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L- ABSTRACT

Lectins from decapods seem to mediate immune recognition. In the freshwater prawn
Macrobrachium rosenbergii hemolyl-nph, there is a 19 kDa glycosylated lectin (MrL),
specific for N-acetylated sugar residues such as N-acetyl galactosamine, N-acetyl
glucosamine and sialic acid derivatives. In young stages of the prawn, the lectin have a
higher concentration but lower agglutinating activity, however the adults stages have a lower
concentration and higher agglutinating activity. This oscillations on the concentration and
agglutinating activity have a correlation with experimental observations about the high
susceptibility of youngs prawns to suffer infections, With the goal of better understand the
participation of MrL on this phenomenon, the lectins from the young and adult stages and the
protein and saccharidic portions from the adult prawn were characterized. The lectins in both
stages were purified by affinity chromatography using stroma from rat erythrocytes. The
results show that the motecular weight and amino acid compasition of the lectin from youngs
and adults prawns are similar; however, chromatofocusing assays identified four isolectins in
the young (at pl: 5.6, 5.1, 4.6, 4.2) and only one in adult {at pI. 4.2). Their functional
characterization shows different recognition capability and glycosilation rates.

MrL from adult prawn contain 11% of glycans, its characterization by affinity

chromatography with lectins and gas chromatography indicated the presence of 2 N-glycans

1) Manose;N-acetylglucosamine,;Galactose;;, 2) Manose;N-acetylglucosamine;s,  and

probably one O-glycan, Galactose;N-acetylglucosamine; N-acetylgalactosamine;, sialic

acide2. The amino acid sequence obtained by mass spectrometry MALDI-TOF, have a 54%

of identity with the hyperglucemic hormone from M. rosenbergii and 22 % and 27% with

the variable portion of the x and A chain from human antibody respectively, however this

sequence not show identity with any animal lectin. The combination of circular dichroism

and secondary structure prediction show a content and a pattern of 4 B strands, alternated

by 3 random ¢oil and two o helix, similar to the folding of the immunoglobulin superfamily.

Our results indicated that the saccharidic portion could be responsible of generating

isolectins with different recognition capability, and that MrL could be a new member of the

immunoglobulin superfamily proteins.



L- RESUMEN

Las lectinas de decapodos son responsables del reconocimiento inmune. En la hemolinfa del
langostino de agua dulce Macrobrachium rosenbergii, se encuentra una lectina glicosilada de
19 kDa (MrL), especifica para azicares N-acetilados y derivados de Acido sidlico. En estados
juveniles del langostino la lectina tiene una concentracién alta pero una baja actividad
aglutinante, sin embargo los estados adultos poseen una baja concentracion pero mayor
actividad aglutinante. Estas oscilaciones en la concentracidn y la actividad aglutinante,
correlacionan con observaciones en donde el langostino juvenil s altamente susceptible a
infecciones. Con la finalidad de entender la participacion de MrL en este fendmeno, se carac-
terizd la MrL de langostino juvenil, asi como la porcidn proteica y sacaridica del adulto.

La lectina de ambos estadios de maduracién se purificd por cromatografia de afinidad
empleando estroma de eritrocitos de rata. Los resultados muestran que el peso molecular y la
composicion de aminoicidos de MrL de ambos estados no presentan diferencias, sin
embargo, por cromatoenfoque se identificaron en la lectina del langostino juvenil cuatro
isolectinas (a pl: 5.6, 5.,4.2) y solo una en el adulto (a pI:4.2), y como unica caracteristica
particular, poseen diferentes porcentajes de glicosilacion y capacidades aglutinantes.

La MiL del langostino adulto contiene un 11% de carbohidratos, su purificacién y caracte-
rizacion por cromatografia de afinidad con lectinas y cromatografia de gases, indican 2 N-
glicanos constituidos por: 1) Manosa;N-acetil-glucosamina;Galactosa, 3, 2)Manosa;N-acetil-
glucosamina 2s, y 1 O-glicano, Galactosa;N-acetil-glucosamina;N-acetil-galactosamina .4
dcido sidlicoyy. La secuencia de aminoicidos obtenida por espectrometria de masas
(MALDI -TOF), no mostré similitud con ninguna lectina animal, pero si un 54% de identi-
dad con la hormona hiperglucemica de M. rosenbergii y 22 y 27% con la porcién variable de
las cadenas x y A de anticuerpo humano. La combinacién de dicroismo circular y pre-
diccidn de estructura secundaria mostré que MrlL, de langostino adulto posee un contenido y
un patron estructural de 3 hebras beta, alternado por 6 estnucturas aleatorias y dos alfa
hélices, similar al plegamiento de la superfamilia de las inmunoglobulinas. En conclusion,
nuestros resultados indican que la porcién sacaridica podria ser la responsable de generar
isolectinas con diferentes capacidades de reconocimiento, y que MrL del langostino adulto

. podria ser un nuevo miembro de fa superfamilia de las inmunoglobufinas.




II. INFRODUCCION
Glicoconjugados

Durante las dltimas 3 décadas la quimica y la biologia de los glicoconjugados, carbohidratos
unidos covalentemente a proteinas y lipidos, ha adquirido gran importancia (Varki, 1993,
Varki et t'zl_, 2000), ya que pueden participar en: 1) influenciar la conformacion estructurat de
una proteina (Oheda ef al, 1990); 2) funcionar como receptores de diversos agentes
patdgenos como bacterias o virus (Zenteno ef al., 1998a), 3) como glicoantigenos, modular
la respuesta inmune y permitir por enmascaramiento la evasion inmunolégica de patdgenos
{(Wetzler et al, 1992), 4) determinar el periodo de vida de glicoproteinas y células de
acuerdo al nivel de glicosilacion de ciertos glicoconjugados de superficie (Drickamer, 1991);
5) pueden funcionar como receptores para hormonas y patogenos (Glick ef al, 1991); 6)
controlar la permeabilidad de la membrana y regular el metabolismo y la division celular,
debido a ciertos glicoconjugados de superficie celular (Fermini y Nathan, 1991); 7) ser los
responsables del reconocimiento y adhesion celular, manteniendo a 6rganos y tejidos en sus
puntos de confinamiento (St. John et a/, 1990) y sus alteraciones estin intimamente
relacionadas con una gran cantidad de patologias y metéstasis de canceres (Varki ef al.,
2000).

Lectinas de Invertebrados

Una de las herramientas importantes para el estudio de los glicoconjugados han sido las
lectinas, proteinas con capacidad de reconocer carbohidratos de manera especifica. Estas
proteinas se encuentran en todas las entidades bioldgicas conocidas, desde animales hasta
virus, pasando por plantas, insectos y protozoarios (Lis y Sharon, 1999).

La capacidad de las lectinas para aglutinar eritrocitos es una propiedad que ha permitido su
identificacion en tejidos, diversos 6rganos (Komano y Natori, 1985), fluido celomico, seminal y
hemolinfa de varias especies de invertebrados (Arasor, 1996). Uno de los primeros reportes de
lectinas en invertebrados proviene de Camus (1899), quien identificd una lectina en el tejido de
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varias especies de caracoles del género Helix. En 1903 Noguchi (1903) demostro la presencia de
una lectina en la hemolinfa del cangrejo cacerola Limulus polyphemus y de la langosta Homarus
americanus, con lo que se confirmé la presencia de lectinas asociadas a membrana y solubles en
la hemollinfa La primera fase en la caracterizacion de las lectinas en invertebrados se baso en
identificar su funcionalidad y proponer su participacion como elementos importantes para el
reconocimiento y respuesta inmune {Cheng y Sander, 1962). La segunda fase se inici¢ a partir de
Ia identificacién en la ostra Saddomus giganteus (Jonson, 1964) y en el caracol Helix hortensis
(Prokop et al., 1965) de lectinas con capacidad de identificar grupos sanguineos humanos Ay B
respectivamente, lo cual coloco a las lectinas de invertebrados como herramientas utiles para la
tipificacién sanguinea. Las tercera y ultima etapa se inicié a principios de la década de los 707,
con trabajos tendientes a2 identificar y caracterizar lectinas de invertebrados desde un punto de
vista molecular, bioquimico, estructural y fisiologico, con el objetivo de establecer con mayor
certeza sus papeles bioldgicos y su aplicacibn como herramientas para la caracterizacion de
glicoconjugados (Vasta, 1992; Varki, 1993; Varki et af,, 2000).

Papeles bioldgicos de las lectinas de invertebrados

Dentro de los papeles biologicos plenamente identificados en las lectinas de invertebrados se
puede mencionar que; 1) Confieren proteccién al huevo contra patogenos y permiten el
desarrollo embrionario, como ocurre con los embriones del cangrejo cacerola Tachypleus gigas
(Shishikura y Sekiguchi, 1984). 2) Varias lectinas con diferentes especificidades, en
protozoarios de vida libre, como Acanthoamoebea spp, estan implicadas en el reconocimiento y
unién de particulas ¢ de alimemto (Brown ef al, 1975). 3) Algunas lectinas regulan las
interacciones simbidticas especificas, como ocume con ciertas especies bacterianas y el alga
Didemmium prochloron (Muller ef al,, 1984). 4) Las células espermiticas de todas las especies
de invertebrados poseen en su superficie, lectinas y glicoconjugados con receptores especificos en
la superficie de los oocitos los cuales poseen también lectinas y glicoconjugados, por lo que las
interacciones entre ambos son sumamente especificas y son las responsables de la restriccion de la
fecundacion entre especies, como ocaure con las restricciones de diversas especies de erizos de
mar (Vacquier y Moll, 1977). 5) Algunas lectinas de superficie celular reconocen ligandos
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enddgenos y son las responsables de formar agregados celulares, como ocurre con las lectinas de
esponjas (Yeaton, 1981). 6) La variacién en la concentracion de lectinas antes, durante y después
de la metamorfosis de los insectos sugiere su participacion en la reorganizacion de tejidos y
construccion del exoesqueleto (Mauchamp, 1982). 7) La localizacion de lectinas en epitelios,
secreciones mucosa, hemolinfa, y en la membrana de ciertas células circulantes,
conjuntamente con su capacidad por reconocer elementos ajenos, ubica a las lectinas como
las princilpalw responsables del reconocimiento de lo no propio y de la fagocitosis en
invertebrados (Trip, 1960, Cohan er a!., 1984).

Lectinas de decapodos

Dentro de los invé:tebrados, los decipodos poseen una posicion especial debido a su ficil
adaptacion para la ecuacultura y considerable valor alimenticio, lo que los coloca como
especies muy apreciadas y de importancia econdmica. Poseen un sistema circulatorio
abierto, el cual conticne hemolinfa (tejido sanguineo) por la cual viajan libremente,
nutrientes, oxigeno, hormonas y células. Precisamente, es en la hemolinfa en donde se han
identificado lectinas, con diversas funciones, pesos moleculares, mimeros y tamafios de
subunidades (Tabla 1). La mayoria de las lectinas identificadas en este grupo poseen
especificidad para carbohidratos N-acetilados, tales como N-acetil-D-glucosamina
(GlcNAc), N-acetil-D-galactosamina (GalNac) y algunas poseen especificidad para
derivados O y N-acetilados de écido sialico y en pocas ocasiones para fucosa y galactosa. La
mayoria de estas lectinas son dependientes de cationes divalentes, por lo general calcio, v
son sensibles a la quelacion (Nalini ef al., 1994, Vizquez et al., 1998). Desafortunadamente
se tiene escasa informacion relacionada con la secuencia génica, proteica y organizacidon
estructural de las lectinas de crustaceos, informacion de suma importancia para entender su
participacion en los mecanismos de reconocimiento inmune y, derivado de este

reconocimiento, los procesos de respuesta inmune.




Pape! biolégico de kas lectinas en decdpodos

Se ha propuesto que las lectinas de decdpodos poseen, en general, las mismas funciones
biologicas que las lectinas del resto de los invertebrados. Participan en el transporte de
carbohidratos, glicoproteinas y calcio (Vasta, 1992; Vizquez er al., 1998), en la adhesion
celular, migracién y apoptosis de grupos celulares (Ni y Tizard, 1996). Pero en donde
destaca la participacion es en el reconocimiento de fo no propio, ya que la mayoria de Ias
lectinas presentes en Ia hemolinfa de decapodos son especificas para carbohidratos que se
localizan en la pared y membrana de bacterias y virus, tales como lipopolisacarido (Kopacek
et al., 1993), 4cido sidlico y derivados N y O acetilados (Vazquez ef al., 1993), GicNAc y
GalNAc (Freire-Méarquez y Barraco, 2000) y B-1,3-glucano (Duvic y Soderhall 1992). Del
mismo modo, las lectinas asociadas a hemocitos, una vez que reconocen su ligando, son las
responsable de iniciar varios mecanismos de respuesta inmune tales como la activacion del
sistema de profencloxidasa (proPQ), (Smith y Soderhall, 1983; Soderhall y Cerenius, 1998),
kiberacién de factores de adhesién (Thornqvist et al, 1994), liberacion de factores
inductores de la coagulacién de la hemolinfa (Kopacek ef al., 1993), liberacion de proteinas
y péptidos antimicrobianos (Kawabata er al., 1996), fagocitosis (Tyson y Jenkin 1974;
Vazquez ef al., 1998; Sierra ef al., 1999) y encapsulacion de particulas que no pueden ser
fagocitadas (Persson ef al., 1987).
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Tabla 1. Propiedades de algunas lectinas de decépodos.

Crustficeo Catién | Peso Molecular | Subunidad Especificidad Actividad Biolbgica Referencia

kDa kDa
Langostino
Macrobrachium rosenbergii CD 19 9.6 NeuAc, GalNAc, GleNac  fAglutinacién Bacteriana | Vizquez ef a/.,1996
Cangrejos
Seyila serrata CD 557 25-30 NeuGe, Ac. colomico, MSB Opsonizacién Kongtawelert, 1998
Charibdis japoncics cD 300 19 a-galactosil, o -glucosil nd Umetsu et al., 1991
Langosta
Hormarus americanus CcD 19 5 NeuAc nd Hal! y Rowlands 1974
Jasus verreauxi CD nd nd MSB, Fet, NeuAc, GIcNac Opsonizacion Imai et al., 1994
Cangrejo de rio
Pasifastacus lenlusculus CcD 420 65-80 MSP, MSB, Fet, LPS Opsonizacién Kopacek efal, 1993
A. pallipes CPD nd nd Fet. n.d. Middleton et al., 1996
Lapa
Megabalanus rosa D 330 22 Gal Biomineralizacion Muramoto et al., 1985
Balanus rostratus CD 120 25 Gal, Lac, Mel Biomineralizacion (-) Toda et al., 1998
Esquila
Mantis shrimp cD 192 - Fucosa Formacién Cépsula  |Amirante y Basso, 1984
Penaeidos
Peneaus japonicus CD 330 33 GlcNac, GalNac, NeuAc Opsonisacidn Kondo er af., 1998
Peneaus californiensis CD 174 41 GlcNac, GalNac, NeuAc | Aglutinacién bacteriana] Vargas-Albores 1993

CD y CPD, catidén dependiente y parcialmente dependiente. NeuAc-dcido siAlico, GalNac-Necetil-palactosamina, GleNAc-Nacetil-glucosamina, NeuGe-
glicosil 4cido sidlico, Fet-fetuina, Gal-galactosa, Lac-lactosa, Mel- Melobiosz, MSB y MSP-mucina submaxilar bovina y porcina,
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IIN. ANTECEDENTES

El langostino de agua dulee Macrobrachium rosenbergii es un decipodo que posee una gran
adaptabilidad y rapido desarrollo, y es importante en la acuacultura debido a su alto valor
alimenticio y econdémico (New, 1995). Sin embargo, una de las limitantes importantes para
su 6ptima explotacién ha sido la alta tasa de infecciones mortales en los estadios larvarios y
juveniles, ocasionado por levaduras en invierno y enterococos en verano, infecctones que
disminuyen de manera considerable conforme se desarrolla el langostino {Cheng y Chen,
1998; Bachere, 2000). Los trabajos relacionados con la ecologia del langostino y practicas
de cultivo son abundantes y los relacionados a los aspectos bioquimicos y fisiologicos se
enfocan al impacto de contaminantes en el metabolismo y desarrollo del Jangostino
(Vijayram, 1996, Lee ef al, 1997, Cavalli er al., 2000). Por otro lado los trabajos
relacionados con ia descripcién de los mecanismos de respuesta inmune son més abundantes
y se pueden clasificar en tres grupos: 1) Influencia del ﬁledio ambiente: en donde s ha
demostrado que un incremento en la temperatura y oxigeno inducen un aumento en la
cantidad de hemocitoé y la activacion del sistema proPQ. El incremento sostenido del pH a
8.8-9.5 y de la temperatura a 33-34 °C, exacerban infecciones por enterococos, las cuales
pueden llegar a reducirse por una disminucion de la salinidad (5-10 ppm) (Cheng y Chen,
1998, 2000). 2) Respuesta inmune celular: se han identificado en M. rosenbergii tres tipos
de hemocitos: a) fusiformes o hialinos, b) ovoides grandes o granulares y ¢) redondos
pequefios o semigranulares. Los hemocitos ovoides grandes o granulares son los
responsables de actividad fagocitica, activacién del sistema proPQ y citotoxicidad, por lo
que representan la principal linea de defensa celular (Vazquez et al ., 1997, Zenteno et al.,
1998b; Sung ef al., 1998, 1999, Soderhall, 1998). 3) Respuesta inmune humoral: en la
hemolinfa del langostino M. rosenbergii s¢ ha confirmado la presencia de una lectina de 20
kDa, dimérica con 9.6 kDa por subunidad y un 11% de carbohidraios (Vazquez ef af., 1993,
1996). Esta lectina es capaz de aglutinar eritrocitos de rata, conejo, galling y ciertas cepas
bacterianas como: Aeromonas sp., Bacillus cereus, Pasteurella haemolytica biotipo A serotipo
12, Pasteurella multocida y con menor afinidad, Salmonella aureus coagulasa positiva y
Escherichia coli (Vazquez et al., 1997), tedo lo cual permite ubicar a esta lectina como un
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elemento importante para el reconocimiento de componentes extrafios. Mediante el empleo
de anticuerpos policlonales especificos para MrL sérica, se observé por microscopia
electronica, la presencia de MrL asociada a Golgi, granulos secretores y membrana de
hemacitos ovoides o granulares. La lectina asociada a la membrana de hemocitos posee la
misma especificidad para carbohidratos y eritrocitos de rata, gallina y conejo, que la lectina
soluble, y ademads reconoce y fagocita eritrocitos y bacterias conteniendo carbohidratos N y
O-acetilados (Vazquez et al., 1997, Sierra et al., 1999). Todo lo anterior confirma tres
cosas; 1) que los hemocitos son los responsables de la sintesis de MrL; 2) la existencia de
una variante de lectina asociada a membrana y 3} en la sintesis de MrL podrian existir
rearreglos moleculares similares a los existentes en los anticuerpos solubles y asociados a 1a
membrana de los linfocitos B.

