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RESIMMEN

Diversos estudios, han demostrado que dos pacientes
2T ishetes Mallitis Ui o 2 {1z ) Lielen LA
concentraclidn de YgA sérica elevads Yodue, el aumhento
paralelo de la subclase Tgal, en susencia de infecoionss
o de  complicaciones vasculares, 28 parte  de  la
anormalidad, Este trabaijo, se realizéd con el fin de

scaridos de la Tahl de

buzcar diferencias en los ol ST

pacientes con DMZ, con respecto a un grupo de personas
sanaz del mismo sexo vy edad, come la causa Bropable de
Ja elevacidén de la Yohl sérica,

e cuantificaron los niveles de la Lahl  sérica en

dos  grupos de  individuos, 23 pacientes con DMz oy 20

conbroles) en los pacientes, loz niveles de Toh)
flleron significarivamente még altos el 1) Jos
controles,

L ITghl, del suerc de un subgrupo de cuatro

dialbétioos, e

=l

individucs  sanos vy seis paciant:
purificada en tres pasos uzando Selfarosa~6E  altamente

acetilada, Agarosa-anti-TIgh  y  Ags sa-acalina, L

]

Lonmes, e

Tagil,  Tue posteriormente semarada  en  fra
baja, intermedia vy alta afinidad a Jacalinag, La fracoion
de alta afinidad de los pacientes fue slgnificativamente
mayor aue la de los controles, represaentandn hasta el
208 e Ja proteina total,

La lghl nativa, de pacientes voooontrolaes, fue
enzimaticamente digerida v se obbtuvieron los Fragmentos
cristalizables (Fop vy igagra. Las diferaenciss en los
oligosacdridos  de  la gl nativa, log Foo oy los

fragmentos  bisagra,  fueron evaluadas COn enEayns  ode

81



alinidad por  las lectinas Dolichos  biflorns {(LRmM),

Arachis hypogaea (PNA), Frythrina cristacalll (i), Lens

aulinaris (LazH), Anguilla  anguilla (AAN], Tod o gcum
valgarls {(WGEA), Samboeys nigra (SMA), Canaval fa
ahsllformis (Conh), Maackia  amirensls (MMA), Rioirnis
communis I (RCAL) v Slicine max (8B4,

Loes rezultades obtenidos con las lectinas BNE, MMM,
EoeA,  RCAL vy PNA (relaclones SNA/PNA, SHASMMA,  MMAS PNA,
RCAL/SHA ¥ ECA/ENA) revelaron que la IgAl nativa de alla
afinidad a Jacalina de los pacientes tlene un aumento
signd ficative de Aacido sidlico, principalmente G
expensas de Acide sidlico a2-8, con respecto a la LgAl

nativa de los sujetos controles. Los mismos resultados

fueron eobtenidos cuando se ensayd la afinidad da
por las lectinasy el patrén de interacoidén con  las
lectinags Lol, ABA v FeA, sugirid adends menor grado de
fucogilacion  de  los  centros  guitobloss de  los  Fe
obtenidos & partir de la IgAl nativa macromolecular de
los pacientes diabéticos,

Los analisis  de  afinidad  con  Jos  fragmentos
bisagra, indlcaron que en  esta  regison de  la Tghl
acromolecular de los paclientes diabéticos hay, también,
un mayory gradeo de sialllacidn con respecto a la  1gAl
macromolecular de los controles. Sin embarge, ne hubo
diferencias  significativas en  términos del contenide
relative de dcido zialico, ligado en w2-3 Yood-G, a log

~aridos,

D-oldgoes

Estos resultados, eonfirmaron aue la Traceisn de

alta afinidad a jacalina, constituida principalmente por

Fgal macromoleculsr, es mis abundante en los racientes

diabetices gue en log controles., Aszimisme, sefalaron e



Lo Tghl seérice msoromolecular de los pacientes con DMz
estd hipersialilada en o2-6 v tiene un contenido menor
e Fucosa an, @l cerntly guitobiosa e los I -

oligusacaridos.,

Sobre la base de que la hipersialilacién de las

glicoprotelinas séricas impilden su aclaramiento hepatico,

Ja detecolon del estade de hipersialilacidn de la Lyil
de los pacientes diabéticos, nos permite suponer gue la
fraceion de IghAl polimérice contribuye al aumento en los
niveles plasmaiicns e la Tohl Lotal, ety o

probablemente a fallas en su remocion plasmilica.

i



INTRODUCCION

Uno de log grandes retos gque enfrentan lag cliencias

biomédicas contemporéness, es la caracterizacian inttegral

de la Diabetes Mellltus  Cipo 2 (M2,  un  si;drome

plurimetabélico orénico gque afecta a mds de 147 millones
de adultos en edad productiva s escala mundial (King er
ad, 1998), vy oque genera cada dia tasas maz elevadas de
invelidesz y muerte (The DCCT Research Group, 1993; ADA,
1996y Bloomgarden, 1997; Bloomgarden, 1998), En México, la
prevalencla de M2 es una de las mas albaz del mundo
(noveno  lugar; Gonzdlez-Villalpando et al, 1994; King et
ady LRBED y les  dndices  de morbilidad vy mortal sdad,

aspciados  a  las  complicaciones vasculares de 1a P,

solapente son menores gque los de Trinidad v Tokago (ADA,
198Gy 53R, 1997),

La evoluclon clinica de la DMz, se caracteriza por la
aparicion insidiosa de camblos bicoquimicos v metabslicos
que,  hasta  shora, se conocen  solo  parcialmente.  La
elevacidin de la iomunoglobuline A (Igh) serica (Gi1) el
Al lasiy  Ardawl et al, 19947 BEguchi et al, 19%%;
Rpdriguez-3egade et al, 1996), w3 uno de 1oz cambios
Riogquimices ftemprancs de la DMz del gque se conoce iy

poca. En el suero de los pacientes diabéticos, puede haber

aumento  de  Tgh monomérica, Tgh polimérics v compledos
inmunes con Igh (Tricle er a], 1984; Bguahid er g1, 1949%;
Figueredo e al, 19%6; Koschinsky et s, 1997, La
elevacldn  concomitante de la inmunoglobulina Al (ToAl)
sarica, an  auzencls  de  anfeccidn,  es  parte  de  la
anormalidad {(Chmuro er oal, 199%3).

La Tghl humana, es la subclase de JIgh mas abundanbe

B el osuero vy oes una proteina albamente gllcosilada,



constituida por una gama amplia de glicoformas oricginsdas
por la microheterogeneidad de sus O~ ¢ N-glicanos (Matrny
et al, 1998; Allen, 19%99). Mas del 90%, de los N- y losg O-

eligosacaridos de Ja TgAl nonomérica sérica (ublcados en

dog aitlios conservados del Lragmento cristalizable Yoooineo
gitios parcialmente  ocupados  de  la  region bisagra,
regpectivamentea) ealAn totalmenbes galactosilados Y

slalilados (Matty et al, 1998; Tomana er @d, le9g;

Feehally v Allen, 1992). El estado de glicosilacidn de la
Tgal influye en las propledades  inmdhoquimicas de  la
meyléEeila, bt ha demostrado, e 1 mocl L ficacidn

experipental de la  fraceldn oligosacarida de la  Tgal

serica produce la agregacidon de esta moléoula (Iwase et
al, 18893}, Mas ain, la sialilacién de la fracoion glicano
de la TgAl puede influlr el aclaramiento hepatico de la
IgAl sérica. En la nefropatia por Igh, un ouadro rena)

con DMe (Gans e

patoldgico que padecen machos pacientes
aly, 1982 Reinold er al, 19292; orfila er gl L 188G, se
cree gue el grads de sialllacion de la IgAl podria afectar
2l aclaremiente hepdtico de la moléculs (Leung er ad,
1999), En los  pacientes con DM2, diversas proteinas

séricas blenen un aunento sigmificative en su contenide de

acide sidlice (Chen et al, 1996; Deespa ef al, 1
@l al, 20001, Sin embargo, no se sabe oudles son las
diferencias en el perfil  de glisosilacion de la Tghl de
paclientes diebétices con relacion al de las personas
SANAS .

Conslderands, que el incremento en los niveles de 1s

bgAl serica, en Jos pacientes con DM2, puede explicarse

por los camblos  en la fraccidn oligosscarids de  ia

eatudio Fum

irmunoglobul ina, @l obietiveo  de

caracterizar A Lo aligosaciridoes e ). Eramamento

2



cristalizable de la Tglhl sérica de pacientes con una
elevada  concenbracion de esta molécula v que Jmacdaos

Diabetes Mellitus tipo 2.



ANTECEDENTES
Epideminlogia de la Diabetes Mellitus Tipo 2

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2, anbtes identificacda

come diabetes tipo 11 o disbetes no insulinodependiente),
25 un o sindrome plurimetabolico gue afects a wmujeres v
hombres adultos (BLAD, 1995 Midthiell er al, 1895;
Cerveny et al, 1998} King et al, 1998), Casi el 5% de los
adultos de todo el munde son diabéticos (242 millones) v
de estos, més del 30% corresponden a la diabetes Uipo 2

Ve

(Cearveny @ a1y La8i, King ok @l 1

complicaciones producidas pat AN padecimiento
repregentan la cuarta causa de muerte en adultos a2 escala
munclial  (ALAD, 1995 Cerveny et al, 1998).

La prevalencia aotual de la M2, es mayor en palses
Gl embargo, en

desarrvol ladoes que an RINEGRI LR S

log praximos anos se espera gue se lnvierta esta relaclon,
de manera que en el ano 20285, los palses pobres tendran
gue  atender a mas el 7Y de los adultos diabéeticos de
todo el mundo. La prevalencia de la DMz en la poblacion
mexicana @3 una de las mds altas del mundo, ocupands el
noveno lugar, Las proyecclones de la OMS para el afio 2025,

indlcan gue México, Junto con obros paises de América

Latina, del Fste Medio, Africa, Inedizre Voo Asgia,
triplicaran el nimero actusl de diabéticos (Kina et al,
1998) .

Lo DMz, afecta a una gran parte de la poblaclon

pronomicamnente activa (Gonzdales-Villalpando er al, 1994,

By Mexico, esto representza un problema serio de  salud

i

i Ja Encuesta Nacional de Enfermedaces

mablice, ya que s

Cronicas,  en  algunas  poblaciones urbanas el mmero  de

4




diabétivces rebasa el 104 de los adultos mavores de 40
afios. Ademds, las  complicaciones wvaszoulares o©ronicas
asociadas  con la  evolucion natural de  Ja  dialetes,
contrilayen slgnificatlivamente a la fasa de mwortalidad
(37/000,000) que, en Anérica, soclamente ss superada o
Trinddad y Tobago (538, 1997 King et al, 1998).

Eno los palses emergentes es, quizd, en donde con
mayor orudera se percibe el impacto epidemiclégico de laa
complicaciones de  Ja  diabetes, vya gue &ztas Geleran
glevadas tasas de mortalidad v desempleo por invalidesz, RI

de riesgo, tales

control de la exposlcidén a los faoty
CHI la nipertensidn arterial, @), Calracuiasme, el
5 ) ddacd

aleoholisme, la dislipidemia, eto,, reduce la mot
especifica debida a las complicacionss vasculares. Sin
embarge, en un alto porcentale de diabéticos, la reduccion
de los factores de riesgo no pusde evitar totalmente La

aciones (The DUCT Re

sa ol O

aparicion de las complic
1993y ADA, 1996y Biloomg

Por  wllo, los  programas  mundiales  de  investigaclon
; ¥ .

arder, 1897; Bloongarden, 1994,

enfocadaes Al estudio de la patogénesis de la Diahetes
Mellitus Tipo 200y de  sus  complicaciones,  han  sido

de  Importencia fundamgntal para el contro)

conglderados

global de la enfermedad { Ploomgarden, 1%98) .

Agpactos Clinicos Generales de la
Diabetes Mellitus Tipo 2

La o Diabetes Mellitus tipo 20 (DM2), es un sindrome

plorimetabolico que compromete la utilizacion celular oe

carbohidratos, Lipidos Y proteinas, Lo pacientes

alectades por esta enfermedad Clenen grados variables de

reglstencia a la dnsulina vy una  respuesta  hormonal,



compensatoria, inadecuada {Davidson, 1995), Bt
paclientes generalmente no reguieren insulina exdgens hastas
los estadios tardlos de la enfermedad (Cerveny er aly
1998) .

Bl origen de la DM2, se ha wvinculado tanto  con
factores genéticos (Altman vy Todd, 1995; Fulisawa et a1,
1955, Hanson et al, 1995 lwasaki er al, 1995 Matsubara
et al, 1885 come con factores relacionados con el estilo
de wvida., Entre éstos uUltimos, sobresalen la adiposidad
visceral y los niveles bajos de actividad fisica (Fujimoto
el al, 1997 Valencla et al, 1987 Tayvama er al, 1997;
Tsal et al, 1997),

El  signo  metabdlico primario de  1a DMz oesm 1a
hiperglicemia, de la oual se derivan obros sintomas Y
shgnos  tales  como  glucesuria, polivria, polidipsia vy
polifagia, En su 0 patogénesis, agtan dmplicadas s
sulbutllizecion tisular de glucosa, las anormalidades en la
sintesis, liberacidn v acoidn de la insulina v la salida

excesiva de glucosa hepdtica (Murakami vy Shima, 19953,
E : o i

A medida gue la enfermedad progresa, aun en pacient

aparentemente bhien controlades (Cerveny et ajl,

surgen complicaciones wvasculares centrales y periféricas

(retinepatia, nefropatia, vy enfermedad coronaria, entre

relacionados () law

obyas) ., Entre los Fagha
compl icacioneas yooooon el deteriors subvacente del
ordanismo,  se  encuentran la hiperglicemia  (Muralami %
Shima, 1295}, el estade de estrés oxidativo (Olosvk et al,
1284, Abbott er al, 19%5; Pleper s agl, 1995 Salonen ef
al. 1995 Cunningham et al, 19495 Bhoraskar er al, 1997/
Lopes-Virella et al, 1999;), la subutilizacidn tisular de
glucoss (Murakamd v Shima,  1925),  los cambios en  la

actividad de algunas enzimas v la acumulacion de los

6



productos finales de la glicacion avanzada v de moléculas

oxidadas (Soulis-Liparota et al, 199%; Sensi er a Jooolaahy

Durante la evolucion natural de la M2, zdends se
presentan otros cambios  bieguimicos  que tiensn  un
significado patogénico oscuro, Uno de ellos, considerads
un maen predictor de riesgo cardiovascular, es el aumento
en los niveles de acido sidlico plasméatico (Chen er a A
1986 Deepa et al, 18983; Crook et al, 2000). EL otro, es

el aumento en los niveles de la inmunoglobulina A {Tgh)

arica, una glicoproteina que Forma parte del sistema de

defensa del organismo) los pacdentes diabébicos, tiepen

con freguenclia niveles de TgA significativamente ma VTS
que  los de suWetos no diabéticos (G111 et al, 1981;
Redriguezs-fSegade et g1, 19917 Ardawl et al, 1994; Eguchi
et al, 1995),  3in embargo, tante el ori e Cnmo el

gignificado patogénico de esta elevacidn “son metiveo de

controversia desde hace mas de dos décadas.

