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La IgA secretora (SIgA) es un complejo de maltiples polipéptidos que consta de un
componente secretor (SC) unido covalentemente a la IgA dimérica que contiene una
cadena de union (J). Presentamos el analisis de los glucanos N y O en los péptidos
individuales de este complejo. Basandonos en estos datos, hemos construido un modelo
molecular de SIgAL con todos sus glicanos, en el que los brazos Fab forman una forma
de Ty el SC se envuelve alrededor de las cadenas pesadas. Las regiones de O -glicano
en las cadenas pesadas (H) y el SC N-glicanos tienen epitopos de glucanos de union a
adhesina que incluyen 1-4 y B1-3 unidos a galactosa a GIcNAc, al-3 y al-4 unidos a
fucosa a GIcNAc y al-2 a galactosa, y a2-3 y a2-6- acidos sialicos enlazados. Estos
epitopos de glucanos proporcionan a SIgA mas sitios de unién a bacterias ademas de los
cuatro sitios de unién a Fab, lo que permite que SIgA participe tanto en la inmunidad
innata como en la adaptativa. También mostramos que los N -glicanos en las cadenas H
de SIgAly SIgA2 presentan residuos terminales de GICNAc y manosa que
normalmente estan enmascarados por SC, pero que pueden ser desenmascarados y
reconocidos por lectina de unién a manosa, al interrumpir la cadena SC-H interacciones
no covalentes.

IgA secretora (SIgA)

1 Las abreviaturas utilizadas son: SIgA, inmunoglobulina A
secretora; A X Gy, glucano complejo con x antenas y residuos de
galactosa y ; 2AB, 2-aminobenzamida; ELISA, ensayo
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inmunoabsorbente ligado a enzimas; ESI, ionizacion por
electropulverizacién; Fuc, fucosa; Fc, a1-6 unido a fucosa al nucleo
GlcNAc; Gal, galactosa; GU, unidad (es) de glucosa; Cadena H,
cadena pesada; Hex, hexosa; HexNAc, N- acetilhexosamina; HPLC,
cromatografia liquida de alta resolucién; Cadena en J, cadena de
unién; LC, cromatografia liquida; MBL, lectina de unién a manosa; MS,
espectrometria de masas; Neu5Ac, acido N- acetilneuraminico; NP,
fase normal; pIgR, receptor de inmunoglobulina polimérico; SC,
componente secretor; MES, acido 4-morfolinoetanosulfénico.

es la principal inmunoglobulina responsable de proteger las superficies
mucosas contra la invasion de patdgenos. En los seres humanos, la
mucosa cubre una gran superficie (~400 m 3 ) y el cuerpo produce
mas SIgA cada dia que todos los demas anticuerpos combinados (66
mg kg -+ dia ) (1). SIgA ocurre principalmente como un dimero en el
gue las dos moléculas de IgA se unen a través de una pequefia
cadena J (16 kDa) (cadena de unién) (2, que esta unido a la cisteina
terminal de una cadena pesada (H) en cada IgA. La IgA dimérica con
cadena J unida se produce en células plasmaticas cercanas al
epitelio. Las células epiteliales expresan el receptor de
inmunoglobulina polimérico (pIgR) que se une a la IgA dimérica; este
complejo luego se transloca a través de la célula epitelial. Durante la
translocacion, se produce un enlace disulfuro entre el pIlgR y una
cadena H. Al llegar a la superficie de la mucosa, el componente
secretor (SC) (50-90-kDa) se escinde de la cola transmembrana de
plgR y se secreta todo el complejo IgA / cadena J / SC (SIgA) (

3). Por lo tanto, SIgA es un complejo de multiples polipéptidos que se
origina a partir de dos tipos de células (3). Esto contrasta con la IgA
sérica, que es predominantemente monomerica y carece de la cadena
Jy SC.

Hay dos formas isotipicas de IgA: IgAl e IgA2. Ambas formas
contienen dos sitios de N -glicano conservados por cadena H, uno en
Asn 22 en el dominio Ca2 y otro en el aminoacido terminal (Asn ¢ ) de
su cola de 18 aminoacidos (en comparacion con IgG, IgA tiene 18
aminoécidos en el C-terminal de la cadena H). Hay dos alotipos de
IgA2, IgA2m (1) e IgA2m (2), que contienen mas sitios de N -

glicano conservados : uno en el dominio Ca2 y uno o dos en el
dominio Ca1 respectivamente (1) ( Eigura 1 ). El SC esta altamente
glicosilado, tiene siete sitios de N -glicano y los azucares contribuyen
hasta el 25% de su masa molecular, mientras que la cadena J tiene
solo un sitio de N -glicano (3). Ademas, IgALl tiene una region de
bisagra rica en prolina de 23 aminoacidos con nueve sitios potenciales
de O- glicosilacion (residuos de serina y treonina) de los cuales se ha
demostrado que de tres a cinco sitios estan ocupados en el suero IgA1
(4,5 .6, 7). IgA2 carece de esta region de bisagra de 13 aminoéacidos y
no esta O- glicosilada.
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Fig. 1 Representaciones esquematicas de IgA1l e IgA2 secretoras
diméricas humanas. Se representan dos monomeros de IgA de
cola a cola, con una cadena J ( gris claro ) que une
covalentemente una pieza de cola de cadena pesada de cada
monomero. El SC consta de cinco dominios similares a
inmunoglobulina ( gris oscuro ) unidos covalentemente en un
extremo, a través de un puente disulfuro entre el dominio SCVy
el dominio Ca2 en una cadena H, mientras que las interacciones
no covalentes tienen lugar entre el dominio SC | y tanto la cadena
J como un dominio Ca3. N glucanos se muestran
en negro como formas de Y . SIgA2 tiene un N -glicano mas en el
dominio Ca2 y uno (IgA2m (1)) o dos (IgA2m (2)) mas en el
dominio Ca1 que SlgA1.Los O- glicanos se muestran
como circulos negros . Cuatro de los cinco posibles sitios se
muestran ocupados en la region de bisagra de SIgAl. No hay O -
glicanos en la region de bisagra truncada de SIgAZ2.
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Un nifio recién nacido depende de la inmunidad pasiva del SIgA en la
leche materna hasta que su propio sistema inmunolégico haya
madurado. La SIgA en el calostro y la leche se une a los
microorganismos, sus productos metabdlicos y toxinas, evitando su
adhesion al epitelio intestinal y facilitando su expulsion en las heces,
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proceso conocido como exclusién inmune (8). La adhesion de muchos
organismos patdégenos a las células de la membrana mucosa esta
mediada por adhesinas en su superficie. Estos son receptores tipo
lectina que pueden unirse a constituyentes de carbohidratos
complementarios expresados por los tejidos del huésped (9). Por
ejemplo, se puede evitar que Escherichia coli imbriada por S, que
causa sepsis y meningitis en los recién nacidos, se una a las células
epiteliales, independientemente de los sitios de union al antigeno,
mediante glucanos sialilados en SIgA que se unen al patégeno

(10). La fucosa, unida a1-2 a la galactosa como en los epitopos

de Lewis ¥ Lewis v, en SC N -glicanos compiten con Helicobacter
pylori por unirse a los receptores gastricos (11, 12). Free SC también
se une a E. coli (13, 14) y toxina A de Clostridium difficile (15), y tanto
el SC libre como el unido a SIgA interactuan especificamente con una
proteina de superficie de Streptococcus pneumoniae (dieciséis,

17). E. coli fimbriada de tipo 1 expresa una lectina especifica de
manosa que se une a SIgA (13). Esto ha llevado a un mayor interés en
el uso de SIgA recombinante administrado por via oral para la
inmunizacion pasiva contra patdgenos virulentos como C.

difficile y meningitis por Neisseria (18, 19). Sin embargo, definir con
precision las estructuras de glucanos es un requisito previo para
comprender sus propiedades de union, particularmente porque las
proteinas producidas en diferentes tipos de células estan glicosiladas
de manera diferente, y esto puede tener implicaciones importantes
cuando se producen anticuerpos disefiados (20).

En este articulo presentamos el primer analisis total de N-y O -
glicanos de cada una de las diferentes cadenas de péptidos (H, Jy
SC) de la misma muestra de SIgA humana normal combinada. Los
procedimientos analiticos sensibles nos han permitido identificar
componentes menores de la reserva de glucanos, ademas de
confirmar las principales estructuras de glucanos encontradas por
glicanos en la cadena H y los N -glicanos en SC presentaron una
amplia gama de epitopos para la union de adhesina. Mas del 75% de
los N -glicanos de la cadena J estaban sialilados, mientras que mas
del 66% de los N -glicanos de la cadena H eran estructuras complejas
truncadas con GIcNAcs terminales libres.

Sobre la base de estos datos, hemos construido un modelo molecular
de SIgA1 con sus glucanos unidos, en el que los brazos Fab forman
una Ty el SC se envuelve alrededor de las cadenas H. Este modelo
muestra que los glucanos cubren la mayor parte del complejo SIgAl
con la excepcion de las regiones Fab. Cada molécula de SIgA1l tiene
varios sitios para unirse a los patdogenos. Ademas de los cuatro sitios
de unién al antigeno Fab (inmunidad adaptativa), hay

dos regiones O- glicosiladas que contienen hasta 10 glicanos por
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region y SC con siete N -glicanos, que presentan una amplia gama de
epitopos de azucar capaces de unirse a adhesinas. (inmunidad
innata).