A partir de la cuantificacién de lectina en la hemolinfa de varios estadios de desarrollo de M.
rosenbergii, por medio de un anticuerpo monoclonal se concluyd que el estado juvenil dei
langostino posee una mayor concentracién de lectina (2.6 mg por ml de hemolinfa), pero con
una capacidad aglutinante notablemente disminuida; mientras que en el langostino adulto la
lectinz tiene una menor concentracién (1.5 mg por mi de hemolinfa), pero una mayor
capacidad aglutinante (Agundis et ai., 2000). Esta correlacién entre MrlL. de langostino juvenil
con baja capacidad de reconocimiento y la alta tendencia a suffir infecciones en este periodo,
permite confimmar 1a participacion de esta lectina en el mecanismo de reconocimiento inmune,
Sin embargo, se ignora como podria llevarse a cabo la regulacion de 1a actividad de MrL o si
varias isolectinas estin implicadas.
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IV, JUSTIFICACION

En la hemolinfa del decapodo M. rasenbergif se encuentra una lectina (MrL), sintetizada por
hemocitos y una variante de ésta se encuentra asociada a membrana. Tanto la lectina de
membrana como la sérica reconocen grupos celulares que contienen el mismo determinante
sacaridico, y se considera que forman la primera linea de defensa inmune en el langostino. La
lectina sérica muestra una mayor concentracidn pero menor actividad aglutinante en el
estadio juvenil que en el adulto, comportamiento que coincide con la alta tendencia de
organismos juveniles a padecer diversas infecciones.

Se desconocen las propiedades bioquimicas de la lectina en fase juvenil, por lo cual
proponemos que la diversidad funcional de la actividad aglutinante podria estar relacionada
con fenémenos de microheterogeneidad de la proteina, y regulada a su vez por la maduracion
del langostino, lo cual genera isolectinas que pudieran explicar este comportamiento.
Trabajos previos indican que la lectina aislada del langostino en fase adulta es una
glicoproteina, lo cual también estaria generando una alternativa de diversidad en la lectina en
los diferentes estadios de desarrollo. Por estas razones, en este trabajo se pretende
caracterizar las propiedades bioquimicas y estructurales de la lectina obtenida en el estadio
juvenil y adulto, con la intencion de entender y explicar su papel en la biologia y respuesta
inmune del langostino.

IV. HIPOTESIS
La diferencia en la capacidad de reconocimiento y respuesta inmune entre el langostino
juvenil y adulto se debe a la existencia de isolectinas con diferentes caracteristicas y

capacidades de reconocimiento por sus carbohidratos.

IV. OBJETIVOS
1.- Purificar y caracterizar a la lectina del langostino M. rosenbergii en estadio juvenil y
adulto y realizar un anilisis comparativo, bioquimico y funcional de la lectina
en ambas etapas de maduracion.
2.- Realizar la caracterizacion bioquimica y estructural de la porcidn proteica y sacaridica de MrL
de langostino adulto. '

14



V.- MATERIALES Y METODOS

Extraccién y purificacién de MrL de langostino juvenil y adulto

El langostino de agua dulce Macrobrachium rosenbergii se obtuvo de granjas dulceacuicolas en
Jojutla Morelos, México. Los estadios de maduracion se determinaron con base en el peso y
caracterisﬁcas corporales de acuerdo a los parametros de Peebles (1977) y Wickins y Beard
(1974). Los grupos analizados fueron: 2) juvenil (Post-larva), con una longitud de 720.5 cm
(n=20} y b) adulto (especimenes en intermuda) de 10.3 £ 0.9 cm (n=24).

La hemolinfa fie extraida del seno pericirdico mediante puncién utilizando una aguja de 25 mm;
se¢ dejé coagular a temperatura ambiente durante 30 min y posteriormente el suero obtenido,
después de someterlo a centrifugacién a 16,000 X g a 4° C por 30 min, se dializd contra
amortiguador TBS (Tris-HCI 50 mM, NaCl 0.15 M, CaCl, 3 mM, pH 7.4). La lectina se
purificé por cromatografia de afinidad en una columna (1.5 X 25 c¢m) conteniendo estroma
de eritrocitos de rata fijados con glutaraldehido y atrapados en Sephadex G-25 (Vazquez L,
etal, 1997). La columna se equilibrd previamente con TBS a un flujo de 10 mi/h. 1.5 mi de
hemolinfa, conteniendo 266 mg de proteina; posteriormente se deposité en la columna y la
fraccion no retenida se eluyé con TBS hasta que 1a densidad éptica (DO) a 280 nm fise igual
a cero y la fraccion retenida se eluyé de la columna por la adicién de acido acético al 3%
(v:v) en agua (Vazquez L., 1994). Se colectaron fracciones de 1.5 ml, se dializaron con
amortiguador Bis-Tris (25mM Bis-Tris, 25mM acido iminodi4cetico, pH 7.2), y finalmente
se determing la DO a 280nm asi como su actividad aglutinante para ertrocitos de rata al 2%
en TBS. Las fracciones conteniendo a la lectina (MrL)} fileron concentradas por
ultrafiltracion en un AMICON con una membrana con un limite de corte de 10,000. La
concentracién de proteina se determiné de acuerdo al método de Bradford (1976), empleando
albuimina sérica bovina como estindar. El proceso de purificacién se realizd en condiciones
idénticas para la hemolinfa obtenida de organismos juvenil y adulto,
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Purificacién de MrL por intercambio idnico

Con la finalidad de evaluar la pureza de MrL de langostino obtenida por cromatografia de
afinidad, la lectina del langostino adulto se purificd por separade en unz columna pre-
empacada mono P HR 5/5 mm (Pharmacia), en forma aniénica a pH 7.1 y equilibrada con
amortiguador 50 mM Bis-Tris, con un flujo de | m/min, y una presién de 40 bars, durante
60 min, en un sistema de FPLC (Pharmacia). La lectina se eluyd de la columna con un
gradiente discontinuo de 0-1 M de NaCl en amortiguador Bis-Tris. Se colectaron fracciones
de 1ml y la DO se monitored a 280 nm. Cada fraccion eluida se dializé contra agua destilada
y se liofilizd para posteriores estudios.

Caracterizacion quimica de MrL de langostino juvenil y adulto
Electroforesis SDS-PAGE

La masa molecular y homogeneidad de la lectina purificada en los dos estadios de
maduracién del langostino se evalud en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones
reductoras, en presencia de 0.1% dodecil sulfato de sodio (SDS) y beta-mercaptoetanol al
5%, empleando el sistema de amortiguadores de Laemmli (1970). El gel se tifi6 con 0.1%
azul brillante de Coomasie.

Composiciin de aminoficidos

100 pg de lectina purificada de langostino adulto y juvenil se sometieron a hidrélisis por 24 h
con 2 ml de HCl 6N y &cido performico al 1% para evitar oxidacién de aminoicidos
sulfurados y fenilalanina. La hidrélisis se realizd a 110°C en contenedores sellados al vacio y
posteriormente, el hidrolizado se examiné en un analizador de aminoacidos Beckman 119-CL
(Bidlingmeyer et al., 1984).
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Determinacién del punto isoeléctrico por cromatoenfoque de MrL del langestino

juvenil y adulte

Las lectinas purificadas de los organismos juvenil y adulto se aplicaron por separado a una
columna pre-empacada mono P HR 5/5 mm (Pharmacia, Upsala, Suecia). Lz columna se
equilibrb‘con amortiguador Bis-Tris a un flujo de 1 ml/min con una presién maxima de 4
bars en un sistema HPLC { Pharmacia, Upssala, Suecia). Las isolectinas de lectina se
eluyeron de la columna con un gradiente de pH continuo, en un programa de 60 min,
empleando el poli-amortiguador de 7 a 4 (Pharmacia) (Zenteno et al., 1994). Se colectaron
fracciones de I ml, a cada una s¢ determind su pH, DO a 280 nm y lz actividad
hemaglutinante para eritrocitos de rata al 2% (p:v) en TBS.

Composicién de carbohidratos de las isolectinas del langostino juvenil

La composicion de carbohidratos para la lectina del langostino juvenil y adulta s¢ determind
a partic de derivados heptafluorobutirato de O-metil-glicosidos, obtenidos después de
hidrolisis con metanol-HCl 0.5 N por 24 h & 100°C. Los O-metil-glicosidos se purificaron
empleando una columna capilar (2.5 x 0.32 mm) conteniendo silicona OV 210 al 5%
(Applied Science Lab. Bufalo, NY), en un cromatografo de gases Varian 2100 (Orsay
France). El gas acarreador fue helio a una presion de 0.6 bar y la temperatura programada
abarco desde los 100 a 240°C a razdn de 2°C por minuto (Zanetta ef al., 1994). L-Lisina
{Sigma) se empled como esténdar interno. La identificacién de cada residuo de azicar se

confirmd por espectrometria de masas, empleando el espectrémetro de masas Automass
Finnigan IT.

Caracterizacién de la porcidn sacaridica de MrL de langostino adulto

Los glicopéptidos de MrL de langostino adulto (MrL-Gp) se prepararon incubando 2 mg de
la lectina en 0.5 ml de Tris-acetato (Tris-acetato 150 mM y CaCl; 15 mM, pH 8}y 1 mg de
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pronasa (Strepfomyces griseus, Sigma) por 48 h a 36° C. La mezcla se hirvié 5 min para
detener la reaccién enzimética y los glicopéptidos se filtraron en una columna conteniendo
BioGel P2 (100 X 1.2 cm) equilibrada con agua destilada. La purificacion de los
glicopéptidos se realizé por cromatografia de afinidad en 1 columna con 10 mg de lectina
Concanavalina A (Con A) vy 1 columna con 10 mg de la lectina de lenteja, Lens culinaris
(LCA), ambas unidas covalentemente a Sepharosa 4B-CL (Sigma). Las columnas se
equilibraron con el amortiguador de acetatos (acetato de sodio 5 mM, NaCl 0.14 M y CaCl;
5 mM, pH 5.2), y se aplicaron a cada una 200 pg de glicopéptidos de MrL en 200 pl de
amortiguador de acetatos. El material no retenido se eluyé con amortiguador de acetatos
hasta que la DO a 215 nm fue cero; las fracciones retenidas en ambas columnas se eluyeron
con 200 mM de a-metil-mandsido (Debray ef al., 1981). Las fracciones retenidas y no
retenidas se colectaron y desalaron en una columna de Biogel P2 (100 X 1.2 cm),
previamente equilibrada con agua destilade, a una velocidad de flujo de 10 mlh. La
composicién sacaridica de las fracciones conteniendo glicopéptidos se determind por
cromatografia de gases, de acuerdo al protocolo previamente descrito (Zanetta ef al., 1994)
y se correlaciond con la especificidad por oligosaciridos determinada para las lectinas ConA
y LCA (Debray et al., 1981).

Obtencidn de la secuencia de aminodcidos de MrL de langostino adulto por MALDI-
TOF

Después de 1a electroforesis en SDS-PAGE de MrL-adulta, la banda con 200 pM de proteina
se cortd e incubd con 0.5 pg de tripsina en 500 pl de bicarbonato de amonio pH 8.0 a 37°C
por 24 h, La actividad enzimatica se abolié almacenando la mezcla a 2°C por 4 h. El material
digerido presente en el sobrenadante se secd por evaporacidn empleando un Gyrovap
(Howe, Londres) y se reconstituyd en 200 pl de agua. Las muestras (conteniendo 50 pM /1
ul de agua destilada) se mezclaron directamente con 1 pl de la matriz 2,5- acido
dihidroxibenzoico (12 mg/ml en CHO 70:30 v/v) ), permitiendo a la mezcla cristalizar a
temperatura ambiente. Los iones positivos de los péptidos se nﬁdiefon €n un espectrometro

de masas de tiempo de vuelo MALDI-TOF, Vision 2000 (Finnigan MAT, Bremen,
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Alemania) equipado con un laser UV de 337 nm . El espectro de masas se adquirié en modo
reflectron con un voltaje de aceleracion de 8 keV y deteccién positiva. Los ensayos control
se realizaron empleando solamente tripsina para identificar péptidos auto-digeridos y como
estandar angiotensina I (Mr 1296.7) (Hellman er ai., 1995). La masa de los iones [M + H] de
los péptidos se compararon con la base de datos NCBInr (10/04/99).

Dicrgismo circular y prediccin de estructura secundaria de MrL de langostino adulto

El porcentaje de estructura secundaria de MrL de langostino adulto se determind por su
espectro de dicroismo circular (CD). El cual se obtuvo a 21°C en un espectropolarimetro
JASCO J-700 calibrado previamente con &cido 10-(+)-camforsulfonico. La linea basal se
desarrolld con un amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH 8.5, posteriormente se incorpord una
solucion de 0.25 mg/ml de MrL en el mismo amortiguador, todo se realizd con una celda de
lmm, y se analizd en la regidn ultravioleta (UV) lejano de 183 a 260 nm, La elipticidad por
residuo (0) se calculé utilizando una masa de 110 gmol ™ por residuo. La descomposicién y
analisis de los espectros se realizd con el programa K2D (Andrade ef al, 1993). La
prediccion de estructura secundaria a partir de la secuencia de aminoacidos se realizd
empleando el algoritmo de redes neurales, en un servidor de correo electrénico y de acuerdo

al protocole descrito por los autores (Rost et al., 1993).

Determinacion de la actividad aglutinante y especificidad sacaridica de MrL de

langostino juvenil y adulto

Las actividades aglutinantes de MrL de langostino adulto y juvenil se determinaron en placas
de microtitulacién U (NUNC, Denmark) por el procedimiento de doble dilucién seriada
(Vazquez ef al., 1993). Las actividades aglutinantes se evaluaron empleando una suspension
de eritrocitos al 2% en TBS. Se evaluaron eritrocitos humanos tipo A, B, y O (obtenidos de
donadores sanos def banco central de sangre del IMSS, México), asi como ertrocitos de
rata, raton, conejo, oveja, caballo y gallina, proporcionados por el bioterio de la Facultad de
Medicina Veterinaria, de la UNAM. La actividad hemaglutinante se reportd como actividad
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especifica, ésta corresponde al resultado de dividir la unidad hemaglutinante (UHA, nimero
de pozos que aglutina la lectina en la placa de aglutinacién) entre Ia concentracién en
miligramos de lectina empleada. Con la finalidad de evaluar la importancia del acido sidlico
en la capacidad de MrL para aglutinar ertrocitos, algunos ensayos se realizaron en
presencia de eritrocitos desialilados, al tratarse con la neuraminidasa de Vibrio cholerae

(Sigma) (0.1 U de enzima por 500 pl de eritrocitos a 37°C por 30 min).

