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Expresion diferencial de las cuatro isoformas de la proteina de union a calcio
S100A9 (Calgranulina B) en células mononucleares de sangre periférica de
pacientes con lupus eritematoso sistémico respecto a controles sanos
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Introduccion

La S100A8 y la SI00A9 pertenecen a la familia
S100 de proteinas de union a calcio. Normalmente
forman un heterodimero (S100A8/S100A9) llama-
do Calprotectina. Se expresan preferentemente en
células de origen mieloide. Muestran capacidad de
union a calcio en estados de diferenciacion tempra-
na de monocitos y neutrofilos, donde representan
aproximadamente el 40% del contenido proteico
del citosol, no detectandose en macréfagos en repo-
s0, 0 en linfocitos. Aunque su localizacion principal
sea citosolica, pueden traslocarse al citoesqueleto
0 a la membrana celular cuando ocurren aumentos
de la concentracion de calcio intracelular. También
pueden secretarse de forma activa al medio extra-
celular por neutréfilos estimulados y monaocitos, o
liberarse al medio externo como producto de rotura
0 muerte celular. Se han descrito incrementos en
la expresién de S100A8 y S100A9 en procesos
inflamatorios.

Material y métodos

Se analizaron 30 muestras de pacientes con lu-
pus previamente diagnosticados segun los criterios
de reumatologia americano, y 16 muestras de perso-
nas sanas voluntarias que sirvieron como controles.
Las PBMCs se obtuvieron por centrifugacion en
gradiente de densidad con Histopaque 1077 (Sigma-
Aldrich guimica S.A Spain) de sangre periférica a
la que se le ha afiadido el anticoagulante K2-EDTA
(BD Vacutainer). La separacion de las proteinas en
geles 2-DE se realizo utilizando el sistema Protean
IEF (Bio-Rad) en la primera dimension y el sistema

CRITERION (Bio-Rad) en la segunda (Pavon et al,
2006). Los geles se tifieron secuencialmente con
Pro-Q-Diamond, Sypro-Rubi y Bio-Safe Coomas-
sie. La identificacion de proteinas por MALDI-TOF
MS o por secuenciacion utilizando nano(n)ESI. IT
MS/MS se realizd de forma idéntica a la de nuestro
trabajo previo (Pavén et al, 2006).

Resultados

Se han identificado, por espectrometria de ma-
sas, los spots 6, 7 y 19 (Figura 1): 7 corresponde
a S100A9 wild-type, 6 a S100A9 truncada en su
extremo N-terminal (spot inferior) y a SI00A9 wt
fosforilada en la Thr C-terminal (spot superior), y
19 a S100A9 truncada y fosforilada en la Thr C-
terminal. La expresion de las variantes del spot 6
esta aumentada en pacientes con lupus eritematoso
sistémico respecto a controles sanos.

Figura 1. Spots identificados

Conclusiones

La utilizacion de geles 2-D, tincion secuencial
con Pro-Q-Diamond y Sypro-Ruby e identificacion
de las proteinas por MS y posterior secuenciacion
de péptidos especificos por MS/MS permite identi-
ficar modificaciones postraduccionales como fosfo-
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rilacién en treonina o truncaciones “naturales”, asi
como determinar cambios relativos de estas modi-
ficaciones en situaciones patoldgicas (enfermedad
autoinmune vs controles sanos).
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La enzima 5 -metiltioadenosina fosforilasa
(MTAP) cataliza de la formacion de adenina y 5'-
metiltioribosa 1 fosfato a partir de la 5"-metiltio-
adenosina (MTA). En humanos, una deficiencia en
la actividad MTAPasa se ha correlacionado con di-
versas enfermedades, incluyendo cirrosis y hepato-
carcinoma. En el presente trabajo se ha investigado
la regulacion de la actividad MTAPasa por especies
reactivas del oxigeno. Los datos obtenidos muestran
la inactivacion de la enzima MTAP hepética tanto
en un modelo de ratdn tratado con lipopolisacarido
bacteriano (LPS) como en células HepG2 incubadas
con de tert-butil hidroperdxido. Por otra parte, la

MTAP recombinante purificada se inactivo de forma
reversible en presencia de peréxido de hidrogeno.
La pérdida de actividad de la MTAP mediada por
radicales libres resulta de la reduccion de la Vmax y
ocurre por la oxidacion especifica de los residuos de
cisteina 136 y 223 a acido sulfénico, que podrian ser
estabilizados mediante la formacidn de intermediarios
sulfenil amidas. Ademaés, identificamos un puente di-
sulfuro entre las cisteinas 145y 211 tras la exposicion
de la enzima a peroxido de hidrégeno. Sin embargo,
esta modificacion no participa en la inactivacion de
la actividad MTAPasa, como se pudo comprobar me-
diante experimentos de mutagénesis dirigida.
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Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is a pro-
gressive disease that develops from hepatic steatosis
to cirrhosis and liver failure. S-adenosylmethionine
(SAMe) is considered a key metabolite that regu-
lates hepatocyte growth, death and differentiation. A
chronic hepatic SAMe deficiency facilitates the de-

velopment of fatty liver and its progression to NASH
and hepatocellular carcinoma (HCC). Methionine
adenosyltransferase 1A (MAT1A) is expressed ex-
clusively in the liver and in the pancreas in adults and
synthesizes SAMe. Another key player in the metabo-
lism of methionine is Glycine N-methyltransferase





