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RESUMEN

PF2 es una lectina de las semillas de Olneya tesota
(Palo fierro) con afinidad alta hacia carbohidratos complejos
triantenarios tetrasialilados. El objetivo de este estudio fue
localizar glicoconjugados que interactien con PF2 en sec-
ciones de tejido de bazo y purificar glicoproteinas usando
cromatografia de afinidad con PF2. Se incubaron secciones
finas de tejido de bazo con PF2 biotinilada y se observaron
interacciones con linfocitos en los ndédulos y estructuras
internas de tipo reticular en la pulpa blanca. Se prepararon
extractos de bazo para purificar la glicoproteina detectada,
usando dos etapas cromatograficas, intercambio iénico (CM-
celulosa) y afinidad (PF2-agarosa). Por electroforesis nativa y
con SDS se mostré una glicoproteina monomérica de 14 kDa
(GP14). Una vez digerida con una proteasa, se identificaron
seis secuencias peptidicas en la GP14. Cada péptido mostré
100% de homologia a secuencias internas de diferentes pro-
teinas de choque térmico de la familia de 70 kDa (HSP70).
Esta similitud con las HSP fue confirmada por electrotrans-
ferencia e inmunodeteccion usando anticuerpos especificos
para HSP70. En conclusion, la lectina PF2 tiene especificidad
hacia un glicoconjugado denominado GP14 que pudiera ser
una glicoproteina de estrés del bazo humano, identificada
por primera vez.
Palabras clave: Olneya tesota; lectina PF2; bazo; proteina de
choque térmico.

ABSTRACT

PF2 is a lectin from Olneya tesota (Palo fierro) seeds
with high affinity towards triantennary tetrasialylated com-
plex carbohydrates. The goal of this study was to localize
PF2-interacting glycoconjugates in spleen tissue thin sec-
tions, and to purify glycoproteins using PF2 affinity chroma-
tography. Biotinylated PF2 was incubated with thin sections
of fixed spleen tissues and interactions with lymphocytes
in nodules of splenic white pulp were observed. Two chro-
matographic steps, using ion exchange chromatography
(CM-cellulose) and affinity chromatography (PF2-agarose)
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made possible the purification of a glycoprotein from spleen
extracts. Both SDS-PAGE and PAGE showed a 14-kDa mo-
nomeric glycoprotein (GP14). GP14 was protease digested
and the sequences of six peptides were identified. Each of
the GP14 peptides showed 100% homology to different in-
ternal sequences of the 70-kDa family of heat shock proteins
(HSP70). The similarity with HSP was confirmed by Western
blot using an antibody specific to HSP70. In conclusion, PF2
lectin has specificity toward a glycoconjugate named GP14
from spleen extract. GP14 could be a novel stress glycopro-
tein from human spleen.

Keywords: Olneya tesota; PF2 lectin; spleen; glycoproteins;
heat shock proteins

INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas que
se unen especifica y reversiblemente a los carbohidratos,
promoviendo la aglutinacién celular o precipitacién de po-
lisacaridos y glicoconjugados (Goldstein et al., 1980; Sharon
y Lis, 1989). Las lectinas son ubicuas ya que se encuentran en
virus, bacterias, hongos, plantas y animales (Goldstein y Po-
retz, 1986; Kim et al., 2004). En el reino vegetal, las semillas de
leguminosas son una fuente abundante de lectinas, constitu-
yendo hasta el 10% de su proteina soluble total (VanDamme
et al, 1997).

Las lectinas de las semillas de plantas muestran una
alta afinidad con carbohidratos, por lo que han sido utilizadas
como reactivos de gran valor en la glicobiologia, tal es el caso
de la deteccidn y caracterizacidn preliminar de glicoconjuga-
dos de las células de membranay en la definicién de grupos
sanguineos (Loris et al., 1998). Ademas, las lectinas cuando
son inmovilizadas resultan una herramienta atractiva para
separar moléculas que contienen carbohidratos a partir de
mezclas complejas (Merkle y Cummings, 1987).

