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de afinidad con nueve lectinas

I. de Dios,  M. Manso y A. López-Borrasca*

Servicio de Hematología
Hospital Clínico.

Salamanca

(Recibido el 9 de marzo de 1983)

I. DE DIOS, M. MANSO and A. LOPEZ-BORRASCA. Fractionation of Lymphocytes by Affinity
Chromatography with Nine Lectins. Rev. esp. Fisiol., 39,423-428,1983.

Lymphocyte subclasses from normal peripheral blood have been fractionated by affinity
chromatography with lectins. Concanavalin A (Con A), Lens culinaris lectin (LC), Pisum
sativum lectin (PS), Phaseolus vulgaris lectin (PHA), Dolichos biflours lectin (DB), Glicine
max lectin (SBA), Ricinus communis lectin (RCA II), Tetragonolobus purpureas lectin (TP)
and Triticum vulgaris lectin (WGA), were coupled to Sepharose 6MB, and lymphocytes
labelled with l-sI were eluted through the chromatographic colummns. The binding of lympho­
cytes to WGA and SBA lectins was 32 % and 13 % respectively. The binding to the other lectins
tested were found to be between 32 % and 13 %. When Solutions of increasingconcentrations of
specific sugar were added to the columns a Progressive elution of bound lymphocytes was
observed. These results indícate the existence of a large range of lymphocyte subclasses, with
different binding capacity .to lectins, which was a function of the receptor number or/and
receptor affinity to each lectin. Furthermore, these two parameters were found to vary in each
functional population. Even though all the lymphocytes had lectin receptora, T lymphocytes
showed higher affinity for Con A, PHA and TP lectins, while B lymphocytes appeared to be
more specific for LC. PS. SBA, DB..RCATI and WGA lectins.

La competencia inmunológica depende
de complejas interacciones entre las dis­
tintas poblaciones de linfocitos, las cua­
les se han identificado por sus antígenos
de superficie, con antisuero heterólogos
(14, 19) y anticuerpos monoclonales (23)
y por receptores de superficie, tales como
los del fragmento Fe de las Inmunoglobu- 
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linas (8, 9), del 3.cr elemento del comple­
mento (1), de hematíes de oveja (15) y
otros. Sin embargo, se han establecido
subclases dentro de cada población por
su capacidad para ligarse y ser estimula­
das por diferentes lectinas (10, 11). Esta
especificidad puede estar relacionada con
diferencias en la composición química de
las glicoproteínas de membrana. Algunos
estudios con lectinas se han realizado ya
para identificar subclases de linfocitos (5,
10, 11, 17,20).
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El objeto de este trabajo es apreciar
diferencias entre linfocitos B y T respecto
a la especificidad por nueve lectinas, que
estará en función de la composición quí­
mica de las glicoproteínas de membrana,
criterio útil para diferenciar subclases
de linfocitos dentro de las poblaciones
funcionales ya definidas inmunológica-
mente.

Material y métodos

Preparación celular. Los linfocitos
humanos se aislaron a partir de sangre
venosa de donantes voluntarios, según el
método descrito por BOYUM (6).

Preparación de Sepharosa 6MB-lecti-
nas. Las lectinas Concanavalina A
(Con A), Lens culinaris (LC), Glicine
max (SBA), Phaseolus vulgaris (PHA),
Pisum sativum (PS), Ricinus communis
(RCA II), Tetragonolobus purpureus
(TP), Dolichos bifloras (DB) y Triticum
vulgaris (WGA), todas ellas Sigma, se li­
garon covalentemente a un gel de CNBr
de Sepharosa 6MB (Pharmacia). Una so­
lución de cada lectina en C©3HNa 0,1 M
CINa 0,5 M, se mezcló con el gel (3 mg/ml
de gel) y se incubó durante 12 h a4°C, con
agitación constante. La lectina no ligada
se lavó con la solución anterior y los gru­
pos activos del gel libres se bloquearon al
añadir una solución de etanolamina 1 M,
CINa 0,5 Me incubar durante Ih atempe­
ratura ambiente, con agitación constante.
Para remover la lectina adsorbida espon­
táneamente, se efectuaron tres ciclos
consecutivos de lavados, alternando tam-
pón acetato 0,1 M, CINa 0,5 M, pH 5, con
otro de borato 0,1 M, CINa 0,5 M, pH 8.
El gel se equilibró con solución salina de
Hank (Difeo) pH 7,2.

