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Historia del grupo

Nuestras investigaciones comenzaron con los
trabajos sobre Protimosina o (ProT o), un péptido
muy acidico (50% de glutamico/aspartico). Su alto
grado de conservacion filogenética sugeria un papel
muy importante, describiéndose de hecho a lo largo
de estos afios funciones tanto intracelulares (division
celular) como extracelulares muy dispares. Desde el
principio nuestro grupo se centrd en las funciones
extracelulares, describiendo como ProT o aumenta-
ba la citotoxicidad de células NK o la proliferacion
y secrecion de IL-2 en PBMC estimulados por PHA.
Dentro del estudio de ProT o resultaba también
esencial la caracterizacion del receptor de superficie
gue daba cuenta de estas funciones extracelulares.
Se disefid un sistema de marcaje radioactivo (**I)
para ProT a que permitio identificar dos recepto-
res especificos, uno de baja y otro de alta afinidad.
Estos receptores eran regulados por el estado de la
célula y se internalizaban tras su interaccion con
ProT o . Experimentos posteriores nos permitieron
estimar la masa molecular relativa de las proteinas
de union a ProT a siendo ésta de 31, 29 y 19 kDa.
Por otra parte, desde finales de los 90 se empez6 a
ver que muchas proteinas de sefializacion celular
se encontraban asociadas en la superficie celular
a microdominios (rafts lipidicos) de composicion
sensiblemente diferenciada de su entorno. Nos pre-
guntamos si el receptor deProT o se encontraba tam-
bién concentrado en estas regiones de membrana.
Nuestros resultados indicaron, sin lugar a duda, una
fuerte asociacion con rafts lipidicos, la formacion
de agregados tras la unién a su ligando (“cap like
structures™) asi como la participacion activa de los

rafts en los procesos de transduccion de sefiales. Es-
peramos, en breve, poder aportar mas datos acerca
este receptor, de los componentes de la cascada de
sefializacion intracelular asi como de la estructura
primaria de las proteinas que lo constituyen.

Aparte de ProT a, CD26 es también objetivo de
la investigacion farmaceutica y bésica. Ectopepti-
dasa multifuncional presente en un amplio espectro
de células, presenta un papel muy relevante en dia-
betes y artritis reumatoide, asi como en progresion/
agresividad tumoral y obesidad. Su expresion esta
regulada en linfocitos T se la ha relacionado con el
control de la actividad de citoquinas y quimioquinas
asi como de rutas clave de adhesion y sefializacion
via integrinas o CD45, respectivamente. Nuestros
estudios comenzaron en el afio 1997, describiendo
un espectacular incremento de CD26 y de su acti-
vidad dipeptidil peptidasa I\VV(DPPIV) en linfocitos
T activados, especialmente T CD4* y CD8", coesti-
mulados con IL-12. A pesar de que en el afio 1991
se habia descrito coexpresion/interaccion de CD26
y CD45R0 en células T de memoria en ese mismo
articulo obtuvimos datos que indicaban que IL-12
tenia un efecto totalmente opuesto sobre la expre-
sion de ambas moléculas, causando una disminucion
de la expresion de CD45RO0. Este dato fue de notable
importancia para investigaciones futuras. En el afio
2000 también publicamos que el aumento de expre-
sion de CD26 dependiente de IL-12 era debido a
procesos postranscripcionales.

