sl fin de remover compietamente el acido sialico de la molécula
{enconirado en posiciones o 2,3 y « 2,6).
(2) Incubacién de 1 mg de IgA1 (previamente desialiiada en o« 2,3 y o 2,6) con la
anzima [} 1,3-Galactosidasa de Streplococcus pneumonie recombinante en £,
Coli (Sigma Chemical Co.), en solucion de fosfato / acido citrico, pH 4.

lLos O-oligosacaridos derivados de los diferentes tratamientos a los que
se somelid la IgA1 fueron inyectados en los geles de poliacrilamida a la par con
los  estandares comerciales (GalNAc y  GalNAc(1,3Gal), utilizando  las

condiciones anteriormente menclonadas.



RESULTADOS

Goncentracion de lgAl Serica

Los resullados de los ensayos, mostraron gue existe un incremanto
significativo en la concentracion de IgA1 en el suero de 10s pacientes con
diabetes tipo 2 (2.662 0.93 mg/mi; p< 0.001) con respecto a la de los
controles (1,784 0.62 mg/mlL) (Figura 4). Ademas como se observa en la
grafica existe una dispersion de los datos lo que indica la amplia variabilidad
biolégica que puede existir en las concentraciones de la IgA1 sérica en

ambos grupns.

Alslamiento de Inmuneglohulings Séricas Tolales

El adsorbente hidrofobico de Sefarosa-68, presento una capacidad de 3.1
mg/ml bajo condiciones saturamles de protelna, o gue representa una
capacidad 2 veces mayor a la reportada anteriormente en este tipo de
adsorbente (Vazguez-Moreno ef al, 2001). Se aplicaron en promedio 120 mg de
proteina total por corrida cromatogréfica. En el cromatograma (Figura 3), se
pueden observar dos fracciones, la primera que corresponde a la fraccion de
tavado (proteinas no adsorbidas), y la segunda corresponde a la fraccion de
slucion (inmunoglobulinas séricas totales). Se obluvieron en promedio 20 mg de

inmunoglobulinas lotales por corrida cromatografica,
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RESULTADOS

Conecentracion.de laAl Seérica

Los resultados de los ensayos, mostraron que exisle un incremento
significativo en la concentracion de 1gA1 en el suero de los pacientes con
diabetes tipo 2 (2.66+ 0.93 mg/ml; p< 0.001) con respecto a la de los
controles (1,764 0,62 mg/mL) (Figura 4). Ademas como seé observa en la
gréfica existe una dispersion de los datos lo que indica la amplia variabilidad
bivldgica que puede existir en las concentraciones de ja IgA1 seérica en

ambos grupoes.

Aislamignip.de inmunoglobutings Sericas. Tolales

1 adsarbente hidrofobico de Sefarosa-6B, presento una capacidad de 3.1
mg/mi. bajo condiciones saturantes de proteina, lo que representa una
capacidad 2 veces mayor a la reportada anteriormente en este lipo de
adsorbente (Vazquez-Moreno et al, 2001). Se aplicaron en promedio 120 mg de
proteina total por comida cromatogréfica, En el cromatograma (Figura §), se
pueden observar dos fracciones, la primera gue corrgsponde a la fraccion de
lavado (proteinas no adsorbidas), v Ja segunda corresponde a la fraccion de
elucion (inmunoglobulinas séricas totales). Se obtuvieron en promedio 20 my de

Inmunoglobulinas totales por corrida cromatografica.
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Figura 4. Niveles de IgA1 sérica total en los dos grupos de estudio, Cada circulo
representa a un individuo. La bara sefiala la media de cada grupo, calculada por
transformacion logaritmica, La concenfracién de IgA1 en los pacientes, fue

significativamente mayor que la de los controles,
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Figura 5. Aislamienio de inmunoglobulinas humanas séricas en Sefarosa-6i3
allamente acelilada, La solucidn proteica (120 mg) fue aplicada con Nay504 1M
(fraccion de lavado) v lavada con NaxS0, 0.5 M, pH 7.6. Las inmunoglobulinas
fueron eluldas con PBS 20 mM, pH 7.2 (Fraccidn de elucion).
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Aislamianio de Inmunoglobulina A

El aislamiento de IgA fotal fue reallzade ulilizando una columna de
agarosa anti-lgA, aplicandose en promedio 20 mg de inmunoglobulinas totales v
recuperando en promedio 2.3 mg de IgA total, La recuperacion de la proteina
cargada fue del 100% y el porcentaje de lgA contenida en la fraccion de elucion
fus mayor al 90%, garantizando ast fa recuperacion de la mayor parle de las
poliformas de IgA sérica, En el cromatograma (Figura 6) pueden observarse dos
picos el primero corresponde a la fraccion de lavado y el segundo a la fracclon
de elucidn a pH 2.8, que corresponde a las proteinas de inleres,

Purificacion.de.la JgAl

Fl adsorbente agarora-jacaling, es un método ampliamente usado en
procesos de separacion en un solo paso de la IgAll sin embargo se ha
demostrado gue la jacalinag tiene también afinidad por otras glicoproteinas
séricas, por gjemplo; el inhibidor C1, la gonadotroping coridnica, plasminogeno,
factor de coagulacion X, feluina & 1gD (Candia-Plata, 2000). Por elio, y para
garantizar la pureza de la fraccion IgA1, en esle trabajo se emplearon las dos
elapas cromatogréficas previamente mencionadas antes de  utillzar el
adsorbente agarosa-jacalina.

Se aplicaron en promedio 2.3 mg de IgA total por corrida cromatografica.
Los picos observados en el cromalograma (Figura 7) corresponden a la fraccion
de lavado, que contiene IgA2, y a la fraccion de elucion eluida con galactosa 0.8
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Figura 6. Alslamiento de IgA en agarosa anti-lgA, La solucion de inmunoglobulinas
(20 mg) fue aplicada y tavada con PBS pH 7.2 (Fraccion de lavado), la 1gA fue
eluida con glicina-HCI pH 2.6 (Fraccion de elucion),
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Figura 7. Cromatograma de la purificacion de la inmunoglobuling A1 sérica. La
solucion de IgA total (2.3 mg), fue aplicada a la columna y las proteinas (IgA2) no
adsorbidas al gel (Fraccién de lavado) se remavieron con PBS, pH 7.2, La
fraceion de fgA1 fue slulda con galaciosa 0.8 M (Fraccion de elucion),
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0.8M gue contiene lgA1. La cuantificacidon de estas fracciones indico que en
promedio la fraccion de elucion contenfa 1.08 mg de IgAT, que representa mas
del 47% de la IgA cargada a la columna y, por lo tanto, garantiza que la IgAT
nbtenida esla representada por una poblacion amplia de poliformas,

