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RESUMEN

En esta tesis hemos buscado biomarcadores de enfermedad en un grupo de

pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES).

Para ello hemos utilizado técnicas tanto de inmunologia celular, como otras

maés novedosas como es la proteémica, por la que ya se viene apostando desde hace

algun tiempo para desarrollar estudios de este tipo, en otras enfermedades.

Previamente en nuestro laboratorio se ha venido trabajando con la proteina
CD38, viendo tanto su papel como molécula desencadenante de sefiales para
determinadas rutas de sefializacion celular, como en la asociacion a unos microdominios
de membrana enriquecidos en lipidos, denominados rafts.

Por la bibliografia, se conocia ademas que CD38 es un marcador de activacion, y
que ya se esta utilizando como tal en el diagndstico de otras enfermedades como SIDA
o la leucemia linfocitica cronica.

Por ello nosotros decidimos estudiarlo en pacientes con LES, y puede decirse
que con gran acierto, puesto que hemos encontrado que CD38 estd aumentado y de
forma estadisticamente significativa tanto en células T como en sus subpoblaciones
(CD4", CD8" y CD25%), y en células B de sangre periférica de pacientes con LES
respecto a controles sanos. En las NK también esta incrementado aunque los resultados
no son significativos, pero quizds con un mayor numero de pacientes se puedan ver

mejores resultados, ya que nos acercamos bastante al limite de significacion.

Por otro lado, las técnicas de protedmica estan sirviendo en muchos casos para
encontrar proteinas que puedan estar involucradas en el desarrollo de determinadas
enfermedades. Es una herramienta poderosa, puesto que con muy poca cantidad de
muestra se pueden identificar un numero muy elevado de proteinas, que pueden resultar
interesantes en este tipo de analisis.

Nosotros hemos estudiado por proteémica tanto el plasma de pacientes con LES
y de controles sanos, como los PBMCs de ambas poblaciones.

En el plasma existe un nimero menor de proteinas que en las células pero en
ambos casos hemos encontrado algunas proteinas que pueden resultar de interés, no

para el diagnostico de la enfermedad como tal, pero quizas si para que sean



considerados como otro marcador mas sumado a los que ya se conocen, y que podrian

se estudiados en las pruebas médicas como otra informacion mas.

Decir que por protedmica no solo interesa estudiar aquellas proteinas que estan
sobre-expresadas en pacientes frente a controles sino que también es importante conocer
las que estan menos expresadas o las que simplemente no se encuentren.

En este estudio hemos analizado en detalle la HAPTOGLOBINA del plasma,
identificando ademas de sus distintos fenotipos (Hp2-1, Hp2-2, Hpl-1), ya que se sabe
que cada uno de ellos esta asociado a la gravedad de una determinada patologia dentro
de la enfermedad, algunas de sus modificaciones post-traduccionales.

En las células nos hemos centrado en el estudio de las proteinas de unién a
calcio de la familia S100, CALGRANULINA A y CALGRANULINA B (en la que
hemos encontrados también dos tipos de modificaciones post-traduccionales), asi como
la proteina de choque térmico HSP90 Kda (ya que mediante proteémica podemos
analizar por separado las dos isoformas existentes que son la HSP90-a y HSP90-j).

Los datos de protedémica ademas han sido corroborados por Western-blot.
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A) INTRODUCCION

1.- LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

El lupus eritematoso sistémico (LES), es un desorden autoinmune del tejido
conectivo [1] , que presenta un amplio rango de manifestaciones clinicas, como
pueden ser desde problemas en la piel y lesiones mucosas, hasta dafios severos en

el sistema nervioso central, rifiones y otros muchos 6rganos [2].
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Afecta fundamentalmente a las mujeres, cuya edad inicial puede oscilar
entre la adolescencia y los 40-50 afios, y especialmente a las que pertenecen a
determinados grupos étnicos, como serian aquellos cuyos ancestros fueran
africanos o asidticos, y cuyas manifestaciones clinicas podrian ser mds severas que
en pacientes de raza blanca [1].

Se podria decir que es la enfermedad autoinmune crénica mas heterogénea

[3] y el indice de prevalencia respecto a los hombres de de 9:1



Presenta una gran complejidad desde el punto de vista clinico dada su gran
variedad de patrones de expresion. Evoluciona a través de brotes, alternados con

unos periodos de actividad y otros de inactividad [4].

Esta caracterizado por la produccién de autoanticuerpos contra un rango
limitado de antigenos nucleares. Estos anticuerpos resultan de la formacién de
complejos inmunes que se depositan en los tejidos induciendo la inflamacién, y

contribuyendo de ese modo a la patologia de la enfermedad [5].

Y ademas, pueden resultar al menos en parte, de una desregulaciéon de la

respuesta del linfocito T a autoantigenos [6],[7].

1.1.- FACTORES ETIOLOGICOS

La etiologia y la patogénesis de la enfermedad estan pobremente estudiadas
o al menos se ha llevado a cabo de un modo incompleto.
Se han descrito al respecto una serie de factores tanto hormonales, genéticos

como ambientales [4]:

e Hormonales: Los estrégenos desempenan un papel importante en la
etiologia de esta enfermedad. Esto se desprende de las siguientes
consideraciones:

a) Mayor incidencia femenina [8].

b) Disminuciéon de ésta en las épocas en que no existen unos niveles de
estrogenos elevados, es decir, antes de la menarquia y en la posmenopausia [9-11].

c) Agudizacion de la enfermedad en el puerperio (periodo después del parto
durante el cual el aparato reproductor de la mujer vuelve a su estado normal), o

con la administracién de anticonceptivos orales [1, 12].



Sin embargo el mecanismo de modulacién inmunolégica de hormonas

sexuales no esta del todo establecido.

e Genéticos: Es probable que el LES resulte de los efectos de cierto ntiimero de
genes que actdan de forma aditiva. Sin embargo, un individuo podria tener todas
las variantes génicas posiblemente requeridas para desarrollar la enfermedad y aun
asi, no padecerla. Es decir, la penetrancia en el LES es relativamente baja.

Tanto la elevada variacién fenotipica dentro de una determinada poblacion
(>66%,) [13], el aumento de la concordancia entre gemelos monocigoéticos (25-69%),
comparados con otros dicigéticos u otros hermanos de sangre (2-3%) [14, 15], la
agregacion familiar [16], o la asociaciéon con multiples genes candidatos [17],
formarian parte de la componente genética.

Existen algunos locus susceptibles relacionados con la enfermedad, entre
ellos esta el 4p15 que ha sido identificado en la poblacién europea, la americana y
la islandesa [18, 19]. Ademas esta region es sinténica con el locus Lmb2 del ratén
que va unido a la produccién de anticuerpos anti-DNA de doble cadena [20].
También un intervalo del brazo largo del cromosoma 1, en concreto el 1q23-24 esté

relacionado con la enfermedad en distintas poblaciones [1].

e Ambientales: La mayoria de los pacientes tienen fotosensibilidad, lo que

sugiere una participacion de los rayos ultravioletas provenientes del sol en la
etiopatogenia de la enfermedad [1, 4]. Otro factor estudiado ha sido el cristal de
silice [21]. También caben destacar los patégenos microbianos, y en particular, los
virus donde el de Epstein-Barr (EBV), ha sido identificado como un posible factor
en el desarrollo del LES [22], infectando fundamentalmente células B memoria,
aunque cabe decir que aunque un 90% de la poblacion puede ser infectada por este

tipo de virus, la prevalencia de la enfermedad sigue siendo baja.



Figura 1: G. Espinosa Garriga et al. Medicine 2005:9(30) 1942-1952.
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1.2.- ALTERACIONES INMUNOLOGICAS

En la patogenia del LES intervienen principalmente dos factores
inmunolégicos:
a) La predisposicién genética a una estimulacién excesiva en los linfocitos
B.
b) Una elevada respuesta, genéticamente determinada, frente a antigenos

linfocitarios o nucleares.



El desarrollo de la autoinmunidad, ha sido atribuido a la pérdida de la auto-
tolerancia debida a una delecién periférica o a un silenciamiento de linfocitos auto-

reactivos, permitiendo especificidades multiples de autoanticuerpos [23, 24].

Actualmente va cobrando fuerza la idea de que las CELULAS
APOPTOTICAS podrian ser las que explicaran el reconocimiento predominante
de antigenos intracelulares en esta enfermedad. Los autoantigenos son liberados
tanto por células necréticas como apoptoéticas. Se han descrito ademas defectos en
el aclaramiento tanto en modelos de ratén [25, 26] como en humanos [27, 28] con

LES.

En ratones se ha visto la acumulacién de células apoptéticas en tejidos junto
con una respuesta inmune contra complejos celulares que contienen DNA [2, 29-

32].

En pacientes con LES se encontr6 una deficiencia en la actividad
fagocigotica [2, 33, 34], lo cual podria generar una respuesta inadecuada por parte
del macréfago [2, 27], viéndose como en algunos pacientes ha disminuido el
nimero de los mismos estando por tanto afectada la ingesta de material apoptoético
en los centros germinales de los nddulos linfaticos. Y sin embargo en controles, este

material esta asociado con la superficie folicular de las células dendriticas [2, 28].

Todos estos trabajos han sido corroborados mediante estudios recientes [35].
En estos se ha comprobado como los errores en el aclaramiento podrian ser los que
expliquen la acumulacién de autoantigenos en diferentes tejidos de los pacientes
con LES, como por ejemplo en la piel. También se reducen las sefiales de atraccion
para macréfagos aproximadamente en un 25% debido a la disminucién de la
secrecion de factores quimiotacticos por parte de las células apoptoéticas, y ademas
existe una maduracion hacia células B autorreactivas contra anti-ADN de doble

cadena, en lugar de células B reactivas hacia este tipo de anticuerpos.



Figura 2: Mufoz L.E. et al. Rheumatology 2005:44(9) 1101-1107
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El destino de las células apoptéticas en controles sanos (NHD)
y pacientes LES. En tejidos periféricos de controles, las células apoptoéticas
son eliminadas de forma temprana por los macr6fagos, que producen
citoquinas antinflamatorias y disminuyen la regulacion de la presentacién del
antigeno de las células dendriticas. En el tejido linfoide las células
apoptéticas son eliminadas por macréfagos, que secuestran autoantigenos
nucleares lejos de las células dendriticas foliculares (FDC). La consecuencia
es la no inflamacion y la induccidn de tolerancia de células Ty B.

En el tejido periférico y linfoide de pacientes LES, las células
apoptoticas se acumulan y entran en un estado de necrosis secundaria. Estas
células se hacen accesibles a las células dendriticas del tejido, que producen
citoquinas inflamatorias y presentan estos autoantigenos mediante sefiales
coestimuladoras a las células T autorreactivas.

Autoantigens are presented to autorreactive B cells -

En el ser humano se han identificado algunos genes cuya transcripcion

parece ser crucial en el proceso de aclaramiento. Se sospecha que cambios en la
expresion por ejemplo, de Fas y Bcl-2, podrian desempefar algin papel en la

patogenia de las enfermedades autoinmunes, al favorecer la proliferacion de

determinadas poblaciones celulares de efecto autorreactivo [4, 36].



También se ha visto que las CELULAS DENDRITICAS (DCs) [37, 38],
juegan un papel esencial en el mantenimiento de la tolerancia periférica y estan
completamente caracterizadas con respecto a la respuesta inmune primaria y
secundaria.

Estas se encuentran continuamente “al acecho”, buscando bien lugares de
inflamacién o sefiales derivadas de patégenos. Después maduran de acuerdo con
estas sefiales y adquieren determinadas caracteristicas que les permitiran
transportar los mensajes precisos, bien de produccién o de regulacion, a las células

T que se encontraran en los nédulos linfoides.

Cada vez es mas evidente que el fallo del mantenimiento de la tolerancia
por parte de estas células puede conllevar al padecimiento de cualquier trastorno

inflamatorio autoinmune, debido a la activacion de células T autorreactivas [39, 40].

Se ha propuesto que las DCs plasmacitoides tienen un papel clave en la
patogénesis del LES, principalmente a través de la sintesis continua de IFN-a, el
cual estimula la diferenciaciéon de monocitos hacia DCs [41].

Las DCs mieloides también se han estudiado en LES, y existe una
disminucién de los niveles en sangre periférica asi como una alteracion del fenotipo
de DC derivadas a monocitos [42, 43].

Se ha podido ver también la capacidad de producciéon de respuesta
autoinmune por parte de éstas células, orientada hacia cuerpos nucleares, en

modelos animales [37].

Otra de las caracteristicas del LES desde el punto de vista inmunolégico
seria la aparicién de anticuerpos dirigidos frente al sistema del COMPLEMENTO
[44].

La significacién clinica sin embargo no esta clara. Ademas la mayoria de
estos autoanticuerpos también se pueden encontrar en pacientes con otro tipo de
enfermedades distintas del LES e incluso se han detectado en individuos sanos. [44,

45]. Més recientemente se ha podido comprobar como los autoanticuerpos estan



presentes y se acumulan durante muchos afios antes de que los pacientes
desarrollen las caracteristicas clinicas de la enfermedad [44, 46].
Por tanto, individuos aparentemente sanos con autoanticuerpos circulantes

podrian llegar a desarrollar las caracteristicas patoldgicas asociadas al LES.

Los autoanticuerpos mas significativos contra el sistema del complemento
son proteinas anti-Clq, que se suelen presentar aproximadamente en un tercio de

los pacientes [47].

Lo que si se sabe es que el complemento estd implicado en la patogénesis a
través de multiples factores. La deficiencia homocigoética hereditaria de proteinas
de la ruta clasica se ha visto fuertemente asociada con la susceptibilidad a padecer
la enfermedad, pero también el complemento estd implicado en la fase inflamatoria

efectora de la respuesta autoinmune que caracteriza al LES [47].

Se sabe que la severidad y la fuerza de la asociacién entre las deficiencias
genéticas del complemento y el lupus depende de la posicion del componente

perdido dentro de la ruta cldsica de la activacion del complemento.

Es decir la perdida de C1, en concreto el componente Clq, conllevaria a un
mayor riesgo a padecer la enfermedad (93%), y por la pérdida de Cls o de Clr (que
suelen ir unidas), podrian desarrollarla el 57% de enfermos que ya de por si

tuvieran déficit de complemento. En cuanto a la pérdida de C4 el porcentaje seria

del 75% y la de C2 del 10%.

No obstante la pérdida de Clq y de C4 se da en casos extremadamente
raros, siendo mas comun la ausencia de C2 que estaria relacionada con una

sintornatologia mas suave.

Por la via alternativa, sin embargo no se han observado defectos asociados

al desarrollo de la enfermedad tras la perdida de C3. [47-51].



Figura 3:. Lewis MJ and Botto. Autoimmunity 2006, 39(5):367-378.
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2.- BUSOUEDA DE BIOMARCADORES
MEDIANTE TECNICAS DE
INMUNOLOGIA CELULAR Y PROTEOMICA

2.1.- INMUNOLOGIA CELULAR

INTRODUCCION

En nuestro laboratorio se ha venido trabajando en sefalizacién celular a
través del TCR desde hace ya algunos afios, siendo éste el receptor crucial que

controla la activaciéon del linfocito T.

También ha sido bien estudiada la proteina CD38, demostrandose por
ejemplo como desencadena la activacién de las rutas de la quinasa Raf-1/MAP y la
cascada dependiente de CD3-(/ZAP-70/PLC-y1, ambas dependientes de Lck en
células T Jurkat debido a que induce la fosforilacién en tirosinas de distintos
sustratos y algunas proteinas citoplasmaticas, sugiriendo una relaciéon funcional

entre distintas sefiales repartidas entre el CD38 y el TCR [52].

Ademas se ha visto que la unién de CD38 permite la activacion tanto de la
quinasa MAP como de la PTK (proteina tirosina quinasa) y que ademads no necesita

de todo el complejo TCR/CD3 para sefializar, sino sélo el médulo CD3-yd¢.[53].

Mas tarde y continuando con el estudio de esta proteina, se pudo ver que
estaba asociada a unos microdominios de membrana, denominados rafts, los cuales
son insolubles en detergentes no idnicos a bajas temperaturas (4°C) y poseen una
alta densidad de flotacién. Se comprob6 que deplecionando el colesterol con metil-
B-ciclodextrina, se reducia la activaciéon de la quinasa Akt mediada por CD38 y
aumentaba la de Erk, pensdndose por tanto que la unién entre CD38 y los rafts

podria mejorar su capacidad de sefializacion [54].

10



Hasta el momento, todos los lisados celulares utilizados, habian sido
tratados con detergentes no iénicos como el 1% Nonidet P-40 (NP40), que ejercen
su efecto a la temperatura de 4°C, viéndose como constitutivamente el CD38 estaba

asociado a los rafts resistentes insolubles en este detergente.

Como quedaban atn muchas preguntas por responder, como por ejemplo a
que estructuras sefializadoras podia estar unido el CD38 en los microdominios de
membrana, se continudé por este camino, pero en este caso haciendo lisados
celulares en el detergente Brij98, ya que con éste se puede trabajar a la temperatura
tisiologica de 37°C, a la cual las vesiculas que se generan son mds estables que en
NP40. Se demostré que el CD38 esta unido a los rafts que son insolubles en Brij98,
y fue estudiado por el aislamiento de estas vesiculas mediante gradientes de

sacarosa.

Mediante este estudio se han llegado a diferenciar entre distintos tipos de
microdominios de membrana que son insolubles en este detergente, y que son:

- CD38 rafts, que estan enriquecidos en CD38, CD3-C y Lck.
- TCR/CD3 rafts que estan enriquecidos tanto en CD3-, en CD3-¢ y en Lck.

- LAT rafts enriquecidos principalmente en Lck.

- Lck rafts que estan contienen todas las moléculas analizadas.

Con estos datos se comprobdé que cuando CD38 esta unido a los
microdominios de membrana es capaz de comenzar a generar sefiales para
distintas rutas de sefializacién, ya que por ejemplo Lck y LAT se fosforilan en
tirosinas solamente en los rafts, N-Ras se activa cuando el CD38 se liga a ellos,
activando a su vez a Erk y la fosforilacién completa tanto de CD3- como de CD3-¢

ocurre también en estas vesiculas [55] (Ver anexo I).

Con todos estos resultados, cuando comenzamos a trabajar con los
pacientes, pensamos que teniamos todas las herramientas necesarias para estudiar
CD38 en las muestras de sangre que recibiamos, y ademads la eleccion de la proteina

no fue al azar, sino que ya se sabia que era un marcador de activacién, habia sido
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estudiado como factor pronéstico frente a determinadas enfermedades, y el gen

podia ser unos de los candidatos susceptibles a padecer la enfermedad.

De este modo, uno de los objetivos de nuestro estudio fue ver CD38 en los
pacientes con LES, pero no tanto para estudiar su sefializacion, sino mas bien para
conocer si CD38 estaba aumentado en células de sangre periférica (en concreto en
linfocitos T, B y NK), respecto a controles y si ademds éste se encontraba asociado a
las balsas lipidicas, utilizando para ello lisados en el detergente Brij98, ya que en
este caso si era importante mantener los experimentos a temperatura fisioldgica por
ser la més parecida a la de la sangre, y estudiando la expresién en superficie de las
distintas poblaciones linfocitarias, asi como la de las subpoblaciones de linfocitos T.

(Ver anexo I).

o CD38.

El CD38 humano es una glicoproteina transmembrana tipo II, expresada en
superficie por células hematopoyéticas prematuras, que pierden su expresion en la

madurez, para después recuperarla tras la activacion. [56-58].

e LOCALIZACION

Se pueden encontrar en distintos tipos de tejidos: [59]

-Sangre periférica: Linfocitos T y B, células NK, monocitos,

eritrocitos, plaquetas.

-Subconjuntos de linfocitos de distintas regiones: Médula Osea

(Células B hematopoyéticas y células plasmaéticas), nédulos linfoides (linfocitos B
de centros germinales), timo (Timocitos), mucosa intestinal (intra-epitelial y
linfocitos de la lamina propia).

-Tejidos sélidos: Células neuronales, células musculares estriadas y

cardiacas y musculo liso, tibulos renales, epitelio prostatico e islotes pancreaticos.
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e ESTRUCTURA

Como proteina transmembrana tiene 45 KDa y su longitud completa es de
300 aminoacidos (aa), repartidos en tres dominios: un corto dominio intracelular N-
terminal de 23 aa, un tinico dominio transmembrana en forma de hélice de 20 aa , y
un largo dominio extracelular C-terminal de 256 aa. [56, 60, 61]. Este ultimo

presenta cuatro potenciales lugares de glicosilacion y dos motivos de unién a acido

hialurénico. [62-64]

Figura 4 . Savarino A, et al. AIDS 2000, 14:1079-1089.
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Modelo hipotético de CD38 humano en superficie. El
circulo en el carboxilo terminal indica una regién relacionada con
la funcidon enzimatica asi como algunos receptores de actividad
(unidén a acido hialurénico y posiblemente CD31). También se
indican otras posibles interacciones intermoleculares como por
ejemplo asociaciones laterales con otras moléculas de superficie y
una asociacion intracitoplasmatica con la tirosina quinasa Lck.
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Hay estudios que han podido cristalizar la estructura cristalina de la parte
extracelular de CD38 (figura 5), lo cual ha podido ayudar a comprender las
funciones de esta proteina, asi como también suministrar una serie de pistas para
encontrar drogas potentes para el tratamiento de algunas enfermedades que se han
relacionado con CD38 como el SIDA, la leucemia linfocitica crénica (B-CLL) o la

diabetes [56].