Preparacién de glicanos y asialoglicoproteinas de fetuina, y evaluacién de su

especificidad para MrL de langostino juvenil y adulto

Para evaluar las especificidades de MrLl de langostino adufto y juvenil por N y O
glicopeptidos de fetuina, estos se obtuvieron a partir de la incubacién de 10 mg de fetuina
con 1mg de 1a enzima pronasa de Strepfomyces griseus (Sigma), por 48 ha 37°C. Los N-y
O- glicopéptidos se fraccionaron por filtracién en gel en una columna (1.6 X 100 c¢m)
conteniendo BioGel P4, previamente equilibrada con acetato de piridina 0.05 M a pH 4.5
(Vazquez et al., 1996). El exceso de sales de cada N y O glicopéptido se eliminé por
cromatografia de filtracién en una columna conteniendo Biogel P2 (2 X 60 cm), previamente
equilibrada con 4cido acético 0.5 M en agua destilada . Los glicopéptidos se liofilizaron y
mantuvieron a 4°C hasta su uso. Se desialilzaron 3 mg de glicoproteinas y 0.5 mg de N y O-
glicopéptidos de fetuina por incubacién con una solucion de Acido sulfirico 0.002 N a
100°C, durante 1 h y posteriormente se desalaron en una columna de Biogel P2 (2 X 60 cm),
previamente equilibrada con acido acético 0.5 M en agua destilada, de acuerdo al protocolo
de Spiro y Bhoyroo (1974). La composicion de carbohidratos de cada glicopéptido de
fetuina y de las formas desialiladas se reconfirmé por cromatografia de gases.

Especificidad sacaridica de MrL de langostine juvenil y adulto

La especificidad sacaridica de MrL del langostino juvenil y adulto se obtuvo evaluando la
capacidad de varias concentraciones de azicares, glicoproteinas, glicopéptidos, y sus
derivados desiatilados para inhibir 4 unidades hemaglutinantes. Se colocaron en los pozos de
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una placa de microtitulacién tipo U (Nunc) 25 ul de amortiguador TBS con 4 UHA de MrL,
posteriormente se incorporaron por separado y en triplicado 25 ! de 6 diferentes
concentraciones de azicares, glicoproteinas y glicopéptidos y se incubaron a temperatura
a:nbiente por 1 h, finalmente se adicionaron 25 ! de una solucién de eritrocitos de rata al
2% en TBS (p:v). Los resultados se expresan como la minima concentracion de azicares,
glicoproteinas y glicopéptidos necesaria para inhibir las 4 unidades hemaglutinantes de MrL
{Vazquez et al., 1996).
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VIL.- RESULTADOS
Purificacibn y caracterizacién de MrL del langostino juvenil y adulto

Las lectinas de langostino adlilto y juvenil se purificaron por cromatografia de afinidad, en
una columna de Sephadex G-25, conteniendo estroma de eritrocitos de rata tratados con
glutaraldehido (Figura 1).

La purificacion por cromatografia de afinidad nos permitié obtener un incremento de 209
veces en ¢l estadio juvenil y de 612 veces en el estadio adulto de la actividad especifica de
MrL, en relacion con la actividad de la hemolinfa, (Tabla 2a y b). Nuestros resultados nos
permiten identificar ademés que la concentracion de lectina del langostino adulto es 30%
menor que la del juvenil. Sin embargo, al compararse las actividades especificas se observd

un aumento de 3.6 érdénes de magnitud (Tabla 2 a y b).
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Figura 1.- Perfil de elucion de hemolinfa de langostino adulto {100 pl) y purificacion de MrL,
por cromatografia de afinidad en estroma de eritrocitos de rata. A cada fraccién colectada se

le ajusté el pH a 7.5 con NaOH 1 M, su DO a 280nm (—) y su actividad hemaglutinante

para eritrocitos de rata (0-0-0).
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Purificacién de MrL de langostino adulto por cromatografia de intercambio iénico
La lectina obtenida del langostino adulto se purificd por cromatografia de intercambio idnico,
y se identificaron tres picos (Figura 2). Sin embargo, la fraccion mas abundante es decir, fa

fraccion T eluida con NaCl ©.18 M, fué [a inica que poseia actividad hemaglutinante y

correspondio al 60% de la proteina que se aplicé (Tabla 2b).

-‘,1 1.0

} -
ocosl e e Jos
P

Gradiente de NaCl (0-1 M)

Densidad éptica a 280 om

Numero de Fracciones

Figura 2.- Purificaci6n de MrL de langostino adulto por cromatografia de intercambio idnico,
en una columna mono P (forma ani6nica) en sistema FPLC. Se aplicé un gradiente
discontinuo de NaCl 1 M (--). A cada fraccién de 1 ml se le evalud su DO a 280nm (—).
El pico I fue el dnico que presentd actividad aglutinante (Tabla 2b).

Tahla 2a.- Proceso de purificacidn de la lectina del langostino juvenil de M. rosenbergii*

Fraccion Proteina (mg) HAU Actividad Especifica
Hemolinfa 166 1024 6.1
Cromatografia de afinidad

Fraccién no retenida 120 SA SA

Lectina ' 04 512 1280
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Tabla 2b.- Proceso de purificacion de la lectina del langostino adulto de M. rosenbergii*

Fraccion Proteina (mg) HAU Actividad Especifica
Hemolinfa 266 2048 7.6
Croinatografia de afinidad

Fraccién no retenida 198 SA SA

Lectina 0.22 1024 4654
Cromatografia de intercambio idnico.

F. I 0.13 800 6153

F. I 0.02 SA SA

F I 0.04 SA SA

* A partir de 1.5 mi de hemolinfa.

*HAU= unidades hemaglutinantes,

® Actividad especifica = HAU / concentracién de MrL en mg.
SA= Sin Actividad.

Electroforesis SDS-PAGE de MrL de langostino juvenil y adulto,
La electroforesis SDS-PAGE de las lectinas def langostine juvenil y adulto indican que son

homoggéneas y estin constituidas por unidades monomeéricas con un peso molecular de 9.6
kDa (Figura 3).
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Figura 3.- Electroforesis SDS-PAGE de MrL del langostino adulto y juvenit. Carril A
hemolinfa (35 pg) y carril B lectina purificada de langostino adulto (5 pg). Carril C lectina
purificada (5 pg) y carril D hemolinfa de langostino juvenil (35 pg). Marcadores de peso
molecular: fosforilasa b (94 kDa), albiimina sérica bovina (67 kDa), ovoalbamina (45 kDa),
anhidrasa carbonica (30 kDa), inhibor de tripsina de soya (20.1 kDa), lactoalbimina (14.4
kDa) y cadena B de insulina bovina (3.4 kDa).

Composicion de aminodcidos de MrL del langostino adulto y juvenil

La composicién de aminodcidos de MrL del langostino adulto y juvenil sugiere identidad
{Tabla 3). En ambas lectinas predominan aminoacidos de tipo acido y se observaron como
los mas abundantes a glicina, serina, lisina, valina, leucina y en menor proporcion, cisteina y
tirosina. En la lectina del langostino juvenil se observaron cantidades menores de

aminoacidos como isoleucina, fenilalanina, arginina y treonina.
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Tabla 3. Composicion de aminoicidos (residuos/mol) de la lectina de langostine adulto y

juvenil de M. rosenbergii*.

Residuo Juvenil Adulto
Asx 8.1 79
Glx _ 8.6 82
Ser 6.1 6.2
Gly 6.6 6.7
His 2.1 22
Arg 29 33
Thr 37 42
Ala 5.6 5.7
Pro 36 37
Tyr 1.2 1.1
Val 48 43
Met 1.3 14
Cys 0.5 0.5
Ile 35 42
Leu 6.0 6.6
Phe 41 4.5
Lys 58 6.0

Total ' 745 77.2

*Considerando un peso molecular de 9.6 kDa

Determinacion del punto isoeléctrico de MrL de langostino juvenil y adulto

El cromatoenfoque de MrL del langostino adulto esta constituido por un grupo homogéneo
de proteinas (AT} debido a que el 90% de la actividad aglutinante se observd en un sdlo pico
eluido aun pl de 4.2 (Figura 4a). El cromatoenfoque de MrL de langostino juvenil permitié
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identificar cuatro isolectinas denominadas: JI, JIL, JIII y JIV (Figura 4b}, las cuales se
recromatografiaron y se confirmd un pl de: 56, 5.1, 4.6 y 4.2 respectivamente. La
determinacién de la especificidad y capacidad hemaglutinante mostrd que todas las
isolec;inas poseen la misma especificidad para eritrocitos de rata. La isoforma J-I, con pl 5.6
posee un 11% de la actividad total de ia lectina juvenil, J-IT y J-IIT con pI 5.1 y 4.6,
contienen el 18 y 20% de la actividad y finalmente JIV con pl de 4.2, contiene el 51% de'la
actividad. Es importante mencionar que J-IV podria corresponder a la forma del langostino

adulto AL ya que ambas poseen un pl similar (4.2) y el mayor porcentaje de la actividad

" aglutinante.
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Figura 4a: Cromatoenfoque de MrL de langostino adulto: 500 pg de lectina se aplicaron a
una columna mono P en un sistema FPLC, y se eluyé con un poli-zmortiguador de 7 a 4 (+-
+-+-+). A cada fraccién de 1.5 ml se le determiné su DO a 280 nm (——)y su actividad

aglutinante para eritrocitos de rata al 2% en TBS (-0-0-0-).
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Figura 4b: Cromatoenfoque de MrL de langostino juvenil, 500 pg de lectina se aplicaron a
una columna mono P en un sistema FPLC, y se eluyo con un poli-amortiguader con un rango
de pH de 7 a 4, (+-+-+-+). A cada fraccion de 1.5 ml se determing su DO 2 280 nm  (—)

y su actividad hemaglutinante para eritrocitos de rata al 2% en TBS (-0-0-0-).

Composicién de carbohidrates de las isolectinas de lectina del langostino juvenil y
adulto

La @mposicién de carbohidratos de las porciones sacaridicas de las isolectinas del langostino
juvenil y adulto, mostraron diferencias cuantitativas y cualitativas. En términos generales las
isolectinas del langostino juvenil estan maés glicositadas, ya que pos.een de un 15 a un 14%,
mientras que en la lectina del langostino adulto sélo se observd un 11% (Tabla 4).

La tabla 4 muestra que las isolectinas de langostino juvenil JI y J11 contienen residuos de
galactosa (Gal), manosa (Man), N-acetil-glucosamina (GlcNAc), en menor proporcién N-
acetil galactosamina (GalNac) y carecen, con excepcion de J-1V (0.5%), de acido sidlico. Un
punto a considerar es que Ia composicion de esta isoforma s similar a la composicion de
MrL del langostino adulto 1a cual contiene una menor cantidad de carbohidratos (11%),

pero una mayor concentracion de 4cido siilico.
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Tabla 4. Composicién de carbohidratos (Residuos/Mol*) en las isolectinas de langostino

juvenil y lectina de adulto.
Isoforma
Juvenil Adulto

Carbohidrato ) b1 Jm nv Al
Manosa 29 29 24 21 14
Galactosa 24 2.7 22 24 13
N-acetilgalactosantina 08 0.8 08 0.7 03
N-acetilglicosamina 15 0.9 09 11 03
Acido sialico 0.0 0.0 02 0.5 09
Contenido de aziicares (%)** 152 15.0 145 145 11.0

* Residuos/mol, considerando un peso molecular de 9.6 kDa por subunidad.

**El porcentaje representa la relacién entre concentracion de proteina y de carbohidratos
Caracterizacidn de Ia porcitn sacaridica de MrL de langostino adulto.

La porcitn sacaridica de MrL adulta comprendié un 11% del peso total de la lectina y estd
constituida por écido sidlico (NenAc), galactosa (Gal), manosa (Man), N-acetilghicosamina
(GlcNac) y N-acetilgalactosamina (GalNac), en una relacion molar de 0.6:4:3:2:1,
respectivamente. Los glicopéptidos de MrL se pusificaron por cromatografia de afinidad en
columnas conteniendo las lectinas concanavalina A (ConA) y lenteja (LCA), inmobilizadas en
Sepharosa4BCL. Del total de los glicopéptidos colocados en cada columna (200 pg), el 57% se
retuvo en la columna de ConA y el 24% con lIa columna de LCA (Tabla 5). La composicion de
carbohidratos de los glicopéptidos retenidos en ConA (MrlL-gpConA) muestra a Man y GIcNAc
en una relacién molar 3:2.1 y los glicopéptidos retenidos en LCA (MrL-gpLCA) contienen Man,
GlcNAc y Gal en una relacion molar 3:2.8:1.3, mientras que los glicopéptidos no retenidos por
ninguna columna (MrL-gp) contienen Man, GlcNAc, Gal y en menor concentracion GalNAc y
NeuAc (Tabla 5).

29




Tabla 5. Composicién de carbohidratos de glicopéptidos MrL adulta, purificades por
cromatografia de afinidad en columnas de lectina ConA y LCA.

Porcentaje molar”
Aznficar MirL-gpConA* MrL gpLCA%* MrL gp¥s*
Manosa 30 30 30
Galactosa 0.1 1.3 27
GlcNAc 21 28 37
GalNAc 0.0 0.0 04
NeuAc 0.0 0.0 02

* En relacién a tres residuos de Manosz. *MirL gp ConA, glicopéptidos retenidos en columna

de ConA, **MrLgpLCA-glicopéptidos retenidos en columna de LCA, ***MrLgp-glicopéptidos
no retenidos en ninguna cohmna.

Secuencia de aminodicidos de MrL de langostino adulto obtenida por MALDI-TOF,

Al compararse la secuencia de aminodcidos de MrL del langostino adulto obtenida por
MALDI-TOF con varias bases de datos de secuencias de proteinas (SWISS-PROT y
EMBL), ésta secuencia no compartid similitud con ninguna lectina de invertebrado, sin
embargo, si se observé una identidad del 54% con la hormona hiperglicémica del langostino
M. rosenbergii (CHH), y ademas 22% con una cadena x regién V-1, asi como un 27% con
una cadena ligera A de inmunoglobulina humana (Tabla 6).
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Tabla 6. Péptidos y secuencia de la lectina de M. rosenbergii.

[M+H] Posicién de aminodcido  Secuencia del péptido Proteina relacionada
1036.99 1-11 (-)SAFASLGSTVK Igh
1791.9 12-26 LDRVCDDCYNLYR CHH
271219 27-50 QCIQDLQLMDQLDEYANAVQIVGKR CHH
27344  ° 51-77 VEAEDVGVYYCMZALQAPITFGQGTRL Igx

Dicroismo circular y prediccién de estructura secundaria de MrL de langostino adulto.

El andlisis de dicroismo circular mostrd que MrL adulta contiene un 51% de aminodacidos en
estructura no repetitiva, 28% en hebra beta y 21% en hélice alfa, valores cercanos a los
porcentajes obtenidos en la prediccion de estructura secundaria, en donde el 47% de los
aminodcidos se ubicaron en estructuras no repetitivas, 31% en hebra beta y 22% en hélice
alfa (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentajes de estructura secundaria para MiL .

Dicroismo circular Prediccion estructura secundaria
No repetitiva 51 47
Hebra beta 28 31
Alfa hélice 21 22

Estos porcentajes se distribuyeron en la secuencia mostrando un patrén de 3 hebras beta,
alternadas por 3 asas y 2 alfa hélices interrumpidas por una asa (Figura 5).

Figura 5: Organizaci6n de la estructura secundaria de MiL: L-no repetitiva, E- hebra beta, H -alfa
hélice .