Relacidon entre la Inmunoglobulina A vy la
Diabetes Mellitus Tipo 2

o ocambio cuantitative observado cominmente an el

suers de los paclentes diabeéticos, es el aumento en la

concentracliodn i la inmunoglobuling A (Tohl), LA

glicoproteina que forma parte del szistema de defensa del
organismo (GiLL et al, 1831 Rodriguez-Segade et g7, 1997;
Ardawl et al, 1994; Eguchi et al, 1995), Hasts ahora se
desconoce ol origen y el significedo patogénico de estas
elevacion, sin embargo, aes  alectads por el grado de
contral glicémico de los pacientes (Ardawl et al, 19%4;
Vazroquez-Moreno et al, 1993) vy es altamente prevalente en

log pacientes que han sicdo tratados con hipoglucemisntas

9



orales durante 10 o mas  afios {Rodriguez-3egade @r al,
1926, en  los diab&ticos gue inician  su padacimiento
después de los 65 abos de edad v en los gue va tienen
complicaciones vasculares (Cheta e al, 1982; Rodriguez-
dedgacde et oal, 19896}, Estos ultimos, frecusntemente +ienen
una amportante elevacion de compleijos inmunes con Tgh v de
autovanticuerpos lgh aparentemente asociados con el dafio
vascular (Triolo et al, 1984; Triolo et al, 1987; Eguchi
el al, 1935y Figueredo et al, 19%6; Koschineky er al,
Laa7) .,

Por o obtro lado, los procesos infecoiosos Farecan no

sy el estimulo  primarico para  la  elevacidn  en  la

concentracion serica de la Tgh, va que el fendmeno se

presenta  sin antecedentes clinicos de  infecciones Yo

aderas, la concentracidn de las fnmunoglobulings G Yy M

(lgG e TgM} suele ser normal (GL1l et g, 1% Vamgues-
Moreno et al, 199%). La edad v el sexo Lampoon parecen
estar dnvolucrados en la elevacion de la YgA {GLLL ar o al,
1B81), pero en algunos estudics los hombres han mostrado
una concepbracion de IgR mayor gue las mujeres (Rodriguen-
segade e al, 199a),

Be comin observar niveles elevados de anticuerpos Lo

contra  protelnas  de  chogue, térmico oy robteinas

medd £ cads

(Figuarado et al, 199G6; Roschinsky st al,
Le97) en Jos pacientes que yva tienen complicacionss., Hasta

aliora, no se ha determinadso la contribuctan cuantitativa

de ninguna de estas moléculas a la Tgh sérica total, =in

embargo, la abundancia de complejos immunes con Lgh oy e

moléculas  de  Igh o oon especificidad  hacis Comlie s
finales de glicacion avanzada en diabéricos complicados
(Triolo er al, 1934 Triclo er al, 1987; Boguohl er al,

1995;  Figueredo et a), 199¢; Kogschinsky et al,

8



apoyarian la hipdtesis de que existe una relacion entre el
aumento  de  la  TgA  sérica v la  paltogénesis ode  las
complicacionss vasculares,

Por otroe lade, los resultados reclentes obtenidos por
Varguez-Moreno y  colaboradores (Varquez-Morens et al,

1RRR), dndican gue Ja copcentracidn de IghA sérice Camnbian

atimenta  en  los  pacientes diabétices controlados,  en

gquienes no hay manifestaciones olinicas de complicaciones

vasculares, Al comparar un  grupe  de 23 pacientes
diabéticos no complicados v metabdlicamente controlasdos
themaglobina glicada < 10%) con un grups correspondients
de 23 controles sanos de la misma edad v sexo, solamente
et el grupo de diabéticos correlacionaron positivamente
log nivelds de IgA con el porcentaje  de  hemoglobina
glicada (p=0, 57, 0, 0001, suglriendo asl  gue el
incremento en la IgA es seoundario al nivel de econptrol

ARG un ainento

glicemlco. Ademis, los pagientes mos
significative de Tgh sérica (p < 0,0001) con raspecto a
log controles., Estos resultados, conducen a la suposicion
de  que el aumento de  Jgh  seérica  podria ser  uns
congeciencia  temprana  del  impacto  metabdlico  de  la
cliabetes,

Hastea ahora, no hay reportes gue sugieran que el
candxio  cuantitative de  TgA  sérica de  los pacientes
diabeticos es orlginado por el auments en la tasa de

)

sintesis de la molécula o por la proleongacion de su vidas
meciia,

Eno el suero de los paclientes diabéticos, se han
identificado formas modificadas de las inmunoglobulinas G
¥ MotDanze et al, 1987 Hammes er al, 19890 Menini st al,
1923), derivadas de su glicacldn espenténea. 1) arigen e

ggle Fenimens radica en la hiperglicemia, intermitente o

9



permanente, gue  sufren  los  pacientes  diabéticos .  La

hiperglicemia promueve la glicacién sEpontanes tanto de
provelinas séricas como  tisulares  (Meninl aer ady, 1RY3;
Salmela et al, 1999 Sensl er al, 1995; Souliz-Liparota er
al, 14995), Por ello, podriz esperarse el aumento en  la
concentracion  de  Igh  glicada en el suero de  los
dlabéticos. Pero Jos niveles de Igt e IgM suelen ser
normales en los pacientes diabéticos (Gill ar aj, 1L9E1;
Vazques~-Moreno et al, 1989), lo  que suglere  oue  la

glicacidn de ambas moléculas ne afecta la concentracion

sérice de este tipo de proteinas vy, en COnsecuancla,
Campoco afectaria los niveles de TgA.

Experimentalmante, no se han demostrade cambios en la
vida wedia de la Igh sérica de ratas diabéticas inducmidas
con o estreptozocina (Milley et al, 1988) y tampoco se ha

estudiade o) impacto de  lasz  alteracicones AN HE

concentracion de minerales v de la respuesta prollferat
de loz linfooltos (Mlexlewlicz er al, 1997) sobre la tass
de produceldn v la estructura molecular de la g,

AL aumento de la lgh sérica contrilbuyen las formas
mononericas de la proteina, los complejos inmunes de Tan
(Triole et al, 1984 Eguchi et al, 1995%) v las formas
poliméricas de la protelna (Triolo et z], 1984), R riguna
de estas woléoulas ha sido caracterizeda estructuralmentes
Yo por o le tanto, no se sabe si el cambio de concentracian
de Tgh es concomitante a camblos en =y estructura.

La  subolase  TgAl, contribuye importantemente al
inerements de la IgA sérica fotal de lo= pacientes oon
Diabetes Mellitus tipo 2 (Ohwuro e al, 19930, Jsta
glicoproteinae es Ja subclase de IgA mas abundante en s)

ER M)

suero  humans Y sw participacién  inmuneld

directamente yelacionada con la integridad estructural de

10



L lonar

la merléouda, IMEANE: que le  permite inter
apropiadamente GG, receptores caelllares altamente
especificos (Woof vy Anin, 1993; Field er a2, 1%994; Mattu
et al, 1998). De ahi la importancia de caracterizar, en

principio, oualguier modificacion de la IgA.

Eatructura y Funcidn Normal de la
Inmunoglobulina Al {Ighl)

La Immunoglobulinage A (LghA)l, ez wuna de las  cinco
clases de protelnas gue constituyen, en el hombre, la base
de  la defensa  inmuneldgica contra una  amplia gama e
microorganismos, partionlas inhaladas, &N s
alimentarios, etc. Bsta glicoproteina, es el principal

ol

anticuerpo  de  lay  secreciones mucosas v osu 0 G
biosintesis diaria  supera a la  del resto de lag
inmunogliobulinas, La Igh producids en la médula dHuea ea,
@n  su mayorla, monomérica, en tanto gue la de  origen

micoss es principalmente polimérica.

La Tgh dnteractia con receptores especificos (T )

ubicades  en  granulocitos, nmonocltos v macrdfagos, qLie
pueden  mediar procesos tales como  la fagocitosis, la
generacidn de superdxido, la liberacién de enzimas, yoom]
aclaramiento de compledos inmunes. Las moléculas de Ty
carecen del sitio de unidn Clg y por ello no acrivan la
via del cooplemente oldsico. La activacion de la ruta
alterna del complemento poy TogA contimia siends un tema
313 ) .

La inmunoglobuling Al (IgAl), es una de las dos

controversial (Mattu et al,

subolases de IghA  sinterizadss en el orgahismo., La  Jghl
producida en  la  médula  Oses, ez una glicoproteina

predominantemente monomérdca constituida por  cuatro

I



cadenas polipeptidicas (Mattu et al, 19981, dos cadenas

LY e 20

pesadas "W de 56 kDa, v dos cadenas 1lige

kla unddas wInka erlaces clisul furo, Las caclenas
F B

polipeptidicas “HY el dn glicosiladas B} 2itios

dificos, presentando N- oy O-ollgosscéridos (Fligura 1),

Bl segmento de las cadenas “HY, que sirve para unir & lag

dos cadenas pesadas, recibe el nombre de regidn bisagra.
La digestion enzimatice de la IgAl monomérica, a la altura
de la regldn bisagra, genera un fragmento cristalizable
(Fo) vy dos fragmentos Fab (Figura 2).

La  Duneldn optima e la  TgAl,  dependes de  la
conformaclon de la protelns, ogue a su ver, depends tanto
de  la  compogicidén oy secuencia de  amincacidos de  las
regiones constantes (conservadas) como de la integridad de
los oligosacéridos ligados a ellas (Woof v Amin, 1993,

Con  la  excepclén de los  receptores Fy o ode neutrofilos

(Mattu et gl, 1993), los sistemas de recaplores ubi

en otras células (las hepdticas por edemplo) reguieren de
) : Jeny 3

la  presencia de los oligosacaridos de la  Ighl  paras
interactuar eficazmente con la proteina  (Woof v Amin,
1993},

La Igil, contiene una seclans rica en prolina en la

reglion bisagra, En esta secuencia hay nueve sitios de

l'] Iy}

glicosilacidén  potenciales. Los  O-oligosscaridos  es
localizados principalmente en la regldn bisagra, en los
aminodcidos Thr™™, ser™ vy Ser™; los residuos The™ oy
The*™  estan parcialmente ocupados (Mattu et al, 1998;
Figura 2). Diverscs estudios de precipitacion de la Tgal

con la lectina  dacalina, han  denostrado que  los  O-

oligosacdridos (Ser™ y/o Ser™ | de la regison bisagra de
la TgAl son los responsables de la interaccidn entre las
dog mwoléonlas (Skea et al, 1988),

12
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Fab

Fa

Figura 1, PRepresentacidn esquemdtica de la  IgAl humana
monomarica, constituelda por dos  cadenas polipeptidicas
pegsadas () vy dos cadenas ligeras (L), Las cadenas M YL,
a 85U wvez, presentan dominios constantes (C) vy dominios
variables (V). Los sitios de glicosilacién conszervados se
localizan en la regidn bisagra v enh el segmento Fo. Clhoo
gitios ocupados con O-oligosacdridos se localizan en la
reglion hisagrs v dos N-oligosacdridos en el Fo (Asn 263 Y
Asn 459)

Fuentet: Mattu et al, 1998,
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Figura 2, Representacidon de la digestion enzimalics de la

TgAl monomérica humana. La proteasa de lghl, de Neisserie

goharrhoess,  sapara  al  fragmento Fo del resto de la

malécula, Rl Fo gueds asi con los dos dominios constantes
Meglicosilados vy un sitio de O-glicosilaclon potencial.

Fuente: Modifleada de Mattu et al, 1998,
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Figura 3, ILstructure de la regldn bkisagra de la 1Al
hamana, Cinco aminodcldos (sefalados con flecha v cireulo
ablerte), westén ocupados con O-glicanos, Bxisten ademas
cuatre s2itios potenciales de O-glicosilacion.

Foente: Modificado de Feehally, 1999 y Allen, 1999,
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Entre los Q-oligosacaéridos de a Ighl sérica, se
encuentran di, tri o tetrasacaridos (Figura 4; Tomana et
al, 1999), pIFE:) presencia del necantigena N-
acetilgalactosamina (GalNAg) en la Tahl sérica normal es
controversial (Allen, 18997 Mattu er al, 1998; Tomana ef
aly 12¥9), El repertorlo limitade de estructuras o-
glicanns de la ITygAl sérica, comparado con el de la Togh de
las secreciones, indica oue el procesamiento de los O-
oligosaciridos es especifico para cada tedido vy refleds

los diferentes ambientes en los ouales ge regquiere  la

moléoiilas,

uncidn de estas

En las cadenas M, los sitios N-glicosilados son la

Asn™™ oy Ben'; ambos  residuos estan ubicados en el  Fe
(Figura 5). Se ha demostrade que, en la TagAl humana, la
ocupaclon de estos resideos es variable, Mas del 85% de
Los W-oligosacaridos son biantenarios compledos, oon una
fucosa en el centro guitobicsa, una N-acetilglucosaming
bigectaria, o ambas (Figura 6). Aproximadamente 208 de los

M-glicanos biantenarios porresponden A estructuras

bigectarias, Poco mas del 13% de los Weglicanos  son
b et oal,

16894) . Mas  del  95%  de  los  NWeoligosacaridos  estan

estructuras tri, o tetraantenarias (Figura 7; Ile

Lotalmente galactosilados v mds del 98% estan sialilados.
Los  Neglicanos mono vy disialilados contienen solamente
acidos sialicos &1 enlace -6, mientras  que los
trisialilados contienen un dcido sialico en g2-6 vy dos
acidos siddicos en gd-3 Mattu er al, 1R98) . Entre los N-
glicanos hiantenarios, las estructuras moncaialiladas son
relativamente mas  abundantes, lo que sugiers gque la
slallltransferasa siallla preferentemente un braze de los

glicanos blantenarios.

14



1) -0- GalNAg

23 - GalNAcC - 52, 6 NeuNAe

Taa
—

-(- GalNAe - g1, 3-Gal

-0- GalNAc - g1, 3-Gal-y 2, 3-NeoNA¢

5) -0- GalNAe - g1, 3- Gal 2,3~ NeuNAe

|

o, 6 - NeulNAc

Figura 4. Estructura de leos O-oligosachridos de la region
bisagra de la TgAl. La presencia del necantigens Gallic es
controversial,

Fuente: Modificedo de Feehally, 1299 v Tomana er al, 1999,
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NeuNAc2-6Galp1-4GleNAep 1-2Mang -6 Fugy 1

H
anj b-4GleNAcy 1-4GIieNAc

NeuNAc2-6Gal31-4GleNAep 1-2Many | f \

Asndly

Figura 5. Los N-oligosaciéridos blantenarios estin ligados a las
Asn-263 vy Asn-452 del Fo de la Ighl., Son relativamente mas
albndantes las estructuras monosialiladasz.

Fuante: Mattu et al, 1998,



A)
Furﬁuj

NeuNAey2-6Galp 1-AGIeNAcp1-2Mang | —6\ |
6
Manjy1-4CleNAcy 1-4GleNAc

NeuNAcy 2-60alp 1-4GIeNAGE 1-2Mang 13

B)
GleNAc 1
Fucy 1

NeuNAcq2-6Galp 1 -4GIcNAep1-2Mang | -e_a'\ |
4 6
Manp1-4GleNAcg 1-4GIcNAc

NeuNAcy2-6Galp1-4GleNAc 1 -2Mangy1-3

Figura 6. El 85% de los N-oligosacdridos de la Ighl bhumana
gon Biantenarios complejos con una fucosa en el cenbro
quitioblosa (A), de los ouales aproximadamente el 20% gon
blantenarios Petaty Ui M-acetilglucosamins {GLelAc)
bisectaria (B), Mas del 90% de los N-pligosacaridos de la
TgAl estén totalmente galactosiladeos v sialilados. Estas
estructuras se locallzan en ) Fo.

Disefado a partir de Mattu er al, 1997,
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A)

Fuce 1
NeuNAcy2-0Galg -4 GleNAcy1-2Mang 1 -6 |
B
NeuNA¢y2-0Galp1-4GleNAep -4 Manp1-4GleNAcy 1-4GleN Ac
M Ay 1-3

NeuNAcy2-6Gal1-4GleNAcp 1-2

B)

NeuNAcy2-6Galp1-4GIcNAep -0 ~

Mang 1-6 Fucixl
NeuNAey2-6Galp 1-4GleNAcp1-2 - |

G
Manp1-4GleNAcy 1-4GleNAe

\Mnnq 1-3 /

NeuNAcy2-6Galy1-4GIcNAcg -2

NeuNAcy2-6Gall-4GlcNAcp -4

Figura 7. Aproximacdamente ] 138 de los Ne-glicanos F00
] ! . I}

astructiuras triantenarias del Lipo repres

antadoe en (R) vy
Letrasntenarias (L), BEslos oligosacaridos aglan
lovalizacdos Dundamentalmente en el Fab.

Fuente: Mattu er g1, 19938,



En la TgAl solamente se detectan pegqueias cantidades

(=0, 1%)  de  estructiuras  oligomancosa, Las casi  totales
galactosilacién y silalilacién de log Wesligoseciridos da
la Ighl, parecen ser una consecuencia de Jla estructura
primaria y del patrén de enlaces disulfure de la Tghl que
determinan gue los sitios conservados de glicosilacion, en

& totalmenbe accesibles a la acolion

@l segmanto Ced, esth
de las glucosiltransferasas (Mattu er al, 1998),

En los Fab(s) bhay ftanto N- come O-oligosacdridos
{(Mattu  er  al, 1298) .  En  este  caso, log  sitiecs  de
glicosilacidn no son conservados vy parecen responder a

fendmenos de indvesidn antigénica, Los Ne-glicanos del Fab

eatédn mhas silalllados que los de la reglon Vo, Agul se
encuentran, ademas, la mayoria de los Neoligosacdridos
triantenarios.

Minalmanle, ) Toghl pedes forma estructuras

polimericas:  los polimeros de Ighl pueden tener de 2.8
monémeres vy o conbiribuyen a la heterogeneidad en el perfil

de glicosilacion de la IgAl sérica pativa (Figura #).
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Dimeros vy
Crimeros

Mondmeros

oresis naliva. La

Figura B, PFolimeros de Ighl en electrof

a0 mondmeros origina los polimeros de

asociacion de

cerogenidad generada por los

TgAl que conlribuyen a la he

mondmeros de la inmonoglobulina,

FMuente: Hiki et al, 1996,
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El Aumento de la IgAl Puede SBer Consecuencia e
Cambias en los Oligosacaridos de la Proteina

aridos del Fo, no se requieren para la

Livs N-olige
interaccidn de la IgAl con sus receptores en neutrdfilos
(Mattu et al, 1998) . 8in embargo,  cuands existen
meodiflcaciones en los N-  u O-oligosacéridos de la

£

proveina, se altera la inbteraccidn entre la Ighl v los

sistemas de receptores encargados de remover a la proteina

del torrente circulatorio (Leung e+ al, 1999), Sa i

demostrads que, normalmente, los receptores encargados oel
aclaramiento de la IghAl polimérica regponden a cambios en
la estructura de sus oligosacdrides; tanto el recaeptor
hepatico, encargade del) aclarsmiento de la Igh monomérica,
como el receptor de la Igh polimérics, remueven del plasma
a las T cle Tgh degialiladas, Adembs, los
oligosacaridos influyen en la secrecitn de la 1ghl, en su
conformacicn vy s solubllidad, v participan en  la
polinerizacion de la proteina (Woof y Amin, 1993,

Por otro lado, se sebe que los proceses bloguimicos
involucrados en la glicosilacion de las glicoproteinas son
4

intracelulares (Rademacher et al, 1968). Se requieren

'.‘.'% [

fuertemante  alectados por las  condiciobes  melalbd)licas

concentraciones optimas de cada une de loz precursores, de
las enzimas y de otros compuestos para gue la sihtesis de
N~y O-oligosacaridos se lleve a gabo apropladamente. Por
Lo tanbto, cvando  existe una  disregulacion metabdlica

importante pueden desencadenarse cambios draméticos en la

"

estCructura de la fracciion glicano de las glicoproteinas.
B Lal caso se emnlentran, la artritis reumatolde (Field
et al, 1924; Gornik et al, 1999} v &l sindrome de Henooh-

shinleln (Sawlshury, 1997), dos enfermedades en las que Se
b
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han detactado calhlyios =) la estrucltara il los
eligosacaridos de la IgG e Igh, respectivamente,

En el caso de la Diabeltes Mellitus tipo 2 {(IM2), ia
informacion disponible hasts el  momento indlca gque los
cambics en la congentracion  de la IaAl  no estdn
relacionados con un evenlto antigénico especifico, YTampoco

hay evidencias de que el aumento en los niveles de la Tgal

sea oviginade por el aumento en la tass de sintesis de la
moléotla. En ocontraparte, la coexistencia de nefropatia
por  IgA (un cuadro patoldgico  renal  oen el gue  hay
alteracicnes en los oligosacaridos de la IgAl) v DM2 en un
munero dmportante de paclentes (Reinold et al, 1992 Gans
et al, 1982y ¢ Fokubo er al, 1999 Orfila et al, 1988
Feehally v Allen, 1999 Hiki er ad, 1299) v el aumento an
los niveles de dcido gidlico plasmdtico (Chen et al, 19946;
Deepa et al, 18998y Crook et al, 2000} podrian ser

pyvidenoias e la exlatencia da Caminlos @1l Lo

oligosacaridos  de  Ja  IgAl  sérica de  los  pacientes
diabéticos.