La lectina PF2 es una molécula tetramérica, que pro-
viene de las semillas de la leguminosa Olneya tesota (Palo
fierro), con cuatro subunidades de 33 kDa (Vazquez-Moreno
et al., 2000) y que se une a los carbohidratos complejos
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triantenarios tetrasialilados (Urbano-Hernandez, 2007) vy
no es inhibida por monosacéridos (Vazquez-Moreno et al.,
2000). Por lo tanto, PF2 puede ser utilizada para identificar y
purificar glicoproteinas que contienen a estos oligosacaridos
complejos.

Entre las glicoproteinas purificadas por afinidad a
lectinas se incluyen a aquellas involucradas en el desarrollo
y diferenciacion celular, asi como también en algunas que
pueden ser importantes marcadores de condiciones pa-
toldgicas como infecciones, inflamacion y traumas (Muroi
et al,, 1997; Tsuboi y Fukuda, 2001; Porras et al., 2005). Las
proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés)
son glicoproteinas purificadas a partir de tejidos humanos,
usando cromatografia de afinidad con lectinas. Algunas de
esas glicoproteinas pueden ser inducidas o bien constituti-
vamente expresadas por las células de los tejidos humanos
(Dahlman-Wright et al., 1992; Zhao and Wang, 2004; Porras et
al., 2005).

Debido a que hay diversidad de glicoconjugados
complejos en tejidos humanos, este estudio se centré en la
busqueda de moléculas por las que la PF2 pudiera tener afi-
nidad, en tejidos normales de bazo, asi como en su utilizacién
para purificar dichas moléculas glicoproteicas.

MATERIALES AND METODOS

Materiales y reactivos

Los tejidos de necropsias fueron obtenidos bajo los
requerimientos legales y éticos de la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, proporcionados por el Depar-
tamento de Patologia del Hospital Infantil del Estado de
Sonora. Las secciones de tejido del bazo de pacientes de tres
meses de edad fueron seleccionadas para este estudio.

La agarosa activada con divinilsulfona (Mini-LeaK) fue
de Kem-En-Tec (Hellerup, Denmark). El cocktail inhibidor de
proteasas (COMPLETE, EDTA-free) fue adquirido de Roche
Diagnostic (Indianapolis, IN, USA). Los geles de poliacrilami-
da fueron de GE Healthcare Life Science (Uppsala, Sweden) y
los estandares de peso molecular de amplio rango SDS-PAGE
fueron de Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Los anticuerpos mo-
noclonales anti-CD20 humano fueron de Dako (Denmark).
Los anticuerpos policlonales anti-HSP70 fueron adquiridos
de GenWay Biotech (San Diego, CA). Los anticuerpos anti-
Ig fueron de BioGenex (San Ramon, CA) y la estreptavidina
peroxidasa de Vector Lab. Inc. (USA). El resto de los reactivos
fueron adquiridos de Sigma Chemicals Co. (St Louis, MO,
USA).

Inmuno y lectino histoquimica

La lectina PF2, previamente purificada de acuerdo
a Vazquez-Moreno et al. (2000), fue biotinilada usando el
protocolo de Hofmann et al. (1982). Los anticuerpos anti-
CD20 fueron usados como tincién positiva de las células B en
tejidos linfoides.

Las secciones de tejido de bazo (2 um) fueron embe-
bidas en parafina para ser usadas en el ensayo de reconoci-
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miento de PF2. Los tejidos se dejaron secar toda la noche a
37 °C, se les removié la parafina con xileno, para luego ser
hidratados a través de una series de mezclas de alcohol-agua
(100 - 50%).