SAFASLGSTVKLDRVCDDCYNLYRKRQCIQDLLOMDOLDE YANAVDIVGKRVEAEDVGVYYCMALQAPT TFGOGTRL
LLLEEEEEEEEEEL [HEHHHHHHAHLLLLLL L IHHHHEHHHHH .1 L1 LEEEEEEE L LLEFEEEEELELLLELELLLLE
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Determinacién de la actividlad aglutinante y especificidad sacaridica de MrL del

langostino adulto ¢ isolectinas juveniles

Las lectinas MrL del langostino adulta y las isolectinas del estado juvenil aglutinan eritrocitos
de ratas, conejo y gallina, pero no de otras especies animales, como humano (A, B y O),
caba_llo, cerdo y oveja. La eliminacidn del écido sidlico en los eritrocitos, por tratamiento
con la neuraminidasa de V. cholerae, eliminé la capacidad de ambas lectinas para aglutinar
eritrocitos. Los ensayos de inibicion de la hemaglutinacién con los diversos aziicares,
glicoproteinas y glicopéptidos (Tabla 8) mostraron que la actividad de la lectina de lagostino
adulto y juvenil disminuyd con azicares N-acetilo, tales como: écido sialico SN-acetilo
{Neu5Ac) y 5-9N-acetil (Neu5,9Ac), N-acetilglucosamina (GlcNac), N-acetil 0samina
{GalNac) y en menor porporcion, glicoli-neuraminico (NeuGce), y a- o f-metil glicdsidos de
acido sidlico. Sin embargo, la cantidad de azicares requeridos para inhibir ia actividad
hemaglutinante de las isolectinas JI, JII y JIII fué cuatro veces mayor que la requerida para
inhibir la actividad de JIV y Al (Tabla 8). Por otro lado las glicoproteinas que poseen acido
sidlico tales como fetuina, mucina submandibular bovina y ovina, fueron los inhibidores mas
potentes de la actividad aglutinante para la lectina del langostino adulto y las isolectinas
juveniles. Al igual que con los azicares s¢ necesitd una mayor cantidad de glicoproteinas
para inhibir la capacidad aglutinante de las isolectinas juveniles JI-III y una cantidad menor
para JIV y la forma adulta Al (Tablz 8). Las glicoproteinas ovoalbiimina, transferrina
Humana, IgG, o;-glicoproteina, asi como fetuina, mucina ovina y bovina desializadas, no
mostraron en ningun caso capacidad inhibitoria.

Los N-glicopéptidos de fetuina no mostraron capacidad inhibitoria, mientras que los O-
glicopéptidos si inhibieron la actividad hemaglutinante de todas las isolectinas juveniles y la-forma
adulta. Es de hacer mencién que 1a capacidzad inhibitoria de los O-glicosilpéptidos fue menor que
la inhibicion generada por la glicoproteina nativa, lo que indica que la organizacion tridimensional
de la fetuina, es importante para su interaccién con Mri. .
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Tabla 8. Concentracion de aziicares y glicoproteinas (mM) necesarios para inhibir 4 unidades

hemaglutinantes de MrL de langostino adulto e isolectinas juveniles*.

Azicar y _ Isolectinas juveniles Formaadulta _
glicoproteinas J1 I HII v Al
Neu5Ge 200 200 200 200 100
GalNAc 200 200 100 100 50
GlcNAc 200 200 200 100 50
NeuSAc 50 50 25 25 25
Neu5,9Ac 25 25 25 25 125
NeuSAc a-metilglicésido 25 12.5 7.5 7.5 715
NeuSAc B-metilglicésido 25 12,5 12.5 1.5 7.5
NeuSAc (@2,3) 25 25 12.5 125 125
Neu5Ac(a2,6) 25 25 12.5 12.5 12.5
Acido colominico (NeuSAca2,8)** 25 25 15 10 10
Fetuina 0.006 0.003 0.003 0.001 0.001
O-glicosilpéptidos de Fetuina 01 0.1 0.05 0.05 0.05
Mucina submandibular bovina 0.01 0.01 0.005 0.005 0.005
Mucina submandibular ovina 0.1 0.1 0.05 0.05 0.05

* concentracion para 4 HAU de MrL juvenil (7 pg/ml) y adulta (2 pg/ml).
** Valores en mg/ml ya que el peso molecular se desconoce,

Otros azicares sin actividad inhibitoria: fucosa, manosa, glucosa, galactosa, galactosamina,

manosaminz, melobiosa, rafinosa, ovoalbumina, transferrina humana, IgG, o;-glicoproteina acida,
fetuina desializada. N-glicopéptidos y O-asialoglicopéptidos de fetuina y asialoglicoproteinas no

mostraron inhibicion,
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VIL- DISCUSION

Debido a que las lectinas en los decdpodos circulan en la hemolinfa, o estdn asociadas a
membranas de células fagociticas (Vasta, 1992), y ademis participan en procesos de
reconocimiento de determinantes sacaridicos localizados en la superficie de microorganismos
y células dafiadas, se considera que estas proteinas participan de manera importante en los
mecanismos de reconocimiento y defensa inmune (Vazquez ef al, 1998, Freire-Marquez y
Barraco 2000). Sin embargo, hasta €l momento no se han logrado establecer y entender los
mecanismos de interaccién entre las lectinas de decdpodos, sus ligandos y la regulacion de
su actividad conforme ocurre el desarrollo biologico del organismo.

El estadio adulto del langostine de agua dulce M. rosenbergii es de facil adaptabilidad a
cultivos intensivos y semi-intensivos, por lo cual ha sido incluido en diversos programas de
acuacultura. Sin embargo, su estadio juveni! tiene una alta tendencia a suftir procesos
infecciosos mortales (Cheng y Chen, 1998; Bacherie ef af, 2000) y muestra una gran
concentraciéon de lectina con pobre capacidad aglutinante. En el langostino adulto esta
concentracion disminuye, pero se incrementa su capacidad aglutinante (Agundis ef al., 2000).
Estos antecedentes permiten suponer que Ia expresion y funcionsbilidad de MrL podria estar
regulada de alguna manera por la maduracién del langostino, lo que convierte a este
organismo en un excelente modelo para realizar un anilisis cuantitativo y cualitativo de la
lectina presente en la hemolinfa de ambos niveles de desarrollo del langostino. Es por lo
anterior que en este trabajo se analizaron las principales caracteristicas bioquimicas de las
lectinas aisladas del estadio juvenil y adulto de M. rosenbergii.

Isolectinas de MrL de langostino juvenil y adulto.

La lectina del langostino juvenil y adulto se purificd por cromatografia de afinidad, utilizando
como soporte el estroma de eritrocitos de rata. Los andlisis electroforéticos indican que
ambas lectinas estan formadas por subunidades de 9.6 kDa. Estudios previos realizados por
centrifugacion en gradiente de densidad en sacarosa y electroforesis en SDS-PAGE
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{Vazquez ef al., 1993), indican que la lectina de langostino adulto en su forma activa tiene
un peso de 20 kDa y dos dimeros de 9.5 kDa, por lo que es posible que la lectina del
langostino juvenil esté organizada de manera semejante. Al realizar la composicion de
aminodcidos, se identificd que la MrL del langostino adulto y juvenil es similar, pero por
cromatoenfoque se determiné que MrL-juvenil posee 4 isolectinas con pl de 5.6, 5.1,4.6 y
4.2, denominadas respectivamente JI, JII, JIHI y JIV. En el estadio adulto se observd que Iz
lectina purificada es mas homogénea, ya que solo existe una forma con un pl de 4.2,
denominada AI. La Onica diferencia sigmficativa emtre las lectinas purificadas de organismos
adultos y juveniles estd en relacion con el porcentaje y composicidn de azicares (Tabla 4 y
9). Es aqui en donde se puede apreciar que la concentracién de carbohidratos disminuye en
relacién directa al desarrollo de! langostino, ya que tenemos desde un 15.2% en JI hasta un
11% en Al y, en especifico, se puede apreciar un incremento en la presencia de acido sidlico

conforme madura ef langostino de 0% en JI, hasta cerca del 1% en Al (Tabla 4y 9).

Tabla 9. Comparacién del porcentaje de glicosilacion de las isolectinas de MrL del langostino
juvenil y adulto,

Juvenil Adulta

11 J JHI v Al

pl 5.6 5.1 4.6 42 42
% de glicosilaci6n. 15.2 15.0 14.5 14.5 11

% de acido sidlico 0.0 0.0 0.2 0.5 09

La existencia de isoformas o isolectinas, con la misma o diferente especificidad y afinidad por
un azicar, se explica como parte de la respuesta primitiva a la ausencia de los mecanismos de
diversidad combinatoria que se presentan en anticuerpos, y que les permite a las lectinas
incrementar su capacidad para reconocer un range mayor de oligosacdridos, por lo que en
decépodos es frecuente observar la descripcién de isoformas o isolectinas con cierto grado de
micro-heterogeneidad asi como diferencias en sus puntos isoeléctricos y composiciones de

amincacidos (Iwanaga y Kawabata, 1998; Freire-Marquéz y Bamraco, 2000). Sin embargo,
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esta es la primera ocasion en la que se reportan isolectinas para el langostino M. rosenbergii.

Nuestros resultados muestran que en el estadio juvenil del langostino se encuentran 4
isolectinas de Mri. con diferentes concentraciones y capacidades aghutinantes, lo cual podria
explicar la alta concentracién de lectina en la hemolinfa del langostino juvenil (Agundis ef al.,
2000). Estas isolectinas poseen un mayor nivel de glicosilacién y solo JIV presenta acido
sialico y una composicion similar a Al (Tablas 4y 9).

La principal diferencia entre las isolectinas juveniles y la lectina del langosting adulto se
encuentra en el porcentaje de glicosilacién y el incremento en la sialilacion (Tabla 4), por lo
que la glicosilacion podria ser la principal responsable de las diferentes capacidades
aglutinantes (Tabla 8). Esta glicosilacion podria influir en MrL, posiblemente modificando su
microambiente (ionizacidn), o bien, disminuyendo el nivel de agregacién o la rigidez y
flexibilidad, todo lo anterior podria repercutir directamente en la organizacion estructural y el
sitio activo de la lectina y en consecuencia en su interaccién con ¢l ligando, generando asi las
diferentes afinidades (Tabla 5). En este sentido varios reportes demuestran cémo la
glicosilacién influye en la actividad biolégica de glicoproteinas de invertebrados. Tal es el
caso de la hormona esterasa, cuya glicosilacidén permite el inicio de la metamorfosis de la
larva del lepidéptero Trichoplusia ni (Wozniak y Jones, 1990). El incremento en la
glicosilacion de la proteina dermonecrética de la arafia Loxoceles spp, influye directamente
en su capacidad de dafiar tejidos (Veiga ef a/, 1999)y, quizi el Unico ejemplo de unz lectina
de invertebrado es Ia hemolina, proteina responsable del reconocimiento y activacién de
mecanismos inmunes en insectos y cuya glicosilacién influye en su capacidad por reconocer
sus ligandos (Bettencourt ef al, 1999). '

A partir de los antecedentes y nuestros resultados se propone la siguiente teoria que pretende
explicar €l papel que podran tener las isolectinas juveniles en la biologia del langostino. Las
isolectinas JI, JIL y JIII podrian estar relacionadas més con el transporte de carbohidratos,
como GlcNAc precursor de la quitina, constituyente principal del exoesqueleto, y Gnicamente
la isolectina JVI, la mas parecida a Al, podria ser la encargada del reconocimiento de
oligosacéridos o glicoconjugados en elementos no propios, es decir en el reconocimiento
inmune. Este comportamiento de isolectinas con diferentes funciones se ha reportado en

otras especies de invertebrados como en el quelicerado Limulus polyphenmus (Cohen, 1968),
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asi como en varias especies de insectos, en donde se han observado oscilaciones en la
concentracion de isolectinas especificas para GleNAc durante el desarrollo del organismo, y
una mayor concentracion de ¢stas durante €l proceso de muda (Mauchamp, 1982).

Con la finalidad de comprobar esta teoria se pretenden realizar experimentos en donde se
elimine la porcién sacaridica de las isolectinas del langostino juvenil y MrL adulto de una
manera selectiva mediante el empleo de glicosidasas, y posteriormente evaluar el impacto en
su capaci.dad aglutinante. Por otra parte se pretende realizar en langostino juvenil cultivado,
retos subletales con bacterias patdgenas, y se evaluaria la inducibilidad, concentracion,
composicion de carbohidratos y capacidad aglutinante de las isolectinas y su comportamiento
conforme la progresion de la infeccién. Finalmente se pretende identificar el o los genes para
MrL, lo que permitiria confirmar si la expresién de cada isoforma es el resultado de diferentes
formas alelomorficas, o si es s6lo un gene cuyo producto se encuentra glicosilado por diferentes
enzimas, las cuales a su vez se encuentran reguladas por l2 maduracién del langostino.

De confirmarse esta teoria se daria a MrL. un papel dual, de transporte y de defensa en la biclogia
del langostino, y se ratificaria la importancia del nivel de glicosilacién en generar isolectinas con
diferentes capacidades aglutinantes. Asi mismo se explicaria la alta susceptibilidad del fangostino
juvenil a sufiir infecciones recurrentes, las cuales diminuyen conforme se desarrolla el langostino y
aparece una forma “madura” de MrL.

Porcién sacaridica de MrL de langostino adulto

En este trabajo se evalud también la organizacién estructural de las porciones proteica y
sacaridica de MrL de langostino adulto. La composicion de Ia porcion sacaridica se obtuvo por
cromatografia de gases a partir de glicopéptidos de Mil, separados por cromatografia de
afinidad, empleando diferentes colummnas de sefarosa acopladas con las lectinas concanavalina A
(ConA) y lenteja (LCA). Los resuttados muestran 3 glicopéptidos, 2 contenieado la composicion
caracteristica de oligosacéridos de tipo N y 1 de tipo O (Tabla 6). Esta composicion de
carbohidratos, al correlecionarse con los oligosacaridos reconocidos mas frecuentemente por
ConA y LCA (Dcbray 1998), nos permite proponer con excepcidn del oligosacarido 3, la
siguiente organizacion estructural (Tabla 10).
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Tabla 10: Posible organizacién estructural de la porcion sacaridica de MrLL.

1) Columna de Lectina ConA: N-glicano, Man;GleNacz; (57%). PM: 982.4 Da

al,6Man
Estructurapropuest: ~ (Asn)N-B1GIcNacB! 4GleNacB1,4Man
al,3Man
2) Columna de Lectina LCA: N-glicano, Gal; sMan; GlcNac; g (24%). PM: 1383 Da
al,6Man
Estructura propuesta:  (Asn)N-B1,GlcNacf1,4GlcNacf 1,4
' a1\3Man B1,2 GieNac B1,4Gal

3) No retenido en ninguna columna:
O-glicano, Gal;ManyGicNacyGalNaceNeuAcy:(19%). PM: 2273 Da.

Es frecuente observar en la literatura la descripcién de carbohidratos unidos covalentemente
a lectinas de decipodos (Baldo et al., 1978; Vasta, 1992; Freire-Marquéz y Barraco, 2000).
Sin énbargo, éste es el primer reporte donde se describe, cuantifica y determina ia posible
‘arganizacion estructural de la porcion sacaridica de una lectina de este grupo, asi como la
presencia de una glicosilacién de tipo O. La glicosilacion de tipo O es un elemento que
apoya la teoria sobre la influencia de la porcién sacaridica en la generacién de isolectinas con
diferentes capacidades, ya que se ha demostrado que este tipo de glicosilacién influye en la
organizacién y rigidez estructural, asi como en la agregacion de varias glicoproteinas (Van
den Steen ef al, 1998).

Ser4 interesante determinar la organizacion de los N-oligosacaridos y el O-oligosacarido por
resonancia magnética nuclear y confrontarlo con la propuesta aqui establecida para los N-
oligosacaridos.

A partir de la secuencia de aminoicidos para MrL de langostino adulto (Figura 5) se
identificaron 2 aminodcidos potenciales de N-glicosilacion N21, N43 y 5 aminoécidos
potenciales de O-glicosilacion (Hansen ef al., 1998), 3 de los cuales, $-5, S-8 y T-9, se

38



localizan en el extremo amino y 2 en el extremo carboxilo T-70 y T75. Esto es, los
aminodcidos donde pudiera llevarse a cabo una Q-glicosilacion, se localizan preferentemente
en los extremos de la proteina. El identificar estos residuos permitira desarrollar sobre ellos
modificaciones por métodos quimicos o por mutaciones puntuales, con la finalidad de evitar
su glicosilacién y posteriormente evaluar su impacto en la organizacion estructural y en la
funcion t:{e MrL. )

MrL pesa 20 kDa (Vazquez et al., 1993) y el 11% del peso son carbohidratos, es decir 2.2
kDa pertenecen a la porcion sacaridica. Los pesos moleculares de los oligosacaridos
analizados (Tabla 10) permiten especular sobre la existencia de tres glicoisolectinas de MrL
adulta, no distinguibles por cromatoenfoque, y dadas por la combinacién de los tres
oligosacaridos. La tabla 11 muestra las combinaciones de estos oligosacaridos y las posibles
glicoisolectinas.

Tabla 11: Combinaciones de oligosacirido y glicoisolectinas.

oligosacarido/monémero glicoisoforma peso molecular kDa % del total
1-1, N-glicanos { 1.962 9.8
1-2, N-glicanos I 2365 11.5
0-3, O-glicano m 2.273 113

Serd interesante comprobar la existencia de estas glicoisolectinas por isoelectroenfoque o
electroforesis en doble dimensién y evaluar su afinidad por diversos carbohidratos.