Con lase en los anterlores argumentos, este trabajo
1

leado  oon el objetive de carvacterizar a  los

Fue  real
oligeosacdridos del Fo de la IgAl sérice de pacienbes con

e con IgAl sérica elevada,



METODOLOGTA

Buiatos

Se cuantilficaron los niveles de IgAl en las muestras

gericas obtenidas de 23 cdentaes con Diabebes Mellitus

Lipo 2 {hmazy . Las pacientes, fueron selecclonados

aleatoriapente entre unl gropo nmercso de personss  gque

aslsten a las clinicas externas de diabebtes del JTnstitulo
Maxicane del Ssguro Social vy de la Clindcs LaSalle de

ooode IMe,  fue

d

Hermosillo, Sonora, México, Bl diagndstico
i¢

yocon Jos orite

redd laado de aoue rios recomendados por el

Comité de Expertos en el Dlagndstico y Clasificacion de la

pliitus (The report of the 1995 Bwpert CommitGes

ialbe

asslfication of Diabetes Mellicus,

momento  de reallzar el estudio, el grups  de

con DM2 tenis 41 afos de residens promecdio sn

Hermosilio, Pa de 59410 afos oy oun tilemmo mec
3 :

I

evolueian del padecimiento de 5.3 afos. Enooun studio

tenlan un

previo, se hablae demostrado que estos pacient
nivel elevado de Igh sérica (Vamguer Morebo et al, 1299,

El grupo conbtrol, fue integracdo con 23 TECITAS Sanas del
A1 y

mizno sexo vy edad que las del grupo de pacientes, vy de la

mimma  zons  geografics. Bu huen ey o wde  salud fue

conlirmads por medie de wn examern olinlco minuvoioss yvouna

de tolerancis a la glucosa (TGO}, on la gque 58 les

o LG G

proporgiond una cargs oral de 7% de glucosa el YLD, S

cottglderd gue la TGO era normal, ovando la  oonoentracon
]

dle ol aen sérica fue menor de 7.8 mM/L & las 2 0b de haber

soa de glucosa (The report of Che

slcdo suministrada la

PRRL Bepert Committes on the Diaghosis and Classification

954

-



of Diabebes Mellitus, 1997,
L purificacidn de ls Ighl, fue realizada ocon el

guers de sels paclentes y ouabro controles seleccionados

aleatoriamente entre el grupo inioial de 46 personas. Los
gals  paclentes  estuvieron oon tratamlento  basads  en

Bipoglizemiantes orales v sin infecolion durante, al menos
RANEN ¥

dos meses anteos del esbudio,

) amalisls pabadistico i Lo resultados

cuantitatives ae realizd con el programa MOSS60 version

6.0 Bl sionificads de las diferencias de medianas entre

Pas musstras de un mismo grupe vy entrs grupos fue estimado

ol la pruaeba de rangos de Rruskal-Wallis de una via,
I ¥

Cuantificacidén de Ighl Séricos

La cuantificecidn de la Ighl sérica se realizd en

46 swletos del grupo original, wibllizands para ello

mabodos . La o Tohl o total  fue enanbi BOOo0n BN ensavo
§ b

inmuneenzimatico Ligade a ensima (BLUSA, por sus siglas en

!

hacla la 9:

1lina  (Fogue-

inglday oy, La IgRhl ocon afinid

fae cdantificads con un

Barveira vy Cawmpos MNeto, 1955

dna dnmovilizadas en

Teotinoinmuboensayn sands a  la 1

stireng (Cullina v Greally, 1993,

o 1de
Reducaelidn v Alguilacién de las Proteinas Sérices

Antes de determinay Jla concenbracidn de la Tghl, las

Fheas fueron reducidan (Meremans, 19740 con

D044 Moen Tris-HCL 0,0 M, pH 8.6 durante 2 N

a Lemperaturs amblente vy alguiladas corn lodacetamida 0,048

Moen Tris-HOL 006 M, ph 8.6, La mezola, fue ingubada por

12 Midler er oalf, 1984) a4 temperatura smbilente,
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Enzayo Inmuncenzimdtico Ligado a Enzima para la

Cuantificacidn de la IgAl Total

Bumarno, en dilucion de 17200 en carbonato de

soclo 5O oM, pHo 9.6, fue inmovilizado  en placas  de

reno (Blgma,  Chemical  Co, St, Louls, MO,  USA

conoalbvmina e

cdurante 12 boa 490, La placa fue bloguasds

muera ovino al 1% oy Tween 20 al GL05%%, en NaClL 0.15% M,

Pris-WCl 0,065 M (TRS), pH 7.2 durante 3 1. Bl antisusro

primascio anti-lghl humana, desarrellads en borrego  (The
Binading Sive, Ino,, CA, USA), fus incubado en dilusion
AL, 000 durante 1.5 b8 temperatura  ambiente Faara

Sandario

A me o wprilied el antisuero s

revelar su Inbersoc

con bioting (The Binding Site, Inco.,

anti-1at mar
EA)Y  en ollecion 172,000 en  TRS,  durante  1.% b &
Demparatilra  amblanta, La  reacoldn  fue  revelads oon

eroda e

avidina-perosidases, en dilucion 171,000, en pr

ey betrametilbanciding ooms susbres

i

lela 450, BioRad, ¢4, USA).

a An0 i (Microplate Reacar, Mo

La ourva esténdar, de 0036 a 48 py/ml, fue preparada con
gk comerelal  con ouna o concenbracién  de 2.3 mg/nb

flmmunoResearch Jackson, West Grove, Pentsylvania) .
Cuantifivacidn de la TgAl Sérica con Afinidad a Jacalina

La Jacaling Fue inmovilizada 5 una oconcenbracion e
HOoug/miL e selucddn de carbonato, pH 9.6, durante 12 b s
Ao {oulling vy Greally, 1993 v la place fue blogusads con
albiming de suero bhoving al 20 al 0,055 en oen

Macl Q0L M, Tris-HCL 0,05 T2 durante 3 0h oa

ol LA fusron

vemperatidre  amblente. Las
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incubadas durante 1.5 B oy la dnteraccidn Jacalina-lgil

serhoa Tue revelada con un antisuero anti-JTghl humana (The

Byooah

Bincding &ite, Inc., , Ch, U3A}, Jor e borran

dilueidn 171000 durante 1.% b, Bl antisuero secundario
I, Ol

asg, fue dpcubado  en dilucion 1/7M000 durante 1.5 hoa

anlii=-Tald marcado con blotina (The Binding Site,

Cemperatura ambiente, La e fue  revelada oon

avidina-perodidass, en Jdilucidn 171,000, en presencia de

cametl lhenciading como sustraro

parsdids de hidedgeno vy teld

acla e D36 a8 g6

A oaS0 nm. La o curva ast

MgsmLocon Tgh o comed che dL 3 meg/nl (DawanoResearoh

Jackson, West Grove, Fennsylvania), bLas nuestras de suero

de los pacientes vy de onas sanas DMaeroh ensavadas

a ouna dilocidén de /7200 por duplicads v los estandares oor
. . 3 !‘

Purificacion de la Irmunoglobulina Al {Igal)

La o purificacidn de  la  Tghl sérica se realizd, a

Camparatuga ambad erntbe, wtd lizande Lire melodos

cromatogralicos en  secuencla.  Primero, se  alsls s

Cracoion de drnmunoglobulines totales por cromatogralia de

altamente A Siladay ., L

Midrofobicidand (Sefaross 0,

LaAo Tus  adslads a0 partiy de las  inmuneglobulinass

con Agarosa-anti-laA oy, finalmente, la Ioghl fue

Jaoa partir de Ja FoA, usando Agarvosa-dacalina,

Alglamiento de las Inmunoglobulinas Bérica Totales

EL alslamiente de laz  inmunoglobalinas

Cotales, se realisd ubilizando como fase wes

Una matriz hideofobhice: Refarcosa-oB altamente
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(Vazquer-Moreno et oal, 199%2), gue Tus sintebizada g

partiy de 4¥g del gel de Sefarosa-6B CL deshidratado

il

i S ; Fil 7 m ir

Bicl

{(Fharmaoia o, Uppeala,  Sweden) ., B]

lvamente con A7 ml ode etanol oal @

yood7T o oml e plridina,  Posterliormente  fue

a una solucidn de 31 ml o de anhidricdo acétion
Yoo la  suspensidn fue  agitadas por  1200h s velooidad

moderads ¥y a Cemperatura amblente, Bl gel asl acebilado,

fue lavado con 94 mL de etanol seguido por 47 wml de

ado acético al 10% oy 650 ml de agua v empacado, an oun

stema de dada presidn a una velocidad de flujo de 0,5

mb/min, en una columna para cromabogrsefis de 2.% x 10 om

yoegquilibrado con B ovoldmenes de uns soluclén e

o M, pH ToE. BL ovolumen de la cama cromatografi
el ogel ya equilibrado fue e 10 ml,.,

B oaplicaron 2 owlo (67-7% mg de probeinas por ml) de

R s

suero humano (problems o control) a la fa chonaria,

a una velowidad de flodo de 0.9 mL/min, Lag probeinss no

adsorbidas & la matriz vy las unidas  inespecd Filoamante

foeron eliminadas lavando la colunns con la misma solueion

diwgullibrio (NagB0, 0.5 M, phl 7.6) v las provelnas unidazs

setentemante an un o s5olo

eapect Hlosmente fueron el CANYIE

paso con PRIOZ0 mM, pl 7.2, Las probeinss remanentes se
Piberaron de la mabriz con uns solucion de guanidina-Hel 6
My oopHo o6 BL o sislamlento de las inmunoglobulinas fue
EmeEn e 280 mmooy o la

by
mirada A BH95% 0 nm opor o el método de

octrolfolbomély]

mon Lo rescdo

da protelns de Jas fracciones de Lave

waando  damunoglobulinas s Mumarias  oomo

dares (Bradford, 1276) v por dreunodi Fusién

wsands placas precalibradas pava 1go,

P e Dol (The Binding Site, Ino., CA, USH),
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'

Aislamiento de la JTgA Bérica

fue

Bl adislamdents de la  inmunoglobulina A gdrd

reallzade  con una matrir  Agaroga-anti-loh, e e
preparada [l ] SR olia ], ol (Agarosa) act iwvaddo a2y
divinilisullfona (Kem-En-Teo,, Copelhagen, Denmark) . Lo
Agparosa activada IRATE Lavada CT ALA deionl zada,
vesuspendida en una sclucidn de carbonato de sodio 0,3 M,

cfe

anti-lof bumana de 22 mg/nl (The Binding Site, Ino., A,

P G e dneubada por 140 o oon 2wl de owna soluoidn

WEAY en presencia de polietilenglicel al 6% (Lihme et al,

Lagay o Bl excese de grupos activos fue lalogue O LA

Lom e etanolamiba 002 M, pH 9, durante & hor

fue smpacado en un sigtema

Bl awl  (Bgaros:

de bata presiom s uns velooidad de Fludo de 005 mL/min en

Una columba pare oromatografia de Dox o4 oom'y egullib.

corn B ovolumenes de o una 50) O ode PRI, pH 7020 Bl volumen

de la cama cromatogrifica oon el gel vae sgquilibrade fus de

.

S apldcaron @ st o 13 mg ¢l

Lobulinas  =séard dlalils contra PR, pRo 7.7

IRRFIARDETsEs

fvaluman total promedlo mld e ana velowidad Fluda oe

Do omi Al L Inmunoglobulinas ne adsorbicdas 4 la matrisz

Yoo las unldas ol Dicamente fueron eliminsdas  lavando

La columna con la misma socluclon de egquiliboio (PR3, pB

v las oA unidas  especificamente  fueron eluidas

suentemente  en un o solo paso con una solucion  de

"

da, pHo 3.6, Se oolec

1o fracoliones de 1.5 mb

Gyl M, pH 8.0, La

& i

aqube fuaron nevbrallsadas con Triama base
cda 1a Ty fpe moniitoreada

sobrofotométricamente o 280 nm oy la concentracion de
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proteina de de lavado oy elucion fus

ches b e nmopor el método de Bradford, usando I o1

serlca humana como proteins estandar  (Bradford, 1976 Y

por dnmunodi fusian radial vsando placas precalib

bgA (The Binding Site, Ino,, OA, Uss).
Purificacion de la IgAl Sérios

La  purificacion de  la  dnmunoglobulina AL (Fghl)

SLovaria

serica, e realizada wtilizands como fase  est
una matriz de Agarosa-dfacalina (Aucunburier er s, 1998;
Shea en agl, 1988 Bilawengs et al, 198%; Hortin o Trimple,

5

200 HIkL et oal, 1B96; Do oy Lee, 1998 Jwase et al,

19931, que  Tus  preparada de  acuerds  al wrocedimiento

paka el acoplamiento de la anti-Igh (Libme ap

BEG),  pero  dbtilizands  polietilenglionl sl p0s

(Vizguer-Moreno s

Geoacoplaron 50 mg o de la

protelna (Sigma, Cheploal Co, 50, Louls, MO, UsA) a2 i

del gel de Agarosa (Kem-En-Teo,, Denmark), obteniendose

BEl una astacionaria oe 2 mb.,

BLogel, fue empacads snoun sistema de bada presion a

Lrea W

cidad de flado de 005 mLmin oen una colaune [3é

ung soluclon de fosfatos saline (PES), pi 7.2,

dializada contra PRI,

Beoaplicaron @ omg de lgA séri

pdo 72, e une velocidad de fludo de O0% wl/min. La ToA no

adgorbida a la matriz v la unida e ficamente, fuaron

aliminsdas  lavands la columna con La misma  solueilon

gopddl librio (PR3, Lo Tohl unida especificanente

e wluitds zubsec et uUn gradiaente decreciente

dizcontinue, oon galactoss 0,025 M oen PRE, BT marns

a alfinidad & la

elulr  a  la  fraccion de fgRl o ode e

3



Jacalinay galaoty Dol oMo oen PEE, pM 7.2 para sludr oa la

fraceion de afinidad intermedia a la Jacalins Yoper Ultinn

-

galactosa 0.8 M oen PR3, pHd 7.2 para eluir a la fracocidn de

gl de alta afinidad a la Jacalina (Hiki er al, 1999) . La
proteing remanehte fue eloida con una solucidn de Glicina

AUomM, pH 3.6, La purificacidn de la IgAl fue monitoreads

eapectrofotométricanants 4 ey la concentracion de
provelna  de las fracclones  de lavado v elucidn fue
determinada a 595 nm por el método de Bradford, usando

TgAl  sérica  humans  como  proteina  estandar (Bradford,

LaTE), SRR drmunedl fugion radial usando prlsoas
precal lbradas para Igh (The Binding Site Inc., Ch, USA) %

FELISA,

Cuantificacidén de Proteinas vy Determinacion

de la Pureza de la Tgal

g cuantificacidn de proteinas en cada una de las

de alslaniente vy purificacidn se realizé por el

métads  de Bracdfood  (1974),  utilizandes inmunoglobulinas

'y

totales ¢ inmunoglobulinas A y AL comerciales (The Bdnaing

Bite, Tno., Ch, UBA) como proteinas estandares, La [ty e

Drmenodl Fusién
e wlE-PAGE al L2.05% (Lasumli, 1970,

de la fraccion de lghl fue debtsrminacda

ractial  (Goers, 1H93)

slechrofioreslis  an e polliascrilamida en condiciones

natlvas elactrobtransferencia e inpunodatecolién utllizands

anti-Tghl  humana vy anti-Igd  humana,  come  antizveros

primarios (The Binding Site, Ino., USA).



Obtencidn de los Fragmentos

Cristalizables de la lgal

Pigestidn Enzimatica de la IgAl Nativa

Los fragmentos cristalizables (Fol, fueron obtenidos
a parvir de la digestidn enzimdtics de Ja TgAl nativa.