Figura 5 Qun Liu, et al. Structure 2005,13(9):1331-1339.

M-term domain

Estructura del dominio extracelular de CD38:
dos vistas con una rotacion de 90° una con respecto
ala otra.

Fue identificada inicialmente mediante anticuerpos monoclonales de
linfocitos pensadndose por tanto que podria ser un antigeno especifico frente a estas

células. [65, 66].

Resultados recientes muestran que CD38 no es especifica de linfocitos, ya
que se encuentra expresada en otros muchos tejidos [67, 68], pudiendo incluso
llegar a encontrarse en varios organelos intracelulares [69, 70], incluyendo el ntiicleo

[71, 72].
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e GEN DE CD38

El gen que codifica CD38 se encuentra en el brazo pequefio del cromosoma
4p15 en humanos junto a CD157 [73] mientras que en ratones se ha encontrado en
el cromosoma 5 [74, 75].

Se ha pensado que ambos genes pueden proceder de un ancestro comudn ya
que no por ser proteinas similares (ambas son ciclasas) tienen que proceder de un

mismo gen.

Figura 6 . Ferrero E, et al. J Leukoc Biol 1999, 65(2):151-161.
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Representacion esquematica de la sintenia de los
genes de CD38 CD157 en sus respectivos cromosomas
humano y murino.

El gen que codifica para la proteina CD38 humana es largo y complejo y se
extiende sobre unas 60 kb. La longitud total parece estar establecida tal y como se
puede observar en la figura 7. El gen consiste en ocho exones y 7 intrones de
longitud variable. La regién del promotor presenta sitios relevantes de unién para

varios factores de transcripcién inmunolégicos, factores complejos ternarios (TCF),

15



factores nucleares activados por IL-6 y el factor regulador de interferén 1 (IRF-1)
[76].
Figura 7. Savarino A, et al. AIDS 2000, 14:1079-1089.
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Como ha sido demostrado que los niveles de CD38 en células T y B de
pacientes con LES estan incrementados frente a los de los controles [19], datos que
han sido confirmados por nuestros propios estudios (ver anexo I), se puede
suponer o hipotetizar que el gen de CD38 podria ser candidato susceptible a

padecer la enfermedad [20].

En concreto se ha encontrado un polimorfismo en la posicién 182 del intrén
1 que esta relacionado con el desarrollo de erupciones discoides en un grupo de
pacientes con LES, de manera que el genotipo CC causa susceptibilidad y el CG

confiere proteccion frente al desaarrollo de estas manchas [20].

e FUNCIONES

1.- Ectoenzima: El descubrimiento inesperado de la homologia entre CD38 y
la ADP ribosil ciclasa [77], también aporté una nueva perspectiva a la funciéon
celular de esta proteina y su uso en nuevos campos de investigacion. Incluso, se ha
establecido que el CD38 es una enzima multifuncional que cataliza el metabolismo
de dos segundos mensajeros de Ca?* distintos, ADP-ribosa ciclica (ADPRc), [78,
79], y acido nicotinico fosfato adenina dinucleétido (NAADP) [80], a partir de los
substratos NAD y NADP respectivamente [81, 82]. La ADPRc y el NAADP pueden

movilizar el calcio desde el interior celular y regular la sefializaciéon del mismo [56,

83, 84].
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Figura 8: Lee H.C. Molecular Medicine. 2006:12(11-12). 317-323
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2.- Molécula de adhesion: Media la interacciéon entre leucocitos y el

endotelio vascular a través de su ligando que es el CD31.[58, 85, 86].

3.- Es una molécula involucrada en la sefalizacion transmembrana,
participando en procesos como la movilizacién del Ca?*, activaciéon celular, y
modulando la produccién de citoquinas [58]. Ademds favorece la sefializacion de
otras moléculas como el CD3 en células T [87], el BCR en células B [88] y el CD16 en
las células NK.

e CD38Y ENFERMEDAD:

Se ha estudiado la influencia o el efecto de la proteina CD38 en algunas
enfermedades utilizando éste como factor prondstico en: Infecciéon por HIV-1,

leucemia linfocitica crénica (B-CLL) y diabetes tipo I.
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-SIDA:

Como en la mayoria las infecciones virales, la producida por el VIH-1 causa
activacion de las células T (CD4 y CD8) y B, las cuales a su vez aumentan la

expresion de CD38 y de otros marcadores de activacion [76].

Durante este proceso la expresiéon de CD38 en linfocitos de sangre periférica
es alta durante la infeccién primaria, disminuyendo durante la transicién hacia la
fase asintomatica, y volviendo a verse incrementada durante la progresion hacia el

desarrollo del SIDA [89].

En los linfocitos T CD8* el CD38 esta sobreexpresado en pacientes [76],
pudiendo disminuir en sujetos con niveles de CD4 estables [90]. Aunque de forma
general se puede decir que la expresiéon es mas elevada en aquellos que se
encuentran en la fase asintomatica que en controles sanos [62, 76, 90]. En estas
células puede incluso incrementarse de nuevo la expresion antes del desarrollo del
SIDA [63]. Aunque otros autores dicen que se mantiene estable durante la

progresion de la enfermedad [64].

La expresion elevada en células T CD8* es por tanto un factor prondstico
negativo de la enfermedad aunque los niveles disminuyen gracias a las terapias

anti-retrovirales (HAART), tanto en adultos como en nifios. [57, 89, 91-93].

Hay datos que indican que no solo la proporcion de linfocitos CD8*CD38*
tienen valor prondstico en el desarrollo del SIDA sino que a éste habria que afiadir
el namero de linfocitos T CD4 [76, 94]. Ademas se ha visto que algunos de estos
linfocitos presentan actividad citotéxica contra las células CD4 que expresan
antigenos virales, contribuyendo quizas a la depleciéon de esta poblacion. [64, 76,

95].
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Altos niveles de CD38 en la poblacion linfocitaria CD4* también es un
factor de mal pronodstico de manera que pueden estar relacionados con una

supervivencia corta en aquellos individuos con una infeccién avanzada [76, 96].

El CD38 esta también sobreexpresado en células B CD19* durante la
infeccion por VIH-1. En unos primeros estudios se ha podido ver como la

expresion en células B estd estrechamente relacionada con la carga viral [64, 76].

Pero los resultados encontrados en nifios son totalmente distintos ya que
una alta expresion de CD38 serfa un marcador prondstico favorable tanto en células

CD8* como en las CD4* [97, 98] (Sirera R, et al. XII International Conference on
AIDS, 1998 Geneva).

Figura 9: Savarino et al. AIDS 2000: 14 (9). 1079-1089.
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Valor prondstico de la expresion de CD38 en adultos y
nifos. EI modelo propuesto en 1998 por Martino et al [97],
estd basado en el supuesto de que los linfocitos T CD38
expandidos por la infeccion del HIV-1 tienen generalmente un
efector de activacion de vida corta con bajo potencial de
replicacion en adultos. Por el contrario, los nifios tienen una
produccion timica de células CD38* de larga vida (RTE) con
alto potencial de replicacion.

Todo esto ha podido ser estudiado gracias a la actividad del CD38 como

marcador de activacion de la respuesta inmune [91].
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-LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA (B-CLL):

Estudios recientes han corroborado lo que se ha venido diciendo desde hace
varios afios atrds, pudiéndose confirmar que la alta proporciéon de células que
expresan CD38 entre las células leucémicas estd asociada a un mal pronéstico de la
enfermedad [99].

Se puede hacer ademas una distincion segtin la cantidad de CD38 expresada
por las células de estos pacientes, generando grupos con mejor o peor prondstico
[100, 101], o incluso considerando un grupo con mejor prondstico dentro de otro,

donde la enfermedad esté ya realmente avanzada.

En trabajos previos no sélo ya se confirmaban estos resultados sino que se
llegaba a decir que deberia incluirse la medida por citometria de flujo del CD38 en
superficie de las células linfociticas, en la evaluacién de rutina de pacientes con este
tipo de leucemia [100].

Se ha visto también que cuando a un cultivo de células B-CLL aisladas se le
afiade IL-2, la expresion de CD38 aumenta, siendo ésta mayor en células que
previamente eran positivas para CD38 que para aquellas que no lo eran. Ademas el

incremento depende de la dosis y del tiempo de exposicion [102].

El CD38 es un receptor en células B-CLL y esto se puede traducir en la
existencia de determinadas sefales de activacion y diferenciacién en este tipo de
células mediada por la IL-2, siendo ademas el responsable de la adquisicién de
propiedades de crecimiento que justifican el mal pronodstico de la enfermedad junto
a su receptor CD31 que es un potente inhibidor de la apoptosis [103] y que esta

ampliamente expresado en células B [86].

-DIABETES:

La secrecion de insulina es uno de los elementos clave en la homeostasis de

la glucosa y es una de las funciones mediada por el CD38 conocida desde el afio
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1993 [104, 105]. Esta molécula podria ser también diana para una respuesta
autoinmune debido a que se han encontrado antoanticuerpos anti-CD38
autorreactivos en el suero de pacientes diabéticos tanto de tipo 1 (insulino-
dependientes procedentes de una diabetes de tipo autoinmune) como de tipo 2 (no
insulino-dependientes, procedentes de una diabetes generada por la disminucién
de la sensibilidad a la accién de la insulina) en distintas poblaciones (como la
caucasica y la japonesa), y no se han hallado en controles sanos, confirmandose este

tipo de resultados mediante distintos trabajos [104, 106, 107].

En células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) la uniéon de
anticuerpos monoclonales anti-CD38 agonistas, induce la liberaciéon de citoquinas
proinflamatorias como la Interleuquina 1 (IL-1), IL-6 y el factor de necrosis tumoral
alpha (TNF-a) [108], y por tanto podrian verse también estos efectos con los
autoanticuerpos anti-CD38. La liberacion de citoquinas conllevaria una importante
contribucién a la insulitis, que es la responsable de una presentaciéon temprana de
diabetes tipo 1 y ademads estaria de acuerdo con los modelos propuestos hasta la
fecha, respecto a que la diabetes de tipo 2 sea una enfermedad del sistema inmune

innato, aunque atn esto no sean mas que especulaciones.

Lo que si esta definido es que los autoanticuerpos anti-CD38, constituyen un
nuevo marcador de células 3 autoinmunes en diabetes [104]. Y el dafio de éstas
células es una de las principales causas para que se produzca la enfermedad [109].

Se ha visto recientemente que los autoanticuerpos anti-CD38 son mas
prevalentes a largo plazo que en una diabetes inicial y también lo son més en la de
tipo 2 que en la de tipo 1. Y que la respuesta humoral contra CD38 podria
acompanar a la destruccion de las células .

Ademads esta comprobado que los autoanticuerpos no juegan ningtun papel
patolégico en el desarrollo de la diabetes, pero el descubrimiento del anti-CD38
podria ser la excepcion a esta regla en esta enfermedad [59], pudiendo pensarse
ademads al estar expresada en otro tipo de tejidos, también podria ser la causa de

otras enfermedades.
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e ANTICUERPOS ANTI-CD38 COMO DIANA
TERAPEUTICA EN CLINICA

El CD38 es una molécula que estd representada en la superficie celular de
muchos tipos de tumores linfoides, sobre todo en mielomas, en linfomas asociados
al SIDA, y en linfoproliferaciones post-transplantes. Por tanto, esta molécula es una

importante diana para terapia mediante el uso de anticuerpos monoclonales [110].

A pesar de algunas decepciones relacionadas con su estudio y obtencion,

han sido descritos anticuerpos anti-CD38 por tres grupos diferentes:

1.- Anticuerpo monoclonal humano IgG anti-CD38, desarrollado por Paul
Parren y Michael de Weers Genmab, Utrecht, Holanda), denominado Humax-
CD38 induce tanto una fuerte citotoxicidad dependiente del complemento como
una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) en lineas celulares
de mielomas y cultivos frescos de pacientes con mielomas de médula y leucemias
en sangre. Ademas también es capaz de inhibir la actividad ciclasa de CD38.

También se ha visto la inhibicién del crecimiento de células de linfoma de
células B en un modelo de ratén con SCID (inmunodeficiencia combinada severa)

tratado con este anticuerpo Humax-CD38.

2.- Robert Friesen (MorphoSys AG, Martinsried, Alemania), descubrié un
anticuerpo IgG especifico para humanos, con alta afinidad y elevada actividad
también mediante mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

(ADCC) contra lineas celulares y cultivos primarios de mielomas.
3.- Finalmente para aumentar la especificidad frente a las células de

mieloma se han desarrollado anticuerpos con dos dominios de unién, uno para

CD38 y otro para la molécula CD138.
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Estudios previos desarrollaron inmunotoxinas anti-CD38 capaces de matar
lineas celulares tanto de mieloma como de linfoma. Pero atn no se les ha permitido

el uso en aplicaciones clinicas [111].

e CD38 SOLUBLE:

Ademas de la existencia del CD38 de membrana, hay estudios que prueban
que se puede detectar CD38 soluble (sCD38) en cultivos celulares de linfocitos T
alo-activados, y en varias lineas de tumores celulares. El sCD38 esta también
presente in vivo en fluidos biolégicos normales (suero fetal y fluido amniético) y
patolégicos (sueros y ascitis de pacientes con multiples mielomas y en sueros de
pacientes con SIDA) Ptitsina et al, Russ ] Immunol 1999, Ptitsina et al, Rus ]
HIV/AIDS 1999, [112, 113].

El sCD38 nativo, mantiene la capacidad de inhibir la actividad de unién de
anticuerpos anti-CD38 y cataliza la sintesis y la hidrélisis de ADPRc en la misma

proporcion que la observada con el CD38 de membrana [113].

Los estudios del sCD38 provienen de la idea de que el CD38 humano esté
involucrado en interacciones célula-célula [114]: esto permite pensar en la hipétesis
de que la molécula pudiera existir en forma soluble, ya que esto es una
caracteristica tipica de otros receptores de superficie involucrados en sefializaciéon

transmembrana [115, 116].
Se ha demostrado que el sCD38 deriva del CD38 anclado a la membrana y la
presencia de las dos formas parece ser una caracteristica general de esta molécula

[113].

La masa del sCD38 es de 38 kDa, mientras que la del CD38 de membrana es

de 43.7 kDa. La diferencia de 4.7 kDa corresponde a la masa molecular de la
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secuencia de aminodcidos del dominio citoplasmaético (21 residuos), y al dominio
transmembrana (23 residuos) [60].
El sCD38 se origina por tanto por una segmentacién proteolitica cerca de la

membrana celular [113, 117, 118].

La interaccién entre ambas formas soluble y de membrana podrian
contribuir a un fino acercamiento de las interacciones entre CD38 y su ligando

CD31 [119].

Se ha descubierto una forma soluble de 78 kDa en sobrenadantes de cultivos
de lineas  celulares linfoblastoides  obtenidas de  pacientes con
agammagloblulinemia [120]. Esto puede suponer que el CD38 trabaja en forma de
dimero y ésta forma es accesible para la deteccion en fluidos normales y

patolégicos como por ejemplo en suero [121].

e MICRODOMINIOS DE
MEMBRANA (rafts).

e COMPOSICION Y CARACTERISTICAS

Un amplio rango de interacciones entre lipidos y proteinas generan
heterogeneidades o microdominios dentro de la membrana plasmaética. A estos se

les conoce por el nombre de RAFTS.

Estos estan enriquecidos en esfingolipidos, colesterol, proteinas ancladas a
la membrana a través de glicosilfostafidilinositol (GPI) y fueron descubiertos
cuando intentaba explicarse la distribucion desigual de las distintas moléculas de

superficie que se anclaban a la membrana a través de GPL.
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Los rafts estan presentes en todos los tipos celulares en los que se han

podido analizar [122].

Figura 10: llangumaran, et al. Immunol Today. 2000. 21(1):2-7
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Los glicolipidos se asocian por sus largas cadenas aciladas formando
agrupaciones muy compactas estabilizadas por los puentes de hidrégeno que se
producen entre sus cabezas azucaradas. De hecho, los esfingolipidos especialmente
los glicoesfingolipidos, tienen temperaturas altas de fusiéon debido a que sus
cadenas de hidrocarbonos presentan un grado alto de saturacién. El colesterol se
intercala entre las cadenas hidrocarbonadas donde provoca una disminucién de su
flexibilidad y de esta forma compacta la bicapa lipidica [123]. Este
empaquetamiento lateral de los esfingolipidos y el colesterol conduce a la
formaciéon de dominios dispersos que se encuentran en una fase similar a la fase
liquida ordenada, que se denominan balsas o rafts dentro de la bicapa de las

membranas [124].
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Figura 11: Pizzo P et al. Microbes and infection. 2004.
6(7):696-692.[125]
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Composicién de los rafts.

La estructura peculiar de los rafts les confiere la propiedad de ser insolubles
en detergentes no idnicos a baja temperatura como Triton X-100 o NP-40, o a
temperatura fisiolégica como el Brij98. De esta forma proteinas y lipidos que se

encuentran en ellos pueden ser aislados bioquimicamente por centrifugaciéon en
gradientes de sacarosa.

GRADIENTE de SACAROSA
Sorvall
3% AH-650

30%  200.000g
Lisado de Células
en Detergente > 16 4,,28'1
no ionico + sacarosa

(40%)
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Desde que se postuld por primera vez la existencia de los rafts [126], ha
habido una gran controversia sobre si existian realmente o eran simples artefactos
producto de la utilizacién de detergentes para su aislamiento. Se han realizado
numerosos experimentos tanto in vivo como in vitro, que confirman su existencia,
pero quizas uno de los mas definitivos fue el aislamiento en ausencia de
detergentes [127]. El posterior andlisis determiné que presentaban la misma

composicion que los aislados por el método tradicional.

Estos microdominios juegan un papel importante en sefializacién celular a
través del receptor de células T (TCR), del receptor de células B, receptores de
factores de crecimiento, quemoquinas, receptores de interleuquinas, asi como

también el receptor de la insulina [128-130].

Tienen ademds la habilidad de segregar receptores proteicos
proporcionando un mecanismo de compartimentalizacion de componentes de
sefializaciéon en la membrana plasmatica, concentrando ciertos componentes en

lipidos rafts y excluyendo otros.

Se estima que los rafts representan el 40% de la membrana celular de células
inmunes, segin medidas de fluorescencia [129, 131]. En situaciones de reposo estas
estructuras cuyo didmetro esta alrededor de los 50 nm, contiene un alto ntimero
de lipidos y un pequefio nimero de proteinas, por ello se les denomina rafts
elementales [132-134]. Pero por el entrecruzamiento de varios receptores proteicos
en células T, pueden alcanzar un tamafio de hasta 100 nm de diametro, siendo mas

estables y a menudo van unidos a la actina del citoesqueleto.

e FUNCIONES

La activacion del linfocito T se desencadena cuando el receptor de la célula
T (TCR) reconoce al antigeno asociado con el complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) expresado sobre la superficie de la célula presentadora

27



del antigeno (APCs). Los siguientes eventos en la cascada de sehalizacién del TCR
incluyen activacion de la proteinas de la familia de las Src quinasas, como Lck y
Fyn, fosforilacion de motivos ITAM en las cadenas CD3/C asociadas con el propio
TCR y activaciéon de proteinas asociadas a zeta como la ZAP-70 y Syk tirosin
quinasas. Dos sustratos conocidos de ZAP-70 son el adaptador para la activacion
de células T (LAT) y SLP-76, cuya activacion resulta del reclutamiento de otras
proteinas involucradas en la activaciéon de Ras y rutas de calcio, permitiendo la

proliferacion de células T [125] .

Ademaés algunas proteinas involucradas en las fases tempranas de la
sefializacion del TCR, como Lck y Fyn [135], la proteina adaptadora LAT [136],
fosfoproteinas asociadas a dominios enriquecidos en glicoesfingolipidos (PAG)
[137] o proteinas activadoras de Csk (Cbp) [138], residen constitutivamente en los

rafts.

Cuando existe un cambio en las propiedades o composiciéon de estos
microdominios de membrana, se puede producir una sefializacién inapropiada del
linfocito T que conllevaria al desarrollo de condiciones patoldgicas, incluyendo
autoinmunidad [6, 139, 140]. Estd demostrado por ejemplo que pacientes con LES
tienen reducida la expresion de Lck, la cual ademads esta asociada con la actividad
de la enfermedad [141]. También en este mismo trabajo observaron un incremento
de la ubiquitinizacién de determinadas proteinas incluyendo Lck, proceso que es
independiente de la activacién del linfocito T en estos pacientes. Estos resultados
son consistentes con otros que han visto como existe una disminucién de la cadena
CD3-{ frente a un aumento en la ubiquitinizacién de ésta cadena en células T de

pacientes con LES [142].