Porcibn proteica de MrL de langostino adulto

La determinacién de la secuencia de aminodcidos de Mrl. mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF generd una secuencia con un 54 % de identidad con la hormona hiperglucémica del
langostino M. rosenbergii (CHH) (Lin et al., 1999) y con las cadenas ligeras x (22%) vy % (27%)

de inmunoglobulina humana (Tabla 6). Esta es la primera evidencia experimental que
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describe la secuencia de aminoécidos de una lectina de un decipodo. No muestra similitud
con ninguna otra lectina de invertebrado, lo cual sugiere que esta lectina podria poseer una
organizacion estructural sin caracterizacién previa en otra lectina. La prediccion de la
estructura secundaria (Tabla 7) (Rost ef af, 1993) muestra que MrL posee un arreglo de
estructura. secundaria similar al plegamiento de la superfamilia de las inmunoglobulinas (SFIGS)
(Figura 5), plegamiento que se ha localizado en infinidad de organismos en diferentes escalas
evolutivas. Son varios los ¢jemplos de lectinas de vestebrados (mamiferos) que poseen este
plegamiento (CD4, CD8 y las moléculas de adhesion NCAM, ICAM LFA, VCAM) y el mas
reciente o constituye una clase de lectinas de mamiferos especificas para dcido sidlico denominada
Siglecs (sialic acid-binding Ig superfamily lectins). Estas proteinas son transmembranales, con un
dominio N-terminal de tipo IgV el cual esti implicado en el reconocimiento de 4cido sidlico,
seguido por un mimero variable de domirios [gC2, un dominio transmembranal y un tallo
citoplasmitico (Angata, 2000). En invertebrados existen varias lectinas que pertenecen a la
superfamilia de las mmunoglobulinas, con homologia predominante por el domino IgC2. La
mayoria de estas lectinas se encuentran asociadas a membranas celulares de insectos y se
rdadomnmhomﬁzadéndeﬁbmsmmﬂmwypmsdemom@ﬁmyadhmiﬁn‘
" celular (Lanz y Feyea, 1999), Sin embargo existen otras lectinas que confienen este plegamiento y
estan mas relacionadas con procesos inmunes, tales como la hemolina, Jectina soluble de insectos
cuyo papel esté relacionado con el reconocimiento inmune y muestra un arreglo de 4 dominios de
' inmunoglobulina unidos entre si, formando una especie de herradura (Su ef al, 1998). Otro
ejemplo es la a2-macroglobufina la cual modula una via de lisis celular dependiente de lectinas en
varios artropodos (Armstrong y Quigley, 1999). Y el gemplo mas cercano a los decépodos se
observa en el quelicerado  Limulus polyphemus el cual posee varias lectinas que contienen este
arreglo (Pistole e7 al, 1982)
Un anlisis mis detallado de la similitud entre la lectina de MrL con los anticuerpos, permitié
identificar en MrL residuos implicados con los mecanismos de reconocimiento en los
anticuerpos. Tal es el caso de ia estructura candnica L1{x)2* (Lazikani ef al, 1997, Morea ef
al, 2000) ya que 3 de los 5 residuos claves que conforman esta canénica y que participan
activamente en la interaccion con €l antigeno 29-1, 33-L, 71-F se conservan en MrL, en otro

se mantiene la misma propiedad de una cadena lateral no polar (2A/); y s6lo un residuo no
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comparte ninguna propiedad (25K/A), una similitud adicional se observé en la estructura en
la cual se encuentra la candnica ya que en el anticuerpo se localiza en una asa de 7 residuos
(Morea ef al., 2000), mientras que en MrL se trata de una asa de 8 residuos, confinada en
ambos extremos por las dos tinicas alfa hélices (Figura 6).

Al compararse la estructura secundaria de MrL de langostine adulto con la estructura
secundaria consenso de las cadenas ligeras de 10 moléculas de anticuerpos resueltas
cristalograficamente ( 1AE6, 1IBG, 12E8, 1EMT, ICLO, IF4W, 1A6Y, IREL 1A6W,
1A6), se puede observar, con excepcién de las dos alfa hélices, un buen empalme de las

estructuras secundarias (figura 6).

Figura 6: Ubicacion de la estructura candnica LI{x)2* en MrL y comparacion con la estructura
secundaria consenso de 11 moléculas de anticuerpo; L-Asa, E-Hebra beta, H-alfa hélice .
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La informacién que poseemos actualmente no nos permite refacionar de manera concluyente
a la estructura canénica localizada en MrL con una funcién de reconocimiente. Sin embargo,
éste es el primer reporte de una aparente estructura candnica en una molécula que no es un
anticuerpo y en un organismo tan primitivo como el langostino M. rosenbergii. El primer
ejemplo de estas estructuras candnicas se encuentra en los dominios variables de las cadenas
pesadas y ligeras k de los anticuerpos de los peces cartilaginosos, los cuales divergieron hace
450 millones de afios de la especie humana y fueron los primeros en desarrollar un sistema
inmune. Esto implica que las estructuras candnicas se originaron muy temprano en los inicios
del desarrollo del sistema inmune (Barre ef al, 1994), vy plantea la pregunta sobre la
ubicacion de un antecesor evolutivo (Marchalonis y Schulter, 1998).

Como perspectivas de este pumto, la deducciébn de la secuencia de aminoicidos o la
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determinacién de la organizacion de la estructura terciaria por difraccién de rayos X por
cristales de MrL, permitird confirmar su similitud con fas moléculas de anticuerpos, su
inclusién a Ia superfamilia de las inmunoglobulinas y la presencia de esta canénica. Asi
mismo se podria profundizar en el origen evolutivo de! plegamiento de la SFIG y replantear

la relacion evolutiva entre los anticuerpos y las lectinas,
Especificidad sacaridica de MrL de langostino juvenil y adulto

A partir de Ia estructura tridimensional de varias lectinas con sus ligandos monoscaridicos, se han
podido entender sus imeracciones desde un nivel de resolucién atomico. Estas interacciones se
encuentran dadas por cationes divalentes y la combinacién de puentes de hidrbgeno, puentes
coordinados y entaces Van der Waals dados por los grupos hidroxilo de las moléculas de agua y
¢l carbohidrato respectivamente, en contra de las cadenas laterales de los aminoécidos del sitio
activo de la lectina, todo lo anterior provoca que los sitios de unidn de las lectinas tiendan a sex -
relativamente de baja afinidad. Sin embargo los ligandos naturales para la mayoria de las lectinas
son oligosaciridos que conforman una red que coopera con e sitio de unién en la lectina, y
genera uniones de alta avidez, compensando asi la baja afinidad (Sears y Wong, 1996). La
especificidad de una lectina se define entonces, por el carbohidrato para el cual muestran la mayor
afinidad. Esto significa que la mayoria dé lzs lectinas pueden unir carbohidratos estructuralmente
relacionados pero con menor afinidad (Varki et af, 2000).

ML del langostino juvenil y adulto mostrd actividad aglutinante especifica para eritrocitos de
gallina, conejo y rata, pero no para eritrocitos de humano, oveja, cerdo y caballo. Un anilisis
detallado muestra que en la superficie de los enitrocitos de humano y oveja se encuentra con muy
baja concentracién Acido sidlico N-acetilado en el carbono 5 (NeuSAc). En los eritrocitos de
cahalio la N-acetilacin se observa en los carbonos 4 y 5, mientras que en los exitrocitos de cerdo
dicha acetilacién se presenta en el carbono 5, conteniendo ademés un grupo glicolil (NeuS Gc).
Los eritrocitos de rata, congjo y gallina muestran diferentes porcentajes de cido sidlico N-
acetilado en los carbonos 5 y 9, por lo que se deduce la importancia de estas substituciones en
estos carbonos para MrL (Figura 7). La eliminacién en los eritrocitos de este carbohidrato por
tratamiento enzimatico con la neuwraminidasa de Fibrio cholerae, evidencid una dréstica
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disminucién de la actividad aglutinante, lo que refuerza el papel relevante de este aziicar y su
interaccion con MrL. Mediante ensayos de inhibicién de la hemaglutinacion con carbohidratos y
glicoproteinas, se observd que MrL de ambos estadios es capaz de reconocer carbohidratos N-
acetilados, tales como NeuSAc, Neu5,9A¢, GlcNAc, GalNAc (Tabla 8). La posicion del carbono
anomérico del 4cido sidlico no posee una funcidn importante, debido a que o y p metil glicosidos
de &cido sidlico, asi como trisacaridos N-acetilados 02-3 y a2-6 sialil-lactosa (NeuAc a2-3 y o2-
6GalB1,4GicNAc), inhiben indistintamente la actividad de la lectina (Tabla 8).

A partir de la capacidad de glicoproteinas y glicopéptidos de fetuina para mhibir la
hemaglutinacién de MrL, se pudo apreciar que MiL reconoce preferentemente estructuras de tipo
O-glicosidica (GalB1,3GalNAC) y con acido sialico N-acetilado tales como la fetuina y la mucina
submaxilar ovina y bovina. El efecto inhibitorio de estas glicoproteinas se perdio por la
eliminacion enzimatica del dcido sidlico, lo cual confirma nuevamente la relevancia del acido
sidlico en la interaccién con la lectina (Tabla 8). .
Desde & punto de vista molecular, las diferencia en las afinidades observadas entre las isolectinas
juveniles y la lectina de langostino adulta podrian explicarse por el incremento en las interacciones
dadas por los mono, di, tri y oligosacaridos y el sitio activo de la lectina. Esto explicaria por qué
los oligosacaridicos y sialilglicoconjugados poseen uma mayor fuerza inhibitoria de la
hemaglutinacion que los mono, di y trisacanidos. En resumen, las diferencias en las afinidades pam
tos mono, di, trisacaridos, glicocongados y las isolectinas de MrL, son-un punto mas que apoya
la teoria anteriormente expuesta sobre un papel de transporte de carbohidratos en las isolectinas
juveniles y de defensa en la forma adulta.

Figura 7: Acido sialico y sustituyentes acetilo en fos carbonos 5 y 9, reconocidos por MrL.

_ OH 1CO0H
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Finalmente, es importante considerar que esta especificidad para detivados N-acetilo de &cido
sidlico y de otros azicares es compartida por algunos ardcnidos, moluscos y por la mayoria de las
lectinas de hemolinfa descritos en el grupo decipoda (Tabla 12 y Tabla 1 de Introduccién). Esto
hace pensar en la existencia dentro del grupo decipoda un dominio de reconocimiento general,
sumamente conservado, preservado evolutivamente, y tal vez con modificaciones pequefias que
permitan incrementar la afinidad para diversos substituyentes y responder asi a las particularidades
de cada especie.

Tabla 12: Lectina de Inventebrados especificas para acido siafico y derivados N y O acetilo.

Decépodos (nombre comin) Especificidad Autor

Cangrejos

Callinectess apidus (cangreio azul) acido sialico, GalNac, GlcNac Cassels et al, 1986.
Cancer antennarius {cangrejo marino)  acido sidlico, GlcNac Ravindranath, 1987.
Birgus latro (cangrejo coco) acido sialico, GlcNac Vasta y Cohen, 1984,
Langosta

Homarus americanus (langosta) acido sialico, GalNac, GlcNac Abel et al, 1984,
Langostino

Macrobrachium rosenbergii (langostino)  acido sidlico, GalNac, GlcNac Vamuez et al., 1993,

Arfienidos: Xiphosura

Carcinoscorpius rotunda (cangrejo berradura India) icido siflico, GalNac, GkNac  Mohan ef al, 1982,

Limulus polyphemus (cangrejo herradura) acido sidlico, GalNac, GlcNac ~ Tsuboiefal, 1993,

Escorpiones

Heterometrus granulomanus (escorpidn) cido sidlico Ahmed ef al, 1986,

Moluscos

Modiolus modiolus (Mejillin ). acudo sidlico Tunkijjanukij et al., 1997.
Achatina fulica (Caracol) acido sialico Senetal, 1992

En resumen, la especifiidad de Mrl la coloca como una herramienta importante para
caracterizar glicoconjugados conteniendo icido sidlico con modificaciones acetilo en los carbonos
5 y 9. Estos derivados revisten un especial interés, debido que se ha demostrado que
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participan activamente como sefiales de desarrollo y madurez de distintos grupos celulares y
como marcadores de inicio y progresion de ciertos tipos de tumores (Varki, 1992; Fischer,
1995) y de patologias neurodegenerativas como el Alzehimer (Guevara ef al, 1999,
Espinosa et al., 2001).
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VIIL CONCLUSIONES.

1. MrL de langostino juvenil posee cuatro isolectinas, mientras que el adulto sélo una. Las
Gnicas diferencias entre ellas se encuentran en el porcentaje y composicion de los azicares de
la porcién sacaridica y en sus capacidades aglutinantes. Se propone una funcién dual de MrL
en la biologia del langostino, como una proteina de transporte de carbohidratos y de

reconocimiento inmune.

2. Mrl. de langostino adulto posee dos N-glicanos y un O-glicano, sus proporciones mantienen
un 11% del peso y ocurre un oligosacarido por monomero. Se propone una posible
organizacién estructural.

3. La secuencia de aminoacidos de MiL del langostino adulto muestra similitud con Ia
hormona hiperglucémica de M. rosenbergii y con las cadenas ligerasx y % de inmunoglobulina
human, y la organizacién de l2 estructura secundaria es similar al plegamiento de la
superfamilia de las inmunoglobulinas, por lo que MrL podria ser un nuevo miembro.

4. La especificidad de MrL de langostino adulto y juvenil perfila a esta lectina como una
herramienta til para identificar y caracterizar glicoconjugados que funcionen como

marcadores de inicio y progresion de diversas patologias.
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From the serum of juvenile freshwater prawns, we isolated by affinity chromatography on glutaraldehyde-fixed rat
erythrocytes stroma, immobilized in Sephadex G-25, a sialic acid specific lectin of 9.6kDa per subunit. Comparative
analysis against adult organisms purified lectin, by chromatofocusing, showed that the lectin trom juvenile specimens
is composed by four main isoforms with a pl of 4.2, 4.6, 5.1, and 5.6, whereas the tectin from adults is eluted at pH 4.2
The amino acld composition of the fectin obtained from adull and juvenile stages suggest identity, but the composi-
tions are not identical since a higher content of carbohydrates was found in the lectin from younger organisms. The
freshwater prawn lectin showed specificily toward N-acetylated amino sugar residues such as GIcNAc, GalNAc, Neu5SAc
and NeuS5,9Ac; but in juvenile organisms the leciin showed three times less hemagglutinating activity than the lectin
from adults. Both lectins agglutinaled rat, rabblt and chicken erythrocytes, indicating that Neu5,9A¢ In specitic O-
glycosydically linked glycans seems to be relevant for the Interaction of M. rg bergii lectins with thelr specific
cellular receptor. Our results suggest that the physicochemical characteristics of the lectin from the freshwater prawn
are regulated through maturation.

Keywords: Macrobrachium rosenbergli, slalic acid specific lectin, crustacean lectin

Introduction supports their important biological roles [2,4] in recemt
times, considerable attention has becn focused on lectins
with capacity to bind specifically sialoglycoconjugates
because of their biological relevance and diagnostic value
{5~7]. Sialic acid specific lectins have been identified in
Arthropoda, Mollusca and Urochordata among other inverte-
brates [1,2]. In a previous work, we purified and partially
characterized a sialic acid-binding lectin from the hemolymph
of Macrobrachium rosenbergii freshwater prawns [8]. This
lectin, which seems to be synthesized by granular hemocytes
[9], reacts with sialoglycoconjugates and agglutinates some
bacteria through specific interaction with N- and Q-acetylated
sugar residues present in the bactenial cell wall [10], suggest-
ing its active participation in defense mechanisms of adult
organisms,

The freshwater prawn M. rosenbergii is a crustacean species
of worldwide interest but in contrast to the high farming
capacity of this specie in the adult stage, the survival rate
“To whom corrgspondence should be addressed: €. Zenteno, Fax: of larvae is highly variable from facility to factlity (111,
52(5)61624-19; E-mail: ezenteno@servidor.unam.mx supgesting that some defense mechanisms could be modified
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Lectins seem to be ubiquitous proteins in the hemolymph of
several invertebrates. They are apparently synthesized by
hemocytes [1,2] and can, as occurs in many species, bind to
the surface of these cells or circulate in a soluble form in the
hemolymph [1-3]. Due to their specificity for sugar residues,
in defined sequences or in complex glycoconjugates, it has
been assumed that lectins participate as mediators in foreign-
substance recognition and ulterier elimination by hemocytes
with phagocytic activity [2,3]. Some reports indicate that
besides their participation in defense mechanisms, lectins in
invertebrates have relevant roles in nutrition, development,
symbiosis, tissue reorganization, and cell adhesion [1,2).

The occurrence of lectins in a wide variety of organisms
with conserved demains and related functional features
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throughout maturatien. In this paper we report the isolation
and the chemical characterization of the lectin present in the
hemolymph of juvenile specimens and compare its physico-
chemical and biological propertics with the lectin obtained
from adult organisms, our aitn being a better understanding of
the biological role and regulation of the activity of these
proteins through maturation.