Fara ello, 0.5 mg de TgAl pura fueron anclicdos e ]

M e una solucidn de Tris-HOl 50 nM, EOTA D omM, Nacl 0.1

me, o pl S, e dncubados  con o la o proteasa de Igh de

(Kilian et al, 19%26) en una relacion

Melsseris gonorvhonsae
cea L/250 enzima~sustrabo durante 16 hoa 37°C {Boehringer &

Mannheim, Germany)

Purificacién de los Fo de la Igal

el ole

A idn de la Lokl oon ia

Los oo Dueron purificadas, @ partiy de la mes

oodon ohtenicda cle La i

Prote: de Nelsserla gonorrhosase (Mattu er ad, 18R, poy

cromatogralia  de filtracion  en  gel, Para  ollo, G

SWACDOG-XL (7.8 % 300 mm)

ubilizaron dos oolumnas

an  secuehclia a un slstems para oromastograflia

Aol

Piopidda de alta presion (Supeloo, P&, USAYY v egquilibradas

corouna soelucion de fosfato de sodio 000 M, Wall 0,150 M,

Ya cromatogralia se realizd s temperatura ambiente a una
velocidad de  fludje  de  0.25%  mL/win, oy mond toren
pemanents a 280y 220 nhm. La pureza de los fragmantos

coolt BN -RPAGE Al 12, 5By,

fue confirmada



Obtencion de los Fragmentos
Cristalizables de la Ighl

Digestion Enzimdtica de la IghAl Nativa

Los fragmentos cristallzables {(Fo), fuesron obbenidos

a partiv de la digestidn enzimdtica de Jla Igil nativa,
Fara ello, 0.5 mg de Ighl pura foeron resuspendidos en 3
mhode una solucion de Tris-HCL 50 M, BRYA 1L nd, WaCl 0.1

mi, ol LG, e Inoubados  con o s proteasa  de Tgh de

Vel gseria gonorrhoeae (Kilian er g, 1996) en una re .

de 17250 engima-sustrato durante 16 h oa 370 (Boehrinager .

Mannheim, Gelmany) .

Purificacion de los Fo de la Igal

Los Foo fueren purificados, & partis de

clon o obhtenicda de la digestidn de la

{Mattu et al,

do Melsseris gonofrhiosse

de  filtracidn  en  gel,  Fara

vbilizaron dos columnas TSK SWACODNG-%1, (7.8 w300 fm )

acopladss  en secuencia & un sistema para cromatogralla

"

presidn (5 oo, Phy UEAYY Oy equllibradas

corounad soluclon de fosfalto de sodio 0,00 M, Hagl 0,150 M,

Piguida de

pHOTL2L La mercla de la reacoidn enzimatica fue aplicada Y

ba cromatogralia se veallzd a Lemperaturs amblente s una

de  flujo  de  0.25% mL/wmin,  con  nonitoreo

permanente A 280y 220 nm. La pureza de los fragmentos

Tue conlivmada con SDE-PAGE al 7. 5%.



Obtencidn de los Fragmentos Bisagra de Igal

La IgAl licfilizada (2 mg) fue resuspendida en 1 mbL
da Tris-HIL 0.4 M, pHoB06, vy desnaturalirada con
Guanidina~NCL & M oy ERDTA 0.2 M (Iwase et agl, 1999), La

proteina desnaturallizada, fue reducida con ditiotreitol

al 1.5% durante 45 minutos a 20°C (Gurd, 1972) & incubadsa
con A0 mMoles de lodacetamida en Tris-HCl 0.4 M, pl 8.6

durante 30 minubtos a Le ratura amblente,

mfae

ba TgAl reduocida v aloguilads fue resuspendida en

At plode una solusion e Tris-HCL 50 mM, pH 8.0 {Ywasoe

@toad, 1889) con 2 M. Be adiclonaron 80 uL o de una

solucidn de tripsina de 2 pg/ul, con 80 pL de ¢

Moy la mercla de rescoldn fue incubada por 12 hoa

Purificacidn de los Fragmentos Bisagra de la IgAl

Livs Tragmentos bisagra de la Tghl feeron purificados

a partir de la Ighl previamenbte dige; con tripsina, La

mercla  de  reaocion fue ajustada  oa 0.36 M de Ve,
ubilizando una  solucién de Tris-HOL 0,175 M, pH 7.6 y

aplicada  a wna  colwwma  Agarosa-Jacalinag, de 2 whL  de

se el oal, 199% 0 La cromatografia se

Led a2 temperaburs amblente, a una velooidad

volumernn o cams  (Twa
1

des OB mb/min, La elucisn de

1

de fludo

17 snlos lsagra

adgorbidos sl gel,  fue promovida con o ouna soluclion de

galactosa 0.5 M en Tris-pCl 0,17% M, pH 7.6.

Para desalsr oy purificar  a  homogene

Cragmantbos bisagra, se ubllizd una columna Bio-Gel B4, de
] . f

mbs cle volumen de cama, equllibrada con ureas 0, 3¢
2-lCL DLLT7D M, pit 7.6,




Engayos de Inhibicidn de la Intersocidn

I'gh nativa-jacalina

Los enzayos de dnhibicion entre la

Jacalina v la TgAl
yoooontyoles  (Miki er 51, 19496}, Daeron

A paclentes

realizados epn presencla de galactosa, inmovilizando, an
Places de poliestiveno, 10 pa/mL de Tgal en 100 pl de
solucldn de carbonato, pl 9.6, durante 12 h a 4o, Laas

placas, blogueadas con allimina de zuero bovine al 14 Y

Tween al 0,00%, en TES, pH 7.% durante 3 h  a temperatura

ambriente, fueron incubad IO talina en TBRS, pHo 7.5,

2N presencia de galaclUoss 0,025 vo 08 M o durante 1,5
e Paralelamente, fue ensavada  la  interaccion de  la

jacalina vy la TgAl en ausencia de gsalactosa. La reacoddn

fue revelads con avidina-pevoridass, en dllucién 171, 000,

eén presencia de perddido de hildedoens v oortofenilendliamina

DOm0 SIS

Crato a 450 mm Microplate Reader, Modelo 47

BiloRad, Oh, USA)

Analigis de los Oligosacirides de la Iahl

Por sus propiedades de unidn diferencial a glico-

spptores  (Debray et al, 1981 Kobata et al,

;o Wola

elbooal, 1994y Rndo, 19946 Robertson oy Kennedy,  1996;

Goodarzi oy Turner, 19977 Kabir,

Leang el al, 1999

Alder, 1989) v por su utillidad pars la investigeacion de

Los camblos en los oligosacdrid

protelnas sérica

b

ar o dlvarsas

ay e rme des {Turner, 1992
Fue wbilirada una bateria de once

ba caracterizacidn de la lgil de los pacien

Yo los controlas,
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Biotinilacién de las Lectinas

inas usacdas para el snalisis  de los

oligosacaridos (Sigma, Chemical Co. S5t. Louls, MO, Ush),
NMieron  ligadas covalentemente a hiotina de acuerds a
Wortmann et al, 1985, con algunas nodificeciones, Cineo ey
de las lectinas Maackia amurensis (MMA), Ricdinus communls
I ARCALY . Artrocarpus dntegrifolia (Jacalinal, Pritdoum
vidlgaris  (WGAY vy Cansvalla ensiformis  (Cond),  fueron

o]

incubados  con 20 omg o del @ blotinamidocaproate M-

hidrorisuccinimida en dimetd ] Formanida (Sigma Chemical Co.
St Louls MO, USSR durante 20h oA temperatura ambyd ante,
dlalizadas  contra  agua vy licfilizadas., Las  lectinas
Dolichos hiflerus (DAY, Arschis hypogaes (FNA), Brythrina
crastagal li (Ech), Lens culinaris (LeB), Anguilla anguilla
(AAA), Bambucus ndgra  (BNR) vy Glicine max  (SBA)  Fuaron

acdepadoris ya biotiniladas, de Sigma Chew, Co.(3St. Louis,

MO, WaEhky

Engayons de Manchas

sAridon de la

BLoanalisis preliminay de los

Lyl matiwva, fue reslizado mediante ensavos de manchas a

temperatura amziente (Stott, 1989 . La proteins nativa (2

par o fue dnmovilizada sobre tiraszs de pitrocelulosa.  Las
LF

chie muero Doving al 4% psvoy Tween 20 al 0,058 pfv en Hall
! ‘ ]

Fueron blogueadss con alininina

interacoiones inespe 5

.l My Tyds-MCL 0,05 M (PREY, pH 7% durante 1.5 4,
Diras foeron incubadas con las once lectinas Biotind ladss
e solucidn (10 pgdmh)  de TBS, pH 7.5, durante 2 N, La
" ‘.‘.'.'l t’"‘ l"“

inte 1on IgAl-lectinas  fue  revelsda con avidina-

percdidasa  [1/1000 en TES, pH 7.%), en presencia  de
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peroxide de hldrdgens v oetilizande diaminobencidina como
sugtrato,

Lactineinmunoensayos con la Ighl Nativa

L andlisis de ls  interacoion TgAl-lectinas, fue
realizade  mediante  lectinoinmunoensayos {Bakin, IR NS

utidizancds las once lectinas., La Tghl nativa (10 ugsml an

TRIE, Rl 7.5, fue dnmovilizada en placas de poliestireno
durante 12 h a 490 en TBRS, pH 7.2 y diluids en serie hasta
aleanzar una concentracion de 1 ox 197" podmi, Las uniones
Inespecificas  fueron Dlogueadas con  albimina  de  guero
bovino (B3A) al 1% p/v vy Twean 0.05% w/v en TES, pH 7.5 e

Imodbackas

con las lectinas biotiniladag en TR (10 ua/mb)

L enbne

durante 2 b oA temperatura ambiente, La intera

ba dghl oy la lectine fue revelada con avidina-peroxidssa

(170000 an TBS, pd 7.5), en presencia de aidcls e
Nideégens vy criofenilendiamina  como  sustrato a  4%0 nm

oplate Reader, Modelo 450, BioRad, OCA, USA) vy

entre lasz relacionss de  abasorbamneia

zayos de la LgAl (a1 pg/mb) de diabéticos v lag de los

controles, Tueron utilizadaz para estimar las diferenciasg

afinidad de la proteina por las lectinas, por medio del

andlisis por rangos de Krushkal-Wallis,

Lectinoinmuncensayos con los Fragmentos Bisagra y

Cristalizabhle

e utilisd el procedimiento general dasorito en

sinolnmuneensayos  oon la oAl nativa, con oalaunas
: : X

modi ficaciones,  Los  FPragmentos Cristalizehles (Fo)  ep

solucion de fosfate de sodico 0,1 M, Nall 0015 M, pH 7.2 (3
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wgsmLl) o fueron  inmovilizados en plac

durante 16 h oa vemperztura ambiente. Después de Dlogus
lag placas con allniming de suero bovino al 1§y Tween al

I

& von cads una de las

O.05%, e TRE, pH7.5%, fueron incubad:
Jectinas en solucion {10 pg/mL) de TBS, pH 7.5, durante
Lo e La dnteracoldn lectinac-io fue pevelada con avigina-
peroxidasa (171000} WEando artolenilendiamins I
sustrato a 450 nm.

Los fragmentos Disagra en solucldn de urea .36 M,

Trids-HoL 00075 ¥, pH 9.6 13 pg/ml), fueron inmovilizados
a1y placas oo pollestirenc (Sigma Chemical Co. 56, Louis
MO, WUEA) dorante 29 hoa 400, Bl blogueo de las placas, fue

realiznado durante 3y, con allbimina de suero bovino al 1

vy Tween al O,05%%, en TRS, pH7.5%, v laz lectinas fueroen

enaayadas en solucldn (10 ug/mL) de TES, pd 7.5, durante
Lo he Laoanteraoocidn lectina-bisagra fue revelads con

avicina-peroxidasa (1710000 usando ortofenilendiaminas coms

sustrato & 450 rm.
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RESULTADOR
Concentracidon de la Ighl Sérios

La o concentracién e IgA) sérica, de 23 pacientes
diabéticos vy 23 personas ganas, fue determinada mediante
dos ensayos de fase s4lida no competitivos, Los resultados
de los ensayes, mostraron fuerte correlacidn (r o= 0,998) e
indicaron un aumento significativo de TgAl en el suero de
los paglentes (2,62 + 1.48 mg/mbL; Figura 9) <on respecto

al de dos controles (1,46 4 1,47 mg/ml; p o< 0,001,

Purificacidn de Ighl
Alslamiento de las Inmunoglobulinas Séricas Tobtales

Utilizands un gel de Sefarcsa-63 altamente acetdlada,
de 10 ml de volumen de cama, v aplicande en promedio 2 mlL
de suero por oorrida, Sa recupararon 1305 mg de
Lnmanog lobul inas o corrida  cromatografica. En el
cromatograma tiplco {(Figura 10}, se observd un primer pico
que  correspondls a la fraccién de proteinas séricas no
adsorhidas a la matyiz (fraccion de lavado), El segundo
ploo  del  cromatograma  corrvespondid  oa la fracoidn  de
aluclon. Li capacidad del gel, medida con una solucien de
B omg/mL de  inmanoglebulinas humanas séricas (fraccion de
Cohny Sigma Chemical Co. St Louis MO, USA)  fus de 1,4
mg/mb, Se reslizaron en tobal 22 corridas cromatograficas,

apacidad del gel

sin gue hubiera pérdida de &l bament e

acat ) lado,
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Figura 9, Niveles de Ighl sérica total en los dos grupos
deestudio. Cada clroleo representa a un individuo, La
barra sefala la media de cada grupo, caloulada  por
transformacidn logaritmica. La concentracldan dae IgAl)  en
Vos pacientes, fue significativamente mavor gue la de log

contreles,
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Figura 10, Alslamiento de inmunoglobulinas humanss séricas
en sefarosa-oB altamente acetilada, La solucion Proteica
(65 myg/ml de suero) fue aplicada (a) v lavada con W B,
C.5 M, pH 7.6, Las dnmunoglobulinas foeron eluidas con PRS

20 mM, pH 7.2 (2},
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Alslamiento de la Igh Sérioa

Fara s purificacion de la lromunoglobulina A

utilizd como fase estacionaria unha matriz Agarosa-anti

Igh con 2 omboode volumen de  cama. By promedio,  se

recuperaron .3 mg e loh, por corrida cromatografica,

aplicando 33 mg  de  inmunoglobulinas  totales, En el

cromatograma tiplco (Figura 11), se observd un primer pico

que correspondid & la Lfraceion de inmunoglobulinas séricas
no adsorbidas a la matriz (fraccién de lavado) . Bl segundo
pivce del coromatograma, ocon la Tahk, correspondid a ia

fracceion de elucidn a pH 3.6,

Purificacidn de la Ighl

Farg la purificacidn de la inmunoglobulina A),  se

estacionaria una watriz Agarosa-jacalina

utilizd oo

con o 2omb de o wvolumen de cama. Aplicandn  al gel L

promedio de 1,3 wmy de Igh, se recuperaron 0.9 mg de Tghl

por o corrida cromatografica. Bn el crometograma oo

Figura 127, obtenlds eluyende la columna con un agradiente
" ]

crespondid e

de galactosa, se observd un primer pico ogue oo

la  Lracclon de TgA sérica ne adsorbida & la matris

4

S 1on Pl

Liars glguientaes [pieos,

b A

wnaleron a las fracciones de proteina eluida
galacitosa (0,025, 0.1 vy 0.8 M), La pureza de las

fracoiones de elucidn, fue confirmada oon un BELISA 1o

competitivo cob anti-IghAl  (The Binding Site, Ing., A,

UEA)  comn  antisuerc primario v por electrofores B

condiciones deshaturalizantes v reductoras  (Flogura 13),

glectrotransferencia ¢ inmunodeteccisn,
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Pigura 11, Alslamiento de TgA en Agarcsa-anti-Igh, La
solucion de  dnmuneglobulinas (13 mg)  fue aplilcada (a) vy
lavada con PBE, pl 7.2, La TgA Tue eluida con Gli-nol, [H
oG (), GLI-HDL, pH o300 (o) oy GLI-HCL, pHo2L6 (d)
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Figura 12, Purdficacidn de la Tgll sérica con Aoar
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Figura 13, Electroforesls, 25 congiclones

desnatural izantes v reductoras, al 12.5%. Bl suero humano

ilada para
Tgh te) fue

aislada de las inmunoglobulinas usando Agarosa-anti-lgh v

fad  fue cargado a Sefarosa~6B  altamenbs

alslar & las inmunoglobulinas totales (b)),

La Tyhl pura (d) fue obtenida con Agarosa-dacalina.



La  fracoidn de JTgAl de baja afinidad a

faecundn ploo del cromatograma de la Flgura L2y, wsluida

con galactoss 00025 M, constivuyd el mayor porcentaie (70-

Rode la protelna total eluida, mientras que la fra

de afinidad intermedia 3 la dacalina (elulda con anlactoss

2.1 Mp tercer pico del cromatogramal representd del 2.8y
de La provelins adsorbida al gel,

Bl cuarto ploo del  cromatosgrams (Figura 12, fue

por o la slucidn (von galactosa 0.8 Mo odde  la

o ode IgAl con alta afinidad a Jacalina, En log

Lenbes, el porcenteie de proteinag contenide en g

Dhbima fraccidon fue hasta del

de 14% en los controles,

La electroforesis en condiciones natjvas

Yab, de las tres fracciones de Tghl, evidensis

heterogeneidad de le lgRl sérica. La fra: de lada
Inmente por
ol
minantenanlbe  Tghl

alta  afinldad a  Jacaling  fue predo

alividad a Jacalina astuvo constitnida principa

LgAl monomerica (L56-177 kDa), wientras gue la

polimarica (=200 kDa). Las proteinas mas abundantes en L&

Pracoion de alinidad intemmedia, fueron las Tagfl de mass

intermedia {dimeros v Lrimeros

Engayos de Inhibicidn con Galactosa

En o los  pacientes, la dnteracoion  Ighl-jacslina,

elulda  ocon galactosa DL0Z5 y 0.1 M, fue inhibids de

maners similar gue la de controles, ©n tanto ailer, 1A

interaccidn  Jacaliva-TgAl polimérica de  los masientes

mestrd  una  dnbibicldn maver  con o onoEm La o Lghl

solimérios de Jos controles (p o« .08 FPiguras 15),
‘ : ]
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Paciente Control

-Polimeros

Dimeros vy

-Mondmeros

Figura 14, Electroforesis, en condicicones nabtivas (4-)5%),

die Law tres fracciones de Ighl, La fracoldén de afinidad
Baja (&) estuvo enriguecida con TgAl monomérica., La de

atinidad intermedia (D) estuve constitulda por abundam

dimeros v trineros de ITgAl, La IgAl macromolecular (o) fue

inddad oA

@l componente principal de la fracoiom de alta :
L Hacaling,  La protelna  remanente fue  elulds de  la

calumna a pH 306 (d) .