Al igual que ocurre en linfocitos T, parece ser que los rafts también estan
implicados en la sefializacion y regulacion de las células B. Asi mientras el receptor
de antigeno de la célula B (BCR), es excluido de los microdominios en células en
reposo, son reclutados hacia los mismos por un proceso de senalizacion

independiente [143, 144]. Lyn estd expresado en rafts de forma constitutiva
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mientras que otras proteinas son reclutadas hacia estos microdominios tras la

cascada de sefializaciéon como Syc, Vav, SHIP y PLCy.

Otras funciones propuestas son:
La participacion de los rafts puede ser importante en el transporte dentro de

la ruta endocitica tanto de lipidos [145] como de proteinas ancladas por GPI [146] .

Podrian servir como sitios de anclaje para la entrada de ciertos patégenos y

toxinas [147].

En ellos podria darse el procesamiento aberrante de la proteina del amiloide

que contribuye a la enfermedad del Alzheimer [148].

La proteina asociada a integrinas regulando su funcién, y las proteinas G
heterodiméricas forman un complejo estable dependiente de colesterol que se

encuentra enriquecido en los rafts [149].
Se polarizan en el frente de células de adenocarcinoma que migran en un
gradiente quimiotactico [150]. El desarrollo de la polaridad que es necesario para la

migracion directa, es abolido cuando se reducen los niveles de colesterol.

También estan involucradas en la presentacion del antigeno via MHC de

clase II [151, 152].

2.2.-PROTEOMICA.

INTRODUCCION

El término “proteoma” fue usado por primera vez en 1995 para describir el

conjunto de PROTeinas de un genOMA, una célula o un tejido.
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De manera imperceptible, la palabra dio lugar a una nueva disciplina, la
PROTEOMICA, que se puede definir como el estudio a gran escala de los
productos génicos de un genoma mediante métodos bioquimicos, con el fin de
obtener una vision global e integrada de los procesos celulares.

Este término se ha asociado tradicionalmente con la separaciéon de un gran
namero de proteinas de una célula u organismo mediante 2D-PAGE.

Segin esto, la proteémica comenzé en los afios setenta cuando se
empezaron a construir bases de datos de proteinas utilizando la electoforesis
bidimensional. Sin embargo, la identificacion era dificil debido a la falta de

métodos analiticos rdpidos y sensibles para la caracterizaciéon de proteinas.

En los afios noventa, la espectrometria de masas surge como un método
analitico muy poderoso, ya que elimina la mayoria de las limitaciones del analisis
de proteinas. Este desarrollo, junto con la disponibilidad de los genomas
secuenciados marca el comienzo de una nueva era.

Actualmente muchas &reas de estudio han sido agrupadas dentro de la
protedmica. Se pueden incluir, entre otros, los estudios de interacciones de
proteinas, de modificaciones pos-traduccionales, el analisis funcional de proteinas,

y estudios de localizacion.

Se puede distinguir entre varios tipos de proteémica:

-Proteémica de expresion: es el estudio cuantitativo de la expresion de

proteinas entre muestras que difieren en alguna variable. En esta estrategia se
compara la expresion del proteoma total o de subproteomas entre diferentes
muestras. La informacién obtenida puede permitir la identificacién de nuevas
proteinas implicadas en transduccion de sefiales, la identificacion de proteinas

especificas de una enfermedad y proteinas de interés en microbiologia médica.

-Protedmica del mapa celular o estructural es el estudio de la localizacién

subcelular de las proteinas y de las interacciones proteina-proteina mediante la
purificacion de orgdnulos o complejos y la posterior identificacion de sus

componentes mediante espectrometria de masas.
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-Proteémica funcional: Se refiere a diversas aproximaciones protedmicas

que permiten el estudio y caracterizacion de un grupo de proteinas determinado
proporcionando informacién importante sobre sefalizacién, mecanismos de la

enfermedad o interacciones proteina-farmaco.

Para desarrollar los objetivos de la proteémica se requiere la implicaciéon de
diversas disciplinas como biologia molecular, bioquimica, microbiologia y
bioinformatica, siendo esta altima de vital importancia.

Hay que tener en cuenta que obtener el proteoma de una célula es como
tomar una fotografia de todas las proteinas en un momento determinado debido a
que éstas pueden verse alteradas o modificadas bien por modificaciones post-

traduccionales, translocacién, sintesis o degradacion.

La técnica que nosotros utilizamos para llevar a cabo el estudio de las
proteinas bien de plasmas o de células, tanto de pacientes como de controles, es
mediante electroforesis bidimensional. Esto permite distinguir entre mezclas muy
complejas de proteinas, basado principalmente en una primera separacién en
funcioén de la carga (primera dimensién), y a continuacién otra en funcién del peso

molecular (segunda dimensién) de la proteina.

Durante la primera dimension se realiza el isoelectroenfoque, mediante el
cual las proteinas son disgregadas en un gradiente de pH hasta alcanzar una
posicién en la que su carga neta es cero, es decir, en funcién de su punto

isoeléctrico.

ANTES DEL ISOELECTROENFOQUE
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DESPUES DEL ISOELECTROENFOQUE

pH=3 pH=10

En la segunda dimensién, se separan mediante electroforesis, bien en geles

de acrilamida o del polimero bis-tris.

TRAS PONER EN UN GEL PARA LA SEGUNDA DIMENSION

Una vez tenemos revelados los geles nos basamos en el andlisis diferencial
entre los geles de controles y pacientes, para discernir entre unas proteinas u otras.

Lo que nos interesa principalmente es saber si alguna proteina se encuentra
en los pacientes y no en los controles, o viceversa, o bien si existe mayor o menor
expresion de la misma, por lo que el andlisis que se puede realizar es tanto

cualitativo como cuantitativo.

Después las muestras de interés son enviadas a analizar para saber de que

proteina estamos hablando.
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Para el analisis recurrimos a la espectrometria de masas, donde las muestras
deben ser convertidas en péptidos mediante proteolisis con tripsina.

Esta técnicca implica por un lado la conversién de los péptidos en iones en
fase gaseosa mediante técnicas de ionizacién suave, como ionizacién desorcién con

laser asistido con matriz (MALDI) a partir de una muestra en estado sélido.

lente

Por otro lado la separacion de los iones segin su masa (m/z) en un
analizador de masas (TOF). Y por ultimo la medida de esas masas en un detector
obteniendo un espectro de masas que refleja la abundancia de los iones frente a su

valor m/ z.

Zona de acekaracion o o i datector
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También hemos tenido que recurrir a la técnica de masas-masas (MS-MS)
para poder distinguir en determinados casos entre dos proteinas que tenian el
mismo punto isoelectrico y el mismo peso molecular. Con ésta técnica se determina

la secuencia de aminoacidos de un determinado ion (Ver anexo I).
Nosotros hemos analizado muestras tanto en plasmas como en lisados de

células de pacientes y controles, esperando ver diferencias entre ambas

poblaciones.
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Desde un principio en el plasma nos llamé mucho la atenciéon la zona baja
de pesos moleculares, tanto por no haber sido estudiada en profundidad en
trabajos previos, como por los resultados tan interesantes que encontramos. En
concreto nuestro estudio se centré en la HAPTOGLOBINA, por los patrones de
spots tan diferentes que mostraban los distintos geles, y que posteriormente
pudimos comprobar que no eran mds que la presencia de distintos haplotipos y las

diferencias post-traduccionales que presentaba esta proteina (Anexo I).

A continuacién nos centramos en el estudio de lisados celulares, donde
comprobamos, que habia diferencias en muchas de las proteinas analizadas (hasta
107 proteinas diferentes), pero nos centramos en el estudio de Ia
CALGRANULINA por sus enormes diferencias de expresiéon entre las distintas
muestras y sus posibles modificaciones, en concreto fosforilaciones que
posteriormente encontramos (Anexo I).

Otra molécula que nos llamé la atencién fue la PROTEINA DE CHOQUE
TERMICO DE 90 KDa, también sobre todo por diferencias de expresiéon entre

pacientes y controles (Anexo I).

Decir que en todo momento nosotros comenzabamos a trabajar a ciegas, es
decir, antes se hacia el andlisis diferencial de geles y a continuaciéon se
seleccionaban los spots de interés que mandabamos a analizar, para conocer a que
proteina correspondjia.

Debido a esto nos llevamos algunas sorpresas como en el caso de las
calgranulinas, ya que indagando un poco en la historia de esta molécula nos dimos
cuenta que ya habia numerosos trabajos que la habian relacionado con procesos
inflamatorios, y concretamente con autoinmunidad, lo cual nos alegré mucho por
la concordancia de nuestros resultados, aunque atn no se habia trabajado con ella

desde el punto de vista bidimensional.
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2.2.1.- BIOMARCADORES EN SUERO

e HAPTOGLOBINA.

La haptoglobina (hp) es una abundante glicoproteina rica en plasma (0.38-
2.08 g/L) [153]. Es también proteina de fase aguda sintetizada por el higado en
respuesta a citoquinas inflamatorias, como la IL-6, IL-1 o el TNF, en procesos
infecciéon o inflamacién [154-156]. Es capaz de unir hemoglobina (Hb) proteina
presente en el plasma de todos los vertebrados y se cree que también participa en
su transporte [157, 158], previniendo la pérdida de hierro y el dafio renal que
podria ser producido por hemoglobina libre durante la hemélisis [154, 155, 159,
160]. Acttia como antioxidante, tiene actividad antibacteriana y juega un papel

principal en muchos aspectos de la respuesta de la fase aguda [159].

e ESTRUCTURA Y GENETICA.

La haptoglobina estd compuesta por dos tipos de cadenas polipeptidicas
llamadas alpha y beta, unidas covalentemente por enlaces disulfuro [161] y
derivadas de un tnico polipéptido después de la fragmentacién proteolitica [155,
162].

Ambas cadenas estan codificadas por el mismo gen localizado en el

cromosoma 16q22 [163].

La cadena p de 40 KDa es la mas pesada y es idéntica en todos los tipos de
haptoglobina. La cadena o se subdivide a su vez en dos tipos caracterizados por la

presencia (cadena al, 8.9 KDa) o ausencia (cadena a2 16 KDa) de una repeticion

directa de 63 aminoacidos [154, 159, 162].

En un principio se pensé que en humanos existian dos tnicos alelos para el

gen de la haptoglobina a, el Hp' y el Hp?, que codificarian para las cadenas al y a2
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[154, 160, 163, 164], aunque posteriormente se pudo comprobar que el Hp'! se puede

dividir a su vez en Hp'S y Hp'F.

Por tanto dentro de las cadenas al tendremos dos tipos distintos que son
alS y alF. La diferencia entre ellas, se basa tnicamente en una mutacién que
provoca el cambio de los aminoacidos en posicion 52 y 53, que para la forma alF
son acido aspartico y lisina y para la forma a1S son asparragina y acido glutamico
respectivamente.

Con respecto a la cadena 02, estaria codificada por el alelo Hp? y contiene al
menos el doble de residuos de aminoacidos que las cadenas al. Este alelo se

origina por la fusién de las dos formas anteriores durante la meiosis.

Los tres alelos Hp? Hp'S Hp'F controlan la sintesis de todas las variantes de

haptoglobinas existentes.

Figura 12: Mikkat et al. Proteomics. 2004: 4 (12). 3921-3932.
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a2

Secuencias de aminoacidos de las cadenas o de la
haptoglobina. La alS corresponde a las cadenas o de la entrada
P0O0737 de Swiss-Prot. La secuencia de aminoécidos de la haptoglobina
alF difiere solo en las posiciones 52 y 53, de la haptoglobina a1S. La a2
corresponde a las cadenas o de SwissProt con la entrada POO738. Esta
se origin6é como resultado de una duplicaciéon genética parcial como se
muestra en la figura superior.

Las propiedades tanto biofisicas como bioquimicas de esta proteina resultan
de las tres combinaciones posibles de estos alelos, que generan tres fenotipos
diferentes: Hp 1-1, 2-1 y 2-2 [157, 160, 165], cuya relacién entre estructura y funcién
también han podido ser analizadas [154, 160, 165].
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Pero en realidad los fenotipos, aunque normalmente se abrevian en los tres
grupos anteriores, pueden ser seis: 1F-1F, 1S,1S, 1F-1S, 2-1S, 2-1F, 2-2 [163, 166].
Este polimorfismo sélo estd presente en humanos aunque la haptoglobina se

encuentre en el suero de todos los mamiferos.

En cuanto a su estructura, la haptoglobina 1-1 homocigota (86 KDa),
representa una combinacion simple entre cadenas o3 0 (a18)2. La forma Hp 2-2
(>200KDa), también homocigota es algo mds heterogénea en tamafio, compuesta
por una forma trimérica de a;»p 0 (a23)3 0 un polimero ciclico. La forma Hp 2-1, que
seria heterocigota también es heterogénea pero estd compuesta de un dimero
simple (a13)2, trimérico af 0 (aff)s u otros polimeros lineales donde a representa

la mezcla entre cadenas al y a2 [154, 165] (Ver figura 13).

Figura 13: Cheng T.M. et al. Clinical Biochemistry
2007. 40(13- 14) :1045-1056

Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2

(x1B)2 (a1B)2(c2B)n (o2B)n
n=0,1,2... n=3,4,5...

Modelo esquematico de la estructura
de los distintos fenotipos de haptoglobina
humanos.
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Se ha demostrado que existen diferencias funcionales entre los distintos
tipos de haptoglobinas, de manera que el poseer uno u otro fenotipo puede darnos
ventajas o no, frente a determinados procesos del organismo, o frente a

determinadas enfermedades.

Se ha comprobado cémo la haptoglobina 1-1 tiene una mayor proteccion
antioxidante que la forma 2-2 [160] y se confirmé cuando se vio que el consumo de
vitamina C en el plasma in vitro de personas con Hp2-2 es mas rapido y su nivel de

vitamina C mas bajo que en personas con Hp1-1 [156].

Existen también diferencias geograficas en cuanto a la distribucion
fenotipica, viéndose por ejemplo una baja frecuencia alélica Hp' en el sureste
asiatico, y muy alta en Africa o en América del Sur. El alelo Hp?, en cambio se
estima que fue originario de la India hace unos 2 millones de afos, extendiéndose
posteriormente por el mundo y desplazando el monopolio del alelo Hp! [154].

La distribucion alélica de las distintas formas Hp1-1, Hp2-1 y Hp2-2 se lleva

a cabo de forma desigual alrededor del mundo.

Posteriormente mostraré los datos obtenidos en mi estudio, donde parece
ser que la poblaciéon granadina (y alrededores), muestra una distribucién muy
parecida a los que ya se tienen de poblaciones europeas incluyendo la espafiola,
aunque el nimero de muestras puede no ser demasiado alto para llegar a

conclusiones fehacientes.

Existe homologia entre la haptoglobina y las serina-proteasas, en cuanto a la
estructura primaria de la cadena . A este grupo pertenecen por ejemplo la
tripsina, quimotripsina, trombina, plasmina, elastasa y algunos factores del

complemento [167, 168].
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e PROPIEDADES

-Unién a hemoglobina (ya antes mencionada): Se produce una unién
tetramérica de una afinidad extremadamente alta y estable [169], formando un
complejo con el Fe?*. Esta hace que se reduzca la pérdida de hemoglobina y hierro
tras la destruccion de eritrocitos, previniendo un posible dafio renal por el deposito

de estas sustancias, ya que pasarian directamente al higado.

-Proteccion contra radicales libres: La hemoglobina libre promueve

la acumulacion de radicales libres como el stper 6xido (O%) y el hidroxilo (OH),
moléculas que son extremadamente reactivas y que pueden causar dafios como por
ejemplo la peroxidaciéon de los lipidos de membrana [170, 171], necrosis tubular,
aterosclerosis [172, 173], etc. Al formar complejo con la haptoglobina estos efectos
se reducen. La Hp2-2 debido a su tamarfio estd mas restringida en determinados
fluidos por lo que puede ser que de ahi venga que sea menos eficiente en su

capacidad antioxidante.

-Inhibicién de 6xido nitrico: La hemoglobina libre inhibe la

vasodilatacion dependiente del endotelio interaccionando directamente con el

6xido nitrico. Cuando se forma el complejo Hb-Hp esta reaccién no se produce

[174-176].

-Inhibicién de la sintesis de prostaglandinas: Esta tiene importantes

consecuencias bioldgicas, incluyendo la accién antinflamatoria. La capacidad del
efecto inhibitorio es menor pronunciada en las formas Hp2-2 y Hp2-1 que en la

forma Hp1-1 [177].

-Efectos bacteriostaticos: La captura del ién Fe por parte de la

haptoglobina al formar su complejo forma parte de la defensa contra la invasién de
bacterias externas ya que este i6n es imprescindible para el crecimiento bacteriano

[178].
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-Angiogénesis: La Hp ha sido identificada como unos de los factores
angiogénicos requeridos para la proliferacion y diferenciacion de células
endoteliales en la formacién de nuevos vasos sanguineos, siendo la forma Hp2-2

mas angiogénicas que los demas fenotipos [179, 180].

-Propiedades “como” anticuerpos: Pueden provocar la aglutinacion

en suero humano de determinados antigenos como el T4, siendo esta mas efectiva
por las isoformas Hp2-2 y Hp2-1 que por la Hp1-1. Pero puede que Hp no sea un
anticuerpo real, sino que produzca estos efectos mas bien por la via de estructuras

tipo lectinas [181, 182].

-Interacciéon con leucocitos: La cadena 3 de la Hp se une a las células

B mediante una glicoproteina de adhesion que es el CD22, que media en la
interaccion de estas células con eritrocitos, linfocitos T, monocitos, macréfagos,
neutrofilos y células endoteliales. En plasma humano solamente IgM y Hp pueden

unir selectivamente el CD22, teniendo los tres fenotipos igual afinidad [183-187].

e HAPTOGLOBINAY ENFERMEDAD

Los polimorfismos de la haptoglobina han tenido consecuencias clinicas
importantes para muchas enfermedades incluyendo desérdenes cardiovasculares,
autoinmunes y neurolégicos.

Por ejemplo el fenotipo Hp2-2 estd mds relacionado con enfermedades
infecciosas del tipo de la tuberculosis [188] o el HIV [189] y el riesgo de desarrollar
una enfermedad cardiovascular en un enfermo diabético es cinco veces mayor si

éste presenta el fenotipo Hp2-2 que si es Hp1-1 [190].

También se ha visto que los niveles en suero de Hp estan relacionados con la
presencia de aterosclerosis [191, 192], y aunque la forma 1-1 esté mas aumentada en
este medio, son los que poseen el fenotipo 2-2 los que tienen mayor probabilidad

de padecer enfermedades coronarias [193] o procesos graves de infartos de
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miocardio con un mayor numero de complicaciones [194] (se ha visto en
poblaciones europeas, ya que en las asidticas ocurre lo contrario, es el alelo Hp? el

que favorece este tipo de enfermedad [195]).

Hp2-2 esta sobreexpresado en pacientes con enfermedades autoinmunes, y
concretamente artritis reumatoide y en LES y por tanto a estos pacientes se les
asocia con una reactividad inmune muy alta.

Relacionado tanto con la forma Hp2-2 como la Hp2-1 podrian estar las
complicaciones severas en un infarto cardiaco [196], fallos en rifién [197, 198],
diabetes [199], etc.

Enfermedades relacionadas con el fenotipo Hp1-1 pueden ser la hepatitis C

[200], cancer de pecho [201, 202], sensibilidad del sodio [203, 204], etc.

Cabe destacar un trabajo, basado en la distribuciéon fenotipica de la
haptoglobina en personas que padecian al sindrome téxico del aceite [153], ya que
para nosotros ha resultado sumamente ttil, debido a que nos hemos basado en sus
técnicas para determinar el haplotipo de toda nuestra poblacién tanto de enfermos
como de controles de un modo mas rapido que la técnica puramente bidimensional
(donde para saber si un individuo es S ¢ F hay que hacerlo de forma individual) o

el western-blot, que s6lo nos permite distiguir entre Hp 2-2, Hp 2-1 y Hp 1-1.

Por MALDI-TOF es bastante facil distinguir entre estos tres haplotipos, ya
que simplemente por reducciéon de las muestras se rompen los enlaces disulfuro
que las mantienen unidas y generan las cadenas al y a2. Esto nos permiti6
comparar los datos que teniamos hasta el momento, obtenidos mediante geles de
dos dimensiones o western, con la nueva forma de analizarlo comprobando que

coincidian de forma exacta.

Aunque lo que realmente nos interesaba era ver cuales eran s 6 {, para poder
calcular la frecuencia alélica, y para ello la técnica era algo mas complicada.
Se basaba en que las diferencias entre ambas cadenas que solo son de 0.043

Da, el MALDI-TOF es incapaz de resolverlas. Pero como la cadena f tiene una lisina
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mas, se puede guanidar en el grupo amino, resultando con una diferencia de 42 Da
y generando la aparicién de dos sefiales diferentes y por tanto dos picos distintos

en el espectro, lo que nos ha permitido identificar todas las muestras.