lodinación de linfocitos. Los linfoci­
tos totales, se marcaron con I125Na y
lactoperoxidasa-H/'h’ según una va­
riante del método de PHILLIPS (18). Aúna 

suspensión de linfocitos en Medio 199
(Difeo) que contenía 2 x 106 cel/ml, se
añadieron 20 pg de lactoperoxidasa, 1
¿tmol de IK y 0,1 mCi de 1125Na (Amers-
ham). La reacción comenzó al añadir len­
tamente 100 p\ de H2O2 al 0,03 % y se
mantuvo 45 min a temperatura ambiente
con agitación suave, añadiendo otras dos
alícuotas de H2O2 al 0,03 % (50 pl) cada
15 min. El 1125 libre se eliminó tras sucesi­
vos lavados con Medio 199, por centrifu­
gación a 500#, 10mina4°C.

Afinidad cromatográfica. Columnas
de plástico de 5 x 1 cm, conteniendo 1 mi
de CNBr-Sepharosa 6MB-lectina, sirvie­
ron para fraccionar los linfocitos según la
técnica descrita por BOLDT y Lyons (2),
modificada. Los linfocitos marcados co
1125 (0,5-5 x 106 cel/ml) se incubaron con
el gel, 4 h, a temperatura ambiente, con-
agitación constante.

Elución de linfocitos no ligados a la
lectina (fracción no adherente).

La columna de cromatografía, que con­
tenía los linfocitos ligados, se eluyó con
Medio 199 y albúmina bovina (Sigma) al
0,1 %, hasta que dejó de aparecer radiac­
tividad en los tubos. De una alícuota del
eluido (100 p\) se midió la radiactividad
en c.p.m. en un contador de radiaciones
gamma, a partir de cuyo resultado se de­
dujo la cantidad de linfocitos no ligados a
la lectina, dado en porcentaje de radiacti­
vidad. La diferencia de la radiactividad
total y la eluida supone la cantidad de
linfocitos ligados a la lectina, teniendo en
cuenta la radiactividad inespecífica que
se hubiera ligado al gel.

Elución de linfocitos ligados a la lectina
(fracción adherente).

Los linfocitos marcados con I125 (4 x
106 cel/ml) de radiactividad conocida, se
incubaron con CNBr-Sepharosa 6MB-
lectina, 4 h, a temperatura ambiente, con
agitación constante. A continuación, se
añadieron concentraciones crecientes del
azúcar específico para cada lectina desde
0,025 M a 0,30 M (D-manosa, N-acetil
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galactosamina, N-acetil glucosamina y L-
ñicosa, Merck), incubando 4 h, a tempe­
ratura ambiente con agitación constante.
La columna se eluyó después de este
tiempo con Medio 199 y albúmina bovina
al 0,1 %, hasta la eliminación total de la
radiactividad. Se midió la radiactividad
de una alícuota del eluido en c.p.m. y a
partir de este valor se calculó la cantidad

-de linfocitos eluidos y ligados a cada lee-
tina con cada una de las concentraciones
del azúcar específico añadido.

Formación de rosetas. Mediante ro­
setas espontáneas con hematíes de oveja
(21) y rosetas EAC (eritrocito-anticuer­
po-complemento) (1), se calcularon los
porcentajes de linfocitos T y B, respecti­
vamente, en las dos fracciones cromato-
grafiadas (no adherente y adherente). Fig. 2. Fraccionamiento de linfocitos con lectinas

en presencia de concentraciones crecientes del
azúcar especifico.