La técnica de recuperacion del epitope inducida por
calor (HIER, por sus siglas en inglés) fue aplicada sobre los
tejidos rehidratados. Para bloquear los sitios de interaccién
no especifica, los tejidos fueron cubiertos con albimina de
suero bovino (BSA) en solucién amortiguadora de fosfato
salino (PBS) 0.01M, pH 7.2 y se dejaron incubar a temperatura
ambiente con PF2 biotinilada (20 ug/mL) durante 45 min. La
interaccién fue revelada por incubacion con el sistema es-
treptavidina peroxidasa durante 30 min (Vector Lab. Inc. USA)
y posterior reaccion con 3,3-diaminobenzidina 4 HCl (DAB,
0.2 mg/mL) y H,0, (0.005%) por 10 seg a temperatura am-
biente. Finalmente, los tejidos fueron enjuagados con agua,
contra tenidos con hematoxilina de Mayer, deshidratados,
aclarados y montados (Schorge et al., 2003). La intensidad de
interaccién con anticuerpos y con lectina (anti CD20 y PF2
biotinilados, respectivamente) fue subjetivamente evaluada
con una escala de cuatro categorias: (-) negativo, (+) interac-
cion débil, (++) interaccidn moderada e (+++) interaccion
fuerte (Aoki et al., 1990).

Para evaluar la especificidad de la tincién con PF2, se
incluyeron los siguientes controles:

(1) lectina PHA-E (fitohemaglutinina de frijol tipo E)
como marcador de células T, (2) anti CD20 biotinilado diluido
en PBS (1:50, v/v) como marcador positivo de células B, (3)
pre-absorcion de lectinas con fetuina (control de especifi-
cidad), ovoalbumina y BSA a una concentracién de 20 pg/
mL y (4) substitucién de la lectina conjugada por PBS para
determinar la presencia de actividad peroxidasa endégena.

Aislamiento de proteinas por intercambio iénico

El aislamiento de las proteinas del tejido de bazo se
realizdé de acuerdo a la metodologia de Martinez-Pomares et
al. (1999) y Ketcham et al. (1985). El tejido fue cortado en tro-
zos y la fascia exterior se removié, para luego homogenizarse
a 4 °C en solucién amortiguadora Tris-HCl 10 mM pH 7.5 con
Tween 20 al 2.5% (v/v), NaCl 150 mM, NaN, 10 mM, EDTA 2
mM, iodoacetamida 5 mM e inhibidores de proteasas, usan-
do un sonicador Branson modelo 250 (Branson Ultrasonics
Corp, USA) a 4 pulsos por 10 segundos. Se usé un volumen
de 90 mL de solucién amortiguadora por cada 60 g de tejido.
El homogenado se centrifugd a 12,500g durante 30 min a 4
°C, usando una centrifuga Allegra TM 64 R (Beckman Coulter,
Inc., USA). El sobrenadante obtenido fue nuevamente centri-
fugado a 66,200 g por 60 min at 4°C. La pastilla fue lavada
dos veces mds con la solucion amortiguadora conteniendo
inhibidores de proteasas y Triton X-100 al 2%. El material
insoluble fue removido por centrifugaciéon a 164,000g por
30 min a 4°C en una centrifuga Beckman TC-100 (Beckman
Coulter, Inc., USA). Todos los sobrenadantes fueron combina-
dos y dializados durante 48 h contra PBS, haciendo cambios
continuos cada 4 h. Se afadio el extracto dializado a 50 mL
de CM-celulosa y se agitd a 4 °C por 48 h. Este material fue
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filtrado usando papel Whatman No. 4 sobre un embudo
Buchner y posteriormente lavado cinco veces con PBS. La
CM-celulosa fue resuspendida en PBS y empacada en una
columna de vidrio de 1.5 x 30 cm. Las proteinas no unidas a
la matriz fueron lavadas con PBS hasta que la absorbancia a
280 nm fue menor a 0.02. Las proteinas unidas fueron eluidas
por separacion isocratica con NaCl 0.5M en PBS a 0.3 mL/min
y colectadas en fracciones de 2 mL. Las fracciones de cada
pico fueron integradas, dializadas contra agua y liofilizadas,
para luego almacenarse a -40°C hasta su andlisis. Debido
a la alta actividad proteolitica del tejido, al iniciar la purifi-
cacion de las proteinas del bazo se afadié al homogenado
una cantidad conocida de BSA como control interno, para
verificar el grado de protedlisis producido y asi descartar
que las glicoproteinas purificadas no sean un producto de
degradacién de las proteinas presentes en el bazo.