En 2003 demostramos que CD26 y CD45R0
estaban presentes tanto en fracciones raft como no-
raft de células T en reposo y activadas, variando su
presencia relativa de acuerdo con las condiciones
de activacion. Propusimos y demostramos entonces
un modelo de interaccion de tipo cis dependiente
de IL-12, en el cual los mayores niveles de CD26
generados por la citoquina estaban regulando el des-
plazamiento de CD45R0 fuera de rafts y, con ello, la
actividad fosfatasa de CD45. Ademas, comenzamos
los trabajos con el receptorde IL-12 (IL-12R). IL-
12R esta formado por dos subunidades (IL-12Ral
e IL-12Ra2) que carecen de actividad enzimatica
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intrinseca, por lo que la cascada de transduccién
de sefiales es a través de la via Jak/STAT, en donde
Jak2, Tyk2 y STAT4 son componentes esenciales.
Por eso, y a raiz de los datos anteriormente comen-
tados, nuestro grupo plante6 una hipotesis en la cual
la salida de CD45R0 (fosfatasa de tirosina) de zona
raft tenia como objetivo su acercamiento a Tyk2,
una quinasa Janus que interacciona con IL-12Rp1y
que es sustrato de CD45. Tyk2 quedaria de esta for-
ma defosforilada e inactivada. Todo ello relacionaria
a CD26 con un mecanismo de «retroalimentacion
negativa» para desconectar la sefializacién desen-
cadenada a través de IL-12R. Ademas, IL-12, como
ocurre con otras citogquinas, podria también activar
otras vias de sefializacién aparte de la clasica Jak/
STAT, como las MAP quinasas Raf-Mek1-Erk1/2
o la familia Src, lo cual podria relacionarse con el
enriquecimiento en rafts de ciertas moléculas de se-
fializacion o la induccidn de proliferacion celular en
linfocitos T; estaba claro que para todo ello habria
que investigar la topologia de IL-12R a 1 e IL-12R
o 2 en linfocitos T humanos.

Avanzando en esta linea, hemos demostrado
recientemente que la IL-12 es capaz de inducir fosfo-
rilaciény activacion de la cascada de MAPK quinasas
Raf-Mek1-Erk1/2y que laactivacion de estas quinasas
es dependiente de la integridad de las regiones raft de
membrana plasmatica. Estos resultados nos hicieron
sospechar que alguna o las dos proteinas (B1p2) que
conforman el receptor de IL-12, podrian estar en
microdominios raft. De hecho, aparte de analizar
mediante geles bidimensionales las especies proteicas
de los rafts lipidicos y la influencia de IL-12 sobre esta
composicion, obtuvimos resultados que nos indicaban
que, en ausencia de IL-12, IL-12R[32 se encontraba
fundamentalmente en zona raft e IL-12R[1 en regio-
nes no-raft, provocando la presencia de IL-12 una
primera sefia] p2-dependiente y un desplazamiento de
IL-12RB2 a zonas no raft, en donde podria asociarse
con IL-12RB1 y mediar una senal f1p2-dependiente.
Todos estos resultados estan recogidos en un trabajo
pendiente de publicar (“Lipid rafts and how to regulate
signalling via IL-12R through protein positioning on
cell membrane.”).

Aparte de CD45R0, CD26 interacciona con otras
proteinas en la superficie como adenosin deaminasa
(ectoADA). Una serie de estudios de microscopia
confocal fueron disefiados para revelar la posible
relacion entre IL-12 y otras citoquinas (IL-2, IL-4,
TNF[J) con la expresion, regulacion y ubicacion en
la superficie celular de CD26, ecto-ADA y CD45R0.
También estudiamos la influencia de CD26 en la via
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de transporte de ADA hacia la superficie celular.
Fruto de estos estudios se descubrié que la presen-
cia de ecto-ADA era independiente de la actividad
del gen, que sus niveles estaban controlados por
citoquinas, que ecto-ADA se unia solo parcialmen-
te a CD26 y que CD26 no formaba parte de la via
de secrecion del ADA intracelular. Hipotetizamos,
ademas, que ecto-ADA podia estar relacionado en
diversos contactos célula-célula. Finalmente, a lo
largo de estos afios también publicamos diversos
trabajos sobre CD26 soluble (sCD26) como biomar-
cador. En dos trabajos se estudio el valor potencial
diagnostico y pronostico de CD26s en pacientes con
carcinoma colorectal. EIl otro se corresponde con
una colaboracidn con el Servicio de Reumatologia
del Hospital Clinico Universitario de Santiago que
se sigue manteniendo hoy en dia en la que estudia-
mos la presencia de IL-12, IL-15, CD26s y ADA en
pacientes con artritis reumatoide. Como prolonga-
cién natural de estos estudios hemos puesto a punto
un método de analisis de muestras de suero que
permite eliminar con volumenes de partida mayores
de lo habitual aloumina e inmunoglobulinas totales.
También se estd comenzando a analizar, mediante
geles bidimensionales, los sueros fraccionados de
individuos sanos y de pacientes a los que se les ha
diagnosticado recientemente una artritis reumatoide,
a la busqueda de un biomarcador temprano de esta
enfermedad.