Nuestro modelo de SIgA1 muestra el SC envuelto alrededor de las
cadenas H, enmascarando los N -glicanos de la cadena H , que son
estructuras complejas truncadas con residuos de GICNAc terminales
libres. Estos residuos de GIcNAc son ligandos potenciales para
lectinas tales como lectina de unién a manosa (MBL). MBL es una
lectina sérica dependiente del calcio que puede unirse

a D- manosa, L- fucosa, GIcNAc y N -acetilmanoseamina,
reconociendo dos grupos hidroxilo ecuatoriales comunes (29). La
unién de MBL a microorganismos, incluidos virus, bacterias y especies
de levadura, puede inducir la activacion del sistema del complemento
a traves de la via de la lectina, lo que conduce a la opsonizacion de la
diana. MBL representa un componente clave del sistema inmunolégico
innato, como lo ilustra la mayor susceptibilidad a infecciones que
ocurren en individuos con deficiencia de MBL (30). Recientemente, se
ha informado de la unién del dominio de lectina de MBL a IgA sérica
polimérica (31). Mostramos que MBL no se une a SIgA a pH neutro,
apoyando la propuesta de que SC estad enmascarando los N-glicanos
de la cadena H, y que la interrupcion de las interacciones no
covalentes SC-IgA, por preincubacion a pH 3, desenmascara los N -
glicanos de la cadena H , permitiendo que MBL se una.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

IgA secretora; La SIgA humana combinada, purificada a partir de calostro, se obtuvo de
Sigma. EI complejo secretor de IgA se redujo, se alquilé y luego se separ6 en SC,
cadena J, cadena H y cadena ligera mediante la reduccion de SDS-PAGE (80 x 80 x 1
mm, gel BisTris NUPAGE al 10%, tampon de ejecucién MES SDS (Invitrogen) ). Las
bandas de proteinas se visualizaron mediante tincion de Coomassie. Se utilizaron
patrones de masa molecular MultiMark (Invitrogen). Las cantidades relativas de IgAl e
IgA2 se determinaron mediante ELISA de acuerdo con la Ref.

32 utilizando suero humano normal con concentraciones conocidas de IgAl (2,1 mg/
ml) e IgA2 (0,2 mg / ml) como patrones.

Identificacion de bandas de gel por espectrometria de masas; Las bandas tratadas con
coomas se escindieron y se digirieron en gel con tripsina (grado de secuenciacion;
Roche Applied Science) como se describe en la Ref.

33. Las mezclas de péptidos tripticos recuperados se desalaron cargandolas en un
cartucho PepMap C18 de 0,3 x 5 mm (envases LC; Presearch Ltd., Hitchin, Reino
Unido) en agua con acido formico al 0,1% y luego eluyendo con acetonitrilo al 80%,
acido formico al 0,1%. a un flujo de 0,2 pl min * directamente en un espectrometro de
masas de tiempo de vuelo de cuadrupolo hibrido equipado con una fuente de
nanopulverizacion (Waters-Micromass Ltd., Manchester, Reino Unido). Los péptidos se
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secuenciaron a partir de datos de fragmentacion como se describe (34). Se realizo una
busqueda BLAST de la base de datos NCBI utilizando el software MASCOT.
Liberacion y etiquetado fluorescente de glicanos; los N- glicanos se liberaron de las
bandas de gel escindidas mediante digestion en gel de la proteina con el péptido: N -
glicosidasa F (Roche Applied Science) (35). Hidrazinolisis manual (36, 37) se utilizo
para liberar O -glicanos (60 ° durante 6 h) de todo el complejo SIgA. Los glicanos
liberados se marcaron de forma fluorescente con 2-aminobenzamida (2AB) mediante
aminacion reductora de acuerdo con el método de Bigge et al. (38) utilizando un kit de
etiquetado Oxford GlycoSciences Signal ™ (Oxford GlycoSciences, Abingdon, Reino
Unido).

Analisis de glicanos por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC); La HPLC en
fase normal (NP) se realiz6 de acuerdo con el sistema de tampdn bajo en sal como se
describid anteriormente (39) utilizando una columna GlycoSep-N de 4,6 x 250 mm
(Oxford GlycoSciences). El sistema se calibr6é usando un estandar externo de
oligdbmeros de glucosa hidrolizados y marcados con 2AB para crear una escalera de
dextrano. HPLC de intercambio anidnico débil (40) se realiz6 utilizando una columna
Vydac 301VHP575 de 7,5 x 50 mm (Anachem Ltd., Luton, Bedfordshire, Reino Unido)
de acuerdo con la metodologia modificada (41). Estos métodos de HPLC se describen
en detalle en la Ref.37.

Digestiones con exoglucosidasa; Se usaron matrices de exoglucosidasas en
combinacion con HPLC para determinar la secuencia, el tipo de monosacarido y el
enlace de los residuos de azucar como se describe en la Ref.

37. Las enzimas utilizadas fueron: sialidasa de Arthrobacter ureafaciens (EC 3.2.1.18),
1-2 unidades / ml; Sialidasa del virus de la enfermedad de Newcastle (cepa Hitcher B1)
(EC 3.2.1.18), 0,2 unidades / ml; S. pneumoniae sialidasa recombinante en E. coli (EC
3.2.1.18) 1 unidad / ml; a-fucosidasa de rifion bovino (EC 3.2.1.51), 1 unidad / ml; a-
fucosidasa de harina de almendras (EC 3.2.1.111), 3 miliunidades / ml; \ beta -
galactosidasa de testiculos bovinos (EC 3.2.1.23), 2 unidades / ml; \ Beta - galactosidasa
de S. pneumoniae (EC 3.2.1.23), 80 miliunidades / ml; S. pneumoniae \ beta - N

- acetilhexosaminidasa (EC 3.2.1.30), 120 miliunidades / ml; Frijol Jack - N-
acetilhexosaminidasa (EC 3.2.1.30), 10 miliunidades / ml; y a-manosidasa de judia de
Jack (EC 3.2.1.24), 50 unidades / ml (con una segunda alicuota afiadida después de 12
h). Todas las enzimas eran de Glyko Inc. (Novato, CA).

Espectrometria de masas de glicanos; Los espectros de masas de tiempo de vuelo de
desorcion-ionizacion laser asistida por matriz de iones positivos se registraron con un
espectrometro de masas de tiempo de vuelo de reflectron Micromass TofSpec 2E
(Waters-Micromass) utilizando una solucion saturada de &cido 2,5-dihidroxibenzoico en
acetonitrilo como la matriz, como se describe en las Refs.

37y42

. Los espectros LC-ESI-MS y MS / MS se registraron a partir de un Waters CapLC
interconectado con un espectrometro de masas de tiempo de vuelo de cuadrupolo
hibrido equipado con una fuente de iones de electropulverizacion Z-spray (Waters-
Micromass) y operado en modo de iones positivos. Se rellend una columna de HPLC
NP de 1 x 150 mm de micro calibre con material de fase estacionaria de una columna
GlycoSep N (Oxford GlycoSciences). Se utilizaron los mismos disolventes y gradiente
que para la HPLC NP estandar pero con un caudal de 40 pl / min (37).

Experimentos de union a MBL; Se purificaron MBL e IgA de suero polimérico a partir
de plasma de donante humano exactamente como se describi6 anteriormente (

31). La union de MBL a IgA inmovilizada se realiz6 mediante ELISA, como se
describe (31). En resumen, se recubrié IgA sobre placas de ELISA usando un tampén
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de carbonato (pH 9,6). Como control negativo, las placas se recubrieron con albdmina
de suero humano purificada (Laboratorio Central de Transfusion de Sangre (Sanquin),
Amsterdam, Paises Bajos). Después de cada paso, las placas se lavaron con solucion
salina tamponada con fosfato que contenia Tween 20 al 0,05%. Se diluyé MBL en BVB
++ (/5,5-dietilbarbital sodico 1,8 m M, acido 5,5-dietilbarbitdrico 0,2 m m, NaCl 145
m M, 0,5m mbeE MgCl ., 1 mwmDE CaCl ,, Tween 20 al 0,05%, albimina de suero
bovino al 1%, pH 7,5) y se incubd en las placas durante 1 ha 37 °. En algunos
experimentos, los pocillos recubiertos se pretrataron con tampones de diferente pH

(0,1 mglicina-HCI, pH 2,0-5,0, que contiene 0,15 m b NaCl) durante 5-60 min a 37 °,
seguido de lavado con solucién salina tamponada con fosfato / Tween y la adicion de
MBL como se indico anteriormente. Ademas, se realizaron experimentos de inhibicidn
utilizando 10 m m EDTA 0 50 m M D-manosa, que se preincubaron con MBL durante
40 min a temperatura ambiente antes de la adicion de MBL a la placa. La union de MBL
se examino utilizando el anticuerpo monoclonal 3E7 dirigido contra MBL (IgG1 de
raton, proporcionado amablemente por el Dr. T. Fujita, Fukushima, Japdn), conjugado
con digoxigenina (Roche Applied Science), seguido de anticuerpos anti-digoxigenina de
conejo conjugados con peroxidasa de rabano picante. (Fragmentos Fab; Roche Applied
Science). Se detectd la actividad enzimatica de la peroxidasa de rdbano picante usando
2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenztiazolin-6-sulfonico) (de Sigma), y se midieron los
valores A a 415 nm.

Modelado molecular—; EI modelado molecular se realiz6 en una estacion de trabajo
Silicon Graphics Fuel utilizando el software Insightll y Discover (Accelrys, San Diego,
CA). Las figuras fueron producidas utilizando el programa Molscript (43). Las
estructuras cristalinas utilizadas como base para el modelado se obtuvieron de la base de
datos de Brookhaven (44). N - y O estructuras glucano se generaron utilizando la base
de datos de conformaciones enlace glicosidico (45) y minimizacion de la energia

al vacio para aliviar las interacciones estéricas desfavorables. Las conformaciones de
enlace Asn-GIcNACc se basaron en el rango observado de valores cristalograficos (46),
ajustando los angulos de torsion alrededor de los enlaces Asn Ca-Cf y CB-Cy para
eliminar las interacciones estéricas desfavorables entre los glicanos y la superficie de la
proteina.