Materials and methods
Lectin extraction and purification

Freshwater Macrobrachiuvm rosenbergii prawns were obtained
in Jojutla, Morelos, Mexico. Maturation stages were based
upon weight and body characteristics, as suggested by Wickins
and Beard [12). Freshwater prawns were separated in two main
groups according to their maturation stage adults in intermoult
and postlarvae or juvenile. Hemolymph was extracted from the
pericardial sinus, and the serum obtained after centrifugation
at 16000 x g at 4°C for 30min was dialyzed against tris-
buffered saline (TBS 50mM Tris-HCI, 0.15M NaCl, 3mM
CaCl,, pH 7.4). The lectin present in the hemolymph of each
animal group, was purified by affinity chromatography on a8
column (1.5 x25cm) contatning glutaraldehyde fixed rat
erythrocytes stroma entrapped in Sephadex G-25, the
column was equilibrated with TBS at 10mi/h flow rate,
1.5m! hemolymph {containing 266 mg protein) was deposed
onto the column. The unretained fraction was eluted with TBS
and the lectin was eluted by addition of 3% acetic acid in water
[13]. Fractions of 1.5 ml were collected, dialyzed with Bis-Tris
buffer (25 mM Bis-Tris, 25 mM iminodiacetic acid, pH 7.2),
before determining the optical density (al Ajgo) of each
fraction and the hemagglutinating activity in the presence of
rat erythrocytes.

Chromatofocusing of MrL

The affinity-purified lectin (500 pug) from adult and juvenile
organisms was applied into a mono P pre-packed HR column
5/5mm (Pharmacia, Uppsala, Sweden). The column was
equilibrated with Bis-Tris buffer, at a low rate of 1 ml/min
with a maximal pressure of 40 bars using an FPLC system
{Pharmacia, Uppsala, Swedén). The léétin isoforrns were
eluted from the column with a continuous pH gradient, in a
60-min program, using the Pharmalyie pH 7 to 4 polybuffer
{Pharmacia) [14]. Fractions of 1ml were collected and the
hemagglutinating activity was determined in the presence of a
2% rat erythrocytes suspension in TBS. For each fraction, the
pH and optical density (at Ajs) were monitored. Each eluted
peak was dialyzed against distilled water before tyophilization
for further analysis.

Separation of MrL isoforms

The MrL isoforms from juvenile organisms obtained after
chromatofocusing were applied into a mono P prepacked HR
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column 5/5 mm, in anionic form, equilibrated previously with
50 mM Bis-Tris buffer, pH 7.5, at a flow rate of 1 ml/min with
a maximal pressure of 40 bars, in a 60 min program using an
FPLC system. The MrL isoforms were ¢luted from the column
with 2 0-1M NaCl stepwise gradient in Bis-Tris buffor,
Fractions of 1ml were collected and optical density was
monitored at Aggg. Each cluted peak was dialyzed against
distilled water before lyophilization for further analysis. The
main fractions separated by ion-exchange chromatography
were dialyzed against Bis-Tris buffer, pH 7.5 and re-chroma-
tofocused on the Mono-P column to confirm their pl, in the
conditions previously indicated.

Analytical methods

Protein cencentration was determined by the method of
Bradford {!5] using bovine serum albumin as standard.
Amino acid composition of 100pg of purified lectin was
determined after hydrolysis for 24 h under vacuum with 2m}
of 6 N HCl at 110°C in sealed containers, in a Beckman 119-
CL amino acid analyzer [16]. Carbohydrate content and
composition of the lectin, its isoforms, and all glycoproteins
used in this study, was determined with the heptafluorobuty-
rate derivatives of O-methyl-glycosides, obtained after hydro-
lysis with 0.5N methancl-HC] for 24h at 100°C, by gas-
chromatography with a capillary column (25 x 0.32 mm) of
5% Silicone OV 210, (Applied Science Lab, Buffalo, NY), in
a Varian 2100 gas chromatograph (Orsay, France); the carrier
gas was helium at a pressure of 0.6 bar, and the oven
temperature programmed from 00 to 240°C at 2°C per min
{17] L-lysine (Sigma Chem., St Louis, MO) was used as
internal standard, Identification of each sugar residue was
confirmed by mass spectrometry using the Finnigan Automass
[I mass spectromcter, the HFB derivatives of the O-methyl
glucosides of monosaccharides presented relatively high mass:
978 for hexoses, 977 for hexosamines and 1275 for sialic
acid [17].

Polyacrylamide gel electrophoresis

The molecular mass and the homogeneity of the purified lectin
and its isoforms were evaluated in 10% polyacrylamide gel

~efectropheresis (PAGE) 'in the presence of ©:1% sodium -

dodecyl sulfate (SDS), using the Laemmli buffer system
[18), gels were stained with 0.1% Coomassie brilliant blue.

Hemagglutinating activity

Human erythrocytes type A, B, and O from healthy donors
were obtained from the Central Blood Bank IMSS, Mexico.
Rat, mice, rabbit, sheep, horse, pig and chicken red cells were
obtained from the animal facilities at Facultad de Medicina
Veterinaria, UNAM, Mexico. The hemagglutinating activity of
the M. rosenbergii purified lectin and its isoforms was assayed
in microtiter U plates (NUNC, Denmark) according to a two-
fold serial dilution procedure {8). The agglutinating activity
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was tested with 2% erythrocyte suspension in TBS. Hemag-
glutinating activity of each purified lectin isoform is reported
as the specific activity, which corresponds to the hemagglu-
tinating units/mg lectin Hemagglutination assays were also
performed in the presence of erythrocytes previously treated
with Fibrium cholerae (Sigma) neuraminidase (0.1U per
500 pl of packed erythrocytes at 37°C for 30 min).

Preparation of glycans and asialoglycoproteins

Fetuin glycosylpeptides were obtained by Streptomyces
griseus pronase treatment (1 mg of enzyme per 10mg of
glycoprotein incubated for 48h at 37°C). The O- and
N-glvcosvipeptides were fractionated by gel filtration on a
column (1.6 x 100¢cm) containing Bio-Gel P4 equilibrated
with 0.03M pyridine acetate, pH 4.5 {19]. Each O- and
N-glycosylpeptide was desalted by filtration on 2 column
(2 x 60 cm) containing Bio-Gel P2, equilibrated with 0.5M
acetic acid in distilled water, lyophilized, and kept at 4°C
until use Glycoproteins and O-glycosylpeptides from fetuin
were desialylated by incubation at 100°C for 1h in the
presence of 0.02N sulfuric acid, as described by Spiro and
Bhoyroo {20], and desalted on a Biogel P-2 column
{2 x 60 cm) equilibrated with 0.5 M acetic acid. The carbohy-
drate composition of each glycoprotein and glycosylpeptide
was determined by gas-liquid chromatography.

Sugar specificity

The lectin’s sugar specificity was confirmed by eomparing the
inhibitory activity of various sugars glycoproteins, glycosyl-
peptides and their desialylated derivatives, on the hemaggluti-
nation induced by these lectins against rat erythrocytes as
follows: the lectin was diluted in TBS to four hemagglutinating
units (HAU, titer =4}, 25 pl of this lectin dilution was placed in
microtiter U plates and incubated | h at room temperature with
25yl of different concentrations of sugars, glycoproteins and
glycosylpeptides, then 25 pl of a 2% rat erythrocytes suspen-
sion in TBS was added. Results are expressed as the minimal
concentration required to inhibit four hemagglutinating units
[10]. The molar concentration of glycoproteins and giycopep-
tides was calculated on the basis of their oligosaccharide
content as determined by gas chromatography.

Results
Purification of the lectin from adult and juvenile organisms

The maturation stage of freshwater prawns was determined
based mainly on weight and some morphological character-
istics. The organisms considered juvenile or postlarval were
specimens with an average weight of 2.33+£0.5g (n=25),
translucent body and undeveloped chelae. Adults were speci-
mens with an average weight of 13.2+ 1.5 g (n=135), devel-
oped chelae tips, and a hard exoskeleton. From the
hemolymph of juvenile and adult freshwater prawns, we
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purified a lectin by affinity chromatography using glutaralde-
hyde-treated stroma from rat erythrocytes. In both cases, the
lectin was cluted from the affinity chromatography column by
decreasing the pH of the chromatography medium to 2.8 by
addition of 3% acetic acid. The protein yield in the purification
process indicated that the purified lectin represents 1.4 and
0.7% of the protein content of the hemolymph of juvenile and
adult organisms, respectively.

Chromatofocusing of the lectin from adult and juvenile
organisms

As indicated in Figure I, the chromatofocusing analysis
revealed that the lectin from adult freshwater prawns is
constituted by a homogeneous group of proteins (termed A-
1), since 90% of the hemagglutinating activity is eluted at pH
4.2 in a single peak (Figure 1a), whereas the elution profile of
the lectin purified from juvenile organisms is constituted by
four main isoforms (termed as J-t to 1V, Figure 1b). Further
purification of the lectin isoforms from juvenile organisms was
performed by ion exchange chromatography. Figure 2, shows
the purification profile for isolectins J-1 and J-IV; the elution of
J-Tand J-11 lectin isoforms was similar to the profile observed
with J-1V isoform. The main fractions obtained in such
chromatographic procedure were rechromatofocused on the
Mono-P column, and our results indicated that the isoforms
eluted at pH 5.6, 5.1, 4.6 and 4.2, corresponded to isoforms J-1
to -1V, respectively. The J-IV isoform, with a pl of 4.2,
contained 51% of the hemagglutinating activity lozded on
the column Isoforms J-II and J-III eluted at pH 5.1 and 4.6,
contained !8 and 20% of the initial hemagglutinating activity,
respectively. The lowest hemagglutinating activity was
observed in the J-I isoform, which contained 11% of the
hemagglutinating activity loaded onto the column. The J-IV
isoform seems to correspond to the Al lectin of adult organ-
isms, since it is eluted at the same pH from the column
(pH 4.2) and showed the highest hemagglutinating activity
{Figure Ia, b).

Chemical characterization

The purified lectin from adult or juvenile organisms, as well
as its purified isoforms, is a homogeneous glycoprotein of
9.6kDa as determined by SDS-PAGE analysis (Figure 3).
The amino acid composition of both, juvenile and adult
purified lectins suggest identity, but the compositions are
not identical (Table 1). Both lectins are constituted mainly
by glycine, serine, glutamic and aspartic acid residues and,
in minor proportion, by cystein and trytophan residues but
lower amounts of amino acids such as isoleucine, phenyla-
lanine, arginine, and threonine were cbserved in the lectin
from juvenile organisms than in the lectin from adults
(Table 1). The saccharidic pant of both lectins showed
quantitative and qualitative differences, the lectin cobtained
from juvenile organisms is more glycosylated than the lectin
from adults, it contained 15% of sugars per weight as
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Figure 1. Isolation of the isoforms of the lectin from adult (a) and juvenile (b} Macrobrachium rosenbergii freshwater prawns by
chromatofocusing. Each lectin {500 ug) was applied into a Mano P column in an FPLC system. The protein was eluted using a pH
gradient with a pH 7.2 to 4 polybuffer { + - + ). Detection of the optical density of each 1.5ml fraction was at Azsg {continuous line).
Hemaggtutinating activity was determined in the presence of rat enythrocytes {O-C), results reprasent the tolal hemagglutinaling units

(HAU) in each collected fraction.

opposed to 11% in adult organisms (Table 2} as determined
by gas-chromatography. As shown in Table 2, juvenile
isolectins contained Gal, Man, and GlcNAc residues and,
in minor proportion, GalNAc; juvenile J-IV isoform also

contained N-acetyl-neuraminic acid. A similar composition
of carbohydrates was observed in the lectin from adult
organisms. These results indicate that proportionally the
adult lectin is more sialylated.
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Figure 2. Purification of M. rosenbergii lectin-isclorms from juvenile organisms by ion exchange chromatography on a mono P column
{anionic form} in an FPLC system. The lectin Iractions previously obtained by chromatofocusing {500 ug) wera applied to the column
equilibrated previously with 25mM Bis-Tris /iminodiacetic acid butfer, pH 7.2. Isoforms were eluted by a stepwise NaCl gradient (dotted
line). Detection of the optical density of each 1 ml fraction was at Azsg {continucus line). Representative experiments for fractions: J- {a) and
J-1V (b} MrL isolorms is presented (See Figure 1 for nomenclature).

Hemagglutinating activity and sugar specificity

The lectin from adult and juvenile organisms as well as its
purified isoforms showed the same specificity for erythrocytes
and sugar residues. Although the lectin purified from juvenile

organisms showed three times less hemagglutinating activity
than the lectin from adults, both lectins recognized only rat,
rabbit, and chicken erythrocytes, and failed to agglutinate
erythrocytes from other animal species such as human (A, B,
and O), horse, pig. or sheep. Removing sialic acid from
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Figure 3. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of the leclin
puritied from the hemolymph ol juvenile and adult Macrobrachium
rosenbergii freshwater prawns by affinity chromatography
A} Hemolymph (35pp) and B) purified lectin (Spg) from adult
organisms, C) purified lectin (5ug) and D) hemolymph from juve-
nile organisms (35 pg). Molacular weight markers are Phosphor-
ylase b {94kDa), bovine serum albumin {67 kDa), egg albumin
{45kDa), carbonic anhydrase (30kDaj, seybean trypsin inhibitor
(20.1%Da), tactatumin (14.4kDa) and bovine insulin chain B
(3.4 kDa).

erythrocytes, by treatment with ¥ cholerae neuraminidase,
abolished the capacity of both lectins to agglutinate the
erythrocytes from rat, rabbit, and chicken. The hemagglutinat-
ing activity of juvenile and adult lectins was inhibited only by
N-acetylated amino sugars such as NeuS5SAc¢, Neuw59Ac,
GleNAc, GalNAc and, in minor proportion, Neu5Ge, a- or
f-methyl glycosides from sialic acid and NeuSAc (22,3 and
22,6} N-acetylactosamine showed an eight- 10 sixteen-fold
higher capacity to inhibit the hemagglutinating activity of the
lectin obtained in both maturation stages, than the N-acetylated
amino sugars. The amount of N-acetylated amino sugars
required to inhibit the hemagglutinating activity of the juvenile
lectin isoforms J-1 to J-1II was fourfold higher than the amount
of sugars required to inhibit the hemagglutinating activity of
the isoform J-1V or the adult lectin Sialylated glycoproteins,

Zenteno et al.

Table 1. Amino acid composition {(Res/Mol*} of the lectin puri-
lied from juvenile and adutt Macrobrachium rosenbergi lresh-
waler prawns.

Hesidue Juveniie Adull
Asx 81 79
Glx B.6 8.2
Ser 6.1 6.2
Gly 6.6 6.7
His 21 22
Arg 29 33
Thr 3.7 4.2
Ala 56 5.7
Pro 36 3.7
Tyr 1.2 1.1
val 4.8 48
Met 1.3 1.4
Cys 05 0.5
lle 35 4.2
Leu 6.0 6.6
Phe 4.1 4.5
Lys 58 6.0
Total 74.5 71.2

*Residues/mol, considering a molecutar weight of 9.6k[a per subunit
and a 15 and 11% sugar per weight content in juvenite and adult leclin,
respectively.

such as fetuin, and bovine and ovine submandibular gland
mucin were mote powerful inhibitors of adult and juvenile
lectins than simple sugars. Hen ovalbumin, human transferrin,
l2G, =;-glycoprotein acid, desialylated feruin, and desialylated
ovine and bovire mucins failed to inhibit the hemagglutinating
activity of the lectins (Table 3). Femin O-glycosylpeptides
isolated after pronase digestion and gel-filtration chromatog-
raphy inhibited the hemagglutinating activity of all the fresh-
water lectin isoforms; whereas, N-glycosylpeptides or asialo-
O-glycosylpeptides were not able to inhibit the lectins activity
{Table 3).

Table 2. Carbohydrate composition (Res/Mol} of the purilied isolecting irom Macrobrachium rosenbergii juvenile and adult

freshwater prawns.

Juvenile Aduit
Carbohydrale J-1 J-fi J-t J-V Al
Mannose 2.9 29 2.4 21 1.4
Galactose 24 27 22 24 1.3
N-acetyl-C-galactosamine 08 08 0.8 07 0.3
N-acetyl-0-glucosamine 15 09 0.9 1.1 0.8
N-acetyl-neuraminic acid 0.0 0.0 Q.2 0.5 0.9
Sugar content (%)** 15.2 15.0 14.5 14.5 1.0

“Residues /mol, considering

ing a molecular weight of 9.6kDa per subunil. The carbohydrate conlent and compositon was determined with the

heplaflugrobutyrate derivatives of O-methyt-glycasides of each lectin and its isoforms by gas chromatography.
**The reported percentage represents the relalion between protein and carbohydrate concentration in the freeze-dried lectin.
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Table 3. Effect of sugars and glycoproteins (mM} on the hemagglutinating activity of the lectins from Macrobrachium resenbergii

juvenile and adult freshwater prawns.