47



16 - C = Interaccion de la lgAd
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Figura 15. Inhibicion de la interaccion lgAl-dacslina., La

interaccion entre la IgRhl de los pacientes vy la Jacalina

fue fuertemente inhibida en presencia de galactosa 0.8 M.



Engayos de Manchas

Se detectaron diferencias en la intensidad e las

manchas, generadas por la interaccién entre las lectinas Y

La TgAl nativa, de los pacientes con respects a la de los
controles,  La o IghAl  de  los  pacientes, presentd  mayor
interaceidn gue la de los conttoles con las lectings MNA Y
MMA vy menor inbteraccliéon con Roh, LicH,  Con A, SBA, RCAT,
Who vy AAR, Bste diferencia se observd, en las fraceiones
de afinidad baja e intermedia, perco fue més notoria en las
fracciones de alta afinidad (eluidas con galactosa 0.8 M),
Diferencias menores, en la intensidad de las manohas,
Tueron generadas por  la  interaccisn de la TghAl v la

lectina PHA, mientras que no s2e observaron canbios en la
F B

interaceion con DBA (Flgura 18} .

Lectinoinmunoensayes con la IgAl Nativa

Fara corroborar las diferencias observadas en  los
ensayos de manchas, se realizaron lectinoinmunoensayos.
Para ello, primero se reallzaron ensayns de alfinidad con
ta TgAl nativa eluida con galactosa D8 M en un solo Pas,
Las diferenciss  de  afinidad, enbtre la  Tghl de los
pacientes vy de los controles, pueden observarse en las

Flguras 17 a 18, La JTgAl de los pacientes mostrd une

interaccidn  mayor  con SHA  que  con la IgAl  de  los

controles, peros una interacoion menor coon las  lectinas
Bed, oM, AMA, ConB, WA v BCAT,

ba inveracolon  del  grupo  de  obce  lectinas,  fue
ensayada después con cada uns de las fracciones de Janl
con  diferente afinided a Jacalina. Los ENEAY0E oo la

fracelon de alta afinidad (IgAl macromolecnlar), mostraron
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__Controles 1 Pacientes

Figura 16. Ensayos de manchas con la lghl de alta afinidad

A da Gagalina, La sefal generada por la interacelon de la

Tghl con las  lectinas  SNA vy MMA  fue mavor en los
s, mleptras gue las sefales producidas con las

legtinas  Feh, ROAL, Lo, BAA, 3BA, Cond v WGA  fusron

menores respecto s las de los controles.
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Figura 18, Interaccidn entre la TgAl de Eutetos

controles, elulds come fraccion total con galactosa 0.8 M,

yoonoe lectinas de origen ve




un patrén de absorbancia general similar al de la Tgal
e@ittids en un solo paso. La afinidad entre SNA vy la YghAl
macromolecular  de los pacientes, fue significativamenle
mayor gue la de los conbroles (Figurs 19).

La lectina LoH, originé una sefal baijas con las tres

ones {de bada, dntermedia vy alta  afinidad  a

Jacalina) oe JghAl de los pacientes. Sin embargo, las
fracoionas de afinldsd bata e intermedia, mostraron uha
menor interaceoion con la lectinag (0 < 0,02 con relacidn a
la de alta afiinidad (Figura 20).

Las diferencilaz de absorbancia, a 450 mwm, generadas

o La entrra la  TgAl v las  lectinas

individuales, fueron postericrmente evaluadas con bhase en

la pelacidn de absorbhancia generada por pares de lectinas

afines hacia essbructuras oligosscaridas relacionadas,  Con

este andllisis, pudo observarse gue las relaciones SNASPNA
YoOSNA/MMA (Figura 21) fueron aignificativamente mayores en
la Tgal polimerica de los paciantes gque an la de los
coltroles (p o< 0,020, mientras que no hubo diferancia en
la relacién MMASPNA (Tabla 1).

Al mismo  tlempo, las  relaciones BoASSND,  EcoA/MMA,
RCAL/SNA, RCAL/MMA  (Figura 22), LoH/ARL v WEA/BNA  (Filgure
Loy Toil de alta afinidad dae

0

23), obtenidas con la

Los pacientes, Merop significstivamente menorss oue las

e los controles (p o= 0,08,

Ensayos de  Afinidad econ  los  Fragmenbtos Bisagra vy

Cristalizable

Los  Fragmentos  Cristalizables, derivados de  la

de  alta afinidad a

53



SNA OD,,,

G.ob

BC BP Ic I AL AP

Figura 18, Interaccién de la lechina BNA con las Tanl de

baja afinidad a jacalina (L), afinidad intermedia (i y
alta alinidad (A). Se observd una diferencia significariva
entre pacientes v controles solamenbe con la Igal de alta

afinidad a la jacalina,
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Pigura 21, L& interaccidn de  la  SNA  con la  Jghl
macromolecular de  los pacientes fue significativamente
mayor que con la de los conbroles v alectd fuertemante laz
relacionas SHNA/PHE v SNASMMA, La barra indica la media oe

cada grupo caloulada por transformacidén logaritmica.




Tabla 1. Relaciones de Absorbancia ode las Lectinas

Ensavadas con la TgAl Macromolecular Nativa,

Pacientes’ Cantroles” P

SN/ PNA .09 (4 0,36 0,83 {4 0.07) < 0,02
BNA MR, 2.52 (4 0,04) 1,10 {4 0,18 < 0,02
MIMA/ 1A 0L (g 0, 13) 0,76 (4 0,08} = 0,80
BCAS BB 0,55 {4 0,09) 2.13 (3 0.31) < 0,02
0/ MMA 1,45 (4 0.24) 2040 (4 0.35) < 0,05
ROAT /SR 0,33 (4 0.04] VLOE (4 0,46) < 0,02
REAT 7 MMA 1,18 {4 0.24) 1,41 (4 0.35%) < 0,05

LoH/ PAR 1,13 (4 0,06 L.47 (4 D.G8) < 0.0

WGA/ BN 2078 (4 0.20) ToA4 {4 053] <0.02

Los valores se expresan como la media 4+ DE, La madia
del grupo Tue caloulads por translformacidn logaritmica,

‘Beis pacientes., “Cuabro controles sanos.



P 0,02 o 0,05
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Figura 22. La elevada interaccidn, de la SNA con la fghl
macromoleolar  de  los  pacientes,  determind  oue  las
relaciones RIAT/SNA,  RCAI/MMA,  BOA/SHA Y FECA/MMB fueran
significativamente menores que Jlas de los contrcles, La

barre sebala  la  media  calowlads  por  transformacién

Lovgaritmica. P, pecientes; C, conbtroles,
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Lo 0.
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G -

H/AARR
WGA/SHA

Lo

Figura 23, La relaciones  LoeH/ARA v WOA/SNA Tueron

slynificativamente menores con la 1gAl macromolecular e

Lo pacientes gue con la de los controles. La barra indioa
la mwedia de oada grupe  calculada por transformacion

logaritmica,
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y o OSNA/MMA,  significativamente mayor gue la obbenida a
partir de los Fragmentos Cristalizables de la Ighl de los

syjatos  conbroles (Figura  24), confirmands asi 1

informacidn obltenida con la Ighl nativa., No se observd
diferencia  en  la  relacion MMASPNA, milentras oue  las
relaciones Eoh/SHA, Lel/BAA v WGA/SNA de  los pacientes
(Talla 2) fueron similares a las obtenidas con la proteina
nativa v, por lo tanto, significativaments mencores gque las
da los controles (g o< 0.02).

Con excepalon de lag relacidnes SNA/PNA y MMA/PNA, no
s observaron cambios de afinidad significativos en las
sefinles generadas o la interacalén IR los
oligosacaridos e  la  region bilsasgra vy las  lectinas
enzayadas, Las relaciones SNA/PNA vy MMA/PNA  (Tabla 3
pbtenidas oon los  fragmentos bisagra  de la LAl
macromolacular de los pacientes, [ueron mayores que las
obtentdas a partiv del andlisis de los fragmentos bilsagra
controles. La relacidn SHA/MMA Tue sinmdlar entre pacientes

y controles (Takla 3).
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Figura 24. La relaciones SNASPNA vy SHAS/MMA,  fueron
slgnificativamente mayores con  los  Foo ode  la  Ighl
macromolecular de Loz pacientes que con los  de los
controles, confinnands asl los resultados obtenidos con la
TaAl macromolecular nabiva, La barra indica la media de

cada grupoe galoulada por transformacion Logaritmioa,
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Taubla 2,

mon los Fragmentos o

Relaciones de Abhsorbancia de

cle

las Lectinas

la fghl Macromoleoular

Pacientes'

Controles? P

SNA/PNA 3,47 (4 0,80)

SWNASMMA 4,60 (4 1, 04)

MRMASENA 073 [ 0.08)

BoA/ENA 0.27 (4 0.06)

ECA/MMA 129 (4

RCAT/SNA 0,57
ROAT/MMA 1,15 (4

Lol ARAR G2

Wiah/ SHA 0,60

Lt

0.

1y,

LB

L5

130

L)

0.08)

H e

Los walores se expresanh como media
) {1 '

de ]

i WER B b1y,
i logs

SRR ALY

sujetos controles,

F.".'i i

i
tm.

62
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, Relaciones de Absorbancls de las Leotinas oon
Takla 3, Relaclones de B rhanclia de ) Lo

Loz Fragmentos Bisagra de la Jghl Macromolecular.

Pacientes' Comtroles” I

SNA /S PN SRE:I N

0, 48) AVAR {4 0,368) < 0,07
SNA/ MMM ToLe {g 0.48) 6,57 (e 0,36) = 0,39
MMA /S PHA 1,26 (4 O.48) 0,65 (4 0,368) < 0,07
ROAT/SHA  0.89 (4 0.07) 0,90 (4 0.10) < 0,07

ROAL/MMA 0,47 (4 0.09) 1,02 (4 0,203 = 0.02

Los valores estan expresados comno medias

: : £ DE. La medis
 por transfon

logaritmica

cdied grupo fue calowls ;
it e et and : ;

Sels individuos del grupo de pacientes.
Cuatro controles.



DISCUSTON

B dos pacientes con Diabetes Mellibus Uipo 20 (DM,

i Frecuente observar niveles elevados de ok " (Gl
@toal, 1981y Trielo et a2, 18984; Ardawl er al, 1994

Bepichi et al, 1895 Pigueredo et a1, 1998; Rodriaguep-
; |

Segade ef al, 1996) . En muchos de esos casos, el aumento
clee La LghA se produce o expensas de la Tgdl, la subclase de

huang {Ohmuro ef al, 1993,

TaA mas abundante en el =us
L.a cotcentracidn o, Toid, @1) @l Correnia

Lo, normalmente  depende  de  varios factores.

Frntre ellog, da de sintesis v degradacion de la

molécula.  5in Rasta  hoy no se  sabe 51 la

alavacion  de  Tahld al o resultade del  aumento en  su

Bneias an s aclaramients.

Ta Ign, el Lo

Hinty

snbe wlrculatorio,

Log  remosnon ofe

depends de la  estructura de ollgosaciridos unidos

sntemante a4 la molégulas (Rocatello et al, 1993), La

I E L

Mayoria e los recephores inveluerados @y @l

seonocimiento  de  la gk (recepbores  hepdlicos),  son

sensibles & peguenos  canbios  de los carbeohidratos oy

particularmente & Jos gambios en el Contenido de &

(Chusng et al, 19977 lwase eor al, 1999 Leung er

La TgAl, los rvesponsables de la interaceldn de la

pnmunag lolbulina con los re

entores  hepat

al, 1397; Ywaze et al, 1999 son los ollgozacaridos Ne oy

d-llgados & sitios conservados v, por ello, este tra

e enfocado al eztudio de los posibles cambios en logz

oligogacdridos  del  fragmento  oristalizable de la Jgdl

sirica de pacientes con DMz,
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La lghl fue purificads del suero de seis paclentes
dlabéticos, gue tenlan una concentracion elevada de esta
proteina, y de cuatro sujetos sanos  controles. Los
pacientes fueron seleccionados entre un grupo injcial de
23 de  ellos, en qulenss se  demostrd el aumento
simultaner de las Tgh e Toghl. Estos primeros resultados,
colneldieron (nfulp} Lo publicados oy Ohinua o W
colaboradores {1993) v confirmaron la importancia de la
contribucion de la JgAlL en el aumento de la TgA sérica
total.

La  IgAl  sérica, de pacientes v  conbroles, fues
purificada v raccionada  dependiends de  =mu afinidad
diferencial hacia la lectina Jacalinag (Iwase er al, 1299,

entes gliceformas de la

en subpoblaciones de IghAl con dife
proteins Yoooun o eontenido variable de estructuras
monoméricas vy poliméricas (Hiki et al, 1999 . La
cromatografia de alinidad con jacalina, ha sido un método
ampliamente wvsado en procesos de separacidn, en un solo

pago, de la IgAl (To er al, 199%; Twase of al, 1999). 3in

emirarge, se ha demostrado gue esta lectina tiene afinidad

Cambién por obtras glicoproteinas aéricas, gue tlenen el

comin  denoninador de poseer O-oligosacdrideos, incluyvendo

gl inhilbider ), la gonadotropinsg coridnica, plasmindgeno,

de coagulacion ¥, fetuinz, e Tgl (Zehr v Litwin

Lag?: Mortin y Trimble, 1990}, Aungue estas protelinas

gncuentran en mucho menor concenbraclén que la
Tghl, su eliminacion constituyd un paso importante debido

a la interferencia potencial gue podrian ejercer en los

ahallsis de aflinidad por lectinss., Por ello, en aeste

Ta TgAl fue purificada utilizando tres ot

cromatograliices. I5n la mrimeEra, A alslaron Las

inmmeglobulinas totales (Vazguez-Moreno et al, 1992). La
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gk fue aislada, posteriormente, por aromatografia  de
afinidad v, Ffinalmente, Ja ¥ogAl fue purificada con la
matriz Agarosa-jacelina (Skea et al, 1988), En el paso de
purificacion final, la ITgAl fue subfraccionada en Ighl de
baja afinidad {(eluida con galactosa 0.02% M), Igial de
afinidad intermedia (eluida von galactosa 0.1 M) e TaAl de
afinidad alta a la jacalina, elulda con galactosa 0.5 M
(Hiki et al, 1299}, Bl perfil electroforético cualitative,

an condioiones paltivas, de las Ures fracoaiones de Lol de

Los pacientes v de los controles fue similar: La fraceién

de baja afinidad, estuve constituida principalmente por

o

sion e oafinidad

AaAL monomdérics, mientras que la s
intermedia presentd abundaneia de dimeros vy trimeros. En
pele perfil electroforético, que coincide con el reportado
por otros autores (Hiki er al, 1996; Miki et al, 1999}, la
LgAl  de  alta  afinidsd estuve enriguecida  estructuras

macromelecularas, ) Los RE=Ts

anhes, Gnln fracoldn
gonstituyd hasta el 25% de la Igil total eluida de la

columnsg de Myarosa-Jfacalina, wmlentras gue en los controles

esentd no omas del  14%. 0 Por lo tanto,  es

fracoion de  IgAl  macromeleoular  que contrilaye &  la

glevacidn de la Igh total macromolecular gue, enh loz

pacientes con M2, susle estar elevada (Triclo er al,
19a4gy,

Durante afios, se ha tratmdm cle axplicar el auwmenbto de
Igh polimérica en la Mz (Triole sr al, 1984 come e)
refllejs  de posibles  alteraciones en Jos  mocanismos
normales  de  aclaramiento de  la Igh polimérica o de)

L s sintesis Yy

posible Aalamen o il los Broces

polinerizacidn de la Igi., 5in embargo, hasta ahora, no se

nar reportado  camlxios en la  aobividad de  las cdélulas

productoraz de Igh  ni en los procesos de polimerizaciaon

0y



da la moldé

clila,  En o conbraparte, oon experimentos  de
mutsgenesis dirigida, se ha demostrade gue los canbios en
Loa MWe-olligosacaridos de la TghAl promueven la formacion de
estructuras  poliméricas  (Chuang et al, 1997) v que la

idos  de  la

desialilacion, dn-vitro, de los O-oligosac

reglon bisagra de la Ighl, promueve la agregaclén de las

gglbructuras monoméricas (Iwase et gl, 1999),

gt ia, la  dnteraccidn  de 1a Tghl

1in
macromoleculay  de los pacientes v la  Jacalina, e
fuertemente inhilida con galactosa (Auvcounturier ar aly
1987, et suglers, cue 1a inberacaion ol L
Inmunoglobuling con la lectina es menos intensa ogue con la
Tghl de los controles,

Una posible explicacion de éate lUinmo Fendmeno, se
hava en el conocimiento gue se tlens acerca de la Forma
gh la que la jacalipa interaccions con los O-glicancos de
la TghAl, La lectina reconoce a log antigenos Gial-f31-2-
GalMacz  (AgT) v GalWNAc  (AgTn) de Ja  1gAl, pero  su
affiinidad hacla el AgT es mayor que hacia el AgTn  (Hiki
el al, 1890 oy, se reduce en ambos casos, 50 los
anttigenos estan sialilados (Hortin v Trimble, 1990), por
Yoo tanto,  la menor dnteraccidn de  Ja  Ighl  de  los
pacientes con la jJacalina, podria deberse a una relacion
RaT/RgTn menor gue la de la IgAl de los controlas, o

node los O-glicancs de la Tgal

Dilien a una hipersialllacic
de  log pacientes.  En oambos  casos, Lo  resuitados
raprasentalian LA desviacion el La eslruotura
oligosacarids de la IgAl macromolecular de los pacientes
com respecto a la de los controles,

Para westudiar  las  posibles  Jdiferencias en la
i

LA TO O Lot inag @ nrigen viegelal A NI

enltes y controles, se

glicozilacidn de la Igdl, de pac



eepecificlidad bacia carbobidratos bien conocida, Bs pon

@l lo, e han sideo ubidlizadas anmpd Lamente A a

caracterizar las diferencias en los oligosacdridos de

distintas glicoproteinas ({Debray et al, 1981 Turner,

128 Katoh er gl, 1993 Wold er al, 19947 Tamao, 1996;

Goodarzil oy Turner, 1997; Wu eb a], 1997; Kakbiy, 1998,
ba glicosilacion global de la Ighl, sze evalud primero
i
intermedia v baja afinidad a la Jscalina. La Tghl de los
]

y MMA Oy menor Interaccidn con EchA, LoH, Con b, S8R, ROAY,

con ensayos de manchas de lag fracclones de Tghl de alta,

anocon las lectinas S

pacientes, presentd mayvor inter:

WaA v AAA, gque con la Ighl de los  conbtroles.  Fata
diferencis se observe en las Fracciones de afinidad bhada e

racolones oe allba

intermedia, pero fue mas notoria en las §

alfianidad, Diferepncias menores en la  intensidad vl las

manchasz fueron generadas por la interacoién de la Tahl v

La Jecting PRA, mientras gque no se observaron cambios en

la interaceidsn con DRA.