Resultados

La radiactividad inespecífica ligada al
gel de cromatografía se tuvo en cuenta
como factor de corrección de los valores
obtenidos con las lectinas. Este valor re­
sultó ser el 5,30 % ± 0,87 de la radiactivi­
dad inicial, correspondiente a los linfoci­
tos marcados que se incubaron en la co­
lumna de cromatografía conteniendo
el mismo volumen de gel que en los ex-

30
20
10

12 3 4 5 Xlo'tdW Ut~Í 2 3 4 J XloUrf

%epnl
30

•...... CON A
•------TP
•----- PS

tr-**- ....... i

%cpm
30

•-----RCAII

20 20
10 1O

Fig. 1. Cantidad de linfocitos eluidos por cromato­
grafía en CNBr-Sepharosa 6MB-iectinas.

perimentos sucesivos, pero sin lectina
acoplada.

Un número variable de linfocitos mar­
cados con 1125 (0,5-5 x 106) se aplicaron a
las columnas conteniendo las lectinas en­
sayadas. Las c.p.m. de los eluidos se
mantuvieron constantes para cada lec­
tina, lo que implica que, a pesar de variar
el número de células sometidas a incuba­
ción, siempre se ligó al gel la misma canti­
dad: LC, 21 %; WGA, 32 %; PHA, 21 %;
SBA, 22 %; Con A, 26 %; TP, 24 %; PS,
13 %; DB, 27 %, y RCAII, 20 % (figura 1).

Las células se eluyeron de las colum­
nas (fig. 2) a medida que se añadieron
concentraciones crecientes de azúcares
específicos para los linfocitos ligados a
lectinas, según se detalla en la tabla I, en
donde se dan los porcentajes de linfo­
citos T y B de la fracción adherente y no
adherente resultantes de la cromatografía
de afinidad con cada una de las lectinas,
que fueron determinados mediante rose­
tas espontáneas E y EAC respectiva­
mente.
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Tabla 1. Porcentaje de rosetas espontáneas E y EAC de las fracciones adherente y no
adherente para cada lectlna.

Entre paréntesis concentración mínima de azúcar específico para la elución total de los
linfocitos ligados a la lactina. D-manosa (D-Man), N-acetil galactosamina ((NAGA), D-ga-

lactosa (D-Gal), L-fucosa (L-Fuc) y N-acetil glucosamina (N-acgl).
% E (AET) % EAC

Con A no adherente 58,29 ± 2,50 20,86 ± 2,97
(0,25 M D-Man) adherente 74,43 ± 3,69 8,00 ± 3,92

LC no adherente 65,14 ± 3,89 14,43 ± 3,31
(0,25 M D-Man) adherente 60,57 ± 3,87 19,29 ± 3,50

PS no adherente 65,00 ± 4,20 13,14 ± 2,54
(0,25 M D-Man) adherente 65,00 ± 4,20 16,14 ± 4,06

PHA no adherente 59,14 ± 1,07 20,29 ± 3,09
(0,25 M NAGA) adherente 71,71 ± 4,82 10,43 ± 3,05

SBA no adherente 68,43 ± 2,99 9,86 ± 1,35
(0,25 M NAGA) adherente 61,14 ± 3,93 20,86 ± 1,57

DB no adherente 64,71 ± 2,68 14,00 ± 1,63
(0,20 M NAGA) adherente 60,85 ± 2,19 21,29 ± 1,80

RCA li no adherente 65,29 ± 3,35 16,57 ± 2,15
(0,25 M D-Gal) adherente 61,17 ±3,60 17,29 ± 2,56

TP no adherente 56,57 ± 3,26 72,86 ± 3.02
(0,20 M L-Fuc) adherente 22,29 ± 3,68 10,71 ± 2,21

WGA no adherente 68,43 ± 2,86 10,14 ± 3,77
(0,25 M N-acgl) adherente 59,86 ± 3,98 20,14 ± 3,13