RESULTADOS

Determinacion de las cantidades relativas de IgA1 e IgA2 en SIgA—; Los porcentajes
de IgA1 (39%) e IgA2 (61%) en la SIgA total del calostro humano combinado se
determinaron mediante ELISA (datos no mostrados).

Separacién e identificacion de las proteinas del componente SIgA; La SIgA humana
normal combinada del calostro se resolvi6 en cadenas SC, H, L y J mediante SDS-
PAGE ( Fig. 2). Se secuenciaron péptidos tripticos para confirmar la identidad de las
proteinas en las bandas de gel ( Tabla 1 ). La cadena J migré con una masa molecular
aparente superior a 16 kDa, de acuerdo con los resultados de Chuang y Morrison (
47).
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Fig. 2 SIgA (7 ug / carril) se redujo, se alquild y luego se corri6 en un gel BisTris al
10%. Los N -glicanos se liberaron mediante digestion con N -glicosidasa F en gel ,
se marcaron con 2AB y se procesaron en NP HPLC. Las trazas de HPLC estan
todas en la misma escala, por lo que se puede comparar el tamafio relativo (GU) y
la abundancia de N -glicanos.

e Verimagen grande

e Visor de figuras

o Descargar imagen de alta resolucion

o Descarga (PPT)

T capaz | Identificacion de bandas de gel (se muestra en la Fig. 1) por
nanopulverizacion-cuadrupolo tiempo de vuelo-MS / MS de péptidos tripticos
seguido por MASCOT busqueda de la base de datos NCBI

Banda de e, Numero de Proteina
Identificacion )
gel acceso cubierta

%

Receptor de

a inmunoglobulina 13638320 10
polimérico
B Region constante de la AACS2528 39

cadena H de IgA

C Cadena de Ig A S25736 34
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Banda de e s NUmero de Proteina
Identificacion )

gel acceso cubierta

D Cadena J de POL591 5

inmunoglobulina

o Abrir tabla en una nueva pestafa

Analisis de N-glicanos; La Fig. 2 muestra los perfiles de NP HPLC de los conjuntos de
glicanos liberados de las diferentes bandas de gel. La escala de la unidad de glucosa
(GU) indica el tamario relativo de los glicanos (cuanto mayor es la GU, mayor es el
glicano). Los N -glicanos de las cadenas H oscilaron entre GU 5y 7; SC tenia los
glucanos maés grandes (GU 6-12), mientras que los glucanos de la cadena J eran GU 6-
9. Debido a que solo hay un sitio de glicosilacion por cadena J y una cadena J por SIgA,
la abundancia de glicanos es menor; la cadena ligera tenia niveles insignificantes de N -
glicosilacion.

La asignacion preliminar de estructuras se realiz6 comparando los valores de GU con
los estandares y se confirmd siguiendo las posiciones de elucién (medidas en GU) de
los picos a través de las diferentes matrices de exoglucosidasa y mediante

relativas de glucanos en el conjunto liberado de cada péptido se pueden encontrar en la
columna titulada "Undig". Para detectar la presencia de un residuo GIcCNAc bisecante,
se realizaron digestiones con B- N -acetilhexosaminidasa de frijol Jack y con - N -
acetilnexosaminidasa de S. pneumonia . La - N- acetilhexosaminidasa de la judia de
Jack no digiere glucanos con GIcNAc bisectantes, mientras que S. pneumonia - N-
acetilhexosaminidasa digiere glucanos biantenarios bisectados pero es ineficaz para
digerir estructuras tri o tetra-antenarias con GlcNAc B1-4 0 1-6 unidas a manosa en las
condiciones utilizadas en este documento (datos no mostrados). La presencia de
GIcNAC bisectante también se confirm6 mediante espectrometria de masas en tandem
(MS/ MS).

T cAPAz Il Analisis de los N-glicanos de la cadena H
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4Exoglycosidase added
*Com position
2 NPHPLC NPHPLC % Area
1 Molecular
Structure Mass Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | A
GU
Btg [ Btg | Btg | Btg | Btg | B
Hex | HexNAc | Fuc | NeuSAc Undlg Bkf | Bkf B
Sph | Sph
Jbh | Ji
Man3 - - - - - 4.36 - - - - 729 | 323 6.3
FcMan3 - - - - - 4.84 - - - - - 56.3 6.7
Man3B (1113.4) 3 3 0 0 4.95 1.3 0.8 2.7 22 2.1 - 23 3
Al (1113.4) 3 3 0 0 5.15 - - - - 25 1927 ] 22
ALB 5.27 - 1.8 25 43 2.1 - 9.9 7
1316.5 3 4 0 0 5.36 0.8 1.6 105 6.3 1.4 - 6
A2 5.46 0.2 0.7 - - - 3.1
A2B 1519.6 3 S 0 0 5.79 21.0 18.7 | 30.1 | 66.2 5.7 - 278161
FcA2 1462.5 3 4 1 0 5.99 - - 3.8 1:2 - - -
Mans 1234.5 S 2 0 0 - 6.5 —
FcA2B 1665.6 3 5 1 0 621 o4 | 204 | 2] 2 | 82 [T ] 22 K
A2G1 1478.5 4 4 0 0 - - - - -
A2BG1 1681.6 4 S 0 0 6.48 28 28 - - - - -
FcA2Gl1 1624.6 4 4 1 0 6.54 1.4 4.6 - - - - -
FcA2BG1 1827.7 4 5 1 0 6.87 8.1 9.2 - - - - -
Man6 1396.5 6 2 0 0 48 6.9 29 2:3 38 4
A2G2 1640.6 S 4 0 0 7.6 24 13.8 - - - - -
A2BG2 1843.7 5 5 0 0 727 04 1.9 - - - - -
FcA2GIS - - - - - - - - - - -
A2BGIS 1972.7 4 5 0 1 749 B - - - - -
FcA2G2 (1786.7) S 4 1 0 7.56 1.8 ) - - - - -
FcA2BG2 1989.7 S 5 1 0 7.65 1.6 ) - - - -
FcA2BGIS 21188 4 S 1 1
A2G2S 19317 5 4 0 1 a6 4 . . . . .
Man? (1558.5) 7 2 0 0 7.93 7 1.7 - L1 - - 0.6
A2BG2S 2134.7 ) S 0 1 8.09 0.8 - - - - - -
FcA2G2S 2077.7 ) 4 1 1 8.28 1.3 - - - - - -
FcA2BG2S 2280.8 5 5 1 1 8.46 3.0 - - - - - -
A2G2S2 - - - - - 8.66 1.1 - - - - - -
Man8 (1720.6) 8 2 0 0 8.81 1.5 0.7 - 1:5 - - 0.4
A2BG2S2 - - - - - 9.07 2.1 - - - -
[Man9 (1882.6) 9 2 0 0 9.49 09 07 - 07 - - -

e Ver imagen grande

o Visor de figuras

o Descargar imagen de alta resolucion

o Descarga (PPT)

o Abrir tabla en una nueva pestafa

T cAPAz 111 Andlisis de los N-glicanos de cadena J


https://els-jbs-prod-cdn.jbs.elsevierhealth.com/cms/attachment/8ff44874-cdcf-4654-95dc-81dbd04ec2f6/fx1.jpg
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)80041-6/fulltext
https://els-jbs-prod-cdn.jbs.elsevierhealth.com/cms/attachment/76a973c2-17b9-4d5b-be84-2a7f75e07775/fx1_lrg.jpg
https://www.jbc.org/action/downloadFigures?pii=S0021-9258(20)80041-6&id=fx1.jpg
https://www.jbc.org/action/showFullTableHTML?isHtml=true&tableId=tbl2&pii=S0021-9258%2820%2980041-6

‘Exoglxcosidase added
NPHPLC % Area
1 e
Composition Jbm | Jbm
1 NPHPLC Ndv
1 Molecular
Structure Mass Abs | Abs | Abs | Abs [ Abs Abs
GU | undig BKf | Bkf
Bt, Bt Bt; Bt,
Hex | HexNAc | Fuc | NeuSAc g e 2 2
Sph | Sph
Jbh
Man3 - - - - - 4.40 - - - - |92 826] 633 - -
FcMan3 - - - - - - - - 40.6 - - - -
4.95
Al - - - - - - - - 33 - - - - -
Man2A1G1 - - - - 5.06 - - - - - - - - 2.2
Man4 - - - - - 5.20 - - - - 2.1 | 174 177 - -
A2 - - - - - 547 - - - 32.9 - - 3.0 - -
FcMan2A1G1 - - - - 5.54 - - - - - - - - 238
FcMand - - - - - 5.70 - - - - 15.1 - - - 1.2
A2B - - - - - 5.80 - - - 10.2 - - | 160 - -
FcA2 - - - - - 5.89 - - - 28.0 - - - 1.4 3.8
Man2A1G1S - - - - - 6.00 - - - - - - - 2.5 -
FeMandAl (1583.6) 5 3 1 0 ~ ~
6.23 42 31 35 | 257 - 2 = 2 -
FcA2B (1665.6) 3 5 1 0
FcAlIGI - - - - - 6.35 - 2.1 43 - - - - 4.1 2.7
FeMan2A1G1S - - - - - - - - - | 216 -
6.50
A2BG1 1681.6 4 5 0 0 6.7 7.0 7.5 - - - - 6.1
FcA2BG1 1827.7 4 5 1 0 6.90 5.7 5.8 5.7 - - - - 5.4 5.2
A2G2/A2BG2 - - - - - R - - - - 84 | 295
7.20 6.7 23.7 45.8
FcMandA1G1 - - - - - - - - - - -
FcA2G2 - - - - 7.50 - 132 | 306 - - - - - 25.6
A2G2S 1931.7 5 4 0 1 = = S . < 16.0 &
it 2 7.90 321 | 261
FeMandA1G1S 1874.7 5 3 1 1 £ 2 2 & & & @
FcA2G2S 2077.8 5 4 1 1 8.30 136 | 14.1 - - - - - 12.6 -
A2G2S2 2222.8 5 4 0 2 8.60 13.9 1.3 - - - - - 14.0 -
FcA2G2S2 2368.8 5 4 1 2 9.00 17.0 1.4 - - - - - 14.0 -
e Verimagen grande