Previamente, ya este grupo publicé otro articulo donde sugerian la relacion
entre los distintos fenotipos de haptoglobina y la susceptibilidad a padecer esté
sindrome, producido por la ingestion de aceite comercializado de forma ilegal tras
ser adulterado con anilina. Hicieron un analisis diferencial para ver las diferencias
de expresiéon que podrian presentar algunas proteinas y de todas ellas, donde
observaron diferencias significativas fue en la distribuciéon de las cadenas a-1s y o-
1f entre la poblacién control y la que padecia la enfermedad, sugiriendo las
personas que presentaban el alelo Hp!S tenian maés riesgo a padecer la enfermedad

que las que tenian el Hp'F , que es mas bien protector [166].

2.2.2.- BIOMARCADORES EN CELULAS.

e CALGRANULINA Ay B.

El calcio es un elemento intracelular con importantes funciones como
segundo mensajero. Cambios en la concentracién del calcio citosélico genera varias
respuestas celulares como la conduccién del impulso nervioso, la contracciéon
muscular, migraciéon y crecimiento celular, diferenciacién y activacién, cambios en
la actividad enzimaética, apoptosis y necrosis. Ademas las proteinas de unién a

calcio son clave en la transducciéon de la sefalizacion de este elemento [205].

e PROPIEDADES Y ESTRUCTURA

La CALGRANULINA A (S100A8) y la CALGRANULINA B (S100A9),
también llamadas MRP8 y MRP14 respectivamente forman parte del grupo de
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proteinas de unién a calcio de la familia S100. El grupo de genes que las codifican

se encuentran en el cromosoma 1q21.

Ambas se encuentran fundamentalmente en fagocitos y han sido estudiadas
desde los afios ochenta [206-209]. También ha sido bien descrita la sobreexpresion
de S100A8 y S100A9 en lugares de inflamacion [206, 208] y los primeros estudios
que encontraron relacion entre estas dos proteinas, su concentraciéon en suero y el
proceso inflamatorio fueron publicados hace 20 afios [210, 211]. Desde entonces se
han ido sucediendo trabajos que no hacen més que confirmar que las proteinas de
union a calcio S100 son biomarcadores inflamatorios.

Presentan un dnico patrén de expresién con prevalencia en células de origen
mieloide [205]. Muestran capacidad de unién a calcio en estados de diferenciaciéon
temprana de monocitos y neutrédfilos [212, 213] donde representan
aproximadamente el 40% del contenido proteico del citosol [214, 215], no

pudiéndose detectar en macréfagos en reposo, o en linfocitos [208, 213, 216].

Promueven la migracion de leucocitos polimorfos nucleares (PMNs), y son
muy abundantes en el entorno extracelular durante la condiciones inflamatorias
[217, 218].

También pueden sobreexpresar la integrina-f2 y la Mac-1 en PMNs
activando la unién de ambas moléculas e induciendo la adhesion de PMN al

tibrinégeno.

En ratones, al S100A8 se le denomina CP-10 y es un potente
quiminoatrayente de PMNs con una éptima actividad quimiotactica a muy bajas

concentracion del orden de 1013 M [219, 220].

La calgranulina A tiene 93 aminodacidos y su peso molecular es de 10.8 kDa.
La calgranulina B consiste en 114 aminoacidos y su peso es de 13.2 kDa [207, 208,
214]. El bajo peso molecular es también un rasgo caracteristico del grupo de

proteinas S100 [221].
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El gen que codifica para ambas proteinas se encuentra en el cromosoma
1921, y sigue el mismo patrén que todas las proteinas de la familia S100, compuesto

de 3 exones separado por 2 intrones.

Figura 14: Kerkhoff et al. Biochim Biophys
Acta 1998:(2) 200- 211 [207].

1 3 M 5 187 168 335 408 1 28 2 M4 163 L] 385 573

484 bp 150 bp

Intron 1 Iniron 2 Inkron 1 l Infron 2
22tp 26
MRP8 [Ewon1 Exon 2 Exon 3 MRP14 [Exon 1 [ Exon2 ff—_Exon3

MRP8 prolein MRP14 protein

1 50 114 AA

Estructuras exén/intrén de los genes de MRP8 y MRP9

Suelen estar localizadas principalmente en el citosol de los fagocitos pero
pueden traslocarse al citoesqueleto o a la membrana celular cuando ocurren
aumentos de la concentracion de calcio intracelular [205, 216].

Es secretada extracelularmente por neutrdfilos estimulados [222] y
monocitos [223], o bien es liberada como producto de rotura o muerte celular [201,
224, 225].

Pertenecen al grupo de proteinas moduladoras de la sefializacion del calcio

que contienen motivos EF-hand [226].

Figura 15: Kerkhoff et al. Biochim Biophys Acta 1998:(2)

200-211.
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Dominios estructurales dentro de MRP8 y MRP9
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Los fagocitos que expresan S100A8 y S100A9, pertenecen a las primeras
células que son infiltradas en las lesiones inflamatorias [206, 209], por tanto se ha
observado su expresién, en queratinocitos inflamatorios alterados, en la epidermis

y en desérdenes malignos [227, 228].

En general ambas proteinas suelen estar formando un heterodimero
(S100A8/S100A9) llamado CALPROTECTINA, pero adn asi se han podido
encontrar diferencias de expresion de ambas moléculas en reacciones inflamatorias
crénicas como la glomerulonefritis y en rechazos renales [213, 229]. El conjunto
presenta un peso molecular de 36 kDa. Algunas células epiteliales de la mucosa
expresan calprotectina en el citoplasma de forma constitutiva [227]. La forma
soluble se encuentra en el plasma en un rango de <2mg/L, en personas sanas, en la
orina, producidas por las células del rifién [230], en secreciones corporales como la

saliva, en el fluido intestinal y en las heces.

Figura 16: Roth et al. Trenes in immunology.
2003:24(4) 155- 158
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Formacién del complejo SI00A8/S100A9.
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Pueden formar incluso tetrameros (S100A8/S100A9),, en presencia de calcio
[231-233]. Aunque en definitiva ambas formaciones son muy importantes
funcionalmente en situaciones donde existe una estructura diana de unién a este

elemento [234].

Sin embargo existe cierta controversia en cuanto a las formas monoméricas,
homodiméricas y triméricas, ya que la existencia de estos complejos no esta
apoyada por los datos estructurales que se tienen hasta el momento [218, 226, 235-

237]

También juegan un importante papel en la regulacion del metabolismo del
acido araquidoénico de granulocitos y en la regulacion de la NADPH oxidasa

neutrofilica [205, 238, 239].

Ademds aumenta la actividad de unién del receptor de integrinas
CD11b/CD18 de los neutréfilos, haciendo que sea mayor la unién de estas células a

las endoteliales y proteinas de la matriz extracelular [214, 240].

La secrecion del heterodimero S100A8/S100A9 es un proceso
dependiente de energia que requiere microttbulos intactos [223].

Para ello es necesario inducir dos rutas de sefializacién independientes en
fagocitos como son la activacion de la proteina quinasa C mediante diferentes
estimulos inflamatorios, quemoquinas o productos bacterianos y el aumento de los
niveles de calcio intracelular a través de la estimulacion del endotelio por contacto

con el factor de necrosis tumoral.

Cuando los monocitos entran en contacto en el endotelio en reposo, se
inhibe la secrecion [218, 241]. Estos datos confirman que la liberaciéon del complejo
S100A8/S100A9 tiene lugar durante la interaccion entre fagocitos y el endotelio

activado.
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Figura 17: Foell and Roth. Arthritis & Rheumatism.
2004:50 (12). 3762-3771

Secrecién de SI00A8/S100A9

Datos atin no publicados, sino s6lo sugeridos, muestran que estas proteinas
ejercen actividades reguladoras en procesos de inflamacioén a través de efectos en
la supervivencia o crecimiento de células que participan en reacciones
inflamatorias y en la homeostasis de tejidos.

Tanto el colageno como la fibronectina inducen la expresiéon de calprotectina
en paralelo con la liberacion de citoquinas inflamatorias, factor de necrosis tumoral
(TNF-0), interleuquina-6 (IL-6) y la produccién de iones superdxido [242].

El complejo muestra efectos proapoptéticos en fibroblastos, miocitos, y

linfocitos in vitro, pero no en neutréfilos o monocitos [214].

También presentan propiedades antimicrobianas, generando mecanismos

de defensa frente a huéspedes [243].

Dentro del papel fisiologico de estas proteinas cabe destacar su actividad
antimicrobicida e inducciéon de apoptosis las cuales podrian revertirse por la
adiciéon de zinc. Debido al secuestro de este metal la calprotectina inhibe la
metaloproteinasas de la matriz que dependen de él, las cuales presentan un
importante papel en el desarrollo embrionario, la angiogénesis, curaciéon de

heridas, inflamacién, cancer y destruccion de tejidos. Por ello esta proteina regula
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un importante nimero de procesos en el cuerpo. También inhibe el crecimiento

microbiano debido a la competicién con el zinc. [225, 244, 245].

e CALGRANULINA Vv enfermedad:

-Artritis reumatoide:

Los fagocitos activados que expresan estas proteinas S100, estan entre las
primeras células que se infiltran en lesiones inflamatorias del sinovio [205, 206,
208].

En pacientes con artritis activa, se expresa tanto la SI00A8 como la S100A9
en macroéfagos, los cuales muestran una activacion y diferenciacién alteradas, bajo
condiciones inflamatorias. También se han encontrado altas concentraciones en el
lugar principal del cartilago donde tiene lugar la destruccién y erosion del hueso

[246].

Ademas la concentracion de estas proteinas es diez veces mayor en el fluido
sinovial que en suero, obtenidos de forma paralela de distintos pacientes [205, 241,
247].

En resumen podemos ver tres consecuencias obtenidas a partir de los datos
obtenidos in vitro de los patrones de expresion sinovial:

1.- La expresion de SI00A8/S100A9 esta asociada con inflamacién y el tejido
sinovial.

2.- S1I00A8/S100A9 se encuentran en lugares de inflamacién del endotelio
activado y por tanto facilita el reclutamiento de células inflamatorias hacia el tejido
sinovial.

3.- El incremento en suero de las concentraciones de S1I00A8/S100A9 puede
ser un importante marcador de la inflamacién local extendida a las articulaciones

afectadas.
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Ademds numerosos estudios en suero de pacientes han confirmado que
existe una excelente correlacion entre las concentraciones de calgranulina en suero

y la actividad de la artritis reumatoide [214, 247-249].

-Artritis psoriatica:

Este tipo de artritis no es tan destructiva como la artritis reumatoide,
posiblemente debido al bajo grado de infiltracién de macréfagos en el sinovio. Sin
embargo en datos recientes se ha podido ver cémo el reclutamiento de fagocitos
contribuye a la inflamacién del mismo en artritis psoriatica.

El patréon de expresion de calgranulinas en esta enfermedad es totalmente
distinto al que encontramos en artritis reumatoide, ya que ésta se ve reducida en

suero y en el sinovio de pacientes tras el tratamiento con metotrexato [247].

-Artritis juvenil idiopatica:

Se han detectado tanto S100A8 como S100A9 en suero como en fluido
sinovial de pacientes con esta enfermedad. Se ha visto ademas la correlaciéon entre
las cantidades de estas proteinas y la actividad de la enfermedad en estudios con
nifios que padecian la enfermedad [241, 250-252]. Estudios preliminares sugieren
que pacientes con artritis juvenil clinicamente inactiva pero con elevadas
cantidades de Calgranulina tienen mayor riesgo de que pasar a un estado de mayor
gravedad [251, 253].

Por lo tanto la S100A8 y la S100A9 podrian ser usadas para distinguir el
comienzo de la artritis juvenil idiopatica sistémica de otras infecciones de este tipo,
lo que representa el mas importante diagnostico diferencial.

De un modo interesante se pueden afiadir que pacientes con esta
enfermedad también presentan expresion de Calgranulina en el epitelio dérmico, lo
que indica que estas células presentan un papel activo en el inicio del desorden

autoinmune sistémico [252].
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-Dermatomiositis:

Es un proceso inflamatorio de base autoinmune caracterizado por debilidad
muscular proximal y simétrica y lesiones cutaneas caracteristicas.

Existe una clara asociaciéon entre la expresion de las calgranulinas por
macrofagos infiltrados con la posterior degeneraciéon de miofibras.

La S100A8 y S100A9 inhiben la proliferacién y diferenciacién de mioblastos
in vitro e inducen apoptosis de estas células mediante la via de activacion de la
caspasa 3, indicando que la actividad del macréfago promueve la destruccion y

dafia la regeneracion de los miocitos en el curso del proceso inflamatorio [214].

-Lupus eritematoso sistémico:

Se han encontrado elevadas concentraciones en suero de la proteina
S100A8/S100A9 y ademas las cantidades correlacionan con el indice de actividad
de la enfermedad [254] en un estudio realizado a 100 pacientes. Se ha podido
demostrar mediante analisis inmunohistoquimicos de biopsias renales que la
expresion de S100A8/S100A9 por macréfagos infiltrados en el glomérulo de

pacientes con LES, se corresponde a la severidad del proceso inflamatorio [214].

-Enfermedad inflamatoria intestinal cronica:

Se han encontrado fagocitos que expresan S100A8 y S100A9 en células
proinflamatorias localizadas en lugares donde tiene lugar una inflamacién
intestinal [255, 256]. Los niveles en suero de la calprotectina se usan para
monitorizar la inflamacion en pacientes con enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa
[256].

En los tltimos afios se ha introducido como test diagnéstico la medida de
calprotectina fecal [257-264]. Esta prueba tiene importancia debido a que ha sido
demostrado que a través de esta medida se han llegado a diagnosticar

inflamaciones intestinales locales que no han sido detectadas mediante un examen

clinico [265, 266].
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Existen potenciales aplicaciones de la medida de la calprotectina fecal como
método no invasivo por ejemplo en pediatria y el test sirve para diagnosticar la

enfermedad en ninos [267].

-Otras enfermedades autoinmunes:

También se han encontrado altas concentraciones de suero de la

calprotectina en pacientes con sindrome de Sjogren y con esclerosis sistémica.

-Cancer:

También se ha asociado la calgranulina con el céncer, viéndose altos niveles de la
proteina en carcinogénesis asociadas a inflamacion. La hip6tesis viene avalada por el hecho
de encontrar células mieloides positivas para S100A8/S100A9 dentro del estroma de
tumores malignos epiteliales, asi como en canceres de piel, colorrectales y de prostata [268-
270]. Se piensa que esta relacion puede venir dada, por la posible funcion de la

calprotectina como citoquina.
Ademas se ha encontrado una expresion aumentada de los dos genes que codifican

para ambas calgranulinas A y B en estados avanzados de cancer de piel tanto en ratones

como en humanos [271-273].

-Otras enfermadades:

Ya desde hace tiempo de detecté el complejo SI00A8/S100A9 como un
marcador de inflamacién en condiciones febriles [210], y en otro tipo de infecciones

por ejemplo en HIV [274, 275], en candidiasis oral [276] y en micobacteriosis [277].

Se han observado altas concentraciones en suero del complejo en pacientes

con fibrosis cistica [205, 211, 278, 279].

En transplante de 6rganos se ha observado que aumentan los niveles de

calprotectina en respuestas frente a infecciones bacterianas en el rifién y el corazén
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y durante el curso de rechazo agudo [280] pudiéndo ser un marcador muy sensible
de complicaciones para transplantes sobre todo en combinacién con otros
marcadores inflamatorios como la procalcitonina que es extremadamente especifica

para infecciones sistémicas bacterianas [281].

e PROTEINA DE CHOQUE
TERMICO DE 90 KDa
(HSP90).

Las proteinas de choque térmico no son mas que chaperonas moleculares
que pueden estabilizar o desestabilizar el conférmero de otra proteina, controlando
su union y liberacién, para facilitar de alguna manera un destino correcto in vivo.
Esto lo hacen por plegamiento, por uniones oligoméricas, por transporte a un
particular compartimento celular, o por eliminacién por degradacion [282, 283].
Las chaperonas no determinan la estructura terciaria de la proteina pero ayuda a

que ésta consiga la forma maés estable.

El estrés induce la sintesis de muchas chaperonas llamadas de choque
térmico o proteinas de estrés, propiamente dichas. Estas juegan ademas un papel
esencial en la etiologia de numerosas enfermedades siendo de gran interés en la
préctica clinica. Debido al ntimero de procesos en el que pueden estar asociadas, se

las clasifica segtin su peso molecular.

Las funciones caracteristicas de cada familia de chaperonas muestran que
la de 90 kDa es quizas un tanto distinta a las demds, ya que es mas “pasiva” ya que
en la mayoria de los casos previene solo la agregaciéon de conférmeros proteicos
inestables [284]. Se encuentra en bacterias y en todas las células eucariotas, aunque

parece ser que aparentemente no se han encontrado en arqueas [285].
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Ademas se sabe que constituye el 1% del total proteico de células que se
encuentran en situacion de no-estrés [286] y su funcion en estas células es el
mantenimiento de los receptores de hormonas esteroideas o el de las tirosina
quinasas de la familia Src hasta que un determinado estimulo induzca su
activacion.

Su papel biolégico es importante porque son proteinas que se han

mantenido altamente conservadas a lo largo de la evolucién [286].

e ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS
MOLECULARES

La Hsp90 tiene dos isoformas o y B las cuales son idénticas en un 76% de
su secuencia. La isoforma Hsp90-B es un tanto mas larga que la Hsp90-a, y

también son llamadas Hsp86 y Hsp84.

La isoforma [ estd mds expresada constitutivamente siendo menos
inducible y lo contrario ocurre con la forma a. Ambas forman mayormente
homodimeros, los cuales seran mayormente de la forma 3 por ser més estables por

pequeiias diferencias en la dimerizacion del C-terminal [287, 288].

La Hsp90-f fue encontrada en el citoplasma, con una larga porcion de
proteina localizada en los alrededores de la envuelta nuclear [289]. Ademas con
esta localizacion, esta isoforma puede ser fosforilada por la proteina quinasa
dependiente del ADN de doble cadena en sus residuos de treonina del N-terminal
[290].

La Hsp90-a predomina en cerebro y testiculos y la 3 estd enriquecida en

otros drganos periféricos.

Ha sido esencial el estudio de esta proteina en levaduras para analizar

tanto la relacion entre estructura y funcién de la Hsp90 por si misma [285, 291-293],
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como para caracterizar otras chaperonas que colaboran funcionalmente con ella
[294-298].

Figura 18:Pearl and Prodromou. Annu Rev Biochem
2006. 75:271-294
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Esquema de los dominios
estructurales de Hsp90 en levaduras.
El segmento entre las regiones N y M es
altamente variable tanto_en longitud como
en composicién entre las_distintas especies.

La Hsp90 es un dimero fosforilado [290, 299-301] que contiene entre 2 y 3
uniones covalentes de moléculas de fosfato por monémero [302]. La dimerizacién

es necesaria para la funcién vital de la proteina [303].

Como otras chaperonas, la Hsp90 es bastante hidrofébica e incrementa
esta hidrofobicidad después del choque térmico.

También forma complejos con numerosas fosfatasas y proteinas quinasas,
pero se ha sabido que a pesar de ello no se observan fosforilaciones en tirosinas en
nuestra proteina. Ademds también puede estar unida a otra serie de proteinas
como los receptores nucleares hormonales [304], actina [305, 306], tubulina [307-

310], factor-1 de choque térmico [311], calmodulina [312], y el proteasoma.

Se ha demostrado por varios estudios que la unién de la Hsp90 junto con
Cdc37 a las quinasas, se realiza a través del dominio catalitico de esta [313-317]. En
las chaperonas, el dominio usado para la unién incluye regiones que estan
involucradas en la dindmica de la quinasa durante la activacién y el ciclo catalitico

[318].
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Desde los primeros estudios que se realizaron de esta proteina se
demostr6 que posee un sitio de unién a ATP y que posee la habilidad de
fosforilarse por si misma [319]. La unién a ATP le ocasiona ademads un gran cambio
conformacional [320]. Cuando se purifica presenta actividad ATPasa, pero puede

llegar incluso a ser mas activa como GTPasa.

Figura 19:Pearl and Prodromou. Annu Rev
Biochem 2006. 75:271-294

ADP + Pi

Esquema del modelo actual para el fuerte
cambio conformacional que se produce al
interaccionar el ATP con la Hsp90. N es la region
amino terminal y C la carboxilo terminal.

Adenine

N-terminal C-terminal
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Aunque la estructura primaria se conoce desde hace bastantes afios, ain

quedan algunos segmentos cuyo papel funcional se desconoce.

El gen que codifica para la Hsp90-a es el 14q32.3. También se han visto
segmentos cromosémicos como el 1q21.2-q22, 4q35 y 11pl4.1-p14.2 que
probablemente contengan pseudogenes para esta isoforma [321, 322].

La forma Hsp90-B expresada constitutivamente est4 codificada por el gen

6p21, y también se han encontrado dos pseudogenes en los cromosomas 4q21-q25,

y 15pter-q21 [323, 324].

La expresion de estas proteinas esta regulada por factores de transcripciéon

especificos denominados factores de las proteinas de choque térmico.