Discusión

Se ha comprobado, por los resultados
obtenidos, que una población mixta de
linfocitos tiene mayor número de recep­
tores para la lectina WGA, hecho que se
explica por el alto contenido de ácido siá­
lico y N-acetil glucosamida de las mem­
branas plasmáticas celulares (16), azúca­
res específicos para esta lectina (7). Es
apreciable que la lectina SBA requiere
concentraciones de N-acetil galactosa-
mina relativamente elevadas para eluir el
escaso número de linfocitos ligados, sin
embargo, la lectina Dolichos bifloras, con
especificidad por el mismo carbohidrato,
precisa concentraciones menores de éste
a pesar de haber retenido gran número de
células (figura 2). Este hecho induce a
pensar que la cantidad de azúcar especí­

fico capaz de inhibir el enlace lectina-
linfocito no depende únicamente del nú­
mero de receptores lectínicos, sino ade­
más de la afinidad de enlace, que es con­
secuencia de la disposición especial de
éstos en la membrana y de la estructura
tridimensional de la propia molécula de
lectina. Asimismo, las lectinas Con A,
LC y PS necesitan 0,25 M de D-manosa
para eluir un número diferente de linfoci­
tos ligados. La lectina WGA, a pesar de la
gran cantidad de linfocitos unidos, re­
quiere una concentración de azúcar espe­
cífico similar al resto de las lectinas ensa­
yadas. La lectina TP necesita bajas con­
centraciones de L-fucosa, que se puede
explicar por la alta especificidad de esta
lectina por el citado azúcar en estado
soluble (22), además de una localización
interna y escasa presencia de L-fucosa 
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en las glicoproteínas de membrana (13).
Es evidente que las lectinas no estable­

cen una selección funciona], sino que
cada población contiene células de va­
riada composición que, posiblemente, se
correspondan con estadios distintos de
maduración (12). Sin embargo, se puede
apreciar cierta especificidad de cada lee-
tina por una u otra población funcional
que está en relación con el porcentaje de
las mismas en la fracción adherente. Se­
gún esto, los linfocitos T contienen mayor
cantidad de células con receptores espe­
cíficos para las lectinas Con A, PHA y
TP, mientras que los linfocitos B mostra­
ron mayor especificidad que T para el
resto de las lectinas. Esta especificidad
tiene un significado fisiológico, así se ha
demostrado que la magnitud de respuesta
mitogénica a ciertas lectinas es mayor en
linfocitos de la fracción adherente des­
pués de un proceso de cromatografía de
afinidad (3, 4). Es muy probable que la
abundancia de receptores lectínicos sea
determinante para que la lectina que ac­
túa como mitógeno se ligue a la mem­
brana celular, como paso previo a la es­
timulación.

Estos experimentos demuestran la
existencia de una gran variedad de sub­
clases de linfocitos en sangre periférica
de sujetos normales y se comprueba que,
cada población funcional es heterogénea
en lo que se refiere al número y localiza­
ción de los receptores lectínicos de la
membrana plasmática. Las técnicas de
afinidad con lectinas son selectivas para
aislar dichas subclases, ofreciendo mayo­
res ventajas que otras técnicas utilizadas,
tales como lectinas inmovilizadas en fi­
bras de nylon, placas Petri, bolas de po-
liacrilamida y Sepharosa(3, 10, 11).

Resumen

Se separan subclases de linfocitos de sangre peri­
férica de sujetos normales mediante la técnica de
cromatografía de afinidad con nueve lectinas. Las 