Fvaluacion de la Pureza

lLa pureza de las fracciones de lavado y elucion de las elapas
cromatograficas, fue evaluada por SD8-PAGE (Figura 8), electrotransferencia e
inmunodeteccion utilizando sueros anti-lgA1, anti-lgA2 y anti-lgG. Unicamente |a
fraccion de elucion obtlenida en agarosa Jacalina (Figura 8, camit d) o genero

gefal con los antisusros anti-igA2 y anti-lgG,

Separacion.de la lgA1 Monomerlca, Polimérica y Magiomelecular

l.a separacion de lag formas monomérica, polimérica y macromolecular
de la IgA1 se realizd madiante cromatografia de filtracion en gal (Bio Gel A, Bio
Rad, USA), aplicando la fraccion de elugion obtenida en agarosa-jacalina (Figura
9). La recuperacion de proteina en todas las corridas cromatograficas fue

superior al 85 %.
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Albumina

Figura 8. Electroforesis, en condiciones desnaturalizantes y reductoras, al 10%. El
primer carril corresponda a suero humano (a) del cual se gislaron  las
inmunoglobulinas  totales  (b), utilizando  Sefarosa-6B  altamente acetilada,
posteriormente fa IgA (c) fue aislada de las inmunoglobulinas totales usando
agarosa anti-lgA y la lgA1 (d) fue obtenida con agarosa-jacalina,
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Figura 9. Cromatograma de una corrida de filtracion en gel, para la separacion de
las formas de IgAt, La IgA1 macromolecular (Fraccion 1), la IgA1 poliménica
(Fraccion 2) y la lgAT monomdrica (Fraccion 3),
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Ensayns de afinldad de 1a lgA1 Monomérica. Polimérica y. Magromalacular poy
Lectinas

La finalidad de los lectinoensayos fue la de identificar cambios en log O-
oligosacaridos de las diferentes fracclones de la IgA1 de los pacientes con
diabeles mellitus tipo 2, Estas diferencias fueron delectadas a parir de las
absorbancias (a 450 nm) generadas por la interaccion entre la igA1 monomérica,
polimérica y macromolecular de los controles vy los pacientes, y las lectinas
MMA, SNA y jacalina, L.os resultados evidenciaron una disminucion significativa
(p=0.001) en los niveles de galaclosa lerminal de la IgA1 polimerica de 103
pacientes con respecto a la de los controles (Figura 10). La afinidad reducida de
asta fraccion protéica hacia la lecting Jacalina, que reconoce Gal § 1,3 GalNAc,
indica que los O-oligosacaridos son los afectados. Sin embargo no se
encontraron diferenclag significativas en la afinidad con IgA1 monomérica y
macromolecular de pacientes y controles hacia esta lecling,

Ei analisis de respugsta generada por la interaccion de la 1gA1 polimerica
de pacientes y controles, con la lecting SNA indica que exisien diferencias
sighificativas (p<0.001) en el contenido de acido siatico en posicion « 2,6 de los
Q-oligosacaridos, presentando mayor afinidad hacia esta lactina Unicamente la
fraceion polimérica de los pacientes. No se observaron diferencias en las
fracciones monomérica y macromolecutar de ambos grupos (Figura 11),

Los resultados de la Interaccion de fas fracciones de la 1gA1 de ambos
grupos hacia la lectina MMA, mostraron que las fracciones monomerica vy
polimérica de los paclemtes, presentan gran afinidad hacia esta lectina, Lslo
indica gque existe un aumento en sl contenido de acido sidlico en posicion o 2,3

de ambas fracciones. Las diferencias de afinidad fueron significativamenta
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Figura 10, Relacion de las diferencias de absorbancias de pacientes y controles
de tas fracciones de la igA1 hacia la leclina Jacalina, L.as dos primeras columnas
corrgsponden a la fraccion monomérica de los controles (G1) y de los pacientes
(P1);, L.a tercera y cuarta columna corresponden a la fraccion polimeérica de 1os
controles (C2) y los pacientes (P2) y por Ultimo, las columnas cinco y sels
corresponden a la fraccién macromelecular de los controles (C3) y log pacientes
(P3). La afinidad de la IgA1 polimérica de fos pacientes hacia la lectina Jacalina
fue menor (p<0.001) comparada con la fraccion polimérica de los controles.
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Figura 11, Relacion de las diferencias de absorbancias de pacienles y controles
de lay fracciones de IgA1 hacia 1z lectina SNA. Las dos primeras columnas
corresponden a la fraccion monomérica de los controles (C1) y de los pacientas
(P1), la tercera y cuarla columna corresponden a la fraccion polimerica de los
controles (C2) y los pacienles (P2) y por udltimo, los carrlles cinco y sers
correspongen a la fraceion macromolecular de los controles (C3) vy log pacientes
(P3), Unizamente existieron diferencias significativas (p<0.001) en la afinidad a
la leclina en la fraccidn polimerica.



mayores {P<0.001) en los pacientes diabéticos, con respecto a la de los
controles  {Figura 12). No se observaron diferencias en la  fraccion
macromolecular del grupo de pacientes con respecio al grupo control,
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Figura12. Relacion de las diferencias de mbsorbancias de pacientes y controles
de las fracciones de IgA1 hacia la lectina MMA, Las dos primeras columnas
corrasponden a la fraccién monomérica de los controles (C1) y de los pacientes
(P1); La tercera y cuarla columna corresponden a la fraccion polimérica de los
controles (C2) y los pacientes (P2) y por ulimo, los carriles cinco y sels
corrasponden a la fraccion macromolecular de fos controles (C3) v los pacientes
(P3). La afinidad de la IgA1 monomérica y polimérica de los pacientes fue
sighificativarmente mayor (p=0.001) gue la afinidad de la lectina hacia las
fracciones monomérica y polimérica del grupo control,
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La hidrazinolisis de la IgA1 nativa produjo cuatro bandas de O-
oligosacaridos (Allen ef al, 1998), que se muestran con numeros arabigos en ¢l
carril d de la figura 13, En el gel de poliacriimida también se observah algunas
bandas que son productos de degradacion (Patel ef al, 1993) (Figura 13 canil d)
de la muestra, debido al proceso quimico de hidrazinolisis (Karlson y Packer,
2002; Merry et al, 2002; O'Neill et al, 1996, Patel of al, 1993).