Purificacion por cromatografia de afinidad con PF2 inmo-
vilizada

La matriz de agarosa-PF2 fue preparada de acuerdo a
Vazquez-Moreno et al. (2000), donde la lectina PF2 (40 mg)
fue acoplada a agarosa activada (1g). Esta matriz (2 mL) fue
empacada en una columna de vidrio (0.7 mm de didametro) y
equilibrada con PBS. Las proteinas aisladas por intercambio
ionico fueron aplicadas (1.1 mg en 10 mL de PBS) a la colum-
nay las proteinas no unidas a la matriz fueron lavadas exten-
sivamente con PBS, mientras que las proteinas unidas a PF2
fueron eluidas por cambio de pH, usando glicina-HCI 0.02 M
pH 3.0, a 1 mL/min. El proceso cromatografico fue seguido
a 280 nm y se colectaron fracciones de 1 mL. Las fracciones
eluidas se juntaron, se dializaron contra agua, se liofilizaron y
se almacenaron a -40°C hasta su analisis.

Determinacion de proteina

La concentracién de proteina se estimé de acuerdo al
método de Lowry et al. (1951), empleando BSA como estén-
dar.

Electroforesis en geles de poliacrilamida y ensayo de
electrotransferencia (Western blot)

Las proteinas contenidas en las fracciones de croma-
tografia de intercambio iénico y de afinidad fueron analiza-
das por electroforesis en condiciones desnaturalizantes y
reductoras (SDS-PAGE), utilizando un equipo Phast System
GE Healthcare Life Science (Uppsala, Suecia), con un gel en
gradiente lineal de 8-25%. Se aplicaron 4 ug de proteina a
cada pozo y los geles fueron tefidos con nitrato de plata
(Wray et al., 1981). La masa molecular de las subunidades fue
estimada por comparaciéon con marcadores de masa mole-
cular de amplio rango (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Las frac-
ciones proteicas también fueron analizadas en condiciones
nativas (PAGE), utilizando un gel de alta densidad al 20%. Se
aplicaron 10 ug de proteina. Todos los geles fueron tefidos
con nitrato de plata.

La electrotransferencia e inmunodeteccién en mem-
brana se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Towbin et al.

(1979). Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron
transferidas a una membrana de difluoruro de polivinilo a
2.5mA/cm? por 45 min, usando una camara semiseca (Bu-
chler Instruments Labconco). La membrana fue bloqueada
toda la noche con BSA al 2% en PBS a 4°C, seguido de una
incubacion con anticuerpos policlonales anti-HSP70  (1:500)
y posterior incubacién con anti-lg biotinilados y estreptavidi-
na-peroxidasa. El color de la reaccion se desarrollé a tempe-
ratura ambiente afadiendo DAB al 0.075% en PBS.

Analisis de péptidos de la glicoproteina GP14 por
cromatografia liquida y espectrometria de masas tandem
(LC-MS/MS)

La glicoproteina purificada por cromatografia de
afinidad fue recortada del gel SDS-PAGE y enviada a Centre
Protéomique de I'Est du Québec (Québec, Canada) para su
analisis. La glicoproteina fue tratada con tripsina y el analisis
directo de las secuencias de péptidos fue hecho por LC-MS/
MS de acuerdo a Link et al. (1999). Los espectros MS/MS
fueron comparados con los espectros teéricos de National
Center for Biotechnology Information (NCBI) disponibles
en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Las secuencias de ami-
noacidos deducidas fueron obtenidas usando el ExPASy
Proteomics Server disponible en http://www.expasy.gov,
para luego realizar el alineamiento multiple de secuencias de
proteinas con el programa CLUSTAL W.