o Visor de figuras

Descargar imagen de alta resolucién

Descarga (PPT)

o Abrir tabla en una nueva pestafa

T cAPAZ IV Analisis de los N-glicanos de SC
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‘Exnglvcosidase added
NPHPLC % Area
1 2
Composition Abs | Abs | Abs [ Abs [ Abs [ Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs [ Abs | Abs | Abs
i B\ olecular NPHPLC Amf| Amf| Amf| Amf| Amf’ Amf| Amf| Amf Amf| Amf
Structure Mass BKf | BKf | BKf | Bkf Bkf BKkf Bkf
GU | Undig Spe [ Spe | Spe | Spe
Hex | HexNAc | Fuc | NeuSAc Beg I?tg I?tg Big | Btg I?(g l?tg
Sph | Sph Sph | Sph
Jbh Jbh
Mand = = - - - 440 - - - - = 19141861 - - 12191215 - - s . .
FcMand - - - - - - - - - - - = i 38 J6a7 657 ] - = s B
AL - - - - - 49 - - - 561 08 16 - - - - - L 631 201 74
A2(from A3) = = = = - 520 = = - 43 1 62 - - 25 1 31 - - - - -
/ - - - - - 540 B - B s Ims| < - Josfosol 18] - - l100l304] 194573
AIG1 - - - - - 563 - - 21 1 a2 ] - - 121120030 - T26]3aa1]261]092
A3 15196 3 5 0 0 591 05 - 17 ] 48] - - - - - = Jao] - Iso] - [0
FeA2 599 - - - - - - = Jwoolsan] - T 31 ] - [wes] - [aso] -
Mans 12344 5 2 0 0 3 2 16 | 18|, P 3 > 127 41
pead 7 = . - . 620 21 | 18] 21 e S 24 [ 49 | 67| 78 | 31 | 32 = 70 [ 99 | 68
A2G1 - - - - - 660 - =13 Jzzl22l i lwal33lw3fi2f - [76f20fa6] 18130
AIGIF (1421 5) 4 3 1 0 693 04 28] - - - - - - - =1zl - Ton | - Jan] -
- - - - - 697 07 J20] - - - - Jus] - - - - lusl - - -
16406 5 4 0 0 717 18 [n7|24n]esda]| - - - - - [218] 16 J400] - [310] 25] 20
S 17696 4 4 0 1 7.37 12 B - - - 5 . = = 5 = s . 5 - S
FA2GIF - - - - - 748 - - - 132034 - - J200] - - - - |26a] - = =
FeA2G2 1786 6 5 4 1 0 < |2e2]s3ilie] - - - - - - - 13201 - - - 119
FeAIGIS B 5 - = 5 163 A | = = | = = [Pl s i e e 5
A2G2F 17866 5 4 1 0 nsl e B YN EYH S - 1262032 - [1a] -
A2G28 19317 s 4 0 1 o o e e (e P [ I e e B (R (S T
A3G3 S - = = = 8.30 = = Ll 19 - - - - - - 30111181 30 1 100
FeA2G2F 19328 5 4 2 0 b e 222l 18l - 5 = . s - = T z s
FeA2G2S 20778 5 4 E 1 N - - - - - - - - " & » . - - »
2S - - - - - 861 20 = s = = =
A2G2S; 22228 5 4 0 2 : = = - 2 5 2 s S 5 = = P z
A2G 20778 5 4 1 1 850 165 |- - - - - B - - - - 1230a0fa2] - |14
A2G2F2 19328 5 4 2 0 [ S - - - B - - - - - 80 | -
FeA2G2S2 23687 5 4 1 2 B . 5 s s s E : s s e 2
FeA2G2 22238 5 4 2 1 - s 2 s = = 5 B 5 5 5
FeA2G2F2 20788 5 4 3 0 L2 79 45 | 34 - - - 3l B o A & 24 3 % s
A3G3F 21518 6 5 1 0 i url - - - - - - s lgals=0 s - -
[FcA3G2E2 - - - - - 9,65 - - - 5 - 0 2 S E gl = B E
FAIGIF 22077 6 5 2 0 9.70 08 [25[oa | - 3 = Jsgya) = 2 - 120l 1823 ] - S
A3GIES - - - - - 994 06 - - - B - - - - E . B 5 R E
FCASGIFS = 3 - - - 10.30 16 - - - - - - - - Z & g $ 5
FCAIGIF2 24438 [ S 3 0 10.60 16 50 - - - - - = - B B B 2 B
AIGIF2S & S 3 5 5 10.86 17 - - - - - - & 2 B Z B
FA3GIE2S (27350) 6 5 3 1 11.20 32 - B 3 5 B - : g : S 2 :
FCA3GIES (25900) 6 3 4 - 1150 22 24 - - 25 - - - - 25 o - -
e Verimagen grande
o Visor de figuras
- -z
« Descargar imagen de alta resolucion
o Descarga (PPT)

e Abrir tabla en una nueva pestana

T capAz V Andlisis de los O-glicanos de SIgAl
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2

Exoglveosid Jded

NPHPLC % Area
"Composition Undig| Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs
— *Molecular NPHPLC Amf Amf| Amf [ Amf | Amf
ructure ~
Mass GU Bkf | Bkf | Bkf | BKf | Bkf
Spg
Hex | HexNAc | Fuc| NeuSAc Btg | Btg
Sph | Sph
nd 5 s 0.80 23¢ | 213 [1015] 223 [ 609 ] 517 [ 614 | 708
o - - B 091 260 | 157 [ 227 [ 301 [230] 796 [1243] 210
e 5 . 1.01 675 11201 ] 607 | 114|176 ] 1481 [1537] 1221
nd . . . = 1.73 - lo3sfo22]037]03 019231 187
o o 383.1 1 1 0 0 1.80 529 | 1103 545 [ 1029 990 | 868 [30.71] 2627
nd B 2 E 1.93 062 | 089 [ 044 [ 072 [ 032 | 014 [ 100 ] 067
nd . . - - - 203 146 | 207 o075 [ 113 ] 148 024 o022 078
Fa 4712 ] 0 0 ] 225 435 [ - - - - 5 2
nd 2 E : 5 243 074 J o034 - To9ol1wo]1iefoss|onm
nd - - - 2.50 1.37 047 041 096 0.10 1.07 0.90 101
s 5452 2 1 0 0 2.63 339 | 369 | 210 | 380 | 363 181 | 648
s - 586.2 1 2 0 0 273 181 | 272 | 153 ] 272 | 244 | 2246 | 641 | 198
s 6742 1 1 0 1 293 598 | 023 ] 026 | 036 | 005 | 007 [ 006 | 007
nd = = 2 5 299 - lorfow]ois] - = = e
nd & e 6742 1 1 0 1 329 0.28 - losar] - - | 020 ] 008 | 0.06
nd z B 3.36 0.79 % = - 139019 -
- 5 g 2 g 345 107 [ 099 | 102 | 150 [ 095 | 228 | - [ 343
d & ,"' - 7483 2 2 0 0 351 107 | 148 | 081 | 101 [ 103 127 | 075
i 7483 2 2 0 0 358 9.02 | 1646 | 14.08 | 1664 [ 1622 055 | 053 | 0.14
nd & *_9"“ 8773 1 2 0 1 375 076 | 013 | 009 | 009 | - . .
nd : 4.19 012 1 020 [ 031 | 021 B z - | os6
L & P 2 5 420 02 | - 2 - | os3| 421 ] 066 [ 023
wd g = B 5 428 5 - o309 074 - -
Lo 8943 2 2 I 0 166 | 430 246 | - 5
= 431
c.;' s g s : 5 363 | 135
* -
2Gal f1-3 & *»’ 965.3 1 1 0 2 442 365 | 226 1.89 | 2.08 | 229 219 | 223
> 1039.4 2 2 0 1 457 7.81 - - - -
S - = . 484 : - | o2 < | zas| - | oss
- - i 498 | o024 | - - | 762 [ 086
o"p?“' 11134 3 3 0 0 5.06 129 | 317 | 3.10 | 400 | 338 - 4.56
o Te 1134 3 3 0 0 3
= 517 208 | 287 | 285 | 268 | 242 0.06
p' 11134 3 3 0 0
:@’“‘ 1185.4 2 2 1 1 521 319 . - . o
nd 5 E 525 - o 5 = - lonx]ois] 019
nd & . s E 5.59 - Joisfoweloa] - 2280871075
nd - - - - 5.63 = loagl - - lo3z] 210 = =
'?"' - - - 5.67 - 019 | 028 | 015 - 163
o":? = 1404.5 3 3 0 1 - - . ) :
i 1404.5 3 3 0 1 % 5
* ~ 587 464
Fr- 12595 3 3 I 0 657
644 | 900 | 960 | 875 | 154 | 029
owe 1259.5 3 3 1 0 .