Las posiciones de log O-oligosacaridos Gal J1,3 GalNAc y GalNAg de las
muestras de estudio fueron identificadas utilizando estandares comerciales de
estos azdcares libres (Figura 14 carril a). Bl tratamiento de la IgA1 con acido
acétio 0.2N produjo la desaparicion de las bandas 1y 3 {Figura 14 carril ¢) que
de acuerdo con Allen af al (1999), corresponden a O-oligosacaridos bisialilado y
monosialilado respectivamente, Por otro lado el tratamiento de la IgA1
desialilada con p1,3-galaciosidasa, produjo una disminucion en la intensidad de
la banda 2 (Figura 15 carril b), confirmando asi que esta banda corresponde al
disacarido Ga/NAc 1,33al (llamado también antigeno T) (Allen ef al, 1949).

Los O-oligosacaridos de la IgAt fusron analizados en 5 pacientes
dimbéticos tipo 2 v 5 controles por FACE. En ambos grupos de estudio se
lograron identificar las bandas que cotresponden a las cuatro Q-glicoformas de
la IgA1 (Figura 16 bandas 1, 2, 3 y 4), Las muestras fueron aplicadas en el gel y
comparadas en forma pareada por su similitud en edad y sexo. Como se puede
obsarvar, la O-glicoforma mas abundante en ambos grupos corresponde a la
astructura monosialilada (Figura 16, banda 3); esto coincide con los resultados
reporados pmr‘Mattu (et al, 1998) para el analisis de 1a IgA1. Tanto en la forma



Figura 13. Estandares ulilizados para la identificacion de los O-oligosacaridos
de la IgAt Un esténdar de almiddn (a) fue utilizado como referencia para
asegurar la homogeneidad an la estandarizacion de la preparacion de los geles
e identificar la posicion de migracion de los azucares GaiNAc (b) vy
GalNAci1,3Gal (c). Los QO-glicanos de la IgAT (d) fueron aplicados al gel
después de tratar la proteina con hidracina. Se identificaron cuatro bandas para
los O-glicanos (1, 2, 3 y 4), o sefalado en corchete corresponden a los
productos  de  degradacion. Finalmente para corroborar que las  bandas
identificadas correspondian a Jos O-glicanos de la IgA1, se inyecto un control

negativo (e).



a b c

Figura 14. ldentificacion de las bandas de Q-glicanos en electroforesis de
carbohidratos (FACE). El carril (a) contiens los azucares fibres del disacarido
GalNAc1,3Gal (en la parte superior) y el monosacarido GalNAc (banda inferior).
En el carril {(b) se aplicaron los O-glicanos provanientes de [a igA1 nativa, en el
carril (¢) se aplicaron los O-glicanos provenientes de la IgA1 desialilada

completamente con acide acetico 02N,



Figura 15, Identificacion de la banda correspondignte al antigeno T de la Ig~AT,
En ol carrit (a) se aplicaron fos O-glicanos provenientes de 1a lgA1 nativa, En ol
carril (bY se aplicaron fos O-glicanos provenienies de la IgAT desialiladas y
digerida con una (-galactosidasa. El carril (¢) contiene los azucares libres del

disacarido GalNAcl,3Gal y el monosacérido GalvAe.
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Figura 18, Analisis por FAGE de tos O-glicanos de la IgAT en dimbetes mellitus
tpo 2 v sujetos control. Los carriles C1 y CZ comesponden a los controles, {os
carriles P11 y P2 corresponden a los paciantes diabéticos tipo 2. kn los carriles
(&) vy (b} se aplcaron estandares de  O-oligosacaridos  (GalNAc y

Galp1 3GalNAC). Como se pusde observar en 1os pacientes se presentd una
disminucion en la intensidad de la banda que corresponde al antigeno 7T
{Gal}1,3GalNAe), indicado con fleche se observa una banda adicional en los

carriles P11y P2 que no fue obsarvada en los caniles C1y C2.
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monosialilada como en la bisialilada (Figura 16, banda 1) no se observaron
diferencias entre pacientes y controles en el contenido de estas bandas,
Tampoco se observaron diferencias en la banda cuatro (GalNAc o llamado
tambign antigeno Tn). Sin embargo, la banda dos gue corresponde al antigeno T
(GalNAc § 1,3 Gal), 8s menos intensa en los pacientes gue en los controles, lo
gue sugiere que hay menor cantidad de galaciosa expuesta en la IgA1 de Jos
pacientes con respecto a la IgA1 de los controles.

Una banda adicional fue obsarvada en las muestras de los pacientes
(Figura 16 sefialada con flecha), localizada debajo de la banda gue corresponde
al antigeno T, la cual probablemente (por su posicion) carresponde a isoformas
sialladas. Esto ultimo sugiere gue Ja reduccién en la intensidad de la banda del
anligeno T podria darse a expensas de la aparicion de mayor numero de

isoformas encontradas en los pacientes.



DISCUSION

Fn la actualidad, la diabetes mellitus tipo 2 es la enfermedad cronica
degenerativa con mayor Indice de morbilidad y mortalidad en el mundo, cuyo
impacto se deriva de las complicaciones vasculares que produce. Al mismo
tiempo, durante la evolucidn de la enfermedad, se producen cambios
hioquimicos, como la elevacion persistente de la 1gA1 sérica (Ardawi ef al, 1994,
Eguchl et al, 1995, Figueredo et al, 1996; Gill ef al, 1981, Rodriguez-Segade et
al, 1096; Triclo &f a/, 1984). Sin embargo, existen pocos estudios que se han
dedicado a explorar la existencla de cambios en la estruclura de esta
glicoproteina y solo se han explicado de forma parcial (Candia-Plata, 2000
Vazquez-Moreno et al, 2001),

Normalmente, los procesos de degradacion y sintesis de la |gA1,
mantienen reguladas las concentraciones de esta molécula en el lorrente
circulatorio. Por ello, algunos autores proponen que el aumento de [gA1 serica
en los pacisnies con diabeles, es debido a una disminucion en su aclaramiento
plasmatico. Una pleza fundamental para que se realice normalmente esie
proceso, es la participacion de los O-oligosacaridos que estan  unidos
covalentemente a la IgA1. Los asialoglicoreceptores hepaticos llevan a cabo el
reconocimiento de gslos carbohidratos para proseguir con la internalizacion de la
molécula y finalmente llevar a cabo su degradacion (Rocatello ef al, 1993). Esto
se realiza cuando existe una pérdida de acldo sidlico terminal en los Q-
oligosacaridos de la molécula, esto provoca una exposicion mayor de un residuo
de galactosa (Chaung et al, 1997, lwase ef al, 1999; Leung ef al, 1998), Por ello,
cambios sutiles en la estructura de los O-oligosacéridos de la lgA1, tales como el
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aumento de acido siglico, podrian reperculir en su aclaramiento y explicar su
aumenio en circulaclon.