lectinas Concanavalina A, Lens culinaris, Pisum
sativum, Phaseolus vulgaris (PHA), Dolichos biflo­
ras, Glicine max (SBA), Tetragonolobus purpu­
reas, y Triticum vulgaris (WGA) se acoplaron a
Sepharosa 6MB y linfocitos marcados con I’25 se
incubaron con este gel en columnas de cromatogra­
fía. El 32 % de los linfocitos se ligaron a la lectina
WGA, el 13 % a SBA y porcentajes comprendidos
entre estos dos valores se unieron al resto de las
lectinas ensayadas. Al añadir el azúcar específico
para cada lectina en estado soluble, a concentracio­
nes crecientes, eluyeron paulatinamente los linfoci­
tos ligados al gel, demostrándose la existencia de un
amplio espectro de subclases, con diferente capaci­
dad de unión a las lectinas, que está en función del
número de receptores o/y afinidad de éstos porcada
lectina, variando dichos parámetros dentro de una
misma población funcional. A pesar de la presencia
de todos los receptores lectínicos estudiados tanto
en linfocitos B como en T, se aprecia una especifici­
dad de las lectinas Concanavalina A, PHA y Tetra­
gonolobus purpureas por linfocitos T y de Len culi-
naris, Pisum sativum, Glicine max, Dolichos biflo-
rus, Ricinus communis y Triticum vulgaris por linfo­
citos B.

Bibliografía

1. Bianco, C., Patrick, R. y Nussenzweig, V.:
J. Exp. Med., 132,702-720, 1970.

2. Boldt, D. y Lyons, R. D.: Cell. Immunol.,
43,82-90,1979.

3. Boldt, D. y Lyons, R. D.: J. Immunol., 123,
808-816, 1979.

4. Boldt, D., Skinner, Sr. A. M. y Kornfeld,
S.: J. Clin. Invest., 51,3225-3233, 1972.

5. Boldt, D., Skinner, Sr. A. M., Schlossman,
S. E. y Ches, L.: J. Exp. Med., 145, 221-228,
1977.

6. Boyum, A.: Scand. J. Clin. Lab. Invest., 21,
77, 1968.

7. Callow, J. A.: Courrent Adv. Plant Sel., 18,
181-193, 1975.

8. Dickler, H. B., Kunkel, H. G.: J. Exp.
Med., 136, 191-196,1972.

9. Ferrarini, M., Moretta, L., Abrile, R. y
Durante, M. L.: Eur. J. Immunol., 5,70-72,
1975.

10. Hellstrom, U-, Mellstedt, H., Perlman,
P., Holm, G. y PETTERSON, D.: Clin. Exp.
Immunol., 26,196-202, 1976.

11. Hellstrom, U., Perlman, P. y Robertson,



I. DE DIOS. M. MANSO Y A. LÓPEZ-BORRASCA428

E. S.: Scand.J. Immunol., 7, 191-197, 1978.
12. Hoesli, D., Bron, G. y Pink, R. L.: Nature

(Londres), 283,576-578.
18.

13. Hubbard, S. C. y Ivart, R. J.: Ann. Rev.
Biochem., 50,555-583, 1981.

19.

14. Janosy, G.: En «Methods in Haematology» 20.
(Catovsky, D. ed.). Churchill Livingstone,
Londres, 1981, p. 849. 21.

15. Jondal, M., Holm,G. y Wigzell, H.: J. Exp.
Med., 136,207-215, 1972. 22.

16. Mehrishi, J. N.: Thromb. Diath. Haemor-
rhag.. 26,370-381. 1971. 23.

17. Nakano, T., Imai, Y., Naiki, M. y Osawa,

T.: J. Immunol., 125, 1928-1936, 1980.
Phillips, D. R.: Biochemistry, 11,4582-4587,
1972.
Pratt, M. D., Schlossman, S. F. y Stomin-
GER, J. L.: J. Immunol., 14, 1449-1460, 1980.
Rawson, A. J. y Huang, T. C.: Cell. Immu-
nol., 17,310-315, 1975.
Saxon, A., Feldhais, J. L. y Robbins, R. A.:
J. Immunol. Meth., 12, 285-288, 1976.
Sharon, N. y Lis H.: Science, 117, 949-959,
1972.
WORMSLEY, S. B., COLLINS, L. M. y ROYSTON,
I.: Blood, 57,657-662, 1981.