e Ver imagen grande

e Visor de figuras

o Descargar imagen de alta resolucion

o Descarga (PPT)

o Abrir tabla en una nueva pestana

T cAPAz VI Andlisis de los O-glicanos de SIgAl
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2 .
L Exoclvcosidascadded ]
NPHPLC % Area
3 o s
Composition Undig| Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs
I *Molecular NPHPLC Amf Amf| Amf | Amf | Amf
tructure
Mass GU Bkf | Bkf | Bkf | Bkf | Bkf
Spg
Hex | HexNAc [ Fue | NeuSAc Btg | Btg
Sph | Sph |
2GleNAc - - - - - 6.24 043 | 053 | 054 | 037 | 034 104 | 033 | 038
2GleNAc - - - - - 6.39 - 0.17 - 020 ] 010 | 085 ] 017 | 028
"'?' 14785 4 4 0 0 - 1.00
— 6.50 217 | 432 | 350 | 340 | 008 | 013
; 14785 4 4 0 0
T 1550.6 3 3 1 1
o'p?_ 6.59 398
(s ol - A %
* 1550.6 3 3 1 1
nd - - - - - 6.67 - - - - 1.69 - 016 | 018
nd - - - - - 6.73 206 | 129 | 206 | 1.76 016 | 010 2
e 14055 3 3 2 0 684 120 | 450
2GIeNAC - - - - - 6.92 - s 041 | 003 - 082 - 0.10
nd & ‘i? 1769.6 4 4 0 1
7.1 040 | 0.10 | 035 | 025 - 041 | 011 | 067
nd & ; 1769.6 4 4 0 1
*
nd & 2Gal B1-3°1-3 = = s - - 7.20 053 1 068 | 175 | 134 013 | 055
nd & 2Gal B1-301-3 - - - - - 7.30 0.63 191 3.11 273 2.87 0.65 021 1.94
’o’i? . 1696.6 2 I 751
nd - - - - 7.60 - 029 | 134 - 026 | 002 ] 010
nd s : : - 7.76 0.12 - 068 | 034 - - 003 | 065
2GleNAc - - - - 7.88 - - 098 | 046 | 070 | 024 - -
2Gal P1-3 - - - - 7.97 1.27 028 110 1.37 1.16 0.11 0.11 0.70
2Fuc1-34 - - - - 8.16 - 018 - - - - 002 -
2Gal P14 - - - - 8.22 - - 093 | 058 | 055 - 034
2Fuc1-34 - - - - 8.28 102 | 093 0.14 -
25 - - - - 8.40 - 0.13 - - - - -
2Gat P1-3 - - - - 8.60 038 | 022 ) 126 | 099 ] 076 | 018 - 058
2Gal P14 - - - - 8.75 093 | 056 | 149 | 070 | 091 - 0.05 -
2Gal P13 - - - - 9.01 - - - - - - 011
nd - - - - 9.13 0.84 - 060 ] 019 | 020 ] 0.12 -
2Gal B1-43) - - - - 9.25 - 050 | 081 | 054 | 064 - - 005
2Gal P1-3 - - - - 9.55 028 | 036 1 069 | 039 ] 029 | 014 | 007 | 025
25 & nd - - - - 9.77 023 - 020 | 015 - - - 0.19
2Gat P14 - - - - 10.00 014 | 016 | 026 | 020 | 028 | 007 -
25 & 2GalP1-3 - - - - 10.17 0.08 - 0.08 - - - 0.03
2Fuc1-3/4 & ?Gal B1-3 - - - - 10.54 018 | 036 005 | 007 - - 003
25 & 2Gal P13 - - - - 10.70 0.31 012 ]| 007 | 008 - - 0.09
28 & 2Gal B1-3 - - - - 11.02 025 | 007 ] 013 | 006 | 0.02 - - 0.04
2Fuc1-34 - - - - 11.57 - 0.22 - - - -
28 & 2Gal s s E - 11.71 0.30 009 | 005 | 003 - - 005
2 - - - - 11.90 0.19 - -
2Fuct1-2 - - - - 12.00 - 010 ] 007
28 12.74 0.22 0.17 -
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o Descargar imagen de alta resolucion
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e Abrir tabla en una nueva pestafa

N-glicanos de cadena H; Més del 75% de los N -glicanos de la cadena H contienen una
GIcNAC bisecante, el 66% contiene una GIcNAc terminal libre en una antena, menos
del 20% de las estructuras estaban completamente galactosiladas, menos del 15%
estaban sialiladas (solo se detectaron acidos sialicos 02-6 ), ningun glicano contenia
residuos de fucosa del brazo externo, todos los residuos de galactosa estaban unidos a
B1-4, aproximadamente la mitad de las estructuras contenian ndcleo de fucosa y habia
aproximadamente un 12% de estructuras de oligomanosa (Figuras 3y 4y Tabla Il ). Las
estructuras principales fueron FCA2B (30%), A2B (21%) y FCA2BG1 (8%) (la notacion
se explica en la nota al pie 1 de la Tabla Il). Los glicanos eran del tipo complejo
biantenario con un residuo GIcNAc bisecante en lugar de triantenario, porgque no se
digirieron mas alla de A2B (GU 5.8) con B- N -acetilhexosaminidasa de frijol Jack, sino
que se digirieron con B- N- acetilhexosaminidasa de S. pneumonia , y durante LC-ESI-
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MS / MS, se encontraron fragmentos que habian perdido las dos antenas GICNAc-Man

pero no la tercera GICNAc bisectante (datos no mostrados).
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Fig. 3 Datos de espectrometria de masas para N -glicanos de cadena SC,Hy J. LC-
ESI-MS combinaron datos de la region N -glicano del cromatograma. Las
estructuras estan etiquetadas para las masas principales [M + H] - (consulte
las abreviaturas en la Tabla I1).
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Fig. 4 Perfiles de NP HPLC de N -glicanos de la cadena H después de matrices de
digestiones con exoglucosidasa (ver Tabla |l para areas porcentuales). Se
incubaron alicuotas del conjunto de glucanos marcado con 2AB total con
diferentes exoglucosidasas, como se muestra en cada panel. Después de la
digestion, los productos se analizaron mediante NP HPL.C. Se han anotado los
picos principales. Las estructuras se asignaron por su posicion de elucion medida
en GU antes y después de la digestion con exoglucosidasas y referencia a valores
GU conocidos (

37

39

).

min

e Ver imagen grande



https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)80041-6/fulltext#tbl2
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)80041-6/fulltext#bib37
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)80041-6/fulltext#bib39
https://els-jbs-prod-cdn.jbs.elsevierhealth.com/cms/attachment/f21d2ddc-e228-4218-80d8-8e2330ec24a3/gr4.jpg

e Visor de figuras
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La Fig. 5 muestra los perfiles de N -glicanos de las cadenas H de SIgA1y SIgA2,
purificados a partir de calostro de un solo donante humano. Los perfiles de N -glicano
de las cadenas H de SIgAl y SIgA2 eran casi idénticos, aunque SIgA2 tiene dos o
tres sitios de N -glicano mas, dependiendo del isotipo, que SIgAL.

” SIgA,

Y,

SlgA,

[ [ [ [ | |

Gu 5 6 7 8 9 10
Fig. 5 Perfiles NP HPLC de N -glicanos de cadenas H de SIgA1y SIgA2. La SIgA
total purificada de calostro de un solo donante humano se separ6 en SIgAly
SIgA2 mediante cromatografia de afinidad de agarosa-Jacalina (se une a
SIgALl). Se realizaron pruebas ELISA para verificar la pureza de las muestras, la
IgA ;. fue 98% IgAly la IgA2 fue 97% IgA2 (las placas ELISA se recubrieron con
muestras de SIgA a una concentracion de 5 g / ml (250 ng / pocillo) en tampén de
carbonato pH 9,6; conjugados monoclonales anti-lgAl e IgA2-peroxidasa humana
(Nordic Immunological Labs, Tilburg, Paises Bajos) se utilizaron a una dilucién de
1: 1000; la incubacion con anticuerpo primario y secundario fue de 1 h; se
analizaron 12 pocillos por muestra ). Las muestras se redujeron, se alquilaron'y
luego se procesaron en un gel BisTris al 10%. La NLos -glicanos se liberaron de las
cadenas H mediante digestion con N -glicosidasa F en gel , se marcaron con 2ABy
se procesaron en NP HPLC.
Ver imagen grande
Visor de figuras
Descargar imagen de alta resolucion
Descarga (PPT)

N-glicanos de cadena J; Mas del 75% de las estructuras en el sitio Gnico de N -glicano
en la cadena J estaban sialiladas (Figuras 3y 6 y Tabla Ill). Se detectaron cinco
estructuras principales en proporciones aproximadamente iguales: estructuras complejas
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biantenarias FCA2G2S2, A2G2S2, FCA2G2S, A2G2S y la estructura hibrida
FcMan4A1G1S. Las estructuras biantenarias di-sialiladas contenian un &cido sialico
unido a 02-3 y uno unido a a2-6 (porque todas las estructuras di-sialiladas fueron
digeridas a las formas mono-sialiladas por el virus de la enfermedad de Newcastle, que
es especifico para 02- 3 acidos sialicos). Las estructuras mono-sialiladas contenian
acido sialico unido a 02-3 o 02-6. Se encontré GIcNAC bisecante en aproximadamente
la mitad de las estructuras neutras, pero no en las estructuras

sialiladas. Aproximadamente la mitad de todas las estructuras (neutras o cargadas)
estaban fucosiladas en el nucleo. No se observo fucosilacion del brazo externo y todos
los residuos de galactosa estaban unidos por enlaces 1-4.
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Fig. 6 Perfiles NP HPLC de N -glicanos de la cadena J después de digestiones con
matrices de exoglucosidasas de especificidad conocida. Se incubaron alicuotas del
conjunto de glucanos marcado con 2AB total con diferentes exoglucosidasas, como
se muestra en cada panel. Después de la digestion, los productos se analizaron
mediante NP HPLC. Se han anotado los picos principales. Las estructuras se