Existen pocos estudios que han tratado de explicar el origen de la
elavacion de la IgA1 a parlir de la deteccidn de cambios estructurales en los
oligosacaridos de la molécula, Entre los pocos cambios detectados se encuentra
el aumento de acido siglico en ja IgA1 polimérica (Varquez-Moreno ef al, 2001).
Sin embargo 1a igA1 monomérica constituye la fraccion mayoritaria en el suero y
aun no ha sido caracterizada. Por ello en esle estudio se disefio un esquema de
purificacion dptimo para oblenaer a ta JgA1 monomdrica, polimérica y ademas la
fraccion macromolecular. Esto  permitid  conocer de forma paricutar, s
participacion de cada fraccidon en el incremenio de lgA1 sérica total, con base en
la deteccion de cambios en sus O-oligosacaridos,

Se cuantificaron tos niveles de 1gA1 a partir del suero de un grupo de 11
pacientes diabéticos y 9 sujetos control, Los resultados indicaron que en el
grupo de pacientes existe un aumento significativo (p<0.001) de esta moléoula,
estos datos coinciden con los reportados por Ohmuro y col,, 1993, y Vazquea-
Moreno y col., 2001, Esto que confirma la importante participacion de el subltipo
lgA1 en el incremento de IgA total (Ohmuro et al, 1993; Vazquez-Moreno et al,
2001),

La purificacion de IgA1 serica, fue realizada mediante un esquema de tres
etapas cromatograficas. En la primera etapa, se utilizd cromatografia de
interacciones hidrofébicas (Sefarosa-HA) y on la segunda etapa y lercera etapas
se utilizd cromatografia de afinidad bioldgica para purificar a ta IgA1 sérica con
agarosa antl-lgA y agarosa-jacalina respectivamente. Con esle esquema la
pureza de la IgA1 oblenida en esle trabajo fue alla, y la recuperacion de las
fracciones de lgA1 mayor al 95% con respecto a canlidad de muestra aplicada.

Para estudiar las posibles diferencias en la glicosilacion de las fraccionas
de la IgA1 de pacienles y controles, se realizaron lectinoensayos en placa
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utllizando tres lectinas con afinidad hacia O-glicanos. L.a reaccion posiliva con la
loctina jacalina indica la presencla del antigeno GalNAcs1,3Gal sin acido sidlico
terminal (Hiki ef al, 1996; Leung ef al, 1999) y una reaccion positiva con la lectina
SNA indica la presencia de Acido sidlico terminal en n2,6 ligado a galactosa y
con MMA indica la presencia de acldo silico terminal en w23 ligado a galaciosa
(Leung ef al, 1898). L.os resultados obtenidos en los lectinognsayos indican gue
la fraccion polimérica de los pacientes, presentd una mayor afinidad hacia las
lectinas MMA y SNA (p<0.001) y menor afinidad hacia la lectina jacalina, con
respecto a la fraccion polimérica de los controles. Esto indica que la fraccion
polimérica de los paclentes prasenta un aumento de acido sidlico en posiciones
%2,6 y 02,3 y una disminucion en el contenido de galactosa lerminal. El unico
cambio detectado en la fraccion monomérica de los pacientes fue un aumento
en el contenido de acido slatico en posicion 2,3, comparando esta fraccion con
la de los controles. Esto indica que las fracciones monomérica y polimerica de
los pacientes diabéticos estén contribuyendo a que exista una alteracion en la
microheterogeneidad de los O-glicanos de la IgA1.

Los datos generados coinciden con los btenidos por Vazquez-Moreno y
col (2001), ya que su estudio indica que la fraccion polimérica esta higrpsialilada.
Sin embargo, el hallazgo en este estudio fue deteclar que la Traccion
monomértca también estad contribuyendo al incremento de acido sialico en la
lgA1, ‘
FACE logro “ser una herramienta Otil para lograr fa caraclerizacion de
carbohidratos en la IgA1 natlva. Pese a que este es el primer reporte en el que
se muestra el analisis de O-glicanos en la IgA1 de pacienles con diabeles
meliitus tipo 2 mediante esta lecnica, la informacion generada fue de gran
relevancia. Los resultados obtenidos por FACE indican que en la IgA1 nativa de
los pacientes existe una disminucion del O-oligosacarido que contiene galactosa
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terminal. La disminucion en la exposicion de este monosacarido podrla
explicarse en base a que existe un aumento de Acido sialico en las diferentes
fracciones de IgA1, que podria estar provocando el enmascaramiento del
monosacarido de galactosa. Ademas los andlisis con lectinas indican que la
fraceion polimérica es la que contribuye mayoritariamente a este efecto. Por otro
lado es de gran imporancia indicar que en el perfil alectroforetico de los O-
glicanos de los pacientes, aparecld una banda exira que fue ausente en las
muestras de los controles. Este indicio podria ser postulado como un marcacor
bloquimico en esta enfermedad, de ahi deriva la importancia de realizar mas
astudios en cuanto a la caracterizacion de carbohidratos no solo en los de tipo
0" si no tamblen en los de tipo "N . Asi como también analizar la actividad de
glicosiltransferasas Involucradas en los procesos de glicosilacion de 1a molecula
de IgA1.



CONCLUSION

Los analisis de lectinas y FACE demostraron gue existe una alteracion en
la microheterogeneidad de la IgA1 de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2
con respecto a la de lus controles, Con los resultados generados se concluye,
que dos de las fres fracciones de la IgA1 de los pacientes estan hipersialiadas
(monomérica y polimérica). Sin embargo la fraccion polimérica de los pacientes
diabélicos tipo 2 presenta el mayor grado de sialilacion, Estos resultados
sugieren que el aumento de acido sidlico de la IgAt podrian enmascarar los
residuos de galaciosa terminal en los O-oligosacandos. Ello podria evitar la
interaccion de IgA1 con los receptores que llevan a cabo su remosion,
contribuyendo al aumento de la molécula en el torrente circulatorio.

hE



BIBLIOGRAFIA

Abbasg KA, Litchman MHA, Pober $J, 1889, Inmunologla celular y molecular.
Me Graw Hill, 3% ed. Madrid, Espana. Pp: 58-69.