Lo resultados de los lectinolnmunoenzayas en placa,

confirmaron  los  obtenidos en  los  ensayvos de manchas.

Debldo a gque las lectinas SNA y MMA reconccen la Brasancla

aciridos  (Tamao,

de Acido terminal en los oligos

19861, estos  resultades  sugirieron un aumento  en el

contenids de aclde slalico de los glicanos de la  Jgdl

macromelecular de los paclentes, en relacién con la lgnl
de los controles,
B acide  mislico  es  un carbobhidrato cominmente

enaontrado en el extremo no reductor de los oligosacdridos

Mattu et oal, 1898}, En la JTghl sérice, e Ligado en

Mt

enlaces gd-6 y @Z-3 a los Weoligosacéridos del £
cristalizable vy a los O-oligosacaridos de  la redgldn

Bisagra  (Fleld st al, 1994; Mattu er al, 1998). 5y
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presencia es de Importapcia fundamentsl para el de
s, 1997)

e o

funcional de la dnmunoglobulina (Chuang v Morr:

Yoo por ol carga electvonegativa, parece jugar  un rapel

inportante en la avtosgregaclién de la Tghl (Twase e Ay

1E25) . 5in embarge, un auvmento considerable en la cantidad

de dcido sidlico teminal puede ejercer un ef neEgat v
el los procesos de aclaramiento normales de la Tgal mérica
(Rifal et @l, 1989).

1,

Be sabe, gue la remosién de la IgAl macromolecular

es  medlada  por s interaccian  con  receptores

hepaticos (Rifal et al, 1989 Rocatello et al, L993) que
reconccen  asialoglicoproteinas  (Rocatello er al, 1993),

Retos receptores, reconocen s las glivoproteinas gue lan

&,

perdide Acido sidlico terminal v responden removiéndolas

dal plasma (Rocatello et al, 1993), manteniendo

)

equilibrio entre los procesos de sintesis y degradacion de

lag glicoprotelinas séricas. Por lo tanbeo, una consecuencda
inmediata de  la hiperslalilacion de )a  Tgdl, en  los

dellitus tipo 2 (M2},  podria ser

pacientes gon Diabebes b
La dismimicidn del aclaramiento de la molecula, debidoe a
la falta de reconcocimiento de la TgAl hipersialilads Iy
log asialoreceptores, v =m0 subzecuente elevacion en el
Corrents clroulatborio,

Poro tro o lads,  la hipersialilscidn  de  la  Tgal,

explicaria  cauvasalmente la de la M2 oy la

nefropatbia por Tgh, una enflermedsd en la que la il tiene
idnico (Gans er

al, 1982 Reinold

U claro componente pate
atoal, 18992y Kokubo er gl, 19499 Orfila et al, 1998,

Feehally v Allen, 19299; Hiki et al, 1999%), En éste dltima,

Leung ¥y colaboradores, han demostrade un inorements en el
grade de sialilacion g2-3 de la Ighl, gqu podria, por el

¥

coslalico sobre los procesos

elfecte enmazcarader del aci

oY



da aclaramiento de la malécula, contribuly a su aumento en

¢l suero (Leung er  al, 1999)., 3Jin enbargo, en  los

pacientes diabéticos, el aumento de Acido sialico en la
Tgal  pod

hipersialilacion de las alicoproteinas séricas A gue ga
: . . P

ger  parte  de  oun procesce general  de

sialico sérico se

ha demostrado gue el contenido de
eleva oon frecuencis en estos paclentes (Chaxi v Rath,
1984q) .

Fint ol Lado, alounos raportes sefalan la

importancia de la LgAl macromelecular en la formacion de

log compleles inmines séricos (Iwase pr oal, 1999, En losz

aE L e e dialbét] A, AR compleios inwines oon T
: . . 60

reprasentan a una fracoion importante de la JgA sérice vy
har sido  relaclionados con la  patogénesis e Lo

complicaciones vasoulares (Triclo et al, 1284 Triolo er

eventos de Tormacion de complejos

Inmynhes, coma su participacion en los procesos Jde daio

vasoular, podrian ser explicados con base en el cargcter
anfonico de las TgAl hipersisliladas,
Fara fdentificar los sitios de hipersialilacion de la

fenbes, w)l contenido de

TgAl  macromoleculsr de  los pa
acide  slalico fue  analizedo,  indirectamente, por  ia
relacion  de  absorbancia  a 450  nn generada  por  la
interaccidon de la IgAl con las lestinas con  afinidad

relaciconadar BNA, MMA vy PRNA, Una reac

sidn positiva con PHA

Indica la e

el la clep ), antiygano Gal-p(l-3)-N-

saming  sin Acido sialico terminal  (Hiwi er

A

seldn positiva con

gl 1986 Leung et al, 1999, Una res
MMA dndica la presencis de dcido sialico terminal (u2-3)
Vigado & galactosa y una reacoldn positiva con SHA indica

la presencla de dcido giélico (p#-8) ligado & galactosa o

7



a  M-acetilgalactosaming  (Leung er al, 1999, AsL, las
relaciones  SNA/MMA,  SNASPRA ¢ MMA/ENA  sirvieron SR
covoosr el eontenido relative de si8)ico an Jla moldeuls
nativa.

Lag relaciones SNA/PNA v SNA/MMA, obtenidas con la
Fail de  aslta afinidad a Jacalina de los pacientes,
fueron significativamente mavores gue las obtenidas con
la TgAl de los dmﬂtrmlma, miaentras gque no se debectd una
diferencia zignificativa en la relacidn MMA/Z/PNA, Fstos

resullados, apoyaron indirectamente la hipotesis de qgue

Ja hipersialilacidn de la Ighl macromelecular de  los
pacientes @5 a expsnsas del aumento de doido sidalico
Ligado en enlaces gd-6,

Los residuos de acido sidlico, se pusden enlarar en

Wirloados Lanto ey Ow

gi=6 a los residocs de galactoss

Mattyn et al,

aligosacaridos como  en

Lags) . Por ello, fue la vegion bisagra

foon Cecligosacdridos vy o el fragmento cristalizeble (Fo;
conodos dondnios CHz oy CH3) de la Ighl macromolecular.

Log resulvados obtenidos con log Iy, corroboraron los
obtenidos tntw bl la lghl magromslecu)al nativa, L
SRASPNA v SNASMMAE, obtenicdas

con las o ode los

slaciones

Pacieniesg, fueron  significativamente mayores  gue  las

abtenidaz con los Fo de los controles. Mo se observd

diferencia  en  la  relacidn  MMASENA,  Eslos
sugleran gue la hipersialilacidn de los Ne-olic
da la IgAl macromoleculsr de log pacientes, se debe al
avmanto de los residocs de Acido slalico unidos en enlace
TR T

e los ensayos con los fragmentos bisagra de la Tghl

macromolecular de los paoientes, las relacioness SNA/SPNA Y
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MMA/SPHA,  fuercn significativamente mayores ole las  de

los controles, mientras  aue La  relacidn SNA/MMA  Fue
[

similar  entre pacientes v controles, Bl aumento

relativo, en la Interaccién de los fragmentos bisagra de

la IgA) de paclentes con la MMA, con respecto a la safisl

producida por  la  Ighl  nativa, indicd  un  aumento

importante en el Indice de sialilacion @23 en

region de la molécula, Eatos resultados, se suman a los
obtenlides en los ensayos de inhibicion con gslactosa Y
apoyan la hipodtesis de gue los O-glicancs de la region
Disagra  estidn hipersialilados, Ademis, @l @ Lot

enmascarador de) Acide silalico, explica la reducoiédn en

la dnteraccion  de  la IgAl  macromolecular de  los

pacientes con la lectins FNA (Leung ef al, 1999),

Lexg resultados obtenidos con SHA, MMA v PHNA, Fueron

confirmados por la sefal gene cen La interacoldn de la

gkl de los pacientes poda de sus FPo, con las lectinas
d I oy

Boh,  RCBL, BBA,  AARR y  WGA,  misma  que  fue Baja  en

]

comparaclon  con la o generada  por  la TgAl oy loas Fe
pontroles,

L dectinag RIAY, es una aglutinins especifica PYA Y

residuos de galactosa de los cacAridos compledos vy
musstrs una reactividad débil bhacia ls galactosa O= 1 igada
WO erowl, 1997, Una reac

guglere una completa galactosilacion de las estructuras

ividad fuerte con esta leclhina,

Riantenarias, La lectina EcA, interacciona oon estructuras
compledas gue Llenen ramss polilactoszanins, especialmente

con bri oy tetraantenarics. Se ha  demostrade, gue  La

interacoldn de  ambas  lecbinas  con sus Ligandos, X
reducide por o la presencia de acido si4lico Wa ar al,

leat).



Las relaciones RCAT/ENA, RCAL/MMA, Eol/SNA v Boi/MMA,

albtenidag con la Tghl) (v los Fe) de los pacientes fueron

significativamente menores  gque lag de los controles,

hstos resultades sugirieron, gue la interaccion de Eob vy

ll‘-

RCAL con log oligeosacdridos de la Ighl (v les FPo) de los

o halyey 5 1o enmascarada o la

hipersialllacion de estas moléoulas.

de  ennazcaraniento,  pudo haberse

L1 mismo

producido en la interaccion enbtre la lakl {y Fo) de los

P ient % las Jectinas SEA v WA, Loversas

pulzlicaciones, sefalan gque SBA Liene elevada afinidad por

N-acetilgalactosamina unlda por enlaces alfa o beta a log
O-cligosacdridos  (Wo  wer al, 1997, an tanto oue WA

con o un o elevade  grade de afinidad, a la N-

acatllglucosamina (Debray et al, 1981). Awmbas sefiales, son

mag intensas ocuando sus Ligandos asdoares @t Torma

Librre vy, cuands les ligandos forman parte

chi Lo lectina WOR tilenes,  ademds,

atinidad por el &cido sidlice Libre. Por lo tanto, la

interacelon reducids de esta lecting v la Lghl  dde los

s A e LG

pacientes (y los o) podria deberse a que la pres

predominante del acide s1d4lilco, en los oligosacaridos de

hipétesis, fue confirmada con

la moléoula, es @26,
La realaoion WA/ BN, e g1 Lo fraelentas fue

bicativamente  menor  gque la obtenida con o los

controles,
La interaccidn de las Jectinas, Lol v ARA, con la
una

Tghal Ay los Fo) de los paclentes también

seftal  badja. Fera a  diferencia  de  las  lactinas

enbes, exte resullbado e obsesvd oon las fres

I g

fracoiones de TgAl (de bata, intermedia v alta afinidad

Y3



s el Inaris (Lo biare alinidad PO M
oligosacaridos cortos, gue terminan sn GloRbo o marnosa, v

presentan un residue de fucosa en el centro guitobilosa

Wold et al, 1984) . Las  CGleNAc  bisectarias, en los

oligosacaridos, reducen su interacclom con la lectina v,

5 @ el oentro

s los  Bilantenarios no  tienen £
quitobiosa, le lecting loz reconoce con menor afinidad., La
tectina  LoH,  también  tiene afinidadd ok blantenarios
sidalilados, de bechoe, su afinidad es mayor ouando las
gecuenclas  oligosacAridas  estén  sustitdidaz  con Aeide

slalico en posicion -6 (Dabray et ad, 1981) . Esto altime,

permite suponer gue la interacolon rec entre Lol v la

Pgal de los paclientes, no fue producida por interferencia
3 - ‘ :

de acido siadligo, sinoe por la disminud dis centros de

Fucosa, Adicionalmente, la disminucion del conbtendieo de

fucoss fue corroborada per la sefal bajsa generada por la

interacolén entre la lectinas BAR (especifica para fucosa

enlazada en alfa a los ol ridos) oy la TaAl (v los

Foy de los pacientes.
La  Tghl v las o, fueron snsavados tanblén con la

lectinag Concanavalina A (ConA), aue dnteractua con gran

afinidad con cadenas ollgomanos yocon afinided moderada
con blantenarios compleios  (Debray et al, 1931). Una M-

veduce su o interaccoion oon los

acebillglucosamina bhise:
eligosscaridos  bilsntenarics  (Debray et 2],  1981), lLa
interaceion de Condocon la Tohl de paclentes v controles

la  ausencia  de

o mesteo o ferencias, oo gue  Indied
camirios  en el perfil de GloNAo de  los oligosacaridos
Bisectarios enbre los pacientes vy los conbroles.

bivas

Finalmente, LCampooo hubo difersncias signilic

e la interaccion de la  LgAl, de controles vy pacientes,

Aina oon afinlidad hacis Ne

con DRAL Esta Gltima, ez uns lé
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acetilgalactosaninag  (Wu et al, 1997), un antigeno LI

representa  a  Unha o omuy  pegquefa fraceidn de los O

dridos en la reglon bissgra (Tomana et al, 1999}

SRR TRY:
por ello la sefial fue baja, tanto en pacientes oomo  en
controles, Los resultados de los snsayos de afinidad con
La TgAl nativa y con las regiones bisagra, demostraron gL

ot

no hay variaciones en la proporoisn de este antiges

la Tghl e los pacientes v la de log controles,



CONCLUSIONES

La  Rabetes Mellltus Gipo 20 (DM21, =z un sindrome

01 o Ry constituye un desa o VLTS B

riue 3 me

importante, debide  a  gue  ha  alcanzade  proporciones

a  oescala  mandial ooy A 800 enorms dmpas

(derivade principalmente de las complicacionss vasoulares

de morbhilidad v omortalidad

que produce) sobre los indices
e acdultos,

Bl origen de la M@, bha sido asoclado con factores

genélicos v con factores relacionados con el estilo de

vida de  las poblaclones. Bu comportamisnto clinico es

insidicsn v, durante su evolucion natural, se presentan

Dicagulmicos Y matakbb ooy e origen Y

participacidn patogénics osourag,

La elevaciaon de los niveles de JTgAl sérica, ss uno de
Los cambiog bioguimicos tempranos de la DM2 con origen o

e han o

implicacionss patogénicas desoonocidas.

maltipl szvudios  con ls o finalided  de  explorar la

et

By la

participscidn patogénica de la Tghl y osuw rela
aparicion de conplicaciones vasculares, pero ninguno de

allos ha explaorado la existencia de posibles canbicos en la

estiruatura de la molécula, & pesar de gue en los pacientes

cular  sin un

con o DME S hay o elavacoion  oe TgAL o macromsla
ealimilo infecoloso previo,
al

aumanta e la lgf sérics en los pacientes diabébicos, en

Con el fin de Duscar una posible explic

ridos de la

gste trabsaioe fueron anallzados los ollgosac

poroion constante de la Tgd) de paclentes ocon DMz,

Los andlisis, oon une bateria de lectinas de origen

]

cler UG

vagetal, brindaron informacion sobre la exisben

desviacion de la microheterogeneidad de Ja YTgAl de los
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Abatenct

Objectiven: The crigin of the elevation of serum immunoglebutine AL (g A1 in Type 2 dinbetes mellings (OM) s unsetled, The ains of this
stady was o addeess the carbohydeate chunges of serum IgAY rom patients with Type 3 disbetes melling, ss 1 possible cause of the
elevation, ‘

Desdpn ol smethady: [gA L way purified from sera of 6 DM putients and 4 heulthy matched controts by using highly acetyiated-Sepharose
68, wti-lgA-agarose, and juealin-agarese cobnms, and Farther sepursted into jogalin low-affinily, mediva, wnd high-affinity fractions,
Hinge and Fe tfrogments from native TpAl were obtained and wmalyzed by using Somducuy nigra, Maackio amurensis. Avachis hypegoed,
Ervidieing cristagadli, and Bicines communis lecting.