asignaron por su posicion de elucion medida en GU antes y después de la digestion
con exoglucosidasas y referencia a valores GU conocidos (
37
39
). Por ejemplo, el pico A2G2S (GU 7,90) se mueve a GU 7,20 (A2G2) después de la
digestion con sialidasa ( A. ureafaciens sialidasa ( Abs )), mientras que la digestion
adicional con galactosidasa (B-galactosidasa de testiculos bovinos ( Btg )) mueve el
pico a GU 5.47 (A2), y finalmente la digestion con S. pneumonia f3- N -
acetilhexoseaminidasa mueve el pico a GU 4.40 ( Man3) (ver Tabla |1l para areas
porcentuales y Tabla Il para abreviaturas).
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Componente secretor N-glicanos; Se encontré una gama mucho mayor de estructuras en
SC que en lacadenaH o J (Figuras 3, 7y 8y Tabla IV ). La mayoria de las estructuras
eran estructuras biantenarias no biseccionadas, completamente galactosiladas. También
estaban presentes estructuras triantenarias (11,7%), y se detect6 una pequefia cantidad
(<1%) de estructuras tetraantenarias (o polilactosamina) mediante desorcion-ionizacion-
EM con léser asistido por matriz. Mas del 70% de los glicanos estaban sialilados y la
mayoria estaban mono-sialilados. La combinacion de glicanos se separ6 en fracciones
neutras y mono Y disialiladas mediante intercambio anidnico débil, y luego estas
fracciones se procesaron nuevamente en NP HPLC ( Fig.8). Los dos picos di-sialilados
se digirieron a A2G2 y FCA2G2 con sialidasa de A. ureafaciens y, cuando se sometieron
al virus de la enfermedad de Newcastle, aproximadamente el 20% perdi6 un acido
sialico y, por lo tanto, originalmente contenia un acido sialico a2-3 y uno a2-6; el 80%
restante tenia dos acidos sialicos 02-6. La fraccion monosialilada consistia en una
mezcla de glicanos que llevaban acido sialico 02-3 o a2-6. Mas del 65% de las
estructuras contenian nucleo de fucosa. Digestion con glicosidasas de diferente
especificidad (testiculos bovinos f-galactosidasa y S. pneumoniaef-galactosidasa) dio
resultados diferentes, lo que indica que la galactosa estaba unida tanto f1-4 como B1-3 a
GIcNAc. La digestion con harina de almendras a-fucosidasa mostro la presencia de
fucosas en el brazo externo unidas tanto a $1-3 como a f1-4 a GIcNAc (debido a que la
fucosa se elimind de GIcNAc, que también tenia galactosa unida a B1-3 y f1-4, la
fucosa fue se supone que esté en la posicion de enlace desocupada). Después de la
digestion con todas las exoglucosidasas enumeradas en la Tabla IV, a excepcion de la
fucosidasa de rifion bovino, el 1,8% del conjunto de glucanos se dej6é en GU 7,2. Este
material se digiri6 con fucosidasa de rifidén bovino, lo que indica la presencia de fucosa
al-2 unida a una galactosa. El analisis LC-ESI-MS / MS de los principales picos de
masa dio resultados consistentes con la mayoria de estructuras con fucosilacion y
sialilacion del brazo externo que tienen fucosa en un brazo y acido sialico en el otro. Sin
embargo, hubo algo de fucosilacion y sialilacion en el mismo brazo ( es decir, epitopos
de Lewis sialilados) porque el fragmento Hex-HexNAc-Fuc-Neu5Ac ( m / z 803.2) se
detecto a partir de la fragmentacion de FCA2G2FS (Hex s -HexNAc ., -Fuc .-Neu5Ac-
2AB) (datos no mostrados). En particular, hubo una serie de estructuras inusuales
identificadas con fucosilacion del brazo externo pero sin fucosa del nucleo. Por tanto,
existe una amplia gama de diferentes epitopos presentes en los SC N -glicanos,
incluidos todos los diferentes epitopos de Lewis y de Lewis sialilados.
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Fig. 7 Perfiles de NP HPL.C de N -glicanos de SC siguiendo matrices de digestiones
con exoglucosidasa (ver Tabla IV para areas porcentuales).
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Fig. 8 Los N- glicanos de SC se separaron en fracciones neutras y monoy
disialiladas mediante intercambio anidnico débil ( a), y luego las fracciones se
procesaron en NP HPLC ( b). La mayoria de los glicanos estaban mono-sialilados
y s6lo dos picos estaban di-sialilados.
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O-glicosilacion; La Fig. 9 muestra el perfil de NP HPLC del grupo de glucanos no
digerido seguido de una gama de digestiones de grupo completo. Se encontraron mas de
50 picos, desde glicanos que variaban en tamafio desde dos (GU 1.8) hasta quince
residuos de monosacaridos (GU 12), y muchos de los picos contenian mas de una
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estructura. Usamos una combinacion de diferentes estrategias de HPLC y MS para
identificar estas estructuras como se describe en la Ref.

37. Los perfiles de HPLC eran muy complejos; por lo tanto, los picos individuales se
recogieron, se digirieron por separado y luego se procesaron en NP y HPLC de fase
inversa. La Tabla V da los resultados de una seleccion de digestiones en todo el grupo
de O -glicanos, con 33 estructuras completamente caracterizadas en todo el grupo de O -
glicanos. Las estructuras principales (presentes en mas del 3% y etiquetadas en el panel
superior de la Fig.9) fueron: ndcleo | insalilado y mono y di-sialilado; GalB1-4 nucleo
I1; Nucleo II de Galp1-4 con un acido sidlico al-3, con y sin una fucosa al-

4; extensiones de lactosamina (con galactosa como B1-3 o f1-4) del nucleo Il de Gal-
1-4 con un acido siélico a1-3, con y sin una fucosa al-4; y la estructura mas grande
que se secuencié completamente fue una lactosamina furosilada en el ntcleo 11 de Gal
1-4 con un acido sialico a1-3, con una fucosa al1-4 ( Tabla VI, GU 7.51). Ademas,
también habia al menos 50 estructuras que no estaban identificadas o no estaban
completamente caracterizadas, incluidas algunas que contenian al1-2 fucosa, ya que las
digestiones de a-fucosidasa de rifidn bovino produjeron resultados diferentes a las
digestiones de a-fucosidasa de harina de almendras.
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Fig. 9 Perfiles de NP HPLC de O -glicanos de SIgA1 siguiendo matrices de
digestiones con exoglucosidasa. Las estructuras etiquetadas en el perfil
superior estan presentes en la piscina no digerida en mas del 3% (consulte las
Tablas V y VI para las areas porcentuales).

e Verimagen grande

e Visor de figuras

o Descargar imagen de alta resolucién



https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)80041-6/fulltext#tbl5
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)80041-6/fulltext#tbl6
https://els-jbs-prod-cdn.jbs.elsevierhealth.com/cms/attachment/7a34dd70-a145-4aee-8728-a885e6a878e6/gr9.jpg
https://www.jbc.org/article/S0021-9258(20)80041-6/fulltext
https://els-jbs-prod-cdn.jbs.elsevierhealth.com/cms/attachment/c4cf1f9d-ecc0-4176-a4b5-d657f3f0e93f/gr9_lrg.jpg

e Descarga (PPT)

Modelo molecular de SIgA1—; EI modelo molecular ( Fig. 10 ) se construy0 a partir de
modelos del monémero IgAL, la cadena J y el componente secretor. EI modelo de
monomero de IgA1 se baso en el modelo de IgA1 en suero previamente publicado por
nosotros (6), con la orientacion de los dominios Fab ajustada para encajar con los datos
recientes de rayos X de angulo bajo y dispersion de neutrones obtenidos en la IgA1
sérica (49). También fue necesario modificar las conformaciones de las piezas de la cola
C-terminal en el edificio SIgA1 (ver mas abajo). Las estructuras de glucanos también se
modificaron de acuerdo con los datos de la secuencia de glucanos para SIgA
presentados aqui, con los glucanos mas abundantes distribuidos entre los sitios de
union. Aunque se desconoce la especificidad del sitio de los glicanos, las conclusiones
generales extraidas del modelo no se verian afectadas significativamente, porque los
principales glicanos de cada péptido son de tamafio similar. Se unié un glicano A2 al
residuo 263 (dominio Co2) y un glicano FcA2B se unio al residuo 459 (pieza de cola)
en cada cadena pesada; 4 de los 5 posibles sitios O -glicanos en cada cadena H se
muestran ocupados; en una cadena H, los sitios 225, 228, 230 y 232 tienen O-glicanos
con valores de GU 1,80 (nucleo 1), 3,58, 5,87 (la estructura superior) y 4,57, mientras
que la segunda cadena H tiene los sitios 228, 230, 232 y 236 ocupados por glucanos de
GU 2,93, 4,57, 7,51 y 3.58, respectivamente (véanse las Tablas V' y VI para las
estructuras de glicanos)). No se encontrd glicosilaciéon de Fab. La cadena J se modeld
basandose en el pliegue tridimensional de superdxido dismutasa (1cbl.pdb) (50), como
lo sugieren las predicciones de estructura secundaria y la espectroscopia de dicroismo
circular (51). La homologia de secuencia entre la cadena J y la superoxido dismutasa no
es alta, por lo que el modelo solo pretende indicar el tamafio y la forma general de la
cadena J. Se uni6 un glicano FCA2G2S2 al residuo 49 (numeracion SWISSPROT,
P01591). EI SC consta de cinco dominios similares a Ig conectados por péptidos de
longitud variable (52). Cada dominio individual se model6 por separado, basandose en
la estructura cristalina del dominio similar a Ig con la mayor homologia de