Actis DS, Rebolledo OR. 2000. La glicacion y la glicoxidacion de las
lipoporteinas su imporancia en la diabetes maellitus, Med. 60(3). 645-650,

Abbott CA, Mackness MI, Kumar 8, Boution AJ, Durrington PN. 1985, Serum
paraoxanose activily, concentration, and phenotype distribution in diabetes
mellitus and its relationship to serum lipids and lipoproteins. Arferioscler
Thraomb Vasc Biol. 15(11):1812-8.

ALAD.1995. Consenso sobre prevencion, control y tratamiento de la diabetes
mellitus no insulinodependiente. Antarlica S.A.CLF.E. Buenos Aires,

Argantina, Ppi7-62.

Altman TJ, Todd JA. 1995, Molecular genetics of diabetes mellitus, Bafllieres
Clin Endocrinal Metab, 9(3).631-56

Allen AC, Balley EM, Barrat J, Buck KS, Feehally J. 1999, Analysis of IgA1 O-

glycans In lgA Nephropathy by Fluorophore-Assisied Carbohydrate
Electrophoresis. J Am Soc Nephrol 10:1763-1771.

35



50

Allen AC, Bailsy EM, Brenchley PC, Buck KS, Barral J, Feehally J. 2001.
Mesangial tgA1 in IgA nephropathy exhibits aberrant O-glycosilation:
Observations in three patients. Kidney Int. 60:969-873,

American Diabetes Assoclation, 1999, Accesado en;
h.lim;jLw_my_.,.s;L‘:.a‘t;z,cmjsd.mmLmﬁajmflym_ﬁz.mﬂmf.mgzmi.mm.sjmmmi.c;_a.!.megm_.,m:l.,ﬁn:ﬂn1::
Q2.

Ardawi MS, Nasral HA, Bahnassy AA, 1994, Serum immunogiobulin
concenirations in diabetic patients. Diabel Med. 11(4).384-7.

Aucunturier P, Duarte F, Mihaesco E, Pinean N, Preud’homme JL.. 1988.
Jacalin, the human lgA1 and IgD precipitating lectin, also binds IgA2 of both
allotypes, J Immunol Methods, 113:185-181,

Bardor M, Cabanes-Machetau M, Faye L, Lerouge P, 2000. Monitoring the N-
glycosilation of plant glycoproteins by fluorophore-assisted carbohydrate
electrophoresis, Electrophoresis. 21(12)2550-2556.

Basset C, Devauchelle V, Durand V, Jamin C, Pennec Y-, Youinou -,
Dueymes M. 1999, Glycosylation of Immunoglobulin A Influences It
Receptor r:?.‘.inding: Scand J Immunol, 50:572-579.

Biwenga J, Hiemstra PS, Steneker |, Daha MR, 1989, Binding of human |gA1
fragments 1o jacalin. Mol Immunol. 28(3):275-281,

Borak G, Hirsch 1B, 1998, The Effects of Improved Glycemic Control on
Complications In Type 2 Diabetes. Arch Int Medicing, 1568.134-140,



Bhoraskar AS, Narag 8V, Raheja BS. 1997, Rise In plasma triglycerides: A
simple early indicator of oxidalive stress in urban asian indians. 16"
International  Diabeles Federation Congress, Abstracts, Diabetologia

supplement: 1647,

Bradford MM. 1876, A rapid and sensitive method for the guantitation of
microgram quantities of protein wilizing the principle of protein-Dye binding.
Anal Biochem. T2:248-254,

Braunwald E, Facui AS, Hauser 5L, Jameson JL, Kasper DI, Long DL, 2002.
Harrison: Principios de Madicina Interna. McGraw Hill Interamericana. 15 *
ed, Vol |l; 2467-2498,

Brody, T. 1999. Nutritional Blochemistry. Academic Press. 27 ed. San Diego,
California, Pp;171-174, 357-360.

Brownlee M. 1995, Advanced protein glycosilation in diabetes and aging.
Annu. Rev. Med, 46: 223-34

Candia-Plata M, Jiménez P, SBénchez SA, Carvajal DA, Villarreal GJ,
Vazquez-Moreno L. 2001. Niveles elevados de IgA en pacientes con
diabetes mellilus ~1Eipc} 2 no complicados. Biotecnia, 3(1)112-16.

Candia-Plata M. 2000. Caracterizacion de los Oligosacaridos del Fc de la
lgA1 Sérica de Pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 2, Tesis doctoral. GIAD,
AC. Pp 1-36,



5h

Ceriello A, 2003. The possible role of postpandrial hyperglycaemia in the
pathoenesis of diabetic complications. Diabetol. 46(1 EMB-M21,

Cerveny JD, Leder RD, Wayne CW. 1998. Issues surrounding tight glycemic
cantrol in people with type 2 diabetes mallitus. Ann Pharmacother, 32:096-
005,

Chen JW, Gall MA, Yokoyama H, Jensen JS, Deckent M, Parving HH, 1996
Raised serum sialic acid concentration in NIDDM patients with and without
diabelic nephropathy. Diabetes Care, 19(2).130-134.

Cheta [, Mihaescu 8, Mihalache N. Immunoglobulin A In diabetics. 1982,
Med Interne. 20(1):15-17,

Crook MA, Pickup JC, Lumb PJ, Georgino F, Web DJ, Fulier JH, 2001.
relationship Between Plasma Slalic Acid Concentration and Microvascular
and Magrovascular Complications in Type 1 Diabetes. Diab Care 24.316-322,

Crook M, Cartwright K, Lumb P, Worsley A, 2000. Serum sialic acld in young
type-1 dlabetic patients. Diabet Res Clin Pract. 47:119-122,

Cullina MJ, Greally JF. 1993. A novel lectin-based enzyme-inked
immunoabsorbent assay for the measurement of 1gA1 in  serum and
secretory 1gA1 in secretions. Clin Chim Acta, 216: 23-38.

Cummings R.1994. Use of Lectins in Analysis of Glycconjugates. n: Guide
to TECHNIQUES IN GLYCOBIOLOGY. Lennarz W y Hart G (Eds), Acadermic
Press, Inc. San Diego, CA. P. 66-85



549

Cunningham J, Leffell M, Mearkle P, Marmiz P. 1995, Elevated plasma
ceruloplasmin in Insulin-dependent diabetes mellitus: evidence for increased
oxidalive stress as a variable complication. Mefabolism 44(8). 986-9.

Deepa R, Rema M, Mohan V. 1998, Lack of association between serum sialic
acid levels and retinopathy in tipe 2 diabetic patients. Diab Res Clin Pract
41:165-169.