De forma general esta expresion es baja en condiciones normales, pero se
incrementa en situaciones de estrés [325, 326]. Aunque hay estudios que han
demostrado que los niveles basales de algunas proteinas de choque térmico, van
aumentando con la edad en PBMC. Ademaés se ha comprobado que los niveles de
Hsp90 y otras proteinas de este tipo como Hsp32 o Hsp70, estan relacionados con
la presencia de citoquinas inflamatorias del tipo de IFN-y, IL-6, IL-10 y TNF-a
[327].

Desde hace afios se ha venido desarrollando numerosos inhibidores de
Hsp90 para estimular la degradacion de las quinasas (aunque no de todas), sobre
todo en el aspecto clinico. Uno de ellos es la geldanamicina, que es un antibiotico
del tipo de la ansamicina, producido por Streptomyces hygroscopicus. Este ha sido
bastante importante en enfermedades como el cancer ya que actian fuertemente
contra células cancerigenas mientras que lo hace en menor medida en tejidos sanos
[328].

e HSPOOY LUPUS
También se ha visto relacién entre las proteinas de choque térmico y el

LES [329].
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De forma general hay mas trabajos que han demostrado y establecido que
los niveles de Hsp90 estan aumentados en pacientes con LES [330-332], tanto en
PBMC como en sueros, no observandose incrementos de otras proteinas de choque

térmico.

Esto puede conllevar a que al haber una mayor nimero de Hsp90 se

pueda inducir la produccién de autoanticuerpos frente a esta proteina.

Por ejemplo, se ha podido ver la presencia de autoanticuerpos frente a
Hsp90 en sueros de una significativa proporcion de pacientes con esta enfermedad.
En concreto se han encontrado anti Hsp90 de clase IgG en un 50% [333] y en un
26% [334] de una poblacion seleccionada de pacientes mientras que del tipo IgM se
ha detectado el 35% [334]. Pero cabe decir que también se pueden observar

autoanticuerpos de este tipo en personas sanas aunque no en estas proporciones

[335].

Esta elevada cantidad fue ademds correlacionada con dafio renal y bajos
niveles de C3 [334]. Ademads se puede confirmar que la presencia de Hsp90 en
depositos renales es caracteristica de lupus ya que en las biopsias de pacientes con
glomerulonefritis pero sin LES no aparece esta proteina [329].

Y aunque es una proteina fundamentalmente citoplasmatica también se ha
podido ver expresada en superficie de PBMC en aproximadamente el 25% de

pacientes en el que se hizo el estudio teniendo en cuenta que eran pacientes activos

[336].

También se ha visto que el aumento de Hsp90 en PBMCs de pacientes con
LES va asociado al incremento de la transcripcién del gen para la forma Hsp90-f3
[337], pudiendo ésta estar inducida por las citoquinas IL-6 [338] e IL-10 [339], que
también estdn aumentadas en pacientes con esta enfermedad [340, 341], y
correlacionadas con la actividad de la enfermedad.

Estos datos también estan confirmados en la cepa de raton MRL/Ipr donde los
datos son practicamente idénticos [286].
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B) JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Estudios previos de nuestro laboratorio habian demostrado que el CD38 es
una molécula sefializadora que ademds se encuentra asociada a los rafts en lineas
celulares de linfocitos T. Por tanto, con este resultado, pensamos que esta proteina
podria ser un buen marcador de activacion en la misma poblacién celular de
pacientes con LES.

Por otro lado, pensamos que las técnicas de proteémica podian servirnos
para ampliar la bisqueda de biomarcadores, ya que en otras enfermedades habian
sido utilizadas con éxito para este mismo fin. Este abordaje tiene la ventaja de que
sin necesidad de una hipétesis previa pero con un disefio experimental riguroso, se
pueden identificar un mayor namero de biomarcadores que con otras técnicas mas

clasicas.

Los OBJETIVOS marcados en este estudio han sido:

Respecto al estudio mediante técnicas de Inmunologia Celular:

1. Determinar si existe relaciéon entre la expresion de CD38, su
distribucién en balsas lipidicas (rafts), la activacion de las
propias células y la actividad de la enfermedad en células T de
pacientes con LES.

2. Estudiar la expresion de CD38, en linfocitos T, asi como en sus
distintas subpoblaciones (CD25, CD4 y CD8), en células B y en
células NK y su correlacién con la actividad de la enfermedad.

Respecto al estudio mediante técnicas de Proteémica:

3. Hacer un analisis de expresion diferencial de proteinas
mediante su separacion en geles bidimensionales para estudiar
las posibles diferencias entre pacientes con LES y controles
sanos, tanto en muestras de plasmas como en células
mononucleares de sangre periférica.

4. Identificar las proteinas de interés en cada caso, y posibles

modificaciones post-traduccionales, mediante técnicas de
espectrometria de masas.
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C) DISCUSION

En el estudio de PBMCs de pacientes con LES respecto a PBMCs de
controles sanos, mediante técnicas de Inmunologia Celular podemos evidenciar el
incremento de la insolubilidad de CD38 en el detergente no iénico Brij98 a
temperatura fisiol6gica. Esta mayor insolubilidad se correlaciona con el incremento
de la proporcién de CD38 que esta asociado a los lipidos rafts tanto en PBMC como

en células T de pacientes LES.

(B) CD38 insoluble in Brij 98
1 . p=0.009
Figura 1: Anexo ] oo
Esther J. Pavén y cols : p=0.0206
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Consistentemente con trabajos previos [342, 343], el porcentaje de linfocitos
T CD3* que expresan a su vez CD38 es significativamente mayor en pacientes que

en controles sanos.
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Ademads, hemos encontrado un aumento significativo en el porcentaje de
CD8+*CD38*, CD4*CD38*, y CD25*CD38* en células T de pacientes con LES

comparadas también con controles sanos.

59



Figura 3: Anexo I
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Pero no solamente hemos podido ver la expresiéon aumentada de CD38 en
la superficie de linfocitos T o de sus subpoblaciones sino también en células B y
células NK, siendo éstas tltimas las tnicas donde las diferencias de expresion de

CD38 no son estadisticamente significativas, posiblemente por la mayor dispersiéon

de los datos.

Figura: Anexo II
(Nuevos datos, no publicados)
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Las células T CD8*CD38* se suelen encontrar aumentadas en infecciones
virales avanzadas [344], y el porcentaje de linfocitos CD8*CD38* es un util
marcador inmunolégico para monitorizar pacientes infectados de HIV-1 [63]. La
contribucién al incremento de células T CD8*CD38* a la patologia del LES no esta
aun muy clara [345], pero junto con el incremento de las células T CD4+*CD38" y
CD25*CD38* indican un fenotipo persistente de activacion.

En este sentido la estimulacion con PHA de células T normales, induce una
reduccion de la ratio CD4:CD8 y un incremento en la expresion en superficie de

CD38, lo cual altera el fenotipo de células T de LES ex vivo.

La funcion de CD38 en células T esta mediada por la asociacion con el complejo
del TCR/CD3 [52, 53, 87] Y la localizacién de CD38 en dominios rafts, es esencial para
la sefializacion mediada por CD38 en lineas de células T murinas transfectadas a su vez
con esta proteina,[54], o en células Jurkat, las cuales expresan CD38 de forma
constitutiva [55]. En estas lineas celulares, CD38 aparece localizado en los rafts sin
necesidad de ligacion [54, 55]. Por lo tanto, fue una relativa sorpresa que CD38 fuera
detectado exclusivamente en la fraccion soluble en células T normales de sangre

periférica.

No se conoce el mecanismo por el cual CD38 en células T se incluye o no en
los rafts, pero podria estar relacionado con las diferencias en la composicion de las
balsas lipidicas y la dindmica entre células T efectoras ya sea en reposo o activadas,
y no con los niveles de expresiéon de CD38.

Hay que tener en cuenta que marcadores tipicos de rafts como el
glicoesfiongolipido GM1 y Lck, no siempre se localizan en la membrana plamatica.
Asi en células T humanas de sangre periférica, Lck y GM1 residen en el interior de
la célula en vesiculas de reciclamiento (endosomas), mientras que en las células T

efectoras activadas, estos marcadores se localizan en la plasmatica preferentemente

[346, 347].

Estos incrementos tan drésticos de la expresiéon en superficie de GM1

pueden ser observados in vitro estimulando los linfocitos T de diversas formas:
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PHA [346], TCR-CD3 por “cross-linking” con anticuerpos anti-CD3 [348], o con anti
CD3/CD28 [346, 349].

Asimismo, datos de nuestro laboratorio indican que en lineas celulares de
células T tanto murinas como humanas que posiblemente tienen un fenotipo
efector, expresan altos niveles de GM1 en superficie, y el CD38 se detecta en

lipidos rafts [54, 55].

Nuestros datos tienen significado en este sentido, ya que los cambios en la
distribucion de CD38 en las fracciones solubles e insolubles en Brij98 cuando las
células T normales se estimulan mitogénicamente (Anexo I: Fig 4B) se
correlacionan con el incremento en la expresion en superficie de GM1 (Anexo I: Fig

5A), y la expansion de células T GM1*CD38* (Anexo I: Fig 5B).

(B) T Cells
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En resumen, las células T de pacientes con LES, tienen una proporciéon de
CD38 asociada a los rafts relativamente alta respcto a los controles sanos que
correlaciona con el incremento en la expresiéon basal de GM1 en la superficie celular
(Fig 5A). Es importante sefialar que nosotros hemos medido la expresiéon de GM1
en la superficie celular, es decir, que solo es una fraccién de la cantidad total de
GM1 que se distribuye entre la superficie y la zona intracelular. El incremento en la
expresion de total ha sido previamente publicado [6, 350]. Por lo tanto, las células T
de LES poseen niveles basales mayores de rafts que las células T normales lo cual
puede indicar un fenotipo “activado” que podria resultar de la exposicién de las
células T de pacientes con LES con una mayor proporciéon de células dendriticas
diferenciadas por el efecto de IFN-a [351]. El aumento en la expresién de los lipidos
rafts en la membrana plasmaética, podria constituir la manera por la cual las células

T efectoras mejoran su capacidad sehalizadora [346].

El estudio de la composicién proteica de los rafts en lineas celulares de
células T Jurkat ha revelado que CD38, Lck y CD3-C residen en un subconjunto de
rafts separados de LAT y otras moléculas sefializadoras [55], lo cual es compatible
con otros estudios que muestran que en células T “resting”, Lck y LAT estan
localizadas en diferentes tipos de rafts [349, 352, 353]. Se trata de una situacién
cambiante ya que después de la activacion celular, la coalescencia de los rafts
permite que Lck y LAT acaben formando parte del mismo tipo de rafts [349, 352,
353].

La segregacion de CD38 en un determinado subconjunto de rafts junto con
Lck y CD3-C explicaria a nivel molecular como se inicia la sefializacién mediada
por CD38 en este compartimiento. Recordar que en estos rafts se produce la
fosforilacion completa de CD3-C, CD3-¢, Lck y LAT, asi como la traslocacién de
moléculas sefializadoras como Sos y p-85-fosfatidilinoinositol 3-quinasa en la

sefializaciéon mediada por CD38 [55].
El ntimero relativamente bajo de células utilizadas en este estudio, nos ha

impedido analizar en detalle la composiciéon de los rafts, en los que CD38 formaba

parte, tanto en células T de pacientes con LES en reposo o activadas. Pero es
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probable que exista una expresion andmala o cambios en la localizaciéon de
moléculas sefalizadoras como CD3-{ o Lck [141, 350] que favorezcan una

sefializacion andmala.

Finalmente especulamos que el aumento en la expresiéon de CD38 en los rafts
de células T de pacientes con LES o de células T activadas podrian modular la
senalizacion de TCR bien, activando o secuestrando moléculas sefializadoras de la
cascada del TCR.

Este aspecto requerira otros estudios que podrian ayudar a buscar nuevos

mecanismos moleculares de regulacion positiva o negativa en células T.

Por otro lado, mediante el estudio por técnicas de proteémica sobre plasmas
de pacientes con LES y controles sanos, se han analizado comparativamente las
muestras mediante geles de dos dimensiones y en ellos hemos podido ver

diferencias notables en los patrones de expresién de las haptoglobinas.

Figura 1: Anexo I : Esther ] Pavén y cols: Proteomics 2006; 6: 5282-5292
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Del trabajo publicado en 2006 en la revista Proteomics, en un ntmero
relativamente bajo de pacientes y controles, se observé que la proteina HpolF esta
solo presente en uno de los pacientes estudiados, mientras que la forma Hpoa?2 se

detectaba en todos los pacientes excepto en uno.

La frecuencia alélica resultante para Hp? era de 0.733 que era
significativamente mas alta que la que encontramos en controles sanos (0.625).
Ademas el alelo Hp'F esta drasticamente disminuido en pacientes con LES (0.033)
respecto a los controles sanos (0.093). Dado que la frecuencia de Hp!S era
relativamente normal, la disminucién del alelo Hp'! se debia a una menor presencia

del alelo Hp'F.

Hp? |Hp'S |Hp'F
Controles (n=16) | 0.625 | 0.281 | 0.093
Pacientes (n=15) | 0.733 | 0.233 | 0.033

n=numero de muestras analizadas

Es interesante resaltar que en un estudio previo al nuestro sobre la
distribuciéon de haplotipos de Hp en pacientes con LES de Suecia [354], la
frecuencia del alelo Hp! en pacientes era de 0.278, siendo muy similar a la de
nuestro estudio inicial (0.266). Sin embargo, en el estudio sueco no hacen distincién
entre Hp 2-1S y Hp 2-1F ya que solo estudiaron en los tres fenotipos principales
(Hp 2-2, Hp 2-1 y Hp 1-1). Ademas la frecuencia alélica de Hp' de la poblacién
europea control era de 0.4 [154], incluyendo la poblacién espafiola [355], siendo

muy similar a la estudiada por nosotros (0.374).

Ahora con los nuevos datos que tenemos (no publicados), como
consecuencia de analizar un mayor nimero de muestras, podemos decir que los
resultados varian considerablemente siendo la frecuencia alélica de la forma Hp'F

practicamente el doble que la de los controles.
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Se puede apreciar como practicamente se iguala la frecuencia alélica de Hp?,
no se ve afectada practicamente la de Hp'S, pero en el caso de Hp' es en los

pacientes donde hemos observado un mayor aumento.

Los resultados de las frecuencias alélicas son los siguientes:

Hp? |Hp'S | Hp'F
Controles (n=73) | 0.664 | 0.260 | 0.075
Pacientes (n=68) |0.642 | 0.209 | 0.149

n=numero de muestras analizadas

La distribuciéon fenotipica de la haptoglobina en el estudio de nuestras
muestras tanto de pacientes con LES como de controles sanos, expresada en

porcentajes es de: (Nuevos datos no publicados)

Hp2-2

Hp2-1

Hp1-1

Controles (n=73)

43.25%

45.95%

10.81%

39.13%

47.83%

13.04%

Pacientes (n=68)

n=numero de muestras analizadas

que corresponden a una frecuencia alélica de:

Hp?

Hp!

Controles (n=73)

66.22%

33.78%

Pacientes (n=68)

63.04%

39.95%

Podemos decir que en nuestra poblacién control el alelo Hpl se encuentra
algo reducido si lo comparamos con los porcentajes de otras poblaciones europeas,
donde este valor suele rondar el 40% [154]. Resulta paradéjico, que al hacer el
estudio con un mayor nimero de muestras, nuestra poblacién control se desvie de
los datos obtenidos con el grupo inicial que coincidian con el resto de estudios en la

poblacién europea, aunque por supuesto esto puede ser debido a que necesitemos
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analizar un mayor ntimero de controles para un analisis estadistico mas fiable.
Teniendo en cuenta que el haplotipo HplF es minoritario (~10%) respecto a los
otros, consideramos que serian necesarios un namero minimo de 200 pacientes y

200 controles para analizarlos estadisticamente.

También nos llama la atencion que el fenotipo Hp2-2, no es mas alto en los
pacientes con LES respecto a controles sanos, contrariamente a lo que se habia visto
en otros estudios [354], y en nuestra propia publicacion (Ver anexo I, Esther ] Pavény
cols: Proteomics 2006; 6: $282-5292) lo cual nos lleva a pensar que no es un fenotipo
asociado con la enfermedad, sino que mas bien dentro del grupo de pacientes,
aquellas personas que sean Hp2-2 podrian verse afectadas de mayor manera frente
a determinadas manifestaciones clinicas como pueden ser los desérdenes

cardiovasculares graves, vasculitis sistémica o hipergammaglobulinemia.

Ademds podemos completar nuestro estudio, afiadiendo los porcentajes de

nuestra poblacion en la distribucién fenotipica segtin sean S o F.

Controles (n=73) | Pacientes (n=68)
Hp2-2 43.84% 40.30%
Hp2-1S 36.99% 29.85%
Hp2-1F 8.22% 17.91%
Hp1S-1S 5.48% 2.98%
Hp1F-1F 1.37% 2.98%
Hp1S-1F 4.11% 5.97%

De esta forma puede observarse como la forma F de la haptoglobina es mas
abundante en los tres fenotipos de los que forma parte (Hp2-1F, Hp1F-1F y Hp1S-
1F), en la poblacién paciente que en la control. De nuevo en la forma Hp2-2 no
observamos grandes diferencias respecto a los controles que nos puedan llevar a
pensar que este fenotipo pueda estar involucrado en una mayor susceptibilidad a

padecer la enfermedad.
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La haptoglobina se une al receptor CD22 en células B humanas [356], el cual
estd implicado en activacion y supervivencia. Aunque la afinidad de la unién es la
misma para los tres fenotipos, el nimero de sitios libres parece ser mayor en
individuos Hp2-2.

El aumento de células B que expresan CD22 promueve la presencia de
células B autorreactivas en células maduras [357].

Ademas CD22 murino, esta localizado dentro del locus de susceptibilidad
sle3 [358] y un polimorfismo de CD22 se ha asociado con LES en un estudio de
pacientes japoneses [359].

Es probable que la interaccion Hp/CD22 pueda modular la funcién de las
células B. Asi la haptoglobina soluble podria inhibir la interaccion de células B
CD22* con células endoteliales activadas, las cuales al ser tratadas con citoquinas
proinflamatorias tales como el TNF-o, manifiesta un aumento en la expresion de

ligandos de supertficie de CD22 [185].

Por altimo, no hay cambios dramaticos en los niveles de Hp en plasma en
los pacientes estudiados (Fig 6), aunque los pacientes con actividad alta (medida
por el SLEDAI) muestren niveles de Hp significativamente mayores que aquellos

con actividad baja o nula.

Figura: Anexo II P =0.0005
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A pesar de que habria que incluir un ndmero mayor de muestras, el
incremento de los niveles de Hp podria correlacionar con el incremento en la
actividad de la enfermedad, que seria ademas cuando se liberan mas citoquinas

pro-inflamatorias y podria ocurrir la respuesta de la fase aguda.

Recientemente hemos realizado un estudio de la presencia de citoquinas en
plasmas de muestras tanto de controles sanos como de pacientes con LES. Los
resultados se muestran en la tabla inferior, donde puede apreciarse cémo
practicamente todos los pacientes tienen niveles altos de citoquinas en plasma
respecto a los controles, donde s6lo una de las muestras presenta un nivel elevado
de citoquinas respecto al resto.

Entre los pacientes, las que se expresan en mayor medida son la IL-6, IL-10,

e IL-13.

IL-1b | IL-2 | IL-4 | IL-5 | IL-6 |IL-10| IL-12 | IL-13 |IFN-y TNF-a

P72 [*0.09 OOR< [*0.42 |OOR< |OOR< 3.17/00R< |OOR < OOR < 1.52
P67.2 4.53 21.7 713 2417 95.56| 59.71 13.63 2404 19.75 16.6
P59.2 0.77 6.89 1.54/00R < 9.53| 11.58 2.07 5.4 0.81 3.92
P34.4 1.07|00R < 1.92(00R < |OOR < 12.37 2.78 4.84 1.37 4.61

P73 2.63| 18.27 5.69 511 36.79] 39.92 7.31 18.44 9.99 9.3

P74 1.76/ 10.79 3.86/00R < 15.95| 27.42 5.06 12.06 6.32 7.28
P66.2 0.09 OOR< [*0.26 |OOR< |OOR < 3.42|00R < 0.87|00R < 1.24

P75 10.06|/O0R < 0.68| 215.13| 228.26| 57.64] 134.12 94 2.27| 13.74

C76 [0oOR< |0OR< |0OR< |0OR< |0OR< [f0.61 [0OR< |OOR< OOR< |OOR <

C77 loorR< |0OR< |0OR< [0DOR< |0OOR< |0OR< [0OR<  |OOR < OOR< |OOR <
C78 [*0.54 *0.04 0.98/00R < |OOR < 5.57 1.84 5.82/00R < 3.31
C81 |[oorR< |0OR< |0OR< |0OR< |0OR< |0OR< |0OR< |0OR<  |0OR< [¥0.41

C82 [0orR< |0OR< |0OR< |0OR< |0OR< |0OR< |0OR< |OOR<  |OOR< |OOR <
C84 [0.35 OOR < 0.65/00R < |OOR < 5.96|00R < 3.05 9.19 1.37
C88 211 17.15 4.63 6.68] 25.81| 36.01 7.59 18.15 9.89 8.48

C89 [oOrR< |0OR< |0OR< |[0OR< |0OR< |0OR< |0OR<  |OOR< OOR< [*0.38

El polimorfismo de la haptoglobina esta relacionado con la prevalencia y el

resultado de varias condiciones patoldgicas, como la alteraciéon en el metabolismo
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del hierro, tal como la hemocromatosis, infecciones y enfermedad vascular

ateroscleroética.