secuencia. Las homologias de secuencia estaban generalmente en la regién del 25-30%
de identidad y el 40% de homologia (usando BLAST), por lo que nuevamente el
modelo proporciona solo el tamafio y la forma general de los dominios. No se intent6
modelar los enlazadores entre los dominios, excepto para poner un limite a las posibles
distancias entre los dominios. Se afiadieron glicanos como sigue: glicanos A2G2S2 en
los residuos 83, 186 y 499; un glicano FCA2G2S2 en el residuo 90; y glicanos
FCA2G2S en los residuos 135 y 469 (numeracion SWISSPROT, P01833).
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Fig. 10 Modelo molecular de SIgA1 con N-y O -glicanos. Los dos mondémeros de
IgA se muestran en azul claro y verde , la cadena J en rosa y el componente
secretor en violeta . Los O -glicanos (en la regidn de bisagra de las cadenas H) se
muestran en rojo , los N -glicanos en las cadenas SC y J estan en naranja, y los N -
glicanos en las cadenas H estan en amarillo.. Este modelo ilustra que la mayor
parte de la molécula esta cubierta con glucanos, con la excepcion de los sitios de
unién del anticuerpo Fab. Esto deja las regiones Fab despejadas para la
interaccion con antigenos (inmunidad adaptativa), mientras que los O -glicanos en
la regidn bisagra de las cadenas H y los N -glicanos en SC cubren el resto de la
superficie, libre de interaccion con adhesinas bacterianas (innatas inmunidad). En
esta conformacidn, con el SC envuelto alrededor de las cadenas H, los N -glicanos
de la cadena H (que llevan residuos terminales de GIcNAc y manosa) estan
enmascarados de la unién con lectinas como MBL.
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El SIgA1 dimérico se model6 a partir de dos monémeros de IgAL. Las posiciones
relativas de los mondmeros de IgA1l se basaron en estudios de microscopia electrénica (
53) que muestra que el dimero es lineal con los cuatro dominios Fab en
aproximadamente el mismo plano y una separacion entre las dos regiones de bisagra de
aproximadamente 125 A ;. Esto coloca a los dos dominios Fc muy juntos, sin espacio
suficiente entre ellos para acomodar la cadena J. Por tanto, la cadena J se colocé
asimétricamente a un lado del dimero con el glicano apuntando en direccion opuesta a
los monomeros de IgAL. Las piezas de la cola se modelaron luego como péptidos en
espiral aleatorios, con los requisitos de que la Cys C-terminal en una cola de cada
monomero debe formar un enlace disulfuro con la cadena J y que los residuos de Cys C-
terminal en las otras colas deben unirse el uno al otro 54). El posicionamiento del SC es
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mucho menos seguro. Cys 7 en el dominio V del componente secretor forma un enlace
disulfuro con Cys 3 en el dominio Ca2 de uno de los monémeros de IgA1 (55), que fija
su posicion. Ademas, se ha demostrado que los residuos en el dominio I del SC
interacttian con la cadena J (56) y uno de los dominios Ca3 (57, 58). Esto se ha
modelado como el componente secretor que envuelve el complejo de la cadena IgA1 / J,
de modo que el dominio V se une a un monémero de IgAly el dominio | interactia con
el otro monoémero.

Ensayos de union a MBL; Aunque las cadenas de SIgA H contienen azlcares terminales
que se sabe que son ligandos para MBL, no se detecté unién de MBL a placas de
microvaloracion revestidas con SIgA ( Fig. 11A ). En contraste, una muestra de suero
polimérico IgA, con afinidad conocida por MBL, se uni6 a MBL (31). Esto sugiere que
el SC en el complejo SIgA puede estar impidiendo el acceso de MBL a estos N -
glicanos de cadena H. Para determinar si los cambios de pH podrian interrumpir la
asociacion de SC con las cadenas SIgA-H y asi exponer los N -glicanos que llevan
GIcNAc y manosa en las cadenas H, las placas recubiertas con SIgA se pretrataron
durante 60 min con tampones de pH diferente. La preincubacion a pH 2,0 o 3,0 dio
como resultado la union de MBL a SIgA pero no a albumina ( Fig. 11B ). Un transcurso
de tiempo de 5-60 min de preincubacion con un tampén de pH 3,0 mostré un aumento
de la unién de MBL a SIgA con el tiempo ( Fig. 11C ), lo que indica que la ruptura de
las interacciones no covalentes entre las cadenas SC e IgA-H progres6 durante este
periodo. Figura 11Dmuestra que esta unién de MBL a SIgA era una interaccion lectina-
azucar de tipo C porque la preincubacion de MBL con EDTA o D- manosa impedia la

unién de MBL-SIgA.
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Fig. 11 Unién de MBL a IgA inmovilizada. Se recubri6 SIgA o albimina a5 ug /
ml, y se evalu6 la union de MBL purificada (diluida en BVB ++). A, se afiadieron
diferentes concentraciones de MBL a los pocillos recubiertos con SIgA o IgA de
suero polimérico humano con unién conocida de MBL. Se utiliz6 albumina
humana como control negativo. B, se pretratd SIgA recubierto o albimina
durante 60 min con tampones de diferente pH, como se indica. La union de MBL
(1,3 pg / ml) se evalué como se describe en "Procedimientos experimentales'. C , se
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pretratd SIgA recubierta o albimina con un tampoén de pH 3,0 durante 5-60 min,
como se indica, seguido de la evaluacion de la union de MBL. D, se pretrat6 SIgA o
albumina recubierta durante 60 min con un tampdén de pH 3,0 seguido de la
evaluacion de la unién de MBL en presencia o ausencia de EDTA o manosa. Los
datos representan uno de al menos dos experimentos similares. Las barras de
error representan SD de mediciones duplicadas.
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DISCUSION

Este analisis de todos los N- y O -glicanos principales en cada uno de los péptidos
constituyentes de SIgA indica que existen diferencias significativas en el procesamiento
de las estructuras de glicanos en los diferentes peptidos. Los N -glicanos en el SC 'y

los O -glicanos en la region bisagra de la cadena H de SIgA1 presentan una amplia
gama de epitopos de glucanos, incluidas estructuras de tipo Lewis que son
potencialmente capaces de unirse a adhesinas bacterianas, mientras que la mayoria de
los N-glicanos en las cadenas H tanto de SIgA1 como de SIgA2 portan residuos de
GIcNAc terminales. Demostramos que estos residuos GICNAc estan enmascarados de la
unién a MBL en SIgA nativo por SC, pero que pueden ser desenmascarados, lo que
permite la interaccién con MBL interrumpiendo las interacciones no covalentes de la
cadena SC-H mediante incubacién a pH bajo. Presumimos que el desenmascaramiento
de los N -glicanos de la cadena H puede tener lugar in vivo tras la interaccién de SC con
adhesinas bacterianas o lectinas celulares. La posterior union de lectina a los residuos de
GIcNAC expuestos promoveria la opsonizacidn por complemento y / o fagocitosis
directa, lo que conduciria a la presentacién del patégeno al sistema inmunitario
adaptativo.

Los N-glicanos de SC presentan muchos epitopos para la union de adhesina bacteriana
y lectina; Nuestros resultados muestran que SC presenta una amplia gama de estructuras
de glicanos, incluidos todos los diferentes epitopos de Lewis y sialil-Lewis que pueden
unirse potencialmente a lectinas y adhesinas bacterianas. Encontramos galactosa unida
tanto a B1-4 como a f1-3 a GIcNAC; fucosa unié al-3 y al-4 a GIcNAcy al-2 a
galactosa, asi como acidos sialicos unidos a a2-3 y a2-6. Esta es una gama de epitopos
mas amplia que la informada por trabajadores anteriores (21, 24,25 , 26). Ademas de
tener la funcién general de proteger tanto a SC como a SIgA de las proteasas (59), estos
glicanos en SC pueden interactuar especificamente con adhesinas y lectinas. Se ha
demostrado que SC se une a una variedad de bacterias a través de sus glucanos ( p. Ej.,
H. pyroli (11,12), E. coli (10, 13, 14), Toxina A de C. difficile (15) y S.

pneumoniae (dieciséis, 17)), inhibiendo asi la union y la posterior infeccion de las
superficies epiteliales. Los glicanos SC también participan en la localizacién de SIgA al
anclar el SIgA al moco que recubre la superficie epitelial a través de sus residuos de
carbohidratos. Phalipon y col. (60) mostré que se requeria SC glicosilada para ubicar la
SIgA en areas especificas del epitelio y que se requeria especificidad de anticuerpos
para la unién a Shigella flexneri . Para proteger a los ratones de la infeccién por S.
flexneri , se requirié el complejo completo de SC-IgA glicosilado. Burnsy col. (61)
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también encontraron que se necesitaba SC con anticuerpos IgA para proteger a los
ratones del rotavirus, porque la IgA solo era efectiva si se administraba sistémicamente,
no cuando se presentaba en el lado luminal del tracto intestinal (sin SC), lo que indica
que la transcitosis de IgA (con la adicion de SC) para la inactivacion viral in vivo . Otra
funcién de los glicanos SC es la union al dominio de unidn a lectina de Mac-1 (CR3,
CD11b/ CD18) (62), que participa en la induccion de la sefializacion de SIgA a través
del receptor de IgA FcaR (CD89), que conduce a un estallido respiratorio, fagocitosis y
secrecion de citocinas (revisado en las Refs. 63 y 64). Mac-1 tiene una amplia
especificidad por los azucares, incluidos los B-glucanos (sesenta y cinco), y se ha
demostrado que se une a SC recombinante, ya sea como SC libre o en el complejo SIgA
(62). Las funciones fisiologicas del suero y la SIgA son bastante diferentes, y estos
datos muestran que la presencia de la SC altamente glicosilada tiene efectos importantes
sobre las funciones biologicas de la SIgA.