Dell A, Reason JA, Kay-Hoo K, Panico M, McDowell AR, Morris R, 1994,
Mass Spectrometry of Carbohydrate-Contalning Biopolymers in Guide to
Techniques in Glycobiology. Academic Press, Inc. San Diego, California,
Pp108.

Do 8, Lee KY, 1998, Jacalin Interacts with Asn-linked glycopeptides
containing multiantennary oligosaccharides estructure with terminal cvlinked

galaciose, FEBS letlers. 421:169-73,

Eguchi K, Yagame M, Susuki D, Jinde K, Naka R, Yano N, Nomoto Y, Sakai
H, Miyazaki M. 1995, Significance of high lavels of serum IgA and IgA-class
circulating immune complexes (IgA-CIC) In patients with non-insulin-
dependent diabetes melllius. J Diabetes Complications. 9(1).42-48.

Feehally J, Allen $. 1999, Structural features of igA molecules wich contribute
to IgA nephropathy. J Nephrol, 12(2). 66-75,

Field MC, Amatayakul-Chantler 8, Rademacher TW, Rudd PM, Dwek RA.
1994, Structural analysis of the N-glycans from human immunogiobulin A1



HY

comparison of normal human serum immunoglobulin A1 with that Isolated
from patients with rheumaloid arlhritis. Biochem J. 299! 261-275.

Figueredo A, Ibarra JL, Rodriguez A, Molino AM, Gomez E, Fernandez A,
Fatifio R, 1996, Increased serum levels of IgA antibodies to hsp-70 protein in
patients with diabetes mellitus:  their complications.  Clin  Immunol

Immunopathol. 79:252-255.

Fujimoto W, Boyko E, Chen KW, Leonetti D, Newell L, Wahl P, 1995. Visceral
adiposity, blood pressure, and glucose are independent risk factors for
coronary heart disease. 16" International Diabetes Federation Congress.
Abstracts, Diabetologia supplement: 0109,

Ganong WF. 1998. Fisiologla Médica, Antonio Lemus Gamboa. 16% ed,
México. Pp: 383-384.

Gl CW, Bush SW, Burleigh WM, Cooke G2, 1981, Elevation of IgA Levels in
the Non-insulin-dependent (lype 1) Diabetic Patient. Diabetes Care. 4(6).
636-639.

Gornik |, Maravic G, Dumic J, Flogel M, Lauc G. 1999, Fucosylation of IgG
heavy chains is increased in rheumatoid arthritis. Clin Biochem. 32(8): 605-8.

Gou-Fu  H., 1895, Fluorophore-assited  carbohydrate  electrophoresis
Technology and appiications, J Chromatog 8. 705: 89-103.



{1

Gou-Fu M, 1897, Analysis of Protein-Carbohydrale Interactions by FACE/Gel
Retardation Assay. En: A lLaboratory Guide o Glycoconjugate Analysis,
Jackson Py Gallagher J (Eds). Birkhauser Verlag. Germany. p.349-350.

Hanson RL, Elslon RC, Pettitt DJ, Bennett PH, Knowler WG, 1995,
Segregation analysis of non-insulinodependent dlabetes mellitus in Pima
Indians: evidence for a major-gene effect. Am J Hum Genet, 57(1): 160-70.

Meremans JF. 1974, Immunoglobulin A, En: The Antigens. Vol. [l Edited by
Michael Sela, Academic Press. New York USA. pp, 384.

Hiki Y, lwase M, Kokubo T, 1996, Associalion of asialo-et al, 1986,
Association of asialo-galactosyl 31-3N-acetylgalactosamine on the hinge with
a conformational instability of jacalin-reactive immunoglobulin A1 in
immunoglobulin nephropathy. J Am Soc Nephrol. 7:855-B60.

Hortin GL, Trimple BL. 1990, Lectin affinity chromatography of proteins
bearing O-linked oligosacharides; Application of Jacalin-Agarose. Amal
Bivcham, 188:271-277.

Iwase H, TanakalA, Hiki Y, Kokubo T, Sano T, Ishil-Karakasa I, Hisatani K,
Kobayashi Y, Hotta K. 2001, Analysis of the microheterogeneity of the IgA1
Minge Glycopeptide Maving Multiple O-Linked oligosaccharides by Capillary
Electrophoresis. Anal Biochem. 288:22-27.

lwase H, Ohkawa S, Ishii-Karasaka {, Hiki Y, Kokubo T, Sano T, Tanaka A,
Toma K, Hotta K. 1999, Study of the relationship between slicky human



02

serum IgA1 and its O-glycan glycoform. Biochern Biophys Res Comm,
261:472-477.

lwase H, Tanaka A, Hiki Y, Kokubo T, Sano T, Ishii-Karakasa |, Kasunori T,
Yutaka K, Hotta K. 1988, Mutual separation of hinge-glycopeptide isomers
bearing five N-acetylgalactosamine residues from normal human serum
immunogiobulin A1 by capillary electrophoresis, J Chromatog 8. 728,175
183,

lwase H, Tanaka A, Hiki Y, Kokubo T, Sano T, Ishii-Karakasa |, Toma K,
Kobayashi Y, Hotta K. 1999, Aggregated human serum immunoglobulin A
induced by neuraminidase treatment had a lower number of O-linked sugar
chains on the hinge portion. J Chromatog B. 724:1-7.

Jackson P, 1994, the Analysis of Fluorophore-labeled Glycans by High-
Resolution polyacrylamide Gel Electrophoresis, Anal Biochem. 216:243-252.

Jimenez PM y Sanchez SA. 1897, Influencia del Nivel de Control Glicemico
sobre la Conceniracion de Inmunoglobulinas Sericas en Pacientes con
Diabetes Mellitus no Insulinodependiantes. Tesis de licenciatura, Universidad
da Sonora, Pp: 51,

Kabir 8. 1893, Simultaneus isolation of intestinal 1gA and 1gG froma rabbits
infecled intraduodenally with Vibrio cholerae 01 by combined lectin affinily
chromatography involving jacalin and protein A, Comp Immun Microbiol Infect
Dis. 16(2):153-161.



63

Kanauchi M, Kawano T, Dohi K, 2000. Serum IgA levels in patients with
diabetic nephropathy and IgA nepropathy superimposed diabetes mellitus.
Diahetes Res Clin Pract. 48(2):113-118.

Karas M, Bahr U, 1993. Laser Desorption lonization Mass Spectrometry of
Bioorganic Molecules en Spectroscopic Methods and Analysis. Humana
Press. New Jersey, E.UA, Pp: 215-227.