Juvenile isoforms

Compound > S SH SV Adult
NeubGe 200 200 200 200 100
GaINAc 200 200 100 100 50
GleNAG 200 200 200 100 50
NeuSAc . 50 50 25 25 23
NeuS9Ac 25 25 25 25 125
NeuSAc a-methylglycoside 25 125 7.5 7.5 7.5
NeuSAc f-methylglycoside 25 125 125 7.5 75
NeuSA¢ (22,3) N-acetylactosamine 25 25 125 12.5 12.5
NeuSAc (x2,6) N-acetylactosaming 25 25 125 125 125
Colominic acid (Neu5Acx2,8)" 25 25 15 10 10
Fetuin 0.006 0.003 0.003 0.001 0.001
Fetuin C-glycosylpeptides*** 0.1 0.1 .05 0.05 0.05
Bovine subrnandibular mucin o0.01 0.01 0.005 0.005 0.005
Ovine submandibular mucin 0.1 01 0.05 0.05 0.05

*Minimal concentration needed 1o inhibit 4 HAU (Titer = 4) ol lectin from juvenile (7 ug/mi) and adult (2 pg/ml) specimens. Sugars without inhibitory
activity at 200mM were L- and D-lucose, D-mannose, D-glucose, D-galactose, p-galactosamine, D-glucosaming, (-mannosamine, melezitosa,
lactose, and ratiinose. Hen ovalbumin, hurtan transfemin, 19Q, x,-ghrcoprotein atid, destalylated tetuin, ovine and bovine giycoproteins, as well as
fetuin N-glycosylpeptides and asialo-O-glycosylpeptides were nat inhibitory at a 10mM conceniration.

“*Vafues are presented in mg/ml since the motecular waight ts not known,

***Glycosytpeptides obtained from fetuin atter pronase digestion and gel fltration. The molar concentration of glycoprateins and glycoslypeptides
was caleulated gn the basis of their oligosaccharide content as determined by gas chromatography.

Discussion

In inveriebrates, the most likely candidates for recognizing
foreign material, due to their high specificity for carbohydrates,
are the lectins [1~3,21]. These proteins have been shown to play
imporiant roles also in the innate immunity of mammals [2].
Previous work indicate that the innate immune system of the
freshwater prawn may recognize several bacteria species
through the specific interaction of the lectin, present in the
hemaolymph, with the acetyl groups of reducing sugars exposed
on the bacterial cell wall [10].

We purified the lectins present in the hemolymph of adult of
juvenile freshwater prawns, and compared their physicochem-
ical characteristics and specificity for sugars and erythrocytes.
The lectin isofated from adult organisms had stronger hemag-
glutinating activity than the lectin from juvenile organisms;
however, both lectins and their purified isoforms agglutinated
rat, rabbit, and chicken erythrocytes. The hemagglutinating
activity of both types of lectins was inhibited by N-acetylated
amino sugar restdues such as NeuSAc, Neu5 9Ac, GleNAg,
and GalNAc; a or f-methyl glycosides from sialic acid, but
2,3- or 2,6-linked sialic acid were better inhibitors than
simple sugars. This result suggests that the anomeric position
of C2 from NeuSAc acid does not scem to be relevant for A.
rosenbergii lectin recognition. Sialylated glycoproteins, such
as fetuin, and ovine and bovine submandibular mucin, which
contain O-glycosydicatly, linked glycans [22,23] were more
powerful inhibitors of the hemagglutinating activity of the

lectin on both maturation stages, than monosaccharides. The
specificity of both lectins for sialylated O-glycosydically
linked glycans, was confirmed by the fact that the isolated
O-glycosydically finked glycans from fetuin inhibited the
lectins activity [20]. Sialylated N-glycosydicaily linked
peptides from fetuin, or glycoproteins containing N-glycosy-
dically linked glycans such as hen ovalbumin, human trans-
ferrin, 1gG, or 2,-glycoprotein acid, lacked capacity to inhibit
the lecting hemagglutinating activity, The relevance of the
sialic acid for the interaction of M. rosenbergii lectin with
these glycoproteins and glycopeptides as well as with cellutar
teceptors, was confirmed when we eliminated the sialic acid
from those glycoproteins and found that their inhibitory
capacity was abolished.

While NeuSAc is the major type of sialic acid found in
human and sheep erythrocytes, and Neud,5Ac or NeuSGe is
the most predomtinant sialic acid derivative present in horse
and pig erythrocytes, respectively [24,25], the ecrythrocytes
from rat, rabbit and chicken possess great amounts of
Neu5,9Ac, accounting for 25, 29 and 30% of total sialic
acid respectively [23-25]. These data suggest that Neu5,9Ac
linked to specific glycan structures, is a receptor determinant
for the M. rosenbergii lectin in both studied maturation stages.

The fectin from adult or juvenile freshwater prawns is a
dimeric glycoprotein of 20kDa conformed by 9.6 kDa subu-
nits [8,13]. The lectin from juvenile organisms contained four
isoforms with different pi (5.6 to 4.2), in contrast o the lectin
from adutts which contained only one isoform at pl 4.2,
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suggesting that the subunits conforming the lectin in juvenile
prawns have different physicochemical properties. The lectins
constituted by subunits at pl 5.6 showed lower hemagglutinat-
ing activity, which explains, in pan, why the leciin fiom
juvenile prawns showed the lower hemagglutinating activity
than the lectin from adults. The lectin purified from either
adulis or juvenile organisms showed identical molecular
weight, and similar amino acid composition, however, they
showed quantitative and qualitative differences in their sugar
content and in the amount of Neu5Ac residues, the lectin from
adults is less glycosylated than the juvenile, and showed
higher concentrations of sialic acid. It is not known how this
influence the three-dimensional conformation of the lectin, its
functional properties or its biological role.

Research is in progress to define whether the expression of
each lectin isoform could be the result of allelomorphic forms
of the same protein [26], or if their glycosylation pattern, is
regulated throughout maturation by environmental [27],
neurcendocrine [28], or hormonal factors such as ecdisteroids
[29,30]. It is highly probable that the maturation process which
might modulate the lectin isoforms induces a diminution in the
defense mechanisms and therefore increases the lability of
juvenile organisms to infective discases.
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Abstract

The serum of the freshwaler prawn contains a sialic acid specific lectin (MrL) that agglutinates erythrocytes from rat
and rabbit, as well as some Gram negalive and positive bacterial strains. In this work, we performed the chemical
characterization of the MrL purified by affinity chromatography on stroma from rat erythrocytes and by ion exchange
chromatepraphy. In its active form, MRL is a dimeric glycoprotein with 9.5 kDa per subunit. The amino acid sequence
of the lectin was deduced from peptides obtained after trypsin treatment by matrix-assisted laser desorption ionization
mass spectrometry-time of flight analysis (MALDI-TOF). The predicted amino acid sequence of the lectin showed 54%
homology with the hyperglycemic hormone from Macrobrachitm rosenbergii. 1t also showed homology with the variabie
region of the human immunoglobulin x (22%) and & (27%) light chains, The lectin is a glycoprotein with 11% (wfw)
carbohydrate content and is constituted by Gal, Man, GlcNAc, GalNAc and NeuAc in a molar ratio of 4:3:2:1:0.6. The
primary structure of the carbohydrate chains of the lectin from the freshwater prawn was determined by affinity
chromatography of MrL-glycopeplides on Con A and LCA lectin columns, which indicated that the main carbohydrate
chains conforming the lectin are N-glycosidically linked. Man,GlcNAc,, oligosaccharides were the most abundant
structures with 57% followed by Gal, ;Man,GlcNAc, 3 with 24%. Our resulls suggest that the freshwater prawn possess
a kectin in the hemolymph plasma, related to those from the immunoglobulin superfamily. © 2000 Etsevier Science Inc.
All rights reserved.

Keywords; Sialic acid specific lecting Glycoprotein; MALDI-TOF; Animal lectin; Crustacean; Macrobrachium rosenbergii; Hyper-
glycemic hormone; Immunoglobulin superfamily proteins

1. Introduction

* Corresponding author. Tel: +52.5-6232169; fax: +352-5- Invertebrate animals lack adaptive immune sys-
6162419. tems, but they have developed various defense
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potential pathogens (Vasta et al.,, 1994; Olafsen, 2. Material and methods
1996). These systems include hemolymph coagula-
tion, melanization, cell agglutination, antimicro- 2.1, Lectin extraction and purification
bial action, active oxygen formation and
pliagocyiic aciivily {Cooper ei ai., 1992, Vazquez Aduit freshwater M. rosenbergii prawns in in-
et al, 1998). Among them, hemotymph coagula- termolt stage (Peebles, 1977) were oblained in
tion and phencloxidase-mediated melanization, in Jojutla, Morelos, Mexico. Hemolymph was ob-
addition to cell agglutination, are directly induced tained from the pericardial sinus and the serum
by foreign substances, resulting in engulfment of was cleared by centrifugation at 16 000 x g at 4°C
invading microbes. The immobilized invaders are _ for 30 min. The supernatant was dialyzed against_
finally kifled by anfimicrobial substances released ‘Tris-buffered “saline (TBS): 50 mM Tris—HCI,
from many kinds of hemocytes (Qlafsen, 1996; 0.15 M NaCl, 3 mM CaCl,, pH 7.4, with several
Kawabata and Iwanaga, 1999). Lectins in inverte- changes and stored at — 70°C until use. The lectin
brates play a relevant role in defense mechanisms, was purified by affinity chromatography on a
such as recognizing foreign invaders, damaging column containing glutaraldehyzed rat erythro-
self cells and mediating the biological activity of cytes stroma physically entrapped in Sephadex
cells (Vasta et al., 1994). G-25, equilibrated with TBS as described previ-
The lectin isolated from the freshwater prawn ously (Vazguez et al., 1993). Further purification

Macrobrachium rosenbergii (McL) is specific for of the M. rosenbergii lectin was performed by ion
N-acetylated carbohydrates such as GlcNAc, Gal- exchange chromatography as follows: 500 pg of
NAg, although sialic acid and sialic acid contain- the purified lectin, previously dialyzed against bis-
ing determinants szem to be the main structures Tris (Sigma, St. Louis, MO) buffer (25 mM bis-
recognized by this lectin {(Vazquez et al.,, 1993, Tris, 25 mM iminodiacetic acid, pH 7.2), was
1996). The MrL capacity to agglutinate erythro- applied onto a prepackaged mono P 5/5 mm HR
cytes specifically from rat and rabbit erythrocytes column (Pharmacia, Uppsala, Sweden). This
depends on the presence of Ca?+ (Vazquez et al., colurnn was previously equilibrated with bis-Tris
1994). This lectin interacts with Gram negative buffer, at a flow rate of 1 ml/min with a maximal
bacterial strains such as Aeromona sp, Bacillus pressure of 40 bars, in a 60-min program using
cereus, Pasteurells hnemolytica (Serotype Al2) the FPLC system (Pharmacia). The protein was
and Gram positive bacteria such as Staphylococ- then etuted with a 0-1 M NaCl stepwise gradient
cus arizona (Vazquez et al., 1996). The lectin in bis-Trs buffer; 1-ml fractions were collected,
seems to be cynthesized by circulating hemocytes. the optical density was monitored at 280 nm and
Immunohistochemical analysis, using monoclonal hemagglutinating activity was determined by the
antibodies against the serum lectin, revealed that 2-fold dilution procedure in the presence of a 2%
the rough endoplasmic reticulum is positively solution of mat erythrocytes in TBS. Each eluted
stained by these antibodies (Sierra et al., 1999). peak was exhaustively dialyzed against distilled
Furthermore, it has been demonstrated that the water and freeze-dried for further analysis.
lectin could be either stored in the granules or as

_an integral protein of circulating hemocytes 2.2, Analytical methods
(Vazquez et al, 1997a). The specific role of the -
lectin in defense mechanisms has not been Protein concentration was determined by the
.clarified. yet, _but- MrL._has - been- shown. to--be ——— - method: of Bradford-(1976)-with-Coomassie blue—— ---— -—
a useful tool as a marker for neuro-degenerative R-250, using bovine serum albumin as standard.
diseases, such as Alzheimer disease (Guevara et Carbohydrate composition of the lectin was deter-
al., 1998). In this work, we performed the chemi- mined with the heptafluorobutyrate derivatives of
cal characterization of the lectin from the fresh- O-methyl-glycosides from the lkectin and its gly-
water prawn M. rosenbergii, aimed at elucidating copeptides. Lysine was used as internal standard
the specific role of the lectin in this organism. (Sigma) and analyzed by gaschromatography, us-
Evolution and phylogeny of crustacean defense ing a capillary column (25 x .32 mm) of 5%
molecules, at a molecular level, as compared Silicone OV 210, (Applied Science Lab., Buffalo,
to thosc present in vertebrate species are dis- NY), in a Varian 2100 gas chromatograph (Orsay,

_ cussed. France) equipped with a flame detector and a
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glass solid injector; the carrier gas was helium at a
pressure of 0.6 bar and the oven temperature was
programmed from 100 to 240°C at 2°C per min,
as described by Zanetta et al. (£999).

2.3, Polyacrylamide gel electrophoresis

The molecular mass and the homogencity of the
purified lectin and its isoforms were evaluated in
10% polyacrylamide gel electrophoresis {PAGE)
in the presence of 0.1% sodium dodecyl sulfate
(SDS), with the Laemmli buffer system {Laemmli,
1970); gels were stained with 0.1% Coomassie
brilliant blue.

2.4. Amino acid sequencing

Amino acid sequencing of MrL was determined
by MALDH-TOF on peptide fragments cobtained
by trypsin digestion of the purified MrL. After
electrophoresis on SDS-PAGE gels of MrL, the
bands with 200 pM of protein were digested with
0.5 pg trypsin in 500 ul ammonium bicarbonate,
pH 8.0 at 37°C for 24 h. The effect of trypsin was
inhibited by storing the mixture at 2°C for 4 h.
The enzyme digest was dried by evaporation using
a Gyrovap (Howe, London) and re-evaporated
with water (2 x 100 pi). Samples were prepared by
mixing directly onto the target 1 pl of reaction
products (containing 50 pM) and 1 pl of a 2,5-di-
hydroxybenzoic acid matrix (12 mg/m] in CHO,
70:30, v/v), aliowing the mixtute to crystallize at
room temperature. Positive ions of the peptides
weré 'measured by MALDI-TOF on a Vision 2000
time-of-flight mass spectrometer (Finnigan MAT,
Bremen, Germany) equipped with a 337 nm UV
laser. Mass spectra were acquired in reflectron
mode under 8 keV acceleration voltage and posi-
tive detection. Control assays were performed us-
ing trypsin alone to identify self-digested peptide
mass and angiotensin I as standard (Mr 1296.7)

{Hellman et al., 1995). The mass of [M + H] ions

from peptides produced by tryptic digestion was
compared with those obtzined from NCBlnr
{Swiss-Prot 10/04/99) database.

2.5. Preparation of glycopeptides from MrL

MrL glycopepiides (MrL-gp) were prepared by
incubating 2 mg of the lectin in 0.5 mi of 150 mM
Tris-acetate, pH &, and 15 mM CaCl, with 1 mg
of pronase (from Streptomyces griseus, Sigma) for

48 h at 36°C. Then the mixture was boiled for §
min to stop the enzymatic reaction and the gly-
copeptides were filtered in a column containing
Rio-Gel P2 (100 x 1.2 cm [.D.} equilibrated with
distilled water. Glycopeptides were lyophilized un-
til use. Purification of MrL glycopeptides was
performed by affinity chromatography on a Con-
canavalin A (Con A)-Sepharose column (Sigma),
containing 10 mg of the lectin; 200 pg of MrL
glycopeptides in acetate buffer (5 mM sodium
acetate, 0.14 M NaCi and 5 mM CaCl, pH 5.2)
were deposed onte the column. The unretained
fraction was eluted with the acetate buffer and the
retained fraction was eluted by adding 200 mM of
a-methyl-mannoside. Besides, 200 pg of MrL-gp
was applied to a Lens cufinaris (LCA)-Sepharose
4B coupled column with 10 mg of the lectin.
Acctate buffer was used to equilibrate the column
and to elute the unretained malerial; the retained
glycopeptides were eluted with 200 mM «-methyl-
mannoside (Debray et al, 1981). Retained and
unretained fractions were collected and desalted
in a Biogel P-2 column, previously equilibrated
with distilled water and lyophilized for further
analysis.