La hemoglobina libre promueve la acumulacién del radical hidroxilo y
especies reactivas del oxigeno (radicales libres), porque el hierro puede generar
radicales hidroxilo reactivos en presencia de H>O: [359]. No obstante, tanto la
capacidad de unién a hemoglobina como la capacidad antioxidante son mayores
para la forma Hpal que para la Hpa?2 [154, 185].

La menor capacidad de unién a hemoglobina en individuos con fenotipo Hp
2-2, puede resultar en un mayor dafio renal y mayores niveles de hierro en suero, al

menos en hombres [360].

El aumento de la capacidad antioxidante de Hp! estd pensado para conferir
proteccion frente a angiopatias. Asi, siguiendo con los infartos de miocardio, la
severidad del dafio miocardial es también mayor en pacientes con fenotipo Hp2-2
que en aquellos Hp2-1 6 Hp2-1 [194], lo que sugiere que este fenotipo protege
menos contra el estrés oxidativo en vasos y arterias. En este sentido el fenotipo
Hp2-2 es también un factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares en
enfermos de diabetes [190]. Esto es probable debido al incremento en la generacion
de la actividad redox del hierro inducida preferencialmente por complejos Hp 2-2-

Hb [361].

En ratones sin Hp, se acumula la hemoglobina libre en el rifién
predominantemente, en lugar del higado y el bazo como en ratones silvestres
(wild-type) [362]. Ademas cuando en ratones sin Hp se induce una hemolisis
severa por fenilhidracina, se produce mayor mortalidad y dafio en tejidos que en

ratones normales [363].
Las enfermedades cardiovasculares son una complicaciéon importante en

pacientes con LES, y el aumento del riesgo a padecerlas no se explica por los

factores de riesgo ateroscleréticos tradicionales [364].
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Ademas, algunos estudios indican que la aterosclerosis es un proceso
inflamatorio mediado por el sistema inmune [365], y que esta dislipoproteinemia
estd caracterizada por altos niveles en suero de triglicéridos y bajos niveles de

lipoproteinas de alta densidad, lo cual correlaciona con el incremento de la

actividad de la enfermedad en LES [364].

Los conocimientos de los fenotipos de haptoglobinas, tanto como su huella
peptidica por geles bidimensionales y espectrometria de masas en pacientes con
LES, pueden ayudar a predecir o prevenir desordenes cardiovasculares y

determinar un pronostico mds preciso y un mejor tratamiento.
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CONCLUSTIONES






D) CONCLUSIONES

1. Existe un incremento de CD38 insoluble en detergentes no
idnicos a temperatura fisiolégica en linfocitos T de pacientes
con LES respecto a controles sanos, que correlacionan con el
aumento de la proporcién de CD38 asociado a los rafts. Este
incremento en la cantidad relativa de CD38 asociado a las
balsas lipidicas se observa tanto en PBMCs como en células
T de pacientes con LES. Ademas hemos encontrado
aumentos significativos en cuanto a la proporcion de
linfocitos T CD8*CD38*, CD4*CD8* y CD25*CD38*, asi como
también en lifocitos B y NK, aunque en esta ultima
poblacién los resultados no son significativos.

2. La estimulacién mitogénica de linfocitos T normales induce
la expresion de CD38 y su traslocacion a los rafts.
Posiblemente esto sea como consecuencia del aumento en la
proporcion de la membrana plasmatica que adopta una
estructura de balsa lipidica (GM17) y la expansion selectiva
de linfocitos T que expresan simultaneamente CD38 y GM1.

3. Los linfocitos de pacientes con LES tienen un fenotipo
simular al de los linfocitos T activados (CD38T, su
traslocacion a las balsas lipidicas, GM1T, CD4:CD8! )

4. Hemos encontrado los seis fenotipos posibles de la
haptoglobina aunque con distintas frecuencias entre
controles sanos y pacientes con LES,
caracterizando todos los spots correspondientes a cada una
de las modificaciones postraduccionales de las especies
alpha de la haptoglobina (a2, alS, olF), a través de sus
péptidos caracteristicos, mediante técnicas de MALDI-TOF y
nESI-ITMS/MS. Ademas los resultados encontrados en
cuanto a frecuencia alélica correlacionan con los ya
conocidos en otros estudios de poblaciones europeas
incluyendo la espaifiola.
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5.

La concentracion de haptoglobina en plasma es
significativamente mas alta en pacientes con LES con alto
nivel de SLEDAI (127.5 mg/dL), que la de los pacientes con
un nivel de SLEDAI mas bajo 6 que no presentan actividad
(69 mg/dL), o que la de los controles sanos.

Hemos identificado hasta 107 proteinas diferentes en geles
de células mononucleares de sangre periférica tanto de
pacientes con LES como de controles, implicadas en
sefializacion, comunicacion celular, metabolismo,
crecimiento y mantenimiento celular, respuesta inmune, y
regulacion de acidos nucleicos, ubicadas en cualquier
organulo celular.

Mediante andlisis diferencial por geles bidimensionales y
western blot, hemos encontrado incrementos en la proteinas
calgranulina A y calgranulina B, en pacientes con LES
respecto a controles, mientras que no hemos observado
cambios en las proteinas de choque térmico HSP90-a y
HSP90-B. Ademas hemos podido ver que la albiimina se
encuentra drasticamente disminuida en el grupo de
pacientes respecto a los controles.

Hemos encontrados dos modificaciones post-traduccionales
en la calgranulina B, como son la fosforilacion en la treonina
que posee en el carboxilo terminal, como la pérdida de los
cuatro primeros aminoacidos de su secuencia, lo que hace
que se genere una proteina truncada con un peso molecular
inferior.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo hemos encontrado algunas proteinas que pueden ayudar al
diagnodstico del LES. Decir que quizds nuestro nimero de pacientes no sea el
suficiente para pensar en llevar los resultados directamente a la clinica, con lo que
estamos de acuerdo en que un nimero mayor puede ser de gran ayuda. En
concreto es interesante continuar el estudio de CD38, ya que nosotros mismos
hemos podido comprobar que a medida que crecia nuestro ntiimero de pacientes,

también lo hacia la significacion de CD38.

En cuanto al proteoma de los pacientes y controles, en esta tesis solo hemos
iniciado el andlisis, ya que en lo relativo a los PBMCs de sangre periférica, queda
ain mucho por hacer, puesto que el nimero de proteinas que aparecen es tan
enorme que un estudio exhaustivo de cada una de ellas conllevaria un largo

tiempo.
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Abstract

In this study we have determined whether there is a relationship between CD38 expression on T cells, its distribution in different membrane
microdomains, and T cell activation in SLE patients. The data show that CD38 expression is augmented in ex {@320Q3CD8", and
CD25" SLE T cells, which correlates with its increased insolubility in Brij 98 detergent, and its translocation into lipid rafts. Moreover, SLE
T cells show an altered CD4:CD8 ratio, which is due to a decreased proportion 6fTC&ls and a concomitant increase in the proportion
of CD8" T cells. These data are consistent with the increased CD38 expression and lipid raft formation, and the significant reduction in
the CD4:CD8 ratio observed in mitogen-stimulated normal T cells as compared with that:ir untouched normal T cells. Increased
expression of CD38 in floating rafts from SLE T cells, or from activated normal T cells may modulate TCR signaling by providing or
sequestering signaling molecules to the engaged TCR.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: CD38; TCR; Signaling; Lipid rafts; T cells; Lupus; Autoimmunity

1. Introduction region are a number of interesting candidate genes including
CD38 and CD157, which are both ectoenzymes members of
SLE is a multisystemic autoimmune disease characterizedthe ADP-ribosyl cyclase family that are directly involved with
by the production of high levels of autoantibodies against T and B lymphocyte activity@eaglio et al., 2001; Ortolan
nuclear antigens resulting, at least in part, from a dysreg- et al., 2002. There is an association between a polymor-
ulated T lymphocyte response to autoantigelfenéway et  phism located at position 182 of intron 1 of the CD38 gene,
al., 2001; Kammer et al., 2002; Kong et al., 2Dp08ithough and the development of discoid rash in Spanish SLE patients
SLE etiopathology is poorly understood, there is likely arole (Gonzalez-Escribano et al., 2004
for environmental triggers, for instance viruses, acting inthe  Previous studies have defined B cell subsets from inflamed
context of susceptibility geneR6zzo et al., 2001; Wakeland  secondary lymphoid tissue, such as tonsil, or the periphery of
et al., 200]. In both, European-American, and Iceland pop- active-SLE patients that are defined by very high expression
ulations it has been identified a SLE susceptibility locus on of CD38 and the presence of intracellular immunoglobulin
human region 4p15Gray-McGuire et al., 2000; Lindgvist  (Grammer and Lipsky, 20030n the other hand, increased
and Alarcon-Riquelme, 1999Located within human 4p15 expression of CD38 on T cells has been found in SLE pa-
tients @lcocer-Varela et al., 1991; al-Janadi and Raziuddin,

* Corresponding author. Tel.: +34 958 181664; fax: +34 958 181632, +993; Erkeller-Yuksel et al., 1997In certain tumor types,
E-mail address: granada@ipb.csic.es (J. Sancho). up-regulation of CD38 in tumor-associated non-neoplastic T

0161-5890/$ — see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molimm.2005.05.002
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cells could be useful as a marker of persistent T cell activation Table 1

as well as a surrogate marker of disease progreskiaret Clinical and demographic characteristics of the study subjects

al., 2004. Likewise, up-regulation of CD38 on CDJ cells SLE (v=51) Healthy controlsi(= 36)

could be a marker of ongoing viral replication during acute women 45 (88%) 21 (58%)

or chronic viral infectionsBelles-Isles et al., 1998; Carbone  Age (y) 38.1(20-77) 38.1 (20-77)

etal., 2000; Lynne et al., 1998; Ramzaoui et al., 995 g?”cas"';” _ 5411(1;)0;/0) ?\?A(NO%)
Plasma membranes of many cell types, including T & 505 uration (y) 335 ((0__205)) NA

c_eIIs, cqntain _speci_al_ized microdomains, or lipid ra]_‘ts, en- g Epal=0 29 (43.1%) NA

riched in sphingolipids, cholesterol, sphingomyelin and sLEDAI=1-4 14 (27.4%) NA

glycosylphophatidylinositol-anchored proteins. These mem- SLEDAI>4 15 (29.4%) NA

brane domains are characterized by detergent-insolubility
at low temperatures and low buoyant densirdwn and between December 2002 and May 2004. Thirty-six healthy,
London, 2000; Simons and Toomre, 2000ipid rafts play age-matched healthy volunteers served as controls. Disease
a central role in signal-transduction, in the immune responseactivity was scored and the SLE Disease Activity Index
and in many pathological situations on the basis of two impor- (SLEDAI) was calculated Bombardier et al., 1992 Our
tant raft properties, their capacity to incorporate or exclude study included 22 inactive SLE patients, 29 active patients
proteins selectively, and their ability to coalesce into larger with SLEDAI ranging from one to 20, and 36 healthy control
domains Manes et al., 2003; Simons and Ehehalt, 2002 volunteers Table J). All of them were Caucasians. Patients
The densely packed, liquid-ordered environment of rafts ex- who were being treated with prednisone were asked not to
cludes most integral membrane proteins. However, we havetake this medication 24 h before blood was drawn. For each
demonstrated that in T cells CD38 is constitutively associ- patient, data were recorded on age, duration of the disease de-
ated with lipid rafts resistant to solubilization in 1% NP-40 at fined as the period from the disease onset (time when patients
4°C (Zubiaur et al., 2008 or in 1% Brij 98 at 37C (Munoz fulfilled the ACR criteria) to the time of the study, current
etal., 2003. Furthermore, CD38 in rafts is able to initiate and and cumulative gluco-corticoid doses by review of patient
propagate several activating signaling pathways, possibly byrecords. Complete blood cell count, serum complement and
facilitating critical associations within other raft subsets, per serum anti-nuclear and anti-DNA antibodies were measured
example LAT rafts, via its capacity to interact with Lck and in all patients. Because the paucity of cell numbers obtained
CD3< (Munoz et al., 2008 from the disease group, many of whom were leukopenic,
Changes inthe properties or composition of lipid rafts may different sets of experiments were performed with different
lead to inappropriate T lymphocyte signaling and ultimately patient groups but care was taken to include patients of
to the development of pathological conditions, including au- SLEDAI score ranging from low (0—4 range) to high (5-20) in
toimmunity Gringhuis et al., 2000; Salojin et al., 199&n each group. Within each group, patient samples were matched
thissense, in SLE T cellsthere are qualitative alterations in thewith normal samples of similar ages and gender. The study
protein composition of lipid rafts, alterations in actin dynam- protocol was approved by the Hospitaliito San Cecilio,
ics, and increased calcium respong&sshnan et al., 2004 and CSIC Review Board and Ethics Committees. Written
Moreover, reduced expression of Lck in SLE T celsirfy informed consent was obtained from all participating patients
et al., 2003 is associated with increased expression of GM1 and volunteers according to the Declaration of Helsinki.
and increased localization of CD45, a molecule important in

regulating Lck activity Jury et al., 2001 2.2. T lymphocyte isolation
In this study we found that CD38 expression is augmented
in CD3" T cells from patients with SLE, which correlates PBMC were obtained by density gradient centrifugation

with its increased translocation into lipid rafts. These data over HISTOPAQUE-1077 (Sigma-Aldrich Qimica, S.A.,

are consistent with increased lipid raft formation in activated Spain). T cells were isolated from PBMC by magnetic sep-

normal T cells, and the evidence that SLE T cells display aration after depletion of non-T cells by negative selection

activation phenotypes. with the Pan T Cell Isolation Kit Il (Miltenyi Biotec, GmbH,
Germany) following the manufacturer’s instructions. In all
the cases, the percentage of T cells in the isolated subpop-

2. Material and methods ulation was >98% as determined by anti-CB®&AD stain-
ing and fluorescence-activated cell sorter (FACS) analysis. T
2.1. Patients and healthy controls cells were stimulated with @g/ml PHA-L and and 50 U/ml

IL-2 (Sigma-Aldrich, Qumica, S.A.) for 3 days.
Fifty-one consecutive outpatients fulfilling the revised
American College of Rheumatology (ACR) criteria for the 2.3. Antibodies and reagents
diagnosis of SLETan et al., 198 and routinely followed in
the Systemic Autoimmune Diseases Unit (Hospitdh{€b Anti-human CD3e mAb OKT3 (Ig&y), or the CD38
San Cecilio, Granada, Spain) could participate in this study mAbs HB136 (IgG) and OKT10 (IgG) were prepared, pu-
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rified, and labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC) al.,2003; Zubiaur etal., 20Q0%ith minor modifications. Two

as previously described(biaur et al., 1999 Affinity pu- pools of the sucrose gradient fractions were then collected.
rified anti-human CD4-PE and CD8-FITC antibodies, the First, the low-density fractions corresponding to the 5/30%
CTB-FITC conjugate and the affinity purified mouse mAb to interface (fractions 2 and 3, along fraction 4) and referred to
a-Actin (clone AC40) were obtained from Sigma-Aldrich. asFloating Rafts (R). Second, the high-density soluble ma-
Affinity purified anti-human mAb CD19-PE (lgf), anti- terial corresponding to fractions 7 and 8 of the gradient and
human mAb CD38- PE (Ig&), and mouse immunoglob- referred to asSoluble (S). The two pools were diluted with
ulin isotype controls were purchased from BD Biosciences 3x non-reducing Laemmli sample buffer and resolved on
(San Jose, CA). Affinity purified mAb anti-human CD56-PE  12.5% SDS-PAGE, transferred to PVDF and immunoblot-
(lgG1) was purchased from Miltenyi Biotec, GmbH (Ger- ted with specific antibodies, followed by the ECL system,
many). Affinity purified, FITC-conjugated, F(9b fraction as previously describe@(biaur et al., 1999 Except where

of rabbit antibody to mouse immunoglobulins was purchased otherwise noted, 2i{| of each sample was loaded onto gels.
from DAKO (Glostrup, Denmark). The affinity-purified rab-

bit polyclonal antibody anti-Fyn was purchased from Santa 2.7. Densitometric and statistical analysis

Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). An affinity purified

rabbit antibody to CD3 was purchased from Dako (Den- Densitometric analysis was performed on a PC using the
mark). Polyclonal antibody anti-LAT was from UBI Upstate Quantity One 1-D Analysis Software Version 4.4 (Bio-Rad
Biotechnology (Upstate, NY). Anti-CD3g-antiserum 448 Laboratories, Inc., USA). To compare sample groups statis-
was a gift from Dr. B. Alarén (Centro de Biolo Molecular, tical analysis were performed using the Studentisst, the
CSIC, Madrid, Spain). Affinity purified goat anti-rabbit IgG  Mann—-Whitney U test, or the Fisher’s exact test when appro-
(Fc) HRP Conjugate, and goat anti-mouse I1gG (H + L) HRP priate. P values less than 0.05 were considered significant.
Conjugate were from Promega (Madison, WI). Prestained The tests were performed using the GraphPad Prism software
SDS-PAGE Standards (broad and precision range), and Im-version 4.02 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA).
munoStart reagents were from Bio-Rad (Hercules, CA).

2.4. FACS analysis 3. Results

PBMC or purified T cells were analyzed for surface ex- 3 ; 4 significant percentage of CD38 is insoluble in
pl’eSSion of CD3, CD4, CD8, CD38,CD19 and CD56 by sin- BVl] 98 at 37°C in PBMCfrom SLEpanents

gle or double-staining using FITC-, or PE-labeled anti-CD3,
anti-CD38, anti-CD19, and anti-CD56 mAbs in the relevant  Thg non-jonic detergent Brij 98 has been successfully used
combinations. Compensation settings were adjusted usingy, sejective isolate, at physiological temperatures, detergent-
single stained PBMC, or T cell samples. Isotype-matching 1a- jns|uble microdomains with the biochemical characteristics
beled antibodies were used to calculate the non-specific stainy rafts (Drevot et al., 2002; Munoz et al., 2003; Schuck et
ing. PBMC and lymphocytes were gated according with 'EhEif al., 2003. Therefore, we first investigated in PBMC whether
forward and scatter characteristiééynoz etal., 2003; Zubi-  cp3gwas associated with the membrane raftvesicles that are
auretal., 199§ Two colorimmunofluorescence analysiswas  recovered as detergent-insoluble complexes upon cell lysis in
performed on a FAFZScan flow cytometer (BD B_|osc_|ences, Brij 98 detergent at 37C and centrifugation at 13,000g
San Jose, CA), using the CellQuest Pro (BD Biosciences), tor 15 min at #C. After this treatment, cytosolic and fully
and FlowJo (Tree Star, Inc. San Carlos, CA) software. solubilized membrane proteins were found in the supernatant
(referred to as SN), whereas lipid rafts and associated pro-
teins, as well as cytoskeletal components remained in the
Cells (1-5x 10F) were lysed in 1% Brij 98 at 37C as pellet (_referred toas PMuno_z etal., 2008 The_ presence of
described previousliy\unoz et al., 2008 Lysates were cen- CD3.8 in the P and SN fractions was determined by Western
trifuged at 13,000 rpm for 15min at°€, and supernatant  Plotting. Equal number of cell equivalents (03.0°) were
(SN) and pellet (P) were diluted in@non-reducing Laemmii loaded in patlepts and cont(ol samples, and the proportion of
sample buffer. Both fractions were resolved on a 12.5% SDS- CD38 present in the P fraction relative to the total amount of

PAGE, transferred to PVDF and immunoblotted with specific ©P38, (SN +P) was calculated. CD38 was present in the P
antibodies, followed by the ECL system, as previously de- fraction from either the SLE patients and the healthy controls

2.5. Detergent solubilization of cells at 37°C

scribed unoz et al., 2003: Zubiaur et al., 2002 (Fig. 1A, lanes 2 and 4), although its proportion, relative to the
total amount of CD38 was significantly higher in SLE than