Koschinsky T, Hiki Y, lwase H, Tanaka A, Nishikido J, Hotta K, Kobayashi Y,
1999. Exposed peplide core of IgA1 hinge reglon in IgA nephropathy. Nepfirol
[ial Transplam. 14.81-85.

Kottgen AE, Hefl KB, Moller C, Tauber R. 1993. Glycoprotein-Lectin-
Immunoabsorbent Assay (GLIA). En: Lectins and Glycobiology. Springer-
Verlag press, Germany. p:i41

Laemli UK, 1970, Cleavage of structural proteins during the assembly of head
of bacteriophage T,. Nature. 227:680-685,

Leung JCK, Poon PYK, Neng Lai K. 1999. Increased slalylation of polymeric
immunoglobulin - A1 Mechanism of selective glomerular deposition in
immunoglobulin A nephropathy?. J Lab Clin Med, 133:152-60,

leung CK, Tang CW, Chan TM, Lui SL, Lai KR, 2002, Increased Sialylation
of polymeric -lgA1 in Patients With IgA Nephrophaty, J Clin Lab Anal. 16:11-

19



rd

l.eung J, Tang 8, Fai M, Mao T, Neng K. 2001, Charge-dependent binding of
polymeric 1gA1 to human maesangial cells in IgA neprophaty. Kidney Int,
59.277-285.

Lihme A, Schafer-Nielsen C, Larsen KP, Muller KG, Bog-Hansen TC. 1986. J
Chromatogr. 376:299-305.

lLoomes ML, Stewart WW, Mazengra LR, Senior WB, Kerr AM. 1891,
Purification and characterisation of human immunoglobulin IgA1 and igA2
isotypes from serum, J Immunol Methods, 141:209-218,

Lopes VM, Virella G, Orchard TJ, Koskinen S, Evans RW, Becker DJ,
Farrestky. 1999, Anlibodies lo oxidized [DL and LDL-containing immune
complexes as risk factors for coronary disease In diabetes meliitus; Clin
Immunol, 90 (2):165-72.

Mahhan KL, Escott 85, 1999, Nutriclon vy Digloterapia de Krause, Mc Graw
Hill, 9% ed. México. Pp: 700-721,

Matsubara A, Tanizawa Y, Matsutani A, Kaneko T, Kaku K, 1985. 5équense
variations of the pancreatic isletliver glucose transparter (GLUTZ) gene in
Japanese aubjm::lg with noninsulin dependent diabetes mellitus. J Clin
Endocrinol Metab. 80(11). 3131-b,

Mattu T, Pleass R, Willis A, Killian M, Wormald M, Lellouch A, Rudd P, Woot
J, Dwek R, 1098, Tha glycesilation and structure of human serum IgA1, Fab,
and F¢ and the role of N-Glycosylation on Foa receplor interactions, J Biol

Chem, 273:2260-2272.



5

Merry AH, Neville DCA, Royle L, Matthews B, Harvey DJ, Dwek RA, Rudd
PM. 2002, Recovery of Intact 2-aminobenzamide-labeled O-glycans
Released from Glycoproteins by Hidrazinolisis. Anal Biochem. 304:91-09,

Milier LL, lzzo MJ, Wemetl D, Panner BJ, Schenk EA. 1888, Increased
plasma IgA, slgA, and ¢3- and lgA- containing immune complexes with renal
glomerular deposits in diabetic rats. Diabetes, 37.185-93,

Miranova M, Klein RL, Virelta GT, Lopes VM. 2000, Anti- modified |DL-
containing Immune complexes, and suceptibility of LDL to in vitro oxidation in
patients with type 2 diabetes. Diabetes. 49:1033-1041.

Mantgomery R, Conway T, Speclor A, 1983, Bioguimica casoes y texto, Times
Mirror de Espafia. 5 ed. Barcelona, Espafia. Pp: 657-713,

Murakami T, Shima K, 1995, [Diabetogenes; wich cause type 1| diabetes
mellitus). Rinsho Boyri. 43(8): 781-5,

Nangia-Makker P, Conkiin J, Hogan V, Raz A. 2002, carbohydrate-binding
proteins in cancer, and their ligands as therapeulic agents, Trends in Mol
Med. B(4): 187-191.

Novak J, Tomana M, Kiliazh M, Coward L, Kulhavy R, Bames 3, Mestacky J.
2000, Heterogenelly of O-glycosylation in the hinge region of human IgA1,
Mol Immunol. 37:1047-1056,

Ohmuro H, Tomino Y, Tsushima Y, Shimzu M, Koide H. 1683, Elevation of
serum IgA1 levels in patiens with diabetic nephropathy. Nephron. 63:355.



O0

O'Neill RA. 1896, Enzymatic release of oligosaccharide from glycoproteins for
chromalographic and electrophoretic analysis. J Chromatogr.720:201-215.

Olozyk K, Hosclelnlak-kocurek E, Sonecki P, Zdenkowski W. 1884, The lipid
peroxidation products and the enzymes of antioxidant system in patients with
diabetes mellitus, Rocz Akad Med Bialymst, 39,:93-9.

Patel T, Bruce J, Merry A, Bigge C, Wormald M, Jaques A, Parekh R. 1893,
Use of Midrazine to Release Intact and Unreduced Form both N- and O-
Linked Qligosaccharides from Glycoproteing. Biochem, 32.679-893.

Pieper GM, Jordan M, Dondlinger LA, Adams MB, Roza AM. 1895
Peroxidative stress in  diabetic blood vessels. Reversal by pancrealic islet
transplamtation, Diabetes. 44(8): 884-9.

Raju T8, 2000, Electrophoretic Methods for the Analisis of N-Linked
Oligosacharides. Anal Biochem. 283:125-132.

Rocatello D, Picciolo G, Torchio M, Ropolo R, Ferro M, Franceschinl R,
Quattrochio G, Cacacae R, Sena L, Guiseppe PF, Guiseppe P, 10893,
Removal Systems of Immunoglobulin A and Immunoglobulin A Containing
Complexes in Ig;ﬂx Nephropathy and Cirrhosls Patients. Lab Invest. 68(6).714~
722.

Rodriguez 88, Félix CM, Carnero A, Lorenzo M, Alban A, Quintero C, Lojo S,
1996, High serum IgA concentrations in patiens with diabetes mellitus:
agewise distribution and relation to chronic complications, Clin Chem.
42(7):1064-1067.



{y7

Royte L, Mattu TS, Hart E, Langridge 1J, Menry MA, Murphy N, Harvey JD,
Dwek AR, Rudd MP, 2002, Analytical and Structure Database Provides a
Stralegy for Seqguencing O-Giycans  from  Microgram  quantities  of
Glycoproteins, Anal Bioch: 304:70-90.