2.6. Hemagglutinating activity and sugar specificity

Rat and rabbit erythrocytes were obtained from
the animal facilities at Facultad de Medicina,
UNAM, Mexico. The hemagglutinating activity
of MrL was assayed in microtiter U plates
(NUNC, Denmark} according to a 2-fold serial
dilution procedure. The agglutinating activity was
tested with either 2% untreated erythrocyte sus-
pension in PBS or with neuraminidase-treated (0.1
U of Vibrio cholerae neuraminidase per 0.5 ml
of packed erythrocytes at 37°C for 30 min). The
fectin’s sugar specificity was confirmed by com-
paring the inhibitory activity of various sugars
or glycoproteins on the hemagglutination induced
by the lectin. Results are expressed as the mini-
mal concentration required to inhibit completely
four hemaggiutinating doses (Vazquez et al,
1997a).

3. Resulis
3.1, Lectin purification

The lectin from adult freshwater prawns was

65




246 R. Zenteno e al. / Comparaitive Binchemisicy and Physiology, Part B 127 (2000} 243-250

kDa n
205 . |

]

all

QD (280 nm)
NeCl gradient (M}

FRACTION

Fig. |. Purification of the lectin from Macrobeachium rosenber-
£ii by ion exchange chromatography on a‘mone P columm
(anionic form} in an FPLC system. The affinity purified M.
rosenbergii lectin (500 ug) was applied to the column equili-
brated previously with 25 mM bis-Tris buffer (25 mM bis-Trs,
25 mM iminodiacetic acid) pH 7.2. The lectin was cluted by a
siepwise NaQl gradient (dotted kine). Detection of the optical
densily of each 1-mil fraction was at Az (continuous line).

purified by affinity chromatography with a
column containing glutaraldehyde treated stroma
from rat erythrocytes and by ionic exchange
chromatography on a mono P (in anionic form)
column. The lectin was cluted from this column
by a salt gradient and the main fraction,
containing the purified lectin (Fraction I), was
eluted by adding 0.18 M NaCl (Fig. i); this

Table |
Purificrtion process of M. rosenbergil lectin®

Fraction Protein (mg) HAU" Specific activity®

Hemolymph 100 1280 128

Affinity chromatography

Unretained 52 NA* NA
fraction

Lectin 0.14 640 4571

fon exchange chromatography

Fraction 0.08 616 7700

Fraction kI 001 NA NA

Fraction I} 0402 NA NA

* From 400 pl of scrum,

® HAU, hemaggtutinating units tested in the presence of rat
erythrocytes.

* HAU/protein concentration.

“ NA, non-hemagghutinating activity.

97 -

66

29
20

4.2 |

6.5
A B

Fig. 2. SDS-PAGE of the purificd Macrobrachium rosenbergii
lectin. Lane A, 50 pg of fresh prawn hemolymph. Lane
B, 10 pg of the lectin purified by affinity chromatography and
further by jon cxchange chromatography. Molecular weight
markers are: myosine from rabbit muscle (205), phosphorylase
B from rabbit muscle (97 kDa), bovine scrum albumin (66
kDa), carbonic ankydrase {29 kDa), soybean trypsia inhibitor
(20 kD), Eactalbumin (14.2 kDa) and bovine lung aprotonine
(6.5 kDn).

procedure increased 601 times the specific activity
of the lectin, as compared with fotal hemolymph
(Table 1). SDS-PAGE indicated that the purified
lectin corresponded 10 a glycoprotein of 9.6 kDa
(Fig. 2).

3.2, Amino acid sequencing

Amino acid sequencing was determined by

- MALDI-TOF -on peptide fragments obtained af-

ter trypsin digestion of electrophoresed Mrl.. The
results indicated that the lectin showed homology
with the crustacean hyperglycemic hormone
(CHH)., The matched peptides of the MrL subunit
covered 54% of the protein and 22% maiched the
human immunoglobulin x chain V-II region. The
peptides matched 25 of the 113 of this im-
munoglobulin chain. With the variable region of
hurman immunoglobulin A light chain, 27% cov-
ered the protein sequence (Table 2).
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Table 2

Predicted tryptic peptides of the lectin fromy Macrobrachium rosenbergii

[M+HF Amino zeid position Peptide sequence Related protein
1066.3% 1-11 (—)SAFASLGSTV(K) g

17919 19-31 (KILDRVCDDCYNLYR(K) CHH

miy 51-14 (RIQCIQDLQLM DQLDEYANAVQIVGK CHH

21344 83-108 (RIVEAEDVGVYYCMZALQAPITFGQGTR(L) Igx

* Monoisotropic mass. The mass of [M + H] ions from peptides produced by tryptic digestion was compared with those obtained from
NCBInr (Swiss-Prot 10/04/99) database. CHH, M. rosenbergii crustacean hyperglycemic hormone; Igx, human 1gx chain V-{1 region;

and Igh, corresponds 1o human 1gi chain variable region.
3.3. Analysis of glycopeptides

The glycosidic portion of the lectin comprises
11% of the lectin's weight and is constituted by
sialic acid (NewAc), galactose (Gal), mannose
(Man}, N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) and N-
acetyl-D-galactosamine (GalNAc) in a molar ratio
of 0.6:4:3:2:1, respectively. The glycopeptides ob-
tained from the purified lectin after pronase diges-
tion were purified by affinity chromatography on
immobilized Con A and ECA lectin columns (Fig.
3). From the amount of the glycopeptides deposed
onto each column, 57% were retained by the Con
A-Sepbarose column and 24% by the LCA
column. The carbohydrate composition of each
fraction indicated that the Con A relained frac-
tion is mainly composed by Man and GlcNAc in
a 3:2.1 molar catio; the fraction retained by the
LCA-Sepharase column contained Man, GleNAc
and Gal, in a 3:2.8:1.3 molar ratio; the fraction
unretained by both columns possesses Man, Gle-
NAc, Gal and in lower concentrations, GalNAc
and NeuAc (Table 3).

4, Discussion

All animals and plants have immune systems
that protect them from diverse pathogens that
would otherwise threaten their survival. The dif-
ferent components of the immune system may
inactivate the pathogens themselves or promote
the inactivation and clearance of toxic products
brought about by the pathogens. Lectins seem to
be part of the immune system in invertcbrates,
since they facilitate immobilization of pathogens
and inhibit their destructive growth in the host
organism. Although one of the main difficuities in
considering lectins as specific mediators of the
immune response in invertcbrates is that they lack

mechanisms to induce their secretion andfor their
specific synthesis (Olafsen, 1996).

The lectin from the freshwaler prawn M. rosen-
bergif is a glycoprotein rich in glycine, serine,
glutamic and aspartic residues and poor in cys-
teine, methionine and histidine residues (Vazquez
et al., 1992). It is a 20-kDa protein, conformed by
two monomeric subunits of 9.6 kDa, cach linked
by a disulphide bridge (Vazquez et al., 1993). The
analysis of tryptic peptides obtained from the
purified MrL by MALDI-TOF showed no homol-
ogy wilh other lectins from invertebrates; how-
ever, it showed partial homology with the
crustacean hyperglycemic hormone (CHH) from

E T T
0.1 ZA ConA-]
OnA
0.05 |- nMM/\ —]
L
" LCA 7]
0.06 aMM j\ -
1

40

Q.D. (215 nm)
[=]
\

Fraction

Fig. 3. Purification of glycopeptides from the lectin Macro.
brachium rosenbergii by affinity chromatography on Con A
and LCA immobilized lwun culumns Mrl glycopeptides (200
pg) obrained after p jon were suspended in acetate
buffer (§ mM sodmm m:mala, 0.14 M NaCl and S mM CaCl,,
pH 5.2} and deposed onto the column containing 4 ml of
Sepharosc-Con A or LCA lectins. The unretained fraction was
eluted with the acetate buffer and the retained fraction was
cluted by adding 200 mM of a-methyt-mannoside. Detection
of the optical density of each | ml fraction was at Ay,
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Table 3

Carbohydrate composition of M. rosenbergii lectin glycopep-
tides purificd by affinily chromatography on Con A-., and
LCA-Sepharose 4B columns

Sugar residue  Molar ratio®

MrL-gpConA  MrL-gpLCA  MrL gp®

Fucose 0.0 0.0 1]
Mannose o 30 30
Galactose 0.1 1.3 27
GlcNAc 21 28 37
GalNAc 1.0 0.0 04
NeuAc 0.0 0.0 0.2

* Molar ratio is rclated to three Man residues.
* MrLgp corresponds to the fraction unretained on the Con
A- and LCA-Sepharose columns.

the freshwater prawn M. rosenbergii. Crustacean
CHH is a protein of 8.7 kDa, with a pl of 4.88. It
is a physiologically important neuro-hormone
that regulates primarily catbohydrate metabolism
and also plays a significant role in reproduction,
molting and other physiological processes (Lin et
al.,, 1998; Sithigomgul et al., 1999).

The MrL's amino acid ssquence also shows
some homologous regions to those present in the
immunoglobulin superfamily proteins, 22% ho-
mology with the human Igk chain (region V-II)
(de Wildt et al,, 1999) and 27% homology with
the variable region of the light chain A (Mageed et
al., 1997). These results, together with the fact
that MrL is a protcin able Lo interact with specific
ligands, suggest that variable gene segments for
the light chains from immunoglobulins {k or 4)
have been developmentally preserved through the
evolution of V gene families (Glas et al., 1997).

Different proteins present in the serum of sev-
cral different invertebrates have been considered
as analogucs or precursors of proteins implicated
in defense mechanisms in vertebrates, such as the
lecting identified in Limudus (Pistole, 1982), and
the w2-macroglobulin, which binds peptide
growth factors and modulates the activity of a
lectin-dependent cytolytic pathway in arthropods
(Armstrong and Quigley, 1999). The TLs-5 is a
lectin present in the hemolymph plasma from the
horseshoe crab Tachypleus tridentatus, which con-
tains a short N-termina! Cys-containing segment.
It also contains a C-terminal fibrinogen-like do-
main with the highest sequence identity to that of
mammalian ficolins, indicating that the horseshoe
crab is equipped with a homologue of vertcbrate

fibrinogen (Fischer et al,, 1994; Gokudan et al.,
1999). Hemolin, an insect immunoglobulin super-
family member, is a lipopolysaccharide-binding
protein that actively participates in the regulation
of insect immune responses during bacterial infec-
tion and mediates homophilic adhesion as well
(Su et al., 1998; Mendoza and Faye, 1999).

The structure of the carbohydrate chains of the
lectin from the freshwater prawn was determined
by affinity chromatography of MrL-giycopeplides
on Con A and LCA lectin columns. Con A pos-
sesses high affinity for structures constituted by
the trimannosidic core containing man o(t,6)
{man «(1,3)) man, substituted by two GlcNAc
residues and LCA possesses affinity for structures
containing the trimannosidic core substituted by
N-acetyllactosaminic residues (Debray et al,
1981}, indicating that the main carbohydrate
chains conforming the M, rosenbergii lectin are
N-glycosidically linked; Man,GlcNAc,,, oligosac-
charides are the most abundant structures with
57% followed by Gal, ; Man,GlcNAc, , with 24%.
Our results suggest that MrL possesses at least
one carbohydrate chain attached to each protein
subunit as described for other glycoproteins in
invertebrates, such as the lectin from the acorn
barnacle Megabalanus rosa (Muramoto and
Kamiya, 1990) or the hemocyanin from the
crayfish, Astacus leptodactylus (Tseneklidou-
Stoeter et al., 1996).

Rabbit and rat red cells were agglutinated by
MiL, as described previously (Vazquez ct al.,
1993). These erythrocytes contain great amounts
of 9-O-acetyl-slialic acid; elimination of sialic acid
residues from them by treatmenl with V. cholerae
ncuraminidase abolished the hemagglutination ac-
tivity of the lectin. However, previous reports
indicated that treatment of rabbit or rat erythro-
cytes with Clastridium perfringens neuraminidase
diminishes partially the hemagglutinating capacity
of MrL (Vazquez et al., 1993, 1994); the differ-
ence could be due to the ability of V. cholerae to
cleave two times more 9-C-acetylsialic acid from
glycoproteins than C. perfringens neuraminidase
(Bouquelet, 1993). The specificity of the purified
M. rosenbergii lectin was confirmed by hemagglu-
tination inhibition assays, using sugars and glyco-
proteins. Our results indicate that the purified
ML interacts specifically with sialic acid ana-
logues, A-acetythexosamines and sialylated glyco-
proteins {Vazquez et al., 1993, 1997b). The most
powerful glycoprotein inhibitors were fetuin,
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ovine and bovine submaxillary mucin, all being
O-glycosidically linked glycans. The glycoproteins
containing exclusively N-glycosdically linked gly-
can chains, such as IgG, 1gM, ovalbumin, and
e-acid glycoprotein were inactive. Similar to
other crustacean lectins, such as the TLs-5 from
T. tridentatus, MrL specifically recopnizes acetyl
group-containing substances (Fischer ¢t al., 1994).
This suggests that the carbohydrate recognition
domain in invertebrate lectins are well preserved
through evolution, since lectins from several in-
vertebrate phyla possess similar specificity for car-
bohydrate determinants (Vasta et al., 1994;
Olafsen, 1995).

In summary, our results strongly suggest that
the freshwater prawn M. rosenbergii has a lectin
that is homologous to the immunoglobulin super-
family proteins (Sun et al, 1990; Iwanaga and
Kawabata, 1998; Su et al., 1998).
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XHI.- GLOSARIQ DE TERMINOS

ACIDO SIALICO: Carbohidrato de 9 carbonos, cuyas modificaciones forman una familia
con cerca de 40 miembros; se encuentran en el extremo distai de N y O-glicanos
y posee varias funciones bioldgicas, que van desde comunicacion celular, hasta

ser las moléculas por la cual los patdgenos reconocen sus células blanco.

CD4: Proteina transmembranal, co-receptor de linfocitos T; posee un deminio de tipo Ig
mediante el cual reconoce el carbohidrato del complejo mayor de clase-ti
promueve una respuesta con expresion de anticuerpos.

CD3: Proteina transmembranal co-receptor de linfocitos T; posee un dominio de tipo Ig
mediante el cual reconoce el carbohidrato del complejo mayor de
histocompatibilidad clase-1, y promueve una respuesta de tipo citotdxica.

DECAPODO: Orden de crusticea que incluye a los camarones langostas, cagrejos y

langostinos, Tienen un caparazon que cubre y unifica a los somites de

y

la

cabeza y torax y engloba una cimara branquial en cada lado. Usualmente

tienen 5 (raramente 6) pares de patas. Estian divididos en 3 grupos

principales: Branchyura, Macrura y Anomura.

DOMINIO IgV: Dominio proteico de 100 aminoacidos implicado en el reconocimiento
del antigeno y que se encuentra en moléculas de anticuerpo y muchas
otras proteinas que forman la superfamilia de las inmunoglobulinas.

DOMINIO IgC: Dominio proteico de 100 aminoacidos que se encuentra en moléculas

de anticuerpo y muchas otras proteinas que forman la superfamilia de
las inmunogiobulinas,

GLICANO:Término generico para un azicar o ensamble de aziicares, en forma libre o
unida a otra molécula,

GLICOCONJUGADO:Molécula en la cual uno o méas unidades glicanicas estan unidas

covalentemente a una entidad que no es un carbohidrato.

GLICOSILTRANSFERASA: Enzima que cataliza la transferencia de un nucleotido-
azhOcar donador a un substrato.

ISOFORMAS: Multiples formas de la misma proteina que difieren en su secuencia de

aminoacidos. Pueden producirse por diferentes genes o por
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empalmes alternativos de transcritos de RNA a partir del mismo gene.

LECTINA: Proteina que une carbohidratos y no posee actividad catalitica,
N-GLICANOS: Glicano covalentemente unido a un residuo de asparagina de una cadena

polipeptidica en la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr.

N-GLICOPEPTIDO: Segmento de cadena polipeptidica que posee un N-glicano.

NEURAMINIDASA: Enzima que posee la habilidad de hidrolizar el enlace que mantiene
unido a un acido sidlico con el carbohidrato adyancente y lo elimina
del glicoconjugado.

O-GLICANOS: Un glicano unido glicosidicamente al grupo hidroxilo de los amino4cidos
serina, treonina o hidroxilisina.

O-GLICOPEPTIDO: Segmento de cadena polipeptidica que posee un O-glicano.

Superfamilia de las inmunoglobulinas (SFIGS): Grupo de proteinas que poseen un
arreglo en emparedado de dos hojas de hebras beta, una de ellas
contiene 3 hebras y la otra 4, este dominio es de amplia distribucion
taxonomica y esta implicado en procesos de reconocimiento.

SISTEMA PROPO: Serie de reacciones enzimaticas, en donde se convierte a la tirosina
en DOPA y posteriormente en DOPA-quinona, precursor
de la melanina, pigmento pardo-negro con diversas propiedades
biologicas como inhibicidn de actividades enzimaticas, bacterianas

y fingicas.
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