RESULTADOS Y DISCUSION

Lectino-histoquimica

La lectina PF2 de semillas de Olneya tesota tiene una
elevada afinidad hacia carbohidratos complejos triantenarios
tetrasialilados (Urbano-Hernandez, 2007) y no es inhibida
por carbohidratos simples (Vazquez-Moreno et al., 2000).
Otra caracteristica de esta lectina es su afinidad alta hacia
tejidos linfoides como el timo y ganglio linfatico, demostrado
por analisis histoquimico (Urbano-Hernandez, 2007). En este
estudio PF2 se utilizd para estudiar la interacciéon con glico-
conjugados de tejido post-mortem del bazo y purificar esos
glicoconjugados. A diferencia de los tejidos del bazo de un
adulto (Steiniger et al., 2001), los tejidos de los neonatos es-
tudiados presentaron en diferentes secciones un gran nime-
ro de foliculos secundarios (Urbano-Hernandez, 2007), lo que
sugiere una expresion diferencial de los glicoconjugados o
bien de sus carbohidratos en diferentes estados de madurez.

La lectino histoquimica de diversas secciones de te-
jido del bazo revel6 que PF2 interactia notablemente en la
pulpa blanca. Se observé una distribucion intensa (+++) en
latincion con la lectina, especialmente en los linfocitos de los
foliculos de la pulpa. Los centros germinales del bazo, donde
los linfocitos B son abundantes, se tifieron también con los
anticuerpos anti-CD20 (Figura 1A y B, respectivamente). Se
seleccion6 el antigeno CD20 como forma de confirmacién
linfocitaria, ya que es una fosfoproteina expresada en la su-
perficie de todas las células B, desde las inmaduras hasta las
maduras, con una concentracion elevada en las ultimas. Las
interacciones del anti-CD20 y PF2 fueron similares entre si,
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tanto en intensidad como en localizacién celular de linfocitos
B.

PF2 también mostré afinidad moderada (++) hacia
aquellas estructuras internas de tipo reticular en la pulpa
blanca y una afinidad débil (+) hacia las células reticulares
que limitan a los foliculos, mientras que la tincion del reticulo
interno folicular en la pulpa blanca fue de intensidad mode-
rada (++) (Figura 1B). Esto no ocurrié con el control de lecti-
nas que consistio de la lectina de frijol PHA-E (Figura 1C). Las
vainas linfoides peri-arteriolares, abundantes en linfocitos T,
fueron escasamente tefidas, mientras que la zona marginal
externa fue tefida solamente por PHA-E (datos no mostra-
dos). En ambas regiones, la ausencia de interacciones entre
PF2yzonas de célulasT, asi como la tincion de los nédulos de
la pulpa blanca, indicaron la probable afinidad especifica de
PF2 hacia células B; sin embargo, esto debe ser confirmado
con una doble tincién con PF2 y anti-CD20. No se conoce
aun el arreglo preciso de los linfocitos By T en los diferentes
compartimentos de la pulpa blanca del bazo (Steiniger et al.,
2003); no obstante los linfocitos B representan la linea celular
principal de los centros germinales donde se observé la tin-
ciéon mas fuerte con PF2.

Los carbohidratos de la matriz extracelular juegan un
papel importante en las interacciones matriz-célula (Dull-
mann et al., 2000), por lo tanto, el analisis histoquimico del
bazo usando nuevas lectinas podria contribuir a la identifica-
cion de determinantes carbohidrato especificos. Solamente
unas pocas lectinas, tales como la de Chelidonium majus
(CMA) (Dullmann et al., 2000), tifien selectivamente las fibras
reticulares, lo cual no se observé con PF2. La relevancia de
este resultado implica la posibilidad de mostrar la variabili-
dad estructural de los tejidos linfoides y los mecanismos que
controlan el transito linfocitico, por lo que es importante la
identificacion de las glicoproteinas a las que estan unidos los
oligosacaridos en las fibras reticulares y que interactian con
PF2.

Purificacion de glicoproteina del bazo

Para definir mejor a las glicoproteinas del bazo reco-
nocidas por PF2, los extractos de tejidos fueron inicialmente
fraccionados por cromatografia de intercambio idnico,
usando CM-celulosa. Las proteinas no adsorbidas a la matriz
se fueron en la fraccion de lavado (Tabla 1), mientras que
las que si se adsorbieron eluyeron con NaCl 0.5 M en PBS,
principalmente como una sola fraccion (Figura 2). Este aisla-
miento permitié la remocién de hemoglobina contaminante
(Huisman et al., 1958) para favorecer posteriormente la pu-
rificacién de proteinas sobre la base de su afinidad con PF2.