Objetivos cientificos

Como su propio nombre indica este grupo uti-
liza como modelo de trabajo los linfocitos T huma-
nos y tiene actualmente dos grandes objetivos. El
primero de ellos, encuadrado en lo que podriamos
denominar investigacion bésica, es profundizar en
el modelo de mosaico fluido de la membrana bio-
I6gica, analizando los movimientos laterales de sus
distintos componentes (especialmente proteinas y
lipidos) asi como su segregacion en determinados
microdominios (“rafts” o balsas lipidicas) en res-
puesta a estimulos mediados por el receptor de la
célula T (TCR) o receptores de citoquinas y facto-
res de crecimiento. Asimismo, este primer objetivo
también engloba estudiar si esa segregacion puede
afectar a la sefializacion de esos receptores, po-
tencidndola, inhibiéndola o modificando de algun
modo su funcionalidad. Para ello investigamos me-
diante distintas técnicas proteémicas/interactomi-
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cas y de inmunofluorescencia la dindamica de varias
moléculas de la superficie del linfocito T (CD26,
CD45, IL-12R, receptor de Protimosina a), asi
como la influencia de las asociaciones transitorias
con otros receptores en los procesos de transduc-
cion de sefales al interior celular. EI segundo de
los objetivos, en cambio, pertenece mas al ambito
de la investigacion aplicada, ya que pretende la
busqueda de biomarcadores séricos de deteccidn
temprana de artritis reumatoide mediante el uso de
distintas estrategias protedmicas.

Proyectos financiados en convocatorias
publicas

- Estudio de la actividad citotoxica de linfo-
citos activados por I1L-2.

- Una aproximacién a los mecanismos de
modulacién de la inmunocapacitacion de
células T por hormonas timicas

- Inmunoregulacién por protimosina-alfa:
mecanismo molecular de accion en células
T y estudio preliminar en inmunoterapia
adoptiva.

- Activacion de la citotoxicidad enddgena de
células naturales asesinas (NK) humanas
por la hormona timica protimosina-alfa.

- Mecanismo molecular de activacion de cé-
lulas naturales asesinas (NK) por protimo-
sina alfa. Posibilidades terapéuticas.

- Receptor de protimosina alfa: caracteriza-
cion estructural y bioldgica.

- Mecanismo molecular de protimosina alfa
como modificador de la respuesta biologi-
ca.

- Deteccién de biomarcadores de artritis reu-
matoide mediante técnicas protedmicas.

- Proteinas que interaccionan con CD26 en la
membrana plasmaética: un estudio protedmi-
co y funcional
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- Red de Biotecnologia aplicada al ambitode
las ciencias de la salud.

- Interaccion de proteinas de membrana como
nuevo mecanismo de control de receptores
de citoquinas.
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- Dr. M.N. Jones, Reader of Biochemistry,
Medical School, Manchester University.

- Dr. F. Bell, Professor of Immunology,
School of Biological Sciences, Manchester
University.
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Cell and Molecular Biology.

- Dr.R. Franco y Dra. C. Lluis, del Departa-
mento de Bioquimica y Biologia Molecular
de la Universidad de Barcelona.

- Dr. F. Sanchez-Madrid, Servicio de Inmuno-
logia del Hospital de la Princesa, Madrid.

- Dr. J. Rodriguez-Berrocal y Dra. M. Paez
de la Cadena, del Departamento de Bioqui-
mica y Biologia Molecular de la Universi-
dad de Vigo.

- Dr. J. Vifiuela y Dr. A. Mera-Varela, del
Servicio de Inmunologia y del Servicio de
Reumatologia respectivamente del Hospital
Clinico Universitario de Santiago de Com-
postela.

- Jaime Sancho. Instituto de Parasitologia y
Biomedicina.Consejo Superior de Investi-
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