La conformacion de la cadena J requiere un N-glicano ; la cadena J en la IgA dimérica
es esencial para la unién a plgR y la translocacion a través de las células epiteliales (

2, 56). La delecion del sitio N -glicano, mediante la sustitucién de Asn por alanina,
previene la formacion de dimeros de IgA (54), lo que indica que el N -glicano juega un
papel importante en este proceso. Encontramos que mas del 75% de las estructuras en
este Unico sitio de N -glicano estaban sialiladas con una mezcla de acidos sialicos
unidos a 02-3 y 02-6. Baenziger28) también informaron un 85% de sialilacion (aunque
todos los acidos sialicos unidos a a2-6), y estos datos sugieren que la carga de este
glicano es importante para mantener la conformacion correcta de la cadena J para la
presentacion a plgR.

Los N-glicanos de la cadena SIgA H presentan residuos terminales de GIcCNAc; Nuestro
analisis muestra que la mayoria de los N -glicanos en las cadenas H de SIgA son
glucanos biantenarios bisectados sin (~ 51%) o con una (~ 15%) galactosa y que menos
del 15% de las estructuras estan sialiladas. Estos glicanos truncados son muy diferentes
de las estructuras sialiladas, principalmente galactosiladas, que se han encontrado en la
IgA sérica normal (6, 66). La IgA sérica se produce en las células plasmaticas del bazo
o la linfa'y luego se distribuye por todo el cuerpo. Por el contrario, SIgA se produce en
células plasmaticas locales al sitio de secrecion. Es probable que la diferencia en la
glicosilacion entre el suero y la IgA secretora sea un reflejo de la diferente maquinaria
de glicosilacion que opera en estas diferentes células plasmaticas. Se ha demostrado que
los N -glicanos de la cadena H son necesarios para mantener la conformacion adecuada,
porque la eliminacidn selectiva de estos sitios N- ligados por mutagénesis da como
resultado la degradacion y secrecion reducida de IgA (67 ) y ensamblaje de dimero
notablemente reducido (68). Los N -glicanos de la cadena H de SIgA tanto en SIgAl
como en SIgAZ2 tienen un 66% de glucanos que terminan en residuos de GICNAc y un
12% de estructuras de oligomanosa. Hay cuatro N -glicanos en SIgA1 y hasta 20 en
SIgA2; por lo tanto, estos residuos de GIcNAc y manosa se presentan de forma multiple
y se puede esperar que se unan a lectinas tales como MBL, particularmente si la SIgA
esta agregada.

MBL no se une a la SIgA nativa; Cuando probamos la capacidad de MBL para unirse a
SIgA recubierto en placas de microtitulacion, no se detecto union. Por lo tanto,
Ilegamos a la conclusion de que el SC esta enmascarando los N -glicanos en las cadenas
H. SC est4 unido covalentemente en un extremo (dominio V) al dominio Ca2 de una de
las cadenas H de IgAl ( 55) y el otro extremo (dominio 1) interacta de forma no
covalente con la cadena J (56) y uno de los dominios Ca3 en una cadena H (57, 58). El
modelo de la Fig. 10 muestra estas interacciones con el SC enrollado alrededor de la
IgA dimérica. El SC con sus N -glicanos grandes (que se muestran en naranja ) impide
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que la MBL acceda a los N -glicanos de la cadena H (que se muestran

en amarillo ). Para averiguar si la interrupcion de las interacciones no covalentes entre
las cadenas SC y SIgA-H podria desenmascarar los N -glicanos de la cadena H
subyacentes , las placas recubiertas con SIgA se preincubaron con tampones de pH
bajo. De hecho, la preincubacion a pH 3 permitio la union de MBL a SIgA, y los
tiempos de preincubacion mas largos (0-60 min) se correlacionaron directamente con el
aumento de la union, lo que sugiere que la cadena H N-Los glicanos estaban siendo
desenmascarados. Por lo tanto, planteamos la hipdtesis de que tal desenmascaramiento
puede tener lugar tras la interaccion de los glicanos SC con adhesinas bacterianas o
lectinas celulares. La unién de lectinas a los glucanos SC (hasta siete glucanos) puede
ser mas fuerte que las interacciones no covalentes entre SC y las cadenas H de IgA y,
por lo tanto, alejar un extremo del SC de las cadenas H. La union posterior de MBL a
los residuos de GICNAcs y manosa expuestos promoveria la opsonizacion por el
complemento y / o la fagocitosis directa, lo que conduciria a la presentacion del
patogeno al sistema inmunitario adaptativo. Ademas de la posible interaccion con
lectinas solubles como MBL, los azlcares presentes en SIgA también pueden unirse a
los receptores de lectina presentes en las células fagociticas. A este respecto, se ha
demostrado que SIgA, pero no IgA sérica,69), que es un receptor importante para la
captacion de antigenos, y que esta union y captacion podria ser blogueada por azlcares
especificos (manosa, fucosa, GICNAc, pero no galactosa) o parcialmente por
anticuerpos reactivos con el receptor de manosa. El reconocimiento y la presentacion
del antigeno por SIgA puede implicar la modulacion de la respuesta inmune a través de
su union a las lectinas del huésped. A este respecto, es importante que la captacion de
SIgA por las células dendriticas, que se mostrd parcialmente mediada por el receptor de
manosa, no indujo la maduracién de las DC ( 69). Actualmente no se dispone de datos
sobre el efecto potencial de la opsonizacion de antigenos por MBL sobre la fagocitosis
y la maduracion de las células dendriticas. Debido a que un estudio reciente mostro que
MBL se puede producir en el lado apical del epitelio intestinal en el ratén (

70), una interaccion entre SIgA y MBL en la luz intestinal es bastante factible. En vista
de las funciones bien conocidas de SIgA y MBL en la defensa del huésped, planteamos
la hipotesis de que dicha interaccidn contribuira a la proteccion contra la infeccion de la
mucosa.

Hay disponible una amplia gama de epitopos de O-glicanos para la interaccion con
adhesinas bacterianas; Encontramos mas de 50 estructuras de O -glicano diferentes , de
hasta 15 azUcares de tamarfio, de las cuales hemos secuenciado completamente 33
estructuras (13 de las cuales fueron identificadas previamente por Pierce-Cretel et al. (
22,23)). Al igual que con los SC N -glicanos, se identificé una amplia gama de
estructuras con muchos epitopos de azucar diferentes que incluyen galactosa f1-4 y B1-
3 unida; unidos a acido sialico 02-3 y 02-6; y fucosa a1-4, 3y 2 unidos, lo que
demuestra que estos O -glicanos (presentes en IgAL pero no en IgA2) también presentan
sitios de unién a adhesina. La forma de T de IgA, revelada por la resolucion de rayos X
(49), indica que estos O -glicanos estarian expuestos a la interaccién con adhesinas
bacterianas. Estos glucanos SIgA O son estructuras mucho mas grandes y mas
elaboradas que las estructuras simples del nicleo 1 sialilado (6,71) que se encuentra en
la IgA sérica y se puede esperar que tenga otras funciones ademas de estabilizar la
region bisagra. La evidencia para apoyar la propuesta de que estos O -glicanos pueden
interactuar con adhesinas bacterianas de manera similar a las encontradas en SC
proviene de Bos et al. ( 72). Establecieron ocho hibridomas productores de IgA de los
ganglios linfaticos mesentéricos de ratones y demostraron que estos hibridomas
reconocen poblaciones bacterianas fecales diferentes pero parcialmente
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superpuestas. Sugirieron que este reconocimiento superpuesto fue causado por
interacciones con regiones conservadas de los anticuerpos como los glucanos. La
presencia de los tipos de O -glicanos que hemos mostrado podria explicar facilmente
estas interacciones superpuestas.

Es probable que las diferencias en las estructuras de O -glicano entre el suero y la IgA
secretora se deban a diferentes enzimas de glicosilacion en las células plasmaticas
ubicadas en la médula 6sea / bazo / higado a las de las superficies mucosas. También es
plausible que las células plasmaticas en diferentes superficies mucosas ( por

ejemplo, pulmones e intestino superior o inferior) puedan producir glicosilacion de
SIgA que es especifica de la ubicacion de la mucosa, porque se sabe que la glicosilacion
de mucina difiere con el sitio de la mucosa ( 73). Las diferencias en la glicosilacion de
SIgA en diferentes areas de la mucosa pueden proporcionar un medio para mantener un
equilibrio con la flora comensal normal sin provocar una respuesta inmunitaria
deletérea.

SIgA participa tanto en el sistema inmunoldgico adaptativo innato; El modelo
molecular presentado en la Fig. 10 resume el trabajo presentado en este articulo. Esto
muestra que los glicanos cubren la mayor parte del complejo SIgA1 con la excepcién de
las regiones Fab. Cuando se ve como un todo, cada molécula de SIgA1 tiene varios
sitios para unirse a los patdgenos. Ademas de los cuatro sitios de union al antigeno Fab
(inmunidad adaptativa), hay dos regiones O- glicosiladas que contienen hasta 10
glicanos por region, y SC con siete N -glicanos, que presentan una amplia gama de
epitopos de azlcar capaces de unirse a adhesinas (inmunidad innata). Por lo tanto, SIgA
participa tanto en el sistema inmunoldgico adaptativo como en el innato.

También hemos demostrado que los N -glicanos en las cadenas H de SIgA1 y SIgA2
presentan residuos de GICNAC y manosa que pueden ser enmascarados por SC. La
exposicion de estos residuos de GICNAc y manosa después de la interrupcion de las
interacciones no covalentes de la cadena SC-H puede promover el reconocimiento por
lectinas solubles, como MBL, o por receptores de lectina, como el receptor de manosa
en macrofagos y células dendriticas. Presumimos que el desenmascaramiento de los N -
glicanos de la cadena H puede tener lugar tras la interaccion de SC con adhesinas
bacterianas o lectinas celulares. La posterior unién de lectina a los residuos de GICNAc
y manosa expuestos promoveria la opsonizacion por complemento y / o fagocitosis
directa, lo que conduciria a la presentacién del patégeno al sistema inmunitario
adaptativo.
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