Results: The facalin Mgh-affinity fructon, mostly constiiued by macromalecular (gA L wiss more abundant in (95 patients thao in contrals
wisl alsn nove sewAbee 10 Sembics migrd, and Magekio amuarensis lecins,

Conclusions: Mucromaolesulur serum (gAY from DM patients is hypetsialylated and this probably contributes 1w the high tevel of leAd in

EIM patients, £ 2000 The Canadisn Society of Clinieal Chembsts, Al rights reseryved,

Keyworda: Typy 2 dishetes mellitug; Sinlytution; Mocromoleeular [gA)

L. Intraduction

[nereased concenirations of serunm immunoagiobulin (g
A uk monomers, polymrs, and imotune compleses are
fraquentty found in patients with Type 2 diabetes mellitus
(DM LT Concomitant elevation of the TeA L subelass in
the sbsence of infection is part of the sbnocmality [8]
Huwever, its etiology and tmphications aee unsettled,

Fluean fgA 1 is s henvily glyeosylated sertm protetn tha
comsists of an assortment of maolecules with different N-
ancdfor O-glycafirns due o microheteroganeity of the gly-
can maoiery [900F Monomeric serum AL appeared o
cortabn up o 90% of fully mdactosybited and sialylated bi-
antenoary Meoligosnecharides o the two conserved N-glyeo-
sylation sites in each echain, and five patially oceupied
sites with Chuligosaccharides ot the hinge region [10-12],

* Corvespending authaor,
frtmil addefresi: Iviegue @ coseabe Lot ms (L Visgued- Mg,

Glycosylation of the tgA 1 influences (he immunochemi-
cal properties of the immunoglobuting Experimentally in-
thiced modifiemions of the oligosaccharide motety of serum
IgA L have shown to promete the produetion of agaregited
teAL [13-148 Moreover, stalylation at the glycan moipty of
Fe Al may inflyence the hepatic clearance of serum TeAl
Studdies on [gA nephropathy. o superimposed disiase of [P
patients [153, have demonstrited an ueosual sialytation privte
taen that possibly offects the clearance of polvmeric fpat
F16]0 Also, other serum proteing showed a sizmficantly
merease i its sialie acid content [17), However, it is not
known whether the glycosylation profite of LAl from DM
patents differs from that of TeAD from normal healthy
inclividuals,

Considering that the ncreased levels of serum leAl in
DM putients contd pgasonably be esplained by changes
in the gtycan moiety of the Immunoglobulia, the aim of
this study was 1o examing the glyeosylstion of the {pA]
from patients that coursed with elevaied levels of serum
oAl

OO 12000 1A - see front matter 53008 The Canadion Society of Clinical Chamisis, All ights reserva,
P Qo0 250000 19732
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2, Muteriats and mellods
Aob Meterialy

ChBr-activated Sepharose 68 way purchased from Phay-
macia Biotech (Uppsala, Sweden). DVS-activated Agarose
(Mind-Leak) was from KemeEn-Tek (Copenhagen, Der
k), TSK SWIN0CG- X1 was obtained from Supeleo (PA,
USAL Tgd protense from Nedvseria gonorelioeae was from
Boehringer Matnheim (CGermanyh and otinylated lecting
Sembueens wigra (SHAY, Maackio amurensis (MMAYL Ara-
chis fypogaca (PNAY, and Ervihieine crlstagalli (ECA)
were obtained from Oxford GlycoSystems (NY, USA)Y and
Rivinus communis 120 From Sigma (S0 Louis, MO USA),
Precalibrmed plates (or RID, sheep antihaman [gA L serum,
und bictin-labeled goat antisheep G serum were pur-
chiged from The Binding Siwe (CA, USAYL Affinity-pure
human TpA was from [ImmunoResesreh Tnekson (West
Girove, PA, USAL Trypsin, unlabelled jacaling peroxide-
fabseled jacaling and all aother reagents of analytical grde
were purchused from Sigma,

2.2, Subjects

Serurn samples of 23 patients withe Type 3 diabetes
mellitus were tested for elevation of AL Patlents were
randomly selected from a large group of persons attending
diabetes outpationt elindes of the [ostituto Mesicano del
Segueo Social {IMSSY and the Clinies LaSalle, Institutions
lowadest ot Hermosillo, Mesico, Dingnostic criteria [18.19]
used in this study follow o that from the expert Committep
on the Dhagnosties and Classification of Digbetes Mellis
CAH. The mean age of poatients was 39 (2 UN yroand the
average duration of the disease wis 5.3 (263 yr, Adso, i
had been previously shown that every patient included in
tus study had o significantly high tevel of serum IgA.

Twenty-three heatthy sobjects, sondiabetics, sgx, and
age-mutched 1o patients were iotegrated as the control
group, These cortrol subjects were Do the sime geagraph-
teal zome, Ciood health standing of controls was confiemed
by pritnary ascertainment of clinfeal status, The subjects

were given a standard orab gtucose wderance test (OGOT) of

75 g adter a 43 o 14 b overnight fast, Notmal OGOTS
(el 8 b2 b postlond) was confirmed o every controd
{31,

Six patients and four contenls were further selected from
the titial grovip of 46 subgects, and their sera asedl to purify
AL DM patients were all on orsl hypoglyeaemic therapy
aned withour any infecton for at least 3 months before the
stuty,

wd Quantitation of serwm fgA !

Sera lgAL was quantified as o bound-jacalin protein,
following Culling and Greally {21]. Briefly, wells of en-
vme-inked immunoasssy (BLISAD plates (Sigma} wers

contedd with 100 plo of o 95 pe/mb. jacalin solution in
carbonate bulter, pH 9.6 and incubated for 12 hoat 4 70, The
plate was blocked with 190 bovine serum albunin, 0.05%
Tween 20, in (LOF mol/L, Teis/HC, 005 mal/L, Nal (THS).
pH 25 For 15 hoat room wmperature (.0 and further
incubated. for Uh at e, with 200 ditnted test samples in
THE. pH 7.5 Standard curves were prepared with aftinity
purified fgA (ImunoResearehy, within a range from 0,36
o 40 pgfmb. Stamlards were appdied iy tiplicate and sam-
ples in duphicate,

Wells were extensively washed with 1% bovine sevam
otbumin, (.05 Tween 20, in TBS, pH 7.3 (TBT), and
tncubsated with biotin-conjugated goat antihuman IgA 1, for
[kt et After further washing with TBT, wells were
incubuted with streptuvidin-peroxidase (171000 in TRS, pH
T for 1 hoat ot 3355 wetramethyl-benzidine sofution
wits used Lo reveal the intersetion that was read, alter stop-
ping the reaction, at 430 nm, Kroskal-Wallis st was usedd
1o mensure statisticnl significance,

2 Purification and fractonation of seram Iga !

For hydrophotae chromatography, 100 mb of highly
acerylated-Rephaross 68 was synthesized ns desoribad by
Vibegues-Morgno er al {22] and pocked into a 10 % 2.5 em,
fnner digmeter, colwmn, For affinity chromatoeraphy, two
mitrices were prepared secording (o Viegques-Moreno et af,
(23, coupling 4 g of astihuman TgA {TmmuseResearch)
anc 30 mg of jacalin (Sigma) o 3 g of DV&-activated
agacose (Rem-En-Tek, Copenhagen, Penmack) Alfinity
geds were pueked intod x0 0 om inner dlameter colomns,

Hydrophebie gel was equitibrated  with (03 mal/L
M0, pbt 76, and Joaded with 3 mL of previousty ad-

gusted serum with 1ol Nag8O,, pH 7.6, Unadsorbed

proteins were remaved with 0.5 mal/l Na, 80, pkL 6, and
s were eluted with phosphate-buffered saling (PBS) pH
1A

fsoloed Tps were dindyzed against PBS, pH 7.2, and
lewted  into antihoman IgA-ngorose codumn previously
equitibrated with PBS, pH 7.2, Unbound Tgs were washed
with PRS, pHULE, and fgA was eduted from the olumn with
0005 mold, glyeine/HCL pH 36, Elution fraction was
immediately peutralized with 0.1 mol/L Tris bufter, pH 8.0

Dilyzed lgA fraction was loaded into jacalin-ngarose
colutnn, LeAR fraction was removed from the colamn with
POS, pHUTE (240, andd TpAd cluted in three steps {234, first
with (LO25 mel/l. galactose (jaculin low-affinity fragtion),
then with (), | n‘ml[i,‘, eadaetose {medinme-affinity), amd foally
with (W8 mol/L gadactose in PBS, pll 7.2 (higheaffinity),

Protein conveotration of chromatoagraphis fractions wis
estimated By radial-imsoonoditfusion using precalibrated
plates {The Binding Site) and spectrophotometrically at 595
nm by the Bradford method {26] using human o
plobyling (The Bindiog Sty as stundards, Purity of TgAl
was tested by T84 SDE-PAGE. Western-biotting, and
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ELISA, using gout antibumon [gA L and peroxiduse . | abeled
antihuman [gG (The Dinding Site) as o pricary antisenims,

25 Chtenticn and parification af hinge aond Fe fragments

Pure Tg AT (0.5 mydml in 0.05 mal/L Tris-HCT buffer, |
mbd othylenedisminetetrapeetic acid, 0.1 mol/L, Mok pl
T8 was incubated with the (pA protease from Nefsseria
gonordhoege (Boehringer Mannheim) for 16 b w37 *C
Eneyire was used /230 of the substente by weight,

The Fo fravment was fuether partfied s homogensity by
gob fittrmion-HPLO [HO), using two TSE SWI000CG-XI.
{300 = 78 mm) cotomng in tndem, The columns were
ecputlibrted with (b mol/L sodivm phosphute, G005 mol/L,
sowdivm chloride buffer, pH 72, and mn at o flow rote of
03 mb/min, Purity of Fo fragment was confirmed by
U356 SOR-PAGE,

The hinge fragment was obtained fron e trypsin digest
ol the TgAl pecording 1o methil from Bwase or ol [14].
Two myg of desahted and Ivophilized Al weee denatured
and reduced as mentioned [8) ond alkylated with 40 ikl
tendicetamide in O mob/L Teis- HOL pbl 8.6, for 30 min in
durkness at room termperatire [275 Reduced and alkylated
BeA L was dissolved o 640 L. of .05 mol/l Tris-HCE
bulter, ptl &0, containing 2 mol/L urea | 8, Bighty pl of
i trvpsin (Slgnay solotion (2 pe/ully in 005 mol/l, Fris-
FICL buffer, .05 mal/L, Calll, pH RO, were pdided and
incubated for 12 hoat 37 *C0 The resction mixtare was
diluted, with 0,075 mol/L Cris-HCY buffer, pEl 7.6, 10 0,36
mol/L wees and applied tooa jacubin-ogarose column (2 mi,
of volume bed) equilibrated with 0L 178 mol/d Tris-HE
butfer, pH 76, After washing anbound (rypsin digest, hings
frogroent wus eluted with 0.5 mol/l. galactose in 173
moliL, Teis-HCL butfer, pH 7.6, Hinge containing fraction
was further desalted by using 3 98 mb Bio-Cel P4 column,

2.6, Curbedivdrate anndvis

Enzyme-linked fectin assays (ELLAY were developed as
described by Goodarai & Turner of of, [318]. Biotinylated
SMA MAA, and PNA tectins (Oxbord GlyeoSystoms) were
used tosearch for differences i sialylation omong patients
and controls astording o Leung o ol {1610 SNA lectin
vecuires the presence of o sialie seid residoe o the 6
position of e termiimd Aegadactose o fNaacetyigalag
tesaning residue for binding [29] while NIMA lectin binds
1o terminal sialic acid (o2-3-linked to gatictose [16.29),
MMA does not bind 1w isomees in which sialic aeud s dinked
pude G o galactosy! restdues 126, PNA lectio binds w sinlic-
free GalfiL-3GaINAC [ and o sinlic free GalB1-3C k-
NAC M),

RUAL lectin (Sigraw) and ECA lectin (and Oxford Gly-
coSystems) were usgd o complets the information reluted
i the sindylation ol wrminal residues, ROAD agglutinin
reecgniges e sequence Gl -AGleMAe on Notinked
chuing [IM] A stvong ceactlvity with his lectin indicases

thut the Nelinked chaing are completely plycosylated {30,
I Abse, RCAD repets with teeminal galactose esposed on
O-linked oligossechariele chalng {3030, BECA lectin inter-
aets with tetea- and teb-antennary oligosaccharides contain-
ing Gall-aGleMAe linked units ol the nonreducing end
[H. Broth, RCAL and ECA tecting renct strongly with sialic-
free oligosnecharides that present {1-4] f-linked galactose
residlues aceessible to the lectin (30,311

To sereen for statylation of nutive lgAl ELISA plates
werg inftiafly coated with 100 ph of aselution of [gal (10
g/l in TBS, pHO TS The fgAT solution was seeiafly
difuted untit 1 pg/ml. and incubited for 12 0 at 4 =C, Wells
wers Dlocked with TET, pH 7.3, for 3 b, and further (neo-
bated with 100wl of the biotinylated lecting at 1 pe/mb.
in TRS, pH 7.8, for 1 hat et After washing with THY, pHL,
1A, the plates were ineubated with nvidin-peroxidase (1/
LOOCHD TES, pHC75) for hoat o, Ok phenylendismine was
wsed o revesl the Jectin binding after stopping the reaction
andt the plates were read at 430 nm,

ELLA for Fooand hinge fragments were developed as
deseribed above with the indicated difforences in the coat
ing procedure, The Fe-lectin assay was pecformed by coat-
fig the microtitee plates with 100 ul of o Fo selution (0
pegfmls i 000 mol/L sodivm phosphate, 0,18 niol/L sodivm
chtoride buffer, pHl72) and incubiating the pltes foe 16 b
r.l For the hinge-fectin assoy, 100wl of o hinge solution 3
pgfmbin Q.36 mol/L wres, Teis/HCU L EYS mol/d, pi U6
wats applied into the ELESA wells andd incubated for 24 h at
4o

The QLY (at 450 am) rotios of SNA ELLA 1o PNA ELLA
aned of MAMA BLLA to PNA BELLA were wsed to determing
the sindylation of the JgA T samples [16] The relative con-
e of siadic aid w2~ and sialic acid ol-3-linked 10 M-
andfor Ceoligospecharides was indirecty determined by the
O ratio o SNA ELLA o MMA BLLAL BCASNA, BECA/
MAA, ROAUVSEMA, and RCAUMMA binding ratios were
also abtained o determine the rebative content of free-sialic
terminal residues, Kruskal- Wallis test was used 1o megsarg
statistion] significance.

& Resulls

The concentration of seeum [gAL frart 23 potients with
Type 3 dinbetes metlitus {OM) and 23 healthy conteols was
guantified as o fncalio-bound seeun protein [21), Resulis
(Fig. 1y showed abat serum TgAl levels of patients were
higher (260 35 EAS g/ than seram [gAd from conteols
(Babty 2 L7 i pos Q00D

Rix patients with apfiverage seram [pad level of 20 ®
047 g/ and 4 controls (LE 2 001 p/Ly were selected
atiang the 46 subjects, Purification of TpA L was achioved
fram serim of the M subjects by using o thresstep chros
tatographic scheme, SIE-PAGE showed o pure [gA1 proe
tein tfrom the dast chrommopraphic step (Fig. 23 Fraction 2d
gave no reaction with ant-dg (o not showen,
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Fig, b, Uhe tegal seram DA o the twe starting seady groups. Each cirele
represents noswbjeet und the har jndicotes the menn level for the g
cilentted ty loy transtomed data.

By using w jacubineagarose column, TgAl was then frace
tonated into jacalio fow. (elued with O25 mol/l. galae-
fose), medivne (eloted with 0.1 mol/L. gal), and high-aftin-
v [gAd feluted with 08 mal/l gal; Figo 3, Radial
trrnanedi Fhaston sned SA ol the difforent fractions dem-
onstratect that the jacalin high-affinity [eAl conutitted vp
o 258 of the total TeA L from patients, wherens in conmtrols
oly uprte Db, Mative PACE showed that macromolecular
lrAL was the main cammpooent of the jaealin high-affinity
fraction {Fig. ), while jacalin medivme-affinity TgA b had
sbwncant dimmers and timmers of lgAdL Low-affinity frac-
ton had o high content of monoamerie TgAt,

L3 Lectinaffinire asseys with native Ty !

The three afftnity fractions 10 jacatin were tested for their
repctivity to five lecting. Low-affinity (rich in monomeric

Albumin—»

abecd
Fige, b SOS-PAGE (L2500 af punihed LeA L Himan seram (o) wis Joided
into highty neetylated Repharose 63w isolute W] isamipoglobalins (.
T G sweans soduted frivn Do lobuling by asing anti- b A-garose, ik
puee D |t wis ohtined by using Jacalinagarose,
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Fig, 3 Porfleation of serum sl by faculio agorose. Ty (2 wgi froe
antt-figA-ngarose was applied 1w the colinn (0 aml the Agwethrough
abtioed wite PES, pbUYC2 Jacadin low-affinity Al amd Medina affiniey
AL were eluted with 0025 M palactose () nad Q0 M pulogiose (e
cespretively. Taeallan high alfinitg fractisn, eheted with (08 M pabacione (d)
comsinned wp o 1A% sl 23 of e elutend TnA Y from contrats (A wd
patientn (R respeetivety.