Las proteinas eluidas de CM-celulosa fueron aplicadas
a la columna de agarosa-PF2 y se obtuvieron dos fracciones
principales: el lavado (no interaccién) y la elucién con glicina-
HCI que libera las glicoproteinas que fueron reconocidas por
PF2 (Figura 3).

Las fracciones proteicas de eluciéon de intercambio
idnico y afinidad fueron analizadas por SDS-PAGE. El andlisis
electroforético de la fraccion de intercambio idnico mostro la
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Tabla 1. Purificacion de proteinas del bazo por cromatografia de intercam-
bio iénico y de afinidad con PF2.

Table 1. Purification of spleen proteins by ion exchange and PF2-affinity
chromatography.

Etapa Proteina Proteinano  Proteina
P . Aplicada adsorbida adsorbida
cromatografica
(mg) (mg) (mg)
CM-celulosa® 22+09 18+ 0.7 3.3+0.05
Agarosa-PF2° 1.1+£0.2 0.73£0.1 0.19+0.03

250 mL de volumen de cama
2 mL de volumen de cama
* Desviacion estandar de 6 corridas.

presencia de varias bandas cuyas masas moleculares estaban
entre 66 y 45 kDa, ademds de una banda tenue de 14 kDa
(Figura 2, inserto). Por otra parte, la fraccién de afinidad por
PF2 revel6 una banda intensa de 14 kDa (Figura 3, inserto A).
Adicionalmente, esta fraccion de afinidad fue sujeta a PAGE
en condiciones nativas (Figura 3, inserto B) y se observd
nuevamente una sola banda cuya masa estimada fue tam-
bién de 14 kDa. De acuerdo a estos analisis, la glicoproteina
purificada del tejido de bazo es un mondmero, al cual se le
nombré GP14.
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Figura 1. Microfotografias de las secciones de centros germinales (GC) del
bazo procesadas con (A) anti-CD20, (B) lectina PF2 y (C) lectina PHA-E por
inmunohistoquimica 20X. La interaccion positiva de los linfocitos y fibras
reticulares (RF) es mostrada con flechas.

Figure 1. Light microphotographs of spleen germinal centers (GC) sections
processed with (A) anti-CD20, (B) PF2 lectin and (C) PHA-E lectin by immu-
nohistochemistry 20X. The positive interaction of lymphocytes and reticular
fibers (RF) is shown with narrows.
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NaCl 0.5M

Abs 280 nm

1 20 40 60 80

Fracciones (2mL)

Figura 2. Aislamiento de glicoproteinas del bazo por cromatografia de
intercambio idnico en CM-celulosa (elucién isocratica). Inserto: analisis
electroforético SDS-PAGE de (1) estandar de masa molecular; (2) extracto
crudo de tejido de bazo; (3) fraccién de elucién de la cromatografia en
CM-celulosa (--); (4) fraccion de elucion de CM-celulosa transferida a mem-
brana de difluoruro de polivinilo y detectada con anti-HSP70, seguido de
un tratamiento con anti-Ig biotinilado de conejo, complejo estreptavidina-
peroxidasa y DAB. El gel fue tefiido con plata.

Figure 2. Isolation of spleen glycoproteins by ionic exchange chromato-
graphy with CM-celullose (isocratic elution). Insert: SDS-PAGE analysis of
(1) molecular weight standards; (2) crude extract from splenic tissue; (3)
elution fraction from CM-cellulose (---); (4) elution fraction from CM-cellu-
lose transferred onto a polyvinildifluoride membrane and detected with a
polyclonal anti-HSP70 antiserum followed by treatment with biotinylated
anti-rabbit Ig, streptavidin-peroxidase complex and DAB. Gel was silver
stained.

Para probar que GP14 no se trataba de un producto de
degradacién se realizaron pruebas de protedlisis, donde BSA
se incorpord a los extractos originales del tejido. Los resul-
tados indicaron que esta proteina no mostraba degradacién
bajo las condiciones utilizadas en el proceso de purificacion,
por lo que entonces se puede afirmar que GP14 no es un
producto de degradacién de proteinas de mayor masa mo-
lecular.