2.6. Fractionation of floating rafts by sucrose gradient in controls ¢=0.0090,Fig. 1B). In contrast, similar pro-

ultracentrifugation portions of Fyn, or actin relative to controls were detected

when the same membranes were re-blotted with anti-Fyn,
Detergent-insoluble and -soluble fractions were separatedor anti-w-actin antibodies, respectivelFig. 1A). Both SLE
in a discontinuous sucrose gradient as describah6z et patients with high or low SLEDAI scores displayed a sta-
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Fig. 1. Asignificant proportion of CD38 is insoluble in 1% Brij 98 in PBMC
from SLE patients. (A) PBMC from SLE patients, or healthy controls were
lysed in 1% Brij 98 at 37C as described in Sectid) and the detergent-
insoluble fraction was separated from the soluble fraction by centrifugation
at 13,000x g. Supernatant (SN) and pellet (P) were diluted in8DS non-
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rafts float in a sucrose density gradient, while cytoskeleton-
associated proteins remain at the bottom of the ultracentrifuge
tube Brown and Rose, 1992; London and Brown, 2000;
Simons and lkonen, 1937Therefore, if CD38 is associated
with Brij 98-insoluble lipid rafts, this CD38 should also float

in a sucrose density gradierDrevot et al., 2002; Munoz

et al., 2003. To address this issue, rafts and non-raft frac-
tions were isolated by sucrose gradient ultracentrifugation
upon lysis of PBMC in Brij 98 at 37C (see SectioR, and
(Munoz et al., 2008. In floating rafts (referred to as R),
five out of nine lupus patients studied showed percentages
of CD38 above the upper 99% confidence interval (upper
Cl1=9.9%) of the mean values for six normal individuals
(Fig. 2A, left panel 1 and 3). Application of the Fisher’s ex-
act test revealed a statistically significant differerféig(2A,

right panel, 13.7+ 4.6% in SLE,n =9 versus 3.6 1.6% in
controls,n =6, P =0.0440). In contrast, five out of nine pa-
tients studied showed percentages of Cdflow the lower
95% confidence interval (lower Cl =4.2%) of the mean val-
ues for six normal healthy controlBi). 2A, left panel, lanes

1 and 3), although these differences were not statistically
significant Eig. 2B, left panel, 7.0+ 2.6% in SLEn =9 ver-

sus 12. 4 3.0% in controlsp =6, P =0.2867, Fisher's exact
test). Likewise, LAT that is constitutively associated with
lipid rafts (Zhang et al., 1998 was always detected in float-
ing rafts from both SLE patients and controld. 2A, left
panel, lanes 1 and 3), and the minor differences observed be-
tween them were not statistically significaiid. 2B, right
panel, 20.7+5.9% in SLE» =9 versus 26.%4.1% in con-
trols, n=6). Therefore, these results demonstrate that SLE
PBMC express an increased proportion of CD38 associated

reducing sample buffer and proteins were separated by 12% SDS-PAGE,jjth floating lipid rafts, while similar proportions of CD3-

transferred, and immunoblotted for the indicated proteins on the right of

each panel. (B) bands intensities were quantified by densitometry, and the
densitometric units on CD38 in pellet were presented as percentage of the

and LAT were present compared with that in PBMC from
healthy controls.

sum of the densitometric units of supernatant + pellet. Values are the mean

and S.E.M. The mean percentage of CD38 insoluble in Brij 98 was signifi-

3.3. Increased CD38 expression in SLE T cells and T

cantly increased in 29 SLE patients (black histograms) compared with nine ¢¢J] subsets
healthy controls (open histograms). Likewise, SLE patients segregated ac-

cording their SLEDAI scores as low (0-3) (horizontal stripped histograms,
n=18), or high (4-10) (vertical stripped histograms, 11), showed signif-
icantly increased percentages of CD38 insoluble in Brij 98 compared with
controls (two-tailed unpairedtest).

tistically significant higher proportion of CD38 in the Brij
98-insoluble fraction as compared with that in healthy con-
trols (P=0.0173 and 0.0206, respectivehig. 1B). These

results strongly suggested that in SLE PBMC a large frac-

Highly purified untouched T cells were obtained from
PBMC by depletion of non-T cells by magnetic separation
(see Sectio@). T lymphocytes from eight patients with SLE
and seven healthy controls were analyzed for expression of
CD38in CD3, CD4", CD8", and CD25 cells. The propor-
tion of CD38" cells in the whole T cell population (CDR
as well as in the three T cell subsets studied (C02D8",
and CD238), was significantly increased in SLE patients as

tion of CD38 was associated with the membrane raft vesicles compared with that in healthy controlBig. 3). These in-

recovered as Brij 98-insoluble complexes.

3.2. Increased association of CD38 with floating rafts in
PBMC from SLE patients

Insolubility of a membrane protein in a detergent as Brij

creases seemed to be specific for T cells since neither the B
or the NK cell compartments showed significant differences
in CD38 expression between SLE patients and healthy con-
trols when evaluated in PBMC by dual staining for CD38
and CD19 (B cells), or CD38 and CD56 (NK cells) (data
not shown). No significant differences were observed in

98 can be due to its association with detergent-resistant lipidthe proportion of CD3, CD19, or CD56 subsets within the

rafts and/or its anchoring to cytoskeletal elemeMarioz et
al., 2003. Proteins associated with detergent-insoluble lipid

PBMC population (data not shown). These results support
the observation that the altered distribution and expression
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Fig. 2. Increased association of CD38 with floating rafts in PBMC from SLE patientd.effpanel, floating rafts (R) and soluble (S) fractions from one SLE
(lanes 1 and 2) and one healthy control (lanes 3 and 4) PBMC were isolated as described inSé&ttteins were separated on SDS-PAGE, transferred

to PVDF membranes, and immunoblotted with anti-CD38, anti-LAT, or anti-C@&tibodiesRight panel, graph displaying cumulative results for CD38
expression in PBMC floating rafts from nine SLE patients (closed histograms), and five healthy controls (open histograms). Densitometric daia on CD38
floating rafts (R) are presented as percentage of the sum of all sucrose gradient fr&tiOr3440, Fisher's exact text). (B) The mean percentages for CD3-
(P=0.2867, not significant, Fisher’s exact text) and LAT expressigndnd right panels, respectively) in PBMC floating rafts from SLE patients and healthy
controls was calculated as in A.

of CD38 in PBMC from lupus patients are unique to SLE T PHA acts as a potent and specific T cell activator by bind-

cells. ing to cell membrane glycoproteins including the TCR/CD3
complex and the CD2 co-receptor, and exogenous IL-2 pro-

3.4. CD38 is associated with floating rafts in ex vivo vides further T cell expansiorkay, 199). Moreover, stim-

SLE T cells ulation of resting human T cells with PHA results in a sig-
nificant increase in proportion of the plasma membrane that

3.4.1. Increased CD38 expression and insolubility in adopts a raft structure as judged by the dramatic increase on

Brij 98 upon mitogenic stimulation the cell surface expression of the raft-associated glycosphin-

Next, we analyzed CD38 distribution in raft and non-raft golipid GM1 (Tuosto et al., 2001 which has previously been
compartments in untouched T cells in isolation. Floating rafts shown a reliable marker for detection of lipid raft domains
were isolated by sucrose gradient ultracentrifugation as de-(Janes et al., 1999We next explored whether mitogenic
scribed for PBMC. A representative experiment is shown in stimulation could affect raft CD38 expression and distribu-
Fig. 4A (upper panels, lane 1 versus lane 3). CD38 was read- tion in SLE T cells compared with normal T cells. Thus, T
ily detected in the floating raft pool from SLE T cells in cells were stimulated in vitro with PHA and IL-2 for 3 days
five out of eight SLE patients (16:97.5%), whereas very  (see Sectior2) and then analyzed for CD38 expression by
little, if any, was detected in eight healthy control T cells Western blotting of Brij 98-insoluble and -soluble fractions
(0.0£0.0%). In contrast, the mean values for the percent- from whole cell extracts. Equal number of cell equivalents
ages of CD3 (13.7+4.8%, in SLE versus 17:85.6%, in (0.5x 10°) were loaded in patients and control samples, and
controls), and CD3:(7.0+ 1.8% in SLE versus 10& 4.6% the proportion of CD38 present in the P fraction relative to
in controls) in floating rafts were somewhat lower in SLE than the total amount of CD38, (SN + P) was calculated. As shown
in normal T cells, although the differences were not statisti- in Fig. 4B, there was a dramatic increase in the total amount
cally significant (either by the Fisher’s exact test, or unpaired of CD38 (SN + P) in PHA-stimulated T cells from both SLE
r-test). patients (lanes 3 and 4) and healthy controls (lanes 7 and 8)
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Fig. 3. Increased CD38 expression in SLE T cells and SLE T cell subsets. (A) Percentage of puriffetl €ili8 expressing CD38. (B) Percentage of CD4

T cells expressing CD38. (C) Percentage of CD&ells expressing CD38. (D) Percentage of CDZ%cells expressing CD38. Scattered plots of percent of
double positive cells are shown for SLE patients (filled squares), and healthy controls (open squares). Each symbol represents one patieandrtoentrol
bar within each group represents the mean percentage valu®. idiees are indicated in each panel (two-tailed unpaired Studetets).

as compared with that in ex vivo untouched T cells (lanes 1,

2, 5, and 6). Moreover, in PHA-stimulated SLE and control
T cells there was a significant shift of CD38 into the Brij 98-

normal T cells Fig. 5A). However, although the percentages
of GM1* SLE T cells were increased as compared with that in
normal T cells, these differences were not statistically signif-

insoluble fraction (lanes 3 and 7) as compared with thatin ex icant (18.5+ 3.7%,n =6, in SLE versus 13.6 2.4,n=8, in
vivo cells (lanes 1 and 5). In contrast, the amount of Fyn, or controls,P=0.2180). Interestingly in PHA-stimulated T cells
actin and its distribution between soluble and insoluble frac- about 35-40% of the CD3&ells were also GM1(Fig. 5B),

tions remained constant upon PHA stimulation, which was which suggested the selective expansion of a subset that ex-
indicative of equal protein loadingig. 4B). Therefore, PHA pressed both markers. Moreover, these data were indicative
stimulation induced quantitative and qualitative changes in that in both SLE and normal T cells an increased proportion
the amount and distribution of CD38 between raft and non- of the plasma membrane adopts a lipid raft structure upon

raft fractions.

3.5. Increased lipid raft expression and altered
CDA4:CDS8 ratio in ex vivo SLE T cells

3.5.1. Recapitulation in normal T cells upon mitogenic
stimulation

Next, to visualize rafts on the cell surface, ex vivo and
mitogen-stimulated T cells were analyzed for GM1 sur-
face expression with fluorescent-labeled CTB and flow cy-
tometry. CTB binds the raft-associated glycosphingolipid
GML1, previously shown to be a reliable marker for detec-
tion of lipid raft domains Janes et al., 1999The analysis
(Fig. 5A) revealed an increased proportion of ex vivo SLE T
cells that bound CTB compared with that in normal T cells
(2.5+0.4%,n=18,in SLE versus 0.2 0.1%,n» = 10, in con-
trols, P=0.0095). PHA stimulation resulted in dramatic in-
creases in the percentages of GMlls in both SLE and

mitogenic stimulation.

Ex vivo and PHA-stimulated T cells were analyzed for
CD4:CDS8 ratio by flow cytometry. Patients with SLE had
a significantly reduced CD4:CD8 ratio compared with that
of healthy controlsKig. 5C, P=0.0022), as described pre-
viously ury et al., 2004 This was due to a significant
reduction in the number (%) of CD4T cells (P <0.0001,
Fig. 5D), and to a significant augmentation in the propor-
tion of CD8" T cells (P=0.0447,Fig. 5E). Interestingly, in
healthy controls PHA-stimulated T cells had a significantly
reduced CD4:CD8 ratio compared with that of ex vivo T
cells (Fig. 5C, P=0.0052), which was caused by a signifi-
cant reduction in the percentage of CD# cells (Fig. 5D,
P=0.0145), and an increase in the percentage of TD8
cells (Fig. 5, P=0.0156). This altered phenotype paralleled
the one obtained in untouched vivo SLE T cells. In con-
trast, in SLE patients, PHA-stimulation did not induce sig-
nificant changes in the CD4:CDS8 ratio, neither in the number
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Fig. 4. (A) CD38 is associated with floating rafts in ex vivo SLE T cells. Floating rafts (R), and Soluble fractions (S) were prepared from untouthed T cel
purified by immunomagnetic depletion of non-T cells (see Se@jdrom one SLE patients (lanes 1 and 2) and one healthy control (lanes 3 and 4) without any
ex vivo stimulation. Proteins were separated on SDS-PAGE and analyzed by Western blotting with anti-CD38, antn@Dehti-CD3e antibodies. This is

a representative experiment out of eight experiments done in eight different SLE patients and eight healthy controls. Densitometric data 08-G;288, CD
CD3- in floating rafts (R) were calculated ashing. 2A (see SectiorB for specific numbers). (B) Increased CD38 expression and translocation into the Brij
98-insoluble fraction in T cells upon PHA stimulation. SN and P fractions were prepareéFias i from: ex vivo untouched SLE T cells (lanes 1 and 2), ex

vivo normal healthy control T cells (lanes 5 and 6), PHA + IL-2-stimulated SLE T cells (lanes 3 and 4), or PHA + IL-2-stimulated normal T cells (lanes 7 and
8). Proteins were separated by 12% SDS-PAGE, transferred, and analyzed by Western blotting with anti-CD38, anti-Fyny-actiraatitibodies. This is a
representative experiment out of eight experiments done with cells from eight different SLE patients and eight healthy controls.

of CD4*, nor CD8 T cells compared with that of ex vivo  tion of CD38 in floating rafts in both SLE PBMC and T
SLE T cells Fig. 5C-E, respectively). cells. Consistent with previous report8l¢ocer-Varela et

Taken together, these resultsiigs. 4 and 5ndicate that al., 1991 al-Janadi and Raziuddin, 1993he percentage of
ex vivo SLE T cells show an increased raft expression and CD3" T cells that express CD38 is significantly higher in
altered phenotype, which can be recapitulated by PHA stim- SLE patients than in healthy controls. Moreover, we have
ulation of normal T cells. PHA stimulation also induces in- found a significant increased percentage of CDB38",
creased CD38 expression, and active recruitment of CD38CD4"CD38", and CD23CD38" T cells in patients with
to lipid rafts. This may be associated with an augmenta- SLE in comparison to normal controls. CDBD38" T
tion in the proportion of the plasma membrane adopting a cells are increased in advanced viral infectiof®lles-
lipid raft structure, as judged by the increased expression ofIsles et al., 1998 and CD8CD38" lymphocyte percent
GM1 on the cell surface, and the distinct expansion of the is a useful immunological marker for monitoring HIV-1-
CD38'GM1* T cells. infected patientsNlocroft et al., 1997. In this regard, PHA-

stimulation of normal T cells results in reduced CD4:CD8

ratio and increased CD38 expression, which paralleled the
4. Discussion altered phenotype of ex vivo SLE T cells. The contribu-

tion of the increased CO&ED38" T cells to the pathol-

In this study, we provide evidence of increased insolu- ogy of the SLE disease remains uncle&rkeller-Yuksel
bility of CD38 in the non-ionic detergent Brij 98 at phys- et al., 1997, but together with increased CH@D38" and
iological temperatures in SLE PBMC as compared with CD25"CD38" T cells could be indicative of persistent T cell
normal PBMC, which correlated with an increased propor- activation.
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Fig. 5. Increased lipid raft expression and altered phenotype in ex vivo SLE T cells. Effect of PHA stimulation. Number (%) oézD@anel A), or CD38

cells (panel B) expressing GM1 on the cell surface in ex vivo or PHA-stimulated T cells from 18 SLE patients (black histograms) and 10 healthgmemtrols (
histograms). The relative proportions of T cells expressing CD4 or CD8 (panel C) were expressed as a ratio (CD4:CD8) on ex vivo or PHA-stimwated T cell
from eight SLE patients (black histograms) or from seven healthy controls (open histograms). The number (%) @z®BKD), or CD8 (panel E) T cells.

All results are expressed as mean + S.E.M. Phalues are indicated in each panel (two-tailed unpaired Studetiets).

CD38 function in T cells is mediated by cell-surface as- extent surprising that in normal resting T cells CD38 was
sociation with the TCR/CD3 complexMorra et al., 1998; detected exclusively in soluble fractions. The mechanism by
Zubiaur et al., 1997, 1999and the localization of CD38 which CD38 in T cells is included or excluded from rafts
to lipid raft domains is essential for CD38-mediated signal- is not known, but it may be related rather with the signifi-
ing in CD38-transfected murine T cell linegubiaur et al., cant differences in the lipid raft composition and dynamics
2002, orin Jurkat T cells, which constitutively express CD38 between resting and activated/effector T cells, and not with
(Munoz et al., 2008 In these T cell lines, CD38 appears to the level of expression of CD38. Thus, the organization of
localize to the rafts without the need for ligatiad{noz et GM1-lipid rafts on the T cell membrane appears develop-
al., 2003; Zubiaur et al., 2002Therefore, it was to some  mentally regulatedHare et al., 2008 Interestingly, in rest-
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ing human T cells from peripheral blood Lck and the raft The low number of cells used in this study precluded the
glycosphingolipid GM1 reside in intracellular membranes, analysis of the protein composition of CD38-containing rafts
while in activated/effector T cells the amount of these mark- in either resting or activated SLE T cells but it is likely that
ers at the plasma membrane increases significantiygto et the anomalous expression or changes in membrane location
al., 200). These dramatic increases in GM1 cell surface ex- of signaling molecules as CD3-or Lck found in these pa-
pression can be recapitulated in vitro by a number of differ- tients Qury et al., 2003; Krishnan et al., 2004ay lead to
ent stimuli including PHA Tuosto et al., 2001 TCR/CD3 anomalous lipid raft-mediated signaling. It has been shown
cross-linking with a soluble CD3 ligandTfomas et al.,  that ligand-mediated cross-linking of GM1 moieties in lipid
20038, or with anti-CD3/CD28 bead$S(aughter etal., 2003;  rafts facilitates an exchange of proteins including the redistri-
Tuosto et al., 2001 Likewise, murine and human T cell  bution ofthe TCR and adhesion moleculesin T céllg¢hell
lines, which have an effector phenotype, express high lev- et al., 2002. We speculate that the increased expression of
els of GM1 on the cell surface, and CD38 is readily detected CD38 in floating rafts from SLE T cells, or from activated T
in lipid rafts (Zubiaur et al., 2002; Munoz et al., 200®ur cells may modulate TCR signaling by providing or seques-
present findings are significant in this regard, as the dramatictering signaling molecules to the engaged TCR. This aspect
changes in the distribution of CD38 into Brij 98-insoluble will require further study and may help in searching for new
and -soluble fractions upon mitogenic stimulation of normal molecular mechanisms of positive or negative regulation in
T cells Fig. 4B) correlated with increased GM1 expression T cells.
on the cell surfaceFig. 5A), and a distinct expansion of
GM1*CD38' T cells Fig. 5B). Likewise, in untouched SLE
T cells a significant proportion of CD38 is associated with Acknowledgments
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In the present study plasma samples from 15 systemic lupus erythematosus (SLE) patients and
16 healthy controls of initially unknown haptoglobin (Hp) phenotype were separated by 2-DE,
and tryptic digests of the excised Hpa polypeptide chain spots were analyzed by MALDI-TOF-
MS. Selected tryptic peptides were sequenced by nano-(n)ESI-IT MS/MS. The six major Hp
phenotypes were present, although with distinct frequencies in controls and SLE patients. Thus,
there were an increased proportion of SLE patients with Hp 2-2, or Hp 2—-1S phenotypes. The Hp
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1 Introduction

Haptoglobin (Hp) consists of two different polypeptide
chains, the o and B chain. The B chain (40kDa) is heavier
than the o chain and is identical in all Hp types. The Hpo
gene, located on chromosome 16q22, consists of three struc-
tural alleles: Hp'f, Hp'®, and Hp? [1]. The gene products of
the Hp'fand Hp'® alleles, the o1F and 1S chains, are of the
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equal length but differ in the number of charged residues.
The a1F chain carries aspartic acid and lysine residues at
positions 52 and 53, whereas at these positions asparagine
and glutamic acid residues are located in the a1S chain. All
other amino acids (aa) are identical in both Hpal proteins.
The Hp? allele originates from fusion of the Hp'fand Hp'S
alleles, presumably by a non-homologous crossing-over be-
tween the structural alleles during meiosis [2]. Therefore,
this allele codes for a polypeptide chain, Hpo2, that is almost
twice as much longer as the o1 chains. The three alleles are
responsible for six Hp phenotypes: 1F-1F, 1S-18S, 1F-1S, 2—
1F, 2-18S, and 2-2 [2, 3]. However, due to the sequence simi-
larity of the o1S and o1F chains, often only the three major
phenotypes Hp 1-1, Hp 2-2, and Hp 2-1 are described in the
literature [1, 4]. The Hp 1-1 phenotype express only a1 var-
iants (~9kDa), while the 2 chains (16 kDa) are present in
both Hp 2-2 and Hp 2-1 phenotypes. The Hpa chains form
varying spot patterns in 2-DE gels, which can only be fully
identified by MS, and MS/MS analysis [2, 3].