Saso L., valentini G, Giardiano AM, Spadaro A, Riccieri V, Zoppini A,
Silvestrini B, 1898, Changes of glycosilation of serum proteins in psoriatic
arthriis, studied by enzyme-linked lectin assay (ELLA), using concanavalin A,
Blochem Mol Biol Int. 46(5). 867-75.

Saulsbury FT. 1897, Alterations in the O-linked glycosilation of IgA1 in
children with Henoch-Schonleln purpura, J Rheumatol, 24(11).2246-49,

Schimd A, Yan S0, Wautier JL, Stern D. 1599, Activation of receplor for
advanced glycation end products. A mecahnism for chronic vascular
dysfunction In diabetic vasculopathy and atherosclerosis. Circ Res. 84: 489-
497,

Sensi M, Pricel F, Pugliese G, De-Rossi MG, Petrucct AR, Cristina A, Morano
5, Pozzessere G, Valle E, Andreani D, 1995. Role of advanced glycation
end-products (AGE) in late diabetic complications. Diabetes Res Clin Pract.
28(1):9-17. .

Siu-Ka M, Ping-Nam W, Kin-Yee L, Tong GM, Wong AK. 2001, Prospactive
study on renal oulcome of IgA nephropathy superimposed on diabetic
glomerulosclerosis in type 2 diabetic patients, Nephrol Dial Transplat.
16:1183-1188,



38

Skea DI, Christopoulus P, Plaut AG, Underdown BJ. Studies on the specifity
of the lgA-binding lectin, Jacalin, 1988, Mol Immunol. 25{1):1-6.

Spless M, 1990, The asialoglycoprolein receptor. a model for endocytic
rransport receptors. Blocham. 29 (43): 10008-10016,

Starr CM, Masada RI, Hague G, Skop E, Klock JC. Fluorophore-assisied
carbohydrate electrophoresis in the separation, analysis, and sequencing of
carbohydrates, 1996. J Chromatogr. 720:285-321.

Swrensen V, Sundvold V, Michaelsen ET, Sandlie . 1999, Polymarization of
lgA and 1gM: Roles of cys *cys ' and the secretory tailpiece. J Immunol.
162: 3448-3455,

Steen PV, Rudd PM, Dwek RA, Opdnakker G, 1998. Concepts and Principles
of O-Linkad Glycosylaton. Crit Rev Biochem Mol Biol. 33(3):161-208.

Stites DP. 1999, Inmunologla Basica y Clinica. £l Manual Moderno. 92 ed.
México, Pp; 108-112, 225-235,

Sumar N, Bodman KB, Rudd PM, 1993 Glycoprotein-lectin.
immunoabsorbent Assay (GLIA) en Lectinsg and Glycobiology. Springer-
Varlag press, Germany. pp:158

The report f the 1995 Expert Comitte on the Diagnosis and Classification of
Diabetes Melltus, 1997, Diabetes Care. 20:1183



04

Tiran A, Piaver T, Tiran B, Halwachs-Baumann G, Dobnig H, Grubelnlg H,
Wilders-Truschnlg MM, 1994,  Automated determination ol  glycated
hemoglobin: comparative svaluation of five assay systems. J Cfin Lab Anal.
B{3).128-134,

Tomana M, Novak J, Jutina BA, Matousvic K, Konecny K, Mestacky J. 1999,
circulating Immune complexes In IgA nephropathy consist of Igatl with
galactose-deficient hinge region and antiglycan antibodies, J Clin Invest.
104(1): 73-81.

Torafio A, Tsuzukida Y, Yu-Sheng VL, Putnam FW. 1997, Location ang
structural significance of the ollgosaccharides in human igA1 and IgAZ
immunoglobuling. Proc Natl Acad Sci USA. 74(6): 2301-2305

Triolo G, Giardina E, Scarantino G, Seddio G, Bompiani G. 1989, Detection
of anti-phospholipid (cardiolipin, phosphalidylsering) antibodies in the serum
of patlents with non insulin-dependent diabeles mellitus (type 2) and
macroanglopathy. coexistence of anti-platelet reactivity. Diabetes Res.
10(2).63-7.

Triolo G, Gtardina E, Seddio G, Terrizzi C. 1987. Analisis of IgAT and IgA2
subclass distribution in lgA-containing circulating immung complexes in
patients with diabetes mellitus. Boll 1st Bieroter Milan. 86(2):116-169.

Triolo G, Giardina E, Zarcone MR, Giordano C, Rinaldi A, Bomplani GD.
1984, Contribution of secretory gA, polymeric lgA and IgAfsecrelory
component-containing circulating inmune complexes to the serum hyper-1gA
in diabetes mellitus. Diabetology. 27:157-159.



Turner GA, 1992. N-glycosilation of serum protgins in disease and its

investigation using lecting, Clin Chim Acta, 208:148-171,

Universidad de Alicante. Espectrometria de masas, 1-Oct-1998 Accesado en:

hip://www 8.8

Vazquez-Moreno L, Candia-Plata MC, Jiménez M, Carbajal A, Villarreal J.
1999, Sexta Reunién de Invastigacion en Salud. Cd. Obragdn, Son. México.

Vazquez-Moreno L, Candia-Plala MC, Robles BM. 2001 Hypersialylated
Macromolecular Serum Immunoglobulin A1 in Type 2 Diabeles Mellltus. Clin
Biochem, 33:1-7.

Vazguez-Moreno L, Porath J, Schulter 5F, Marchalonis JJ. 19892, Purification
of novel heterodimer from shark (Cacharhinus plumbeus) serum by gel-
immobilized metal chromatography. Comp Biochem Physiol. 1038(3), 563-
568.

Yoo B, Coloma MJ, Trinh KR, Nguyen QT, Uyen L, Vuong C, Morrison L3,
Chintalacharuvu  RK.1999.  Structural  requirements  for  polymeric
immunoglobulin assembly and association with J chain. J Biol Chem. 274
33771-33777. -

Youings A, Chang S, Dwek RA, Scragyg G. 1996. Site-specific glycosilation of
human immunoglobulin G Is altered in  four rheumatoid arthritis patlents.
Biocher J, 314:621-30,



71

Young LE, Hee CC, Ok CS. 1999, Immunoglobulin A Nephropathy in Patients
With Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus. J Korean Med Sci. 14:582-

585



71

Young LE, Hee CC, Ok £8, 1998, Immunoglobulin A Nephropathy in Patients
With Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus. J Korean Med Sci. 14,582~

585,