Por otra parte, se observé que GP14 pudo ser tefida
Unicamente con plata y no con azul de Coomassie. Un com-
portamiento similar ha sido reportado para glicoproteinas
con alto contenido de carbohidratos, como MUC-1y PASS IlI,
tipicamente tefidas en SDS-PAGE con nitrato de plata y con
reactivo de PAS para oligosacéaridos (Mather, 2000).

Una vez realizados los estudios de masas, que apunta-
ban a que se podia tratar de una proteina de choque térmico
(ver mas adelante), se realiz6 una electrotransferencia del gel
de electroforesis (SDS-PAGE) y se probd inmunodeteccion
con anticuerpos policlonales contra proteinas de choque
térmico (anti-HSP70) (Figura 2, inserto). Los resultados mos-
traron reactividad positiva con la GP14 (Figura 2A, linea 4).

Analisis de péptidos
GP14 fue removida cortando la banda a partir de los
geles y analizada por LC-MS/MS después de su digestion

o &
31 -

30 .
215 2

ﬁ
144 I.GPl4m: 1 ’

20
0.025 6.5 Wy 4

Abs 280 nm

et lmi L L Glicina-HCI

Fracciones (1mL)

Figura 3. Purificacion de la glicoproteina del bazo por cromatografia de
afinidad en agarosa-PF2. La fraccion de proteina no unida fue removida
por lavado extensivo con PBS y la proteina unida fue eluida por cambio de
pH, usando glicina-HCI. Inserto: (A) Andlisis de la fraccién de proteina en
SDS-PAGE obtenida por cromatografia de afinidad. (1) Estandar de masa
moleculary (2) fraccion de elucion de agarosa-PF2. (B) Electroforesis nativa
de GP14. (1) estandar de masa moleculary (2) fraccion eluida de agarosa-
PF2. Los geles fueron tefidos con plata.

Figure 3. Purification of spleen glycoprotein by agarose-PF2 affinity
chromatography. The unbound protein fraction was removed by extensi-
ve washing with PBS and bound protein was eluted by pH change, using
glycine-HCl buffer. Insert: (A) SDS-PAGE under reducing conditions analysis
of protein fraction obtained by affinity chromatography. (1) molecular
weight standards and (2) elution fraction from agarose-PF2. (B) Native elec-
trophoresis of GP14. (1) molecular weight standards and (2) fraction eluted
from agarose-PF2. Both gels were silver stained.

con tripsina. El tratamiento con esta proteasa produjo seis
fragmentos peptidicos identificables que contenian de 12 a
17 aminoéacidos cada uno, los cuales correspondieron a 88
de los 110 aminoacidos esperados para una proteina cuya
masa es de 14 kDa (Tabla 2). Los analisis bioinformaticos de
estas secuencias mostraron que los péptidos fueron 100%
homologos a diferentes secuencias internas de proteinas
HSP (Tabla 2), llegando en algunas ocasiones a cubrir hasta
el 17% de sus secuencias completas. Por otra parte, dos de
los fragmentos peptidicos generados (secuencia sombreada)
coincidieron con sitios potenciales de glicosilacion en las
proteinas HSP70, lo cual valida la presencia de carbohidratos
en GP14, ya que presenta el péptido LLQDFFNGKELNK vy
TTPSYVAFTDTER, los cuales contienen parte de dichos sitios
(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Asimismo, se encon-
tré que los péptidos LDKSQIHDIVLVGGSTR y STAGDTHLGGE-
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Tabla 2. Secuencia de aminoécidos de péptidos tripticos generados de la digestion de GP14 y comparacion con secuencias completas de proteinas de

choque térmico.