A1y et modivm-gfinity (mostty dimmers ol timemers
of LAl showed oo significanty differences among pas
tents and controls, On the conteary, serwm high-aftinity
lgAl fruction from patients showed significontly higher
binding to dectin SMA thao high-affinity lgAd feaction fram
conptreds (Fig, 5,

As shown in Fie. 6 and Table 1, SMA/PNA binding ratio
obtained with the high-afftnity fraction {mosdy mueromp-

Control

Patient

abcdabeged
Fig, 4 Native-PAGE (4196 of the three alfioity fractivne to jaeatio,
LoweatHnity Pragtion (ni was enriched with moapmeric TpA L Absndant
dimmers e trimeners of gAY constituted the modiviaflinity fraction
e Mawromeleeulor TeA L fe) thostly constiluted the high aftinity Teaction,
Blemining peinein (1 eluted from the columtoat pt L6, The sore alectno.
phisretic pattern wis obiied I patients el i contels.
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Fig, & Binding of WA leetn to Jugolin davwe-aflisiey JgAY (LY Jocdlin
e nffinity AL b and higleatfinity tead (i Signiflcantty dits
fereues in bnding o SMA wigh abservad aniong eantrods (C) and patizon
(B anty with the higheatfiaity TgA L fragtion,

lecular LgA D) from patients was significantly higher than
controfs, Alse, the SNA/MNMMA binding ratio of macromo-
Teculnr BgaAl o the patients was significantly higher than
fhat from contrals, while o significant difference was obe
served among MIMAENA binding ratio among patients and
vontrols, At the samme time, the BCA/SNA, BOA/NMMA,
ROAISNAL and RUALMMA were significantly lower than
those from controls (Figure 7 and Table 1) were,

A2 Lectin-affinity ratiox from Fe and Woge frogmenis

Lactin assays performed with the Fo tragments obigined
from the macromalecalar {gAt apeeed with data from the
native IgA L Thie SNAPNA and SNAMNMA Binding eatios
from patients were sigrificantly higher thin (hose from
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Fig. 6. The binding of SMA W nueromalecular TgAT Trome putients was
stgmificantly highere tun that Frome conteels, and srangly affected the
SHMAEA aoal SMARINEA raios The bar indicates the inesan cadeulited by
Jongr tesns o e sk

Tuble 1
3 Mnding rutios of leeting of native mogromalieatar TeaAl

Patienis" Conteols” »
BMATNA PR SR ORID (LB (0 (000
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MATA/TNA 076 (L0 = (380
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ECAMNNMA T O3E) A lL0%
RCAVEMA LOGx <L
RCAIMNMA, 4 = {05

Vidugs wre expressed ss meun AT Wean level of the group wis

caleulited by g teanslormed data.
PRI ineviduas constituted the paliens greags,
B Eoar control healily snbjeets,

contrisls CTable 20 wera, Ao, BCAJSNA, ROAISNA, nnd
REAUMMA binding ratios from patients were signiticantly
loweer that Uat from controls, Similar as the cesults from
native macromolecular le A, no difference was observiad in
MMAPMA binding ratio ameong Fo from patents amd con-
trods.

O the conteary, the leetin assays developed for the hinge
fractions showed o markedly difference in the MMA/PNA
hinding ratio wwong patients and controls {Table 5,
wherens the ditference i BNAPNA binding matio was Jess
gvident, The RCAUSNA and RCAUMMA binding eatios
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Fig, 7o The significaotty higher bBinding of muecomatecutar TgAl from
P 1o SMA inllenned e BCASNA, BOANMMA, BOAISNA, dul
RESUMMA hinsling riios, The bae indicstes the maan caleulniogd by tog
trumsformesd dity. I, potientss C, controls,
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L0 binding rotios of leetins of Fe feagments Soom macromselecula {gal

Totients”

Camrols”

LI

AMAENA RS EARH SRIT NS

ANAMNA AA0 {0 1.07 {0418y

MM AT A (R (2000 (3,903 £ 0140

BCAMGMA (k27 (2006 (LR €000 w1

BOAMMA LAY Ceidh 189 0006 =103

HOASMA (37 (008 LA (20D <027
I I A LA 2 ED 05

ROATMMA

Volugs ore expreased nsomwnn = S0 Mean level of the group was
calusdatad by Jog translormed data,

* R individuals constitged the patienes geoap,

" Foor conteol subjeuts

were both significantly tower in DM patieots than the re-
spective binding ratios from cantrods, Finally, in the hinge
fractions. the SNAMMA Dinding ratio was simibar arong
patients and controls,

d, Dlscussion

Severnt studies bave shown that Type 2 diabetes meltiig
(DN patients present increased fevels of sevum [gA (1-7].
Also nosignificant elevation i the lgA) subcloss appears to
be part of this phenomenon (81 Presentty, & is ol knawn
whether b high tevels arg o result of an increased pro-
dugtion or a defictent clenrance mechanism, Bemoval of
oA from the ttood strewm strongly depends on the glyean
structure of the malecule, Most receptors involved in [ga
recognition are sensitive to carbohydete changes at the
oligosuechirics modety, particulardy to the presence of sialic
aeid,

Alter confirmation thay DM patients involved i this
study also had elevated coneentrations of serum TgAd, the

immunoglobulin was purified by using a theeesstep chyo.

mtographic scheme with jacalinagarose as o final step.
This procedure eliminued the potental interference due 1o
the presence of contaminating seram glycoprotetns (C1 in-
hibitor, and fetin, among othes) that react with jaenling
{33]

Tabale
€A nding, raties of lecting of kinge Fragmenis froni qucromadesular
Ipal

Thitin s Canlrals®
SMAFA KR A AL b chab¥ {200
SMAMNLA 119 {5048 (AT L0068
M RTAPI A (At (.65 {00,340}
RCASNA 0,50 (21007 (1,490 (it

0.8 {2000 17001

R ANVINA

Values e expressed as meon 5 800 Mean level of the group was
caliubsted By Loy nmsfarmed dotw.

51k individugls eonutituted the padients geoup,
* Faur eontrol healthy sbjects.

Al was separated into three fractions with differential
affinities Qow. mediurm and highd toward jaealing Blectr-
phoretie amulysls show that the Jow-affinity fractions con.
tained mostly monomeric forms of TeA L, us hud bee previ-
ousty reported by Hiki ef al {34), The medivm-affinity
fraction was enviehedd with dimmers and wimmers, while
mainly mucromoteculur (gA1 constituted the high-afinity
fractions, The macromolecular fraction was larger in pa-
Hents' thon in controds' sera. Triolo er al, [7) have found that
in diabetes up o 87% of TpA, including both [gA L and (gA2
subclagses ore potymeric, These suthors suggested that o
defective mechanizm of hepatobibiary transport might vo-
dertoy the increased levels of polymeric TgA in DM patients.

[n the present study, hyperstalylation determined by en.
wyme-lectin affinity assays was found i potient's native
IgAL Only the macromolecular fraction had a kigh comem
of o {2-61 sialic neid linked o terminnd galactose and
Mesvetylgalactosumine ol N- and O-aligosacehurides, This
increase in o [2-63 sindic acid, as indicated by SNA/PNA
and SNAMMA binding ratios, was also gonfirmed by jts
influence in BOA and RCAT lecting recognition.

Abnormal aggregation of [gAE has bean reported asso-
cigted w glycosylation profile changes, A decrease in the
terminal sialic acid linked to oligosaccharides foeated at the
hinge reglon may induce o conformational instability lead-
ing to aggregation of (Al into polyvmers [13] On the
conteary, hypersindylation of TeA L appears to cause eleva-
tion of polymeric {gA] n patients with {zA nephropathy
FLO] o disease superimposed with Type 2 DM i a oumiber
of patients [15],

Fo replons derived from pritease teated TgA T and con-
ining N-vdigosacehurides were also o [2-6] hypersiaty-
buted. SNA/PNA aod SNAMMA binding ratioy were sip-
riflcantdy Wigher in the patients’ Fo fragments than in those
Frame contrals, while the MMA/PNA showed no difference.
On the other hand, o (23] srd e [206] sialvlation o
hinge fragments from patients’(gal wers sigmticanily
higher than these froos conteols ware, These rosults indi-
cuted that the incrensed tevels of sialic acid in TgA T depends
on both, the ligh conteny of sinlie acid o (2-6] and o [2,3)
linked 1o glycons, Adso, the hypersisiyladon of the lgAl
from patienys relay not only on sialic acid bound to the Fe
but also to that one finked to the hinge region,

Although the exact level of the sialic scld bound w the
glycans have not well determined, the siabylation status of
the feAl is comsidered 1o have o profound effect on the
imteraction of the molecule with specific celludar reeeplors
that mediate its clearance from the plasma {16], A signifi-
cattly reduction in the sialic conent seems 1o be essentis
for the majority af the glycoprodeins 1o be rergoved fram the
plasima, it may be the same for the lgAl,

In Bealthy subjects, the [gA aggregates are cleared from
the blood cirewlation exclusively by the liver (35], Fractions
of these potymeric TgA L are linked to the seeretor cormpos
neot, amd mainly cemoved by the hepatobiliary system.
Other mperoggglecular TeA ] fractions seem to be cleared by
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asialoreceptors involved in the genersd eleirance mechas
nist wsed for wsialoglyeoproteins by the liver [35] There.
fore, it might be expected that the high content of sialie aeid
binkedd i Tg AT could bear i comsidarable tmplication on the
high levels of serum [pAl in DM patients, the masking
effect of sialic seid may hinder its clearance By the asindo-
plycoprotein recaptor,

Heferenges

R
(2

=

[

(1]

[

[t2

|13

e

(14

L

Arcliowi M5 Masrat A, Bshiassy AA Serom oo lobalio con-
ceneations in lubety patients, Diabet Med (0011384 .7,
Rowlriguez-Sogwle 8, Coming ME, Paz IM, Dal 8io R, Abnormal
sernm inuunieg lolwdin eon vun.nmm in patictts with dlabetes mel-
litws, Clin Chazn Acty 1991003 L3500,

Bodrigugg-Segade 8, Corning MF, Carnens A, e ad High sera Tpa
ohcentrptions o pratients with disbares mellis: agewbse distrilution
undl relution o chronic complications, Clin Chem 100642 367,
Eyuchi K, awanwe M, Suenki U e af. Significones of high levels of
serum lod and fpA-elyss girewlading Smvne compleses (e A-C1C)
I patients wish uon-insalin-dependent distwtes mellitus. b Dighe
Cromniplicaiiony Y905 g by

Figuaredo A Tharew JL, Roddeiguer A, e of, Tgrensed serwm lavals of
T wntilinlics to g TO protein in putients with dinbetes metli:
thie relationaslip with vascalor compdicatians, Clin Tinmaned Tmmd-
ogthiol 1968, 79 15 5.5,

Trioto G Cliunding B. Rinslh A, Bomplon G0 A= and insulin-
contwining (E3-fiming ) elivuling fmmoe complexes o dinbetis
el Clise Trmwinel Snsenaisapaibo T98480: 1017,

Triotoe G, Chandin B, Binwldi A, Borpisni GO Sentny hyper 1ga in
diubeten mellitus | Inareass in (hee geoportion of the polymerie o he
ivanameric form, Batl fae Sieroter Milon 19840676 1734,

Cihnzse ML Tomine ¥, Tsushios Y, Shindew M, Kuewmen T, Koide
H. Elevation of seruin g levels in patiends with diabelic nephirop-
iy, Neplron 190638,

Allen AU Metholological ﬂ]‘lprmwhuﬁ 1 the anulysi
glywosslation i lgA nepheopattiy, T Mephral 14,
Mt TS, Pleass BE Willis AC, et ol The glyeosyl: tllnu aed SR
af human seruen teA L Faby il Fyoregions aul e eole of A
slycnsy ltion on Feaeegepior inteectiong. 1 ol Clem U025
2IH0 T,

Tormutn S Novak 1 fuling B4, Mawwsovie K, Konedny K,
Mesteeky 3. Cirtulating immune complises i 1A nepluopathy con-
sist of Ledd it galuelose-deticieot Moge segion and antiglyenn
sitibsiactios, 1 Clin tvest TOW 00 15 B,

Fealinlby 10 At 800 Siructiernd Features of Tga mplecnbes which
errteibite 0 LA nepliepathy, | Mephrol 108126075,

Pacane L Obkawn 5, 8shil Kurakass 1 et al Stady of e reliionship
betwest ACky human serm TeA L and i Qeglvean plyeolor,
Biochem Bitghys Ren Comin 1588026 1d7 2408,

Bvase B Tamadia A, HIKED Y, of ol Aggregated homan seram i
toglolading Al induced by nevramisidase trentment bl g lower
nuther ('l O-finkest stigar chuins o e inge portiv, b ORromaig

Kanung !u ‘wl Wawnna T Eribi Ko Serven IgA bevels in padients with
dighetic mephropathy wnd JpA nephropathy sepesimposed on dinberes
ettt Dibbetis Ros Chn Pragt J000548 1 13-4,

Leting FORL Praon BY R Meng Lai K Tneeeaied sindylation of poly-
meriy tinigdubulin Al Mechugisg of selective glomerular dep-

[17]

Lt&]

[

130

£

|3

(50

[54]

[33]

asition in imemneglobalin A aepliopathy? T Lab ©lin Med 1009,
EA 152 1),
Chen W, Chll MA, Yokeyatnn H Jewsen 15, Oeckert M, Parviog
HH. Raised serm siulic seid coneestmion in NEDIDM putients wilh
and without diabetic nepheopathiy, Diobet Care 1900 19: 12403
Workt Bealth Qeganisotion, WHE Expert Convhiliee on Diabeles
Mi.“lilh Seeofeh Heport, Teelical Beport Serial Mo, 127, Genewn:
Warld Health Orianization, |985, .
Nutional Diabetes Dun Grong, Classiflcaion ang Qigiosis of iy
etk maellitgs and oher dategories of ghegose intalermce, Dinbetes
PTG 100,
The repor of the 199 Bxpert Commiltee on the [agnosis and
Classifivation of Diabetes Mellis, Dinbet Care Y NN
Cudlinn ML Greully JF A novel lectin-used enzyme-linked immg-
noserbent mssuy for the neasirement of AT in seenm sl Seprelry
gAY seretions, Clin Chim Auty 100 (PN 1Y )
Vilagw-boreno L, Poruh ), Sehluter 55, Sarcllosis 18 Parifica-
tiot of u novel betereddimer Teom shark (echaaltings plushens)
strupn by pad-irnsobilized el chrammtography. Cunp Biocham
Pliysiob 907, [KIFL 6% 4,
Viagueg-Moreny L, Calderdn de 1o Barea AM, Robles-Ruegaeio #,
Cotmparisan of divinylaulphone-netvated sgueose with diiTerent ma-
trix quaterials to punily lecting by affnite chromalograehy, In: Vau
Dyvigsscte B Framg 8, Becckemms UL g al, elilars, Leeting: Binlogy.,
Picwhemistry, clinienl biochemisiry, Vol §, Hellerup, Denmark,
L9973, pp. 1101k
Bugue-Hurreira M Campos-Meto A, Tnealing An 1pa-binding lectin
A frmsnol PRS2 506G 60,
FRkE Y. Kokala T Ivase HLoot ol Underglyeosylotion of 1p8 1 binge
plays wgertain role Tur s glimer by deposition in g neglieopathy.
1 oAun Bace Bephral JO0 10604,
Bradford M6 A ropid and sensitive methand for e quantimtion ol
PR FOQEIIN (pLMities of pratein ubilising e principle of protgin- Cye
Binsling, Anal Blocherm 1076008 50,
Gl BRM. Methols of engymology. Carbosy-meihytation 1973
SR '
Cioodarey MT, T GAL A& lectin imethed for davestigaing 1w
phveosylution of venagrans aminis of puiied glyeoproein Glyeo.
coj b1, i 4,
Brdo T Fractiouwiion of glycoprowhederived oligosceharides by
alfinity chromutagoiphy wabng imeonbilized leedn colimwas, 1 Cliro-
RIS R T T R T B
Wu AL Snag 8, Sugii & Herp Ao Difforential Winding propertios of
CralfinlAe specific lecting availnbi tor charctecbatiog of glyco.
receptifs, [ Enochem Bioplvs 1997346101,
Drebivny H. Cecont T8, Bteepker € Spik O Montreuit |, Specifivity of
twelve lectios towards oligosaccharides s glycepegides related jo
Neelyoimylprowing, Bue T Biochem 19851100 EeA3,
Walth AL fdoras C, Svanvory O Meatecky 3 Lectin reeeptons an L
Psoitepes, Sednd ) Tinanod 0000 105,30
Haortin Cil, Trimpe BL, Lectin offinity chromatography of prowin
bencing Chlinked elignsacchandes: applicwtion of fuealin-nparose
Adinal Biocherr THTRE 27107,
Hiki %, Iwine W, Bakube T. o0 il Assoetation of dsinlo- gl oy d
FE-dM-geety galoctosaiaine on the binge with o conformational in.
stubility of josulin-resciive itnmupogdebulin &1 b inrrnga bt
nephripathy. I & o Mephrol 19967055 60,
Ruogestelln D, Piecioto G, Torghis Moot ol Bemoval systeins of
imnsuneglobulin A and immwmeglobulin A contsining compleses in
1A negshroputhy wd circhesds patients, e rale of nsklogbyeopre
tein peceplues, Lat begse SELGHT 1420,