Table 2. Amino acid sequences of tryptic peptides generated from GP14 and comparison with sequences of heat shock proteins

Nombre de la proteina y numero

accesion NCBI

Posicion y secuencias de aminoacidos

37 TTPSYVAFTDTER 49 172 IINEPTAAATAYGLDEK 188
Heat shock 70kDa proteip 8 isofor@ 1 variant gil 74740536 TTPSYVAFTDTER IINEPTAAATAYGLDEK
R e e woms LIt G S e
p g . g TTPSYVAFTDTER IINEPTAAATIAYGLDEK
71Kd heat shock cognate protein gi | 32467
GP14 (péptidos) TTPSYVAFTDTER IINEPTAAATAYGLDEK
EE R R R S S EE R I I
o ) ) 221 STAGDTHLGGEDFDNR 236 300 ARFEELNADLFR 311
Heat shock 70kDa protein 8 1soform 1 variant gi | 74740536 STAGDTHLCCEDFDNR ARFEELNADLFR
Heat shock cognate protgm 454 gz| 1152§573 . STAGDTHLGGEDFDNR ARFEELNADLFR
Heat shock 70kDa protein 8 isoform 2 variant gi | 62896815 STAGDTHLGGEDFDNR ARFEELNADLFR
71Kd heat shock cognate protein gi| 32467
GP14 (péptidos) STAGDTHLGGEDFDNR ARFEELNADLFR
EIE R R I b b I S b I I S EE IR R S I I I
. . ) . 326 LDKSQIHDIVLVGGSTR 342 349 LLODFFNGKELNK 361
Heat shock 70kDa protelr} 8 1sofor‘rn 1 variant gi | 74740536 LDKSQTIHDIVLVGGSTR LLODFFNGKELNK
e sl e — R DS LLODFFNGKELNK
p DT AN 8 LDKSQIHDIVLVGGSTR LLODFFNGKELNK
71Kd heat shock cognate protein gi | 32467
LDKSQIHDIVLVGGSTR LLODFFNGKELNK

GP14 (péptidos)

R I I R I

R R I S S

Los aminodacidos sombreados en la secuencia de los péptidos indican parte del sitio glicosilacion de las proteinas con las que se compararon.

* identidad total de aminodcido.

DFDNR de GP14 exhibieron una homologia de 100% con
dos péptidos de GP62, la cual es la principal glicoproteina de
estrés inducida por calor en células de rata (Henle et al., 1997;
Jethmalani y Henle, 1998).

Las HSP son proteinas muy conservadas en todas las
células procariotas y eucariotas. Recientemente, las subfami-
lias HSP60, HSP70 y HSP90 han recibido una gran atencion
debido a su papeles potenciales en la sintesis de proteinas,
crioprotecciéon y en procesos inmunolégicos relevantes
(Habich et al., 2004). Por otro lado, también se han reportado
las HSP pequenas (SHSP) que funcionan como chaperonas
moleculares y se caracterizan por ser las HSP menos con-
servadas y varian ampliamente en tamafo (12 a 40 kDa) y
composicién de aminodcidos (Parsell, 1993; Fu et al., 2003).

Otros trabajos han mostrado que la lectina de Ama-
ranthus leucocarpus (ALL) reconoce al receptor de las células
T humanas, identificado como una proteina con 44% de ho-
mologia con HSP8 (Porras et al., 2005). En el bazo, los miem-
bros de la familia de proteinas HSP70 estan estrechamente
relacionados entre si (Welch, 1990); sin embargo, en este
estudio se esta reportando una posible HSP con baja masa
molecular. La homologia de los péptidos de GP14 a HSP fue
inesperada ya que no hay informes de glicoproteinas de esta
clase, con baja masa molecular, en este tejido.

CONCLUSIONES

El patron de marcaje de la lectina PF2 en el estudio
histolégico del bazo demostré que puede ser una herra-
mienta potencial para el estudio de patrones de distribucién
de glicoconjugados celulares. Asimismo, los resultados de
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reactividad cruzada con anticuerpos anti- proteinas de cho-
que térmico y la homologia de secuencias del mismo tipo de
proteinas confirman que la glicoproteina GP14 purificada en
este trabajo puede ser considerada como una nueva HSP de
baja masa molecular, la cual pudo ser purificada gracias a su
contenido de oligosacaridos y a la afinidad de PF2.
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