Hp, one of the acute phase proteins induced in response
to infection, tissue injury, and malignancy, was originally
described as functioning by the absorption of free hemoglo-
bin and thus preventing kidney damage [1]. However, it has
subsequently become apparent that the physiological role of
Hp is not restricted to the trapping of free hemoglobin. Bac-
teriostatic and angiogenic effects and antibody-like and anti-
oxidative properties have also been suggested [1, 4]. Hp in-
hibits lectin-induced lymphocyte transformation [1] and may
selectively bind to CD22, a B cell-specific lectin that mediates
the interactions of mature B cells with erythrocytes, lym-
phocytes, monocytes, neutrophils, and endothelial cells [5].
Hp binds to human peripheral blood neutrophils via a spe-
cific membrane receptor [6]. Adding Hp to culture medium
together with stimulatory agents such as formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanine (fMLP), arachidonic acid, and opso-
nized zymosan, specifically inhibits the neutrophil respira-
tory burst activity [6]. These cell interactions are likely to be
affected by changing levels of Hp.

The Hp1l-1 phenotype is associated with a higher bind-
ing and antioxidant capacity compared with the Hp 2-2, or
Hp 2-1 phenotypes. In contrast, the Hp 2-2 phenotype is
associated with a higher immune reactivity and ability to
form antibodies. Moreover, the possession of a particular
phenotype has been associated with the prevalence and clin-
ical evolution of many inflammatory diseases including
infections as tuberculosis, vaccination, viral hepatitis, ather-
osclerosis, cardiovascular and autoimmune diseases [1, 3-5,
7). However, the association of the two allelic «1S and o1F
variants or a2 and a1 PTM that lead to structurally distinct
protein species with different clinical conditions has not
been studied.

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic auto-
immune disease characterized by a waxing and waning
course and the involvement of multiple organs, including
skin, kidneys, and CNS [8]. SLE patients display multiple
abnormalities in T cell antigen-mediated signaling that lead

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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to B cell hyper-responsiveness, increased apoptosis, skewed
cytokine production, and breakdown of immunological tol-
erance (reviewed in [9], and [10]). Although SLE ethiopathol-
ogy is poorly understood, there is likely a role for environ-
mental triggers, for instance viruses, acting in the context of
susceptibility genes [11, 12]. A significant increase of the
haptoglobin type 2-2 and a concomitant decrease in the per-
centage of the 2-1 phenotype has been found in SLE patients
[13]. Since the method used to determine the Hp phenotypes
did not allow distinguishing between the two ol isoforms,
and even less, to detect PTM [13], the contribution of either
o1F, or 1S and derivatives to these abnormalities is lacking.
In this study, SLE patients show increased presence of the
Hp 2-2 and Hp 2-1S phenotypes, and decreased Hp 2-1F
phenotype. This results in both, increased frequency of the
Hp? allele and diminished frequency of the Hp'" allele.

2 Materials and methods
2.1 Patients and healthy controls

Fifteen outpatients fulfilling the revised American College of
Rheumatology (ACR) criteria for the diagnosis of SLE [14],
and routinely followed in the Systemic Autoimmune Dis-
eases Unit (Hospital Clinico San Cecilio, Granada, Spain)
participated in this study. Sixteen healthy, age-matched
volunteers served as controls. Disease activity was scored and
the SLE Disease Activity Index (SLEDAI) was calculated [15].
All subjects participating in the study were Caucasians.
Complete blood cell count, serum complement and serum
anti-nuclear and anti-DNA antibodies were measured in all
patients. The study protocol was approved by the Hospital
Clinico San Cecilio, and CSIC Review Board and Ethics
Committees. Written informed consent was obtained from
all participating patients and volunteers according to the
Declaration of Helsinki.

2.2 Plasma sample collection

Blood was collected by the BD Vacutainer system into K,-
EDTA tubes (BD Diagnostics, NJ) and plasma was separated
from cells by density gradient centrifugation over HISTO-
PAQUE®-1077 (Sigma-Aldrich Quimica, Spain). The super-
natant was collected, checked for the absence of cells by light
microscopy, and fractionated in aliquots that were stored at
—80°C.

2.3 Albumin and IgG depletion

Plasma samples were albumin and IgG depleted by using
the Aurum™ Serum Protein kit (Bio-Rad, Hercules, CA) fol-
lowing the manufacturer’s instructions. Briefly, 60 pL of
plasma was mixed with 180 pL of binding-buffer and the so-
lution was deposited onto the column, mixed with the sor-
bent and allowed to stand for 5min. This mixing step was
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repeated twice and the protein extract was eluted by cen-
trifugation at 10 000 x g (20s). The column was washed with
200 pL of binding buffer followed by a second centrifugation
at the same speed. The two eluates were mixed and stored for
analysis. Protein concentration was determined in each
sample by using the Protein Assay kit (Bio-Rad).

2.4 2-DE

2-DE was carried out using the Protean IEF cell and Criterion
electrophoresis cell systems (Bio-Rad). Plasma samples
depleted of albumin and IgG were diluted in 185 HL of rehy-
dratation/sample buffer containing 8 M urea, 2% w/v
CHAPS, 50mM DTT, 0.2% Biolyte® 3/10 ampholytes, and
Bromophenol Blue (trace) (Bio-Rad). First-dimension IPG
strips (Bio-Rad: 11 cm, linear pH 4-7 gradient) were loaded
with the solubilized samples through passive in-gel rehydra-
tion 12-18 h at 20°C. The 11-cm IPG strips were focused in a
one-step procedure, at 8000 V for 30000 Vh at 20°C with a
current limit of 50 pA. Prior to the second-dimension
separation, the focused strips were equilibrated for 10 min in
Equilibration Buffer I (6 M urea, 2% SDS. 0.375 M Tris-HCI
pH 8.8, 20% glycerol, and 2% w/v DTT) followed by another
10 min in Equilibration Buffer II (Equilibration Buffer I with
2.5% w/v iodoacetamide instead of DTT). The equilibrated
IPG strips were positioned on Criterion XT Precast Gels (4—
12% gradient in XT MES buffer) and the separation was
performed at 150 V at room temperature. The gels were fixed
for 30min in 10% methanol, 7% acetic acid and stained
overnight with SYPRO Ruby fluorescent stain (Bio-Rad)
according to the manufacturer’s instructions. The stained
gels were scanned with a Typhoon 9400 system (Amersham
Biosciences). Then gels were washed with double-distilled
H,0 and stained for 60 min with Bio-Safe stain (Bio-Rad) and
scanned using a GS-800 Calibrated densitometer (Bio-Rad).
Digitalized gel images were analyzed with the PDQuest
software version 7.2 (Bio-Rad)

2.5 In-gel digestion of proteins

Gel pieces containing the proteins of interest were manually
excised and subjected to in-gel digestion using a 96-well
ZipPlate kit for sample preparation (Millipore Ibérica SA
Madrid, Spain). Proteins were reduced, alkylated, and
digested with sequence grade trypsin (Promega, Madison,
WI) according to the manufacturer’s protocol. Peptides were
eluted by the centrifugation using 5-10 pL of 60% v/v ACN/
0.1% v/v TFA.

2.6 Protein identification by MS
2.6.1 Protein identification methods

Proteins were identified either by PMF by MALDI-TOF MS
or by peptide sequencing using nano(n)ESI-IT MS/MS.
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2.6.2 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS analysis of the tryptic digest was performed
using a Voyager DE-PRO (Applied Biosystems, Barcelona,
Spain) instrument in the reflectron mode. Spectra were
externally mass calibrated using a standard peptide mixture.
For the analysis, 0.5 puL of the peptide extract and 0.5 pL of
matrix (CHCA, 3 mg/mL) were loaded in the MALDI plate
and were let to dry.

2.6.3 nESI-IT MS/MS

Selected peptides from the tryptic digest were sequenced on
a Finnigan LCQ IT mass spectrometer (ThermoQuest, Fin-
nigan MAT, San Jose, CA) equipped with a nanospray
source (Protana, Odense, Denmark). The spray voltage
applied was 0.85kV and the capillary temperature was
110°C. For MS/MS experiments, the isolation window was
three mass units wide and the relative collision energy was
30%. Samples were desalted prior to the analysis with C18
ZipTip pipette tips (Millipore, MA) following standard pro-
cedures.

2.6.4 Database search

MASCOT (Matrix Science, London, UK) and the Protein
Prospector v 3.4.1 (UCSF Mass Spectrometry Facility, Uni-
versity of California) were used for protein identification
from the PMF or peptide fragment-ion data obtained from
MALDI-TOF-MS and MS/MS analysis, respectively. The
Swiss-Prot (European Bioinformatics Institute, Heidelberg,
Germany, Update 02/20/02), MSDB, and NCBInr databases
were used for the search.

2.7 Statistical analysis

Statistical analysis of Hp plasma levels was performed using
the non-parametric two-tailed Mann-Whitney test (GraphPad
Software, Version 4.02, San Diego, CA). Statistical signifi-
cance was set at p <0.05. To evaluate whether the gene fre-
quencies fulfilled the Hardy-Weinberg equilibrium, a chi-
square test was used to compare the observed number of
subjects with the expected number.

3 Results
3.1 2-DE analysis of control and SLE plasma samples

The protein profile of plasma samples from 16 controls and
15 SLE patients of unknown Hp phenotype were examined
by 2-DE. Very few proteins from plasma were observed in
2-D gels to migrate below pH 4. Above pH 7, gels were
dominated by light and heavy chain immunoglobulin pro-
teins (data not shown). Moreover, removal of albumin and
IgG from plasmas allowed a higher sample load and
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improved the visualization of less abundant proteins (data
not shown). Therefore, for proteome analyses of the albu-
min- and Ig-removed plasmas, proteins were separated in
IPG strips ranging from pH 4 to 7. At first glance, the protein
patterns visualized by Bio-Safe Coomassie-stained gels from
healthy controls and SLE patients resemble each other clo-
sely (Fig. 1). However, upon closer examination, significant
differences between the protein compositions in healthy
controls and SLE patients became evident. The differences
found in the low-molecular mass region boxed in Fig. 1 will
be described in detail below. Since several spots were difficult
to visualize by Coomassie staining, the differential protein
analyses that follow were performed from SYPRO Ruby-
stained gels.

w A C4b Hp 15-1S
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1024 - - " ol “'
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Figure 1. Plasma from a healthy control (A) and from an SLE
patient (B) upon depletion of albumin and lg. The region where
prominent differences in protein expression patterns occur is
boxed (see Fig. 2). Total protein amount was 35 pg. pH range 4-7,
11-cm IPG strips in the first dimension, 4-12% Criterion PreCast
XT Gels in XT MES buffer in the second dimension. Bio-Safe
Coomassie staining.

3.2 Interindividual differences in the haptoglobin o
species

Differences in several spots in the low-mass region were
observed and identified as Hpo derivatives after visual
inspection of the spot pattern of SYPRO Ruby-stained gels
(Fig. 2). The Hpa spots locations and patterns were compa-
rable to those in the Swiss-2-D database plasma map
(www.expasy.org/ch2d/), however, given the similarity of the
sequences of the different Hp isoforms, assignation of each
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Figure 2. Comparison of 2-DE protein patterns in the low mass
region of albumin- and Ig-depleted plasmas showing haptoglo-
bin o chains. (A) Hp 2-2, (B) Hp 2-1S, (C) Hp 2-1F, (D) Hp 1S-1S, (E)
Hp 1F-1F, and (F) Hp 1S-1F phenotypes. Numbers 1, 2 and 3 indi-
cate spots of haptoglobin o2 chains; numbers 4, 5, and 7 are
spots of haptoglobin «1S chains; numbers 5, 6, and 8 contains
haptoglobin a1F, and spot T1 contained transthyretin protein
species. Same running conditions as in Fig. 1 except that about
100 pg of total protein was loaded per gel. SYPRO Ruby staining.

isoform could only be done on the basis of specific tryptic
peptide signals observed in the MALDI spectra [2, 3] (see
below).

Samples belonging to the phenotype Hp 2-2 showed o2
spots only (Fig. 2 and Table 1), with three prominent spots
separated in the first dimension, each with a distinct pl,
(spots 1-3; molecular masses of about 16kDa). The central
spot usually was the most prominent. In the 2-D gels repre-
senting the phenotypes Hp 1S-1S, Hp 1F-1F, and Hp 1S-1F

Table 1. Human plasma haptoglobin o chain derivatives char-
acterized in this study

Spot Description Number p/? VA
location® of aa

1 Hpa2,N5D 142 5.37 15946.7
2 Hpo2 142 5.57 15945.7
3 Hpo2,R143 143 5.82 16 101.9
4 Hpa1S,N5D 83 4.99 9193.1
5 Hpa1S 83 5.23 9192.1
7 Hpa1S,R84 84 5.6 9 348.4
5 Hpa1F,N5D 83 5.22 9193.2
6 Hpa1F 83 5.568 9192.1
8 Hpa1F,R84 84 6.1 9 348.4
a) See Fig. 2.

b) Theoretical values were calculated using the Compute p// M,
tool (www.expasy.org/tools/pi_tool.html).
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samples, the spots 1-3 are missing, indicating that Hp o2
isoform and derivatives are not present. In contrast in the Hp
2-1S and Hp 2-1F phenotypes, the 0.2 chains (spots 1-3), as
well as the a1 chains (spots 4, 5 and 7 in Hp 2-1S, or spots 5,
6, and 8 in Hp 2-1F; molecular masses about 9 kDa) were
visible as the main spots. Note that in the Hp 2-1S and Hp
1S-1S phenotypes an identical pattern of a1 spots was shown
(spots 4, 5 and 7 were present, whereas spots 6 and 8 were
missing), spot 5 being the most prominent. This pattern is
consistent with the identification of these spots as the a1S
isoform and derivatives.

In Hp 2-1F and Hp 1F-1F samples spots 4 and 7 were
missing, while spots 5, 6 and 8 were usually present, the spot
6 being the most prominent, which is consistent with the
presence of a1F derivatives only. In contrast, in the Hp 1S-1F
sample all ol spots were present (spots 4, 5, 6, 7 and 8),
which is consistent with the presence of both o1S and a1F
chains and derivatives. In this sample spots 6 and 7 appeared
very close with a more intensely stained left spot («1F iso-
form). Thus, three up to five different forms of a1 chains are
separated in 2-D gels of the Hp 2-1S, Hp 2-1F, Hp 1S-18,
Hp 1F-1F, or Hp 1S-1F phenotypes.

In this study, the six major Hp phenotypes were present
although with distinct frequencies in controls as compared
with those in SLE patients (Table 2). Nevertheless the selec-
tion of samples in healthy controls, with allele frequencies of
0625 (Hp?), 0.281 (Hp'®) and 0.093 (Hp'f) correlated fairly
well with the allele frequencies of European populations [16—
18]. In contrast, the Hp allele frequencies of the SLE patients
were 0.733 (Hp?), 0.233 (Hp"®), and 0.033 (Hp'"), indicating
clearly an increased frequency of Hp?, a similar proportion of

Table 2. Haptoglobin phenotype distribution and Hp allele fre-
quencies in healthy controls and SLE patients

Phenotype Controls? SLE?  Haplotype Controls®  SLEY
n=16" n=159 n=16" n=159

Hp 1S-1F  0(0) 1(6.7)  Hp2 0.625 0.733
Hp1S-1S  2(125)  0(0) Hp1S 0.281 0.233
Hp 1F-1F  1(6.25)  0(0) Hp1F 0.093 0.033
Hp2-1F  1(6.25) 0(0.0) Hp1 0.3749 0.266
Hp2-1S  5(31.25 6 (40)

Hp 2-2 7(4375)  8(53.3) Hp?Hp'ratio 1.67° 2.75°

a) The entries indicate the number of individuals with a particu-
lar phenotype. Data in parentheses represent percentage.
The calculation of gene frequencies is based on the gene
counting method, assuming that haptoglobins are codomi-
nantly inherited and therefore, phenotype = genotype. The
gene frequencies are in agreement with the Hardy-Weinberg
equilibrium.

c) Number of controls or SLE patients analyzed by 2-DE.

d) The Hp' allele frequency (the sum of Hp'S and Hp'F allele fre-
quencies) in European populations is ~0.40 [4], including the
Spanish population [16].

In balanced polymorphism, the Hp?Hp' allele ratio should
remain constant [1].

b

e
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Hp'"S and a diminished frequency of Hp'f in SLE patients
compared with that in healthy controls. Note that in SLE
patients the frequency of Hp' (Hp'® + Hp'") was 0.266, while
in controls it was 0.374 (Table 2).

3.3 Protein identification by MS
3.3.1 General observations

To gain insight into the composition of these spots, the
MALDI peptide maps of the corresponding tryptic digests
were then analyzed in detail. PMF searching identified these
spots as belonging to the Hp precursor family (Table 3).
However, the sequence database entries of haptoglobins are
for the least processed forms, comprising the signal peptide
(aa 1-18) followed directly by the o subunit, and with the
subunit located in the C-terminal portion of a single poly-
peptide chain [19], whereas in the mature Hp o subunits,
both the signal peptide and the B chain are not present.
Therefore, in a regular PMF database search, the experi-
mental peptide masses derived from Hpo2 and o1 subunits,
of about 16 and 9kDa, are confronted with the theoretical
peptide masses of their corresponding precursors (42 and
39kDa, respectively), which necessarily leads to relatively low
sequence coverage when compared with other proteins of
similar size as transthyretin, and, eventually, low P scores
(Table 3).

In contrast, manual inspection of each Hp precursor hit
indicated that the ion signals were for tryptic peptides corre-
sponding exclusively to the portion of the Hp precursor
sequence where the 02 or o1 subunits were located [2], lead-
ing to almost full-sequence coverage (Tables 4 and 5). More-
over, we noticed that the N-terminal and C-terminal tryptic
peptides of most of the Hp proteins analyzed by MALDI-TOF
had no matching peptides in the Hp precursors. Thus, the
additional 18 aa of the signal peptide lead to a theoretical
N-terminal tryptic peptide at m/z 5204.57, which cannot be
cleaved by trypsin into smaller peptides due to the absence of
arginine or lysine residues between the first aa of the signal
peptide and the first aa of the mature protein. In contrast, the
N-terminal tryptic peptide of the mature Hp o isoforms
lacking the signal peptide, yields ion signals at m/z 3349.6
(Fig. 3B-D) that, indeed, will never match with those gener-
ated by the Hp precursors. Likewise, an ion signal at m/z
2578.3 (Fig. 3A, B and D) that corresponds to the C-terminal
peptide of the o chains (aa 119-142 of the mature o2 isoform,
or aa 60-83 of the mature ol isoforms), has no matching
peptide in any of the annotated Hp precursors. The corre-
sponding peptide (aa 137-161 of the Hp-2 precursor, or aa
78-102 of the Hp-1 precursor) yields ion signals at m/z
2734.37. This is due to an additional arginine at the C termi-
nus that is removed from the mature o chains by a circulat-
ing carboxipeptidase of unknown nature [20]. Only the o
species that migrate to the more basic location conserve this
arginine [2].
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Table 3. Database search results with MALDI PMF data (see also Fig. 2 for spot location)

Spot? Mass (kDa)/p/ Protein Score Sequence Acc. number
theoretical coverage
1 45.86/6.13 Haptoglobin precursor 84 20 P00738"
2 42.12/6.25 Hp-2 alpha 126 27 Q6LBY9®
3 45.86/6.13 Haptoglobin precursor 120 23 P00738"
4 38.94/6.13 Haptoglobin precursor 70 18 HPHU1¢
5 38.94/6.13 Haptoglobin precursor 66 12 P00738"
6 45.86/6.13 Haptoglobin precursor 62 14 P00738"
7 45.86/6.13 Haptoglobin precursor 101 19 P00738"
8 38.94/6.13 Haptoglobin precursor 38 14 P00738"
T1 12.99/5.33 Transthyretin 247 91 2ROXAY

a) A total of 63 different spots from 12 controls and 7 SLE patients were analyzed (see Tables 4 and 5).

b) Swiss-Prot.

c) MSDB.
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Figure 3. MALDI-TOF-MS peptide mapping analyses from tryptic digests of (A) spot 4, (B) spot 5, (C) spot 2, and (D)
spot 6 shown in Fig. 2. Large numbers in the mass spectrum give precise m/z values for the detected peptide ion
signals that are specific for Hpa chains. m/z values of the N-terminal ad C-terminal peptides are indicated. Trypsin
autoproteolysis peptide at m/z2211.10 is labeled as Tryp. In panel (C), ion signals resulting from peptides that are

specific for Hpa2 protein are indicated with an asterisk.

3.3.2 Hpo2 spot family

We first analyzed the protein structures of the corresponding
spots 1-3 from 10-13 samples from either controls or SLE
patients (Table 4). Significant differences between the mass
spectra from the haptoglobin a2 proteins in the three spots
were found in the analyzed samples. As mentioned above, the
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first 31 aa of mature Hpo comprise a characteristic tryptic pep-
tide at m/z 3349.5 that was detectable in all samples analyzed
from spots 2 and 3 (Table 4 and Fig. 3C). However, the masses
ofthe N-terminal peptides from spot 1 were found to be heavier
by 1 Da (m/z 3350.6) due to deamidation of the asparagine
residue at position 5 to aspartic acid [2]. The mass differences of
1 Da were clearly identified in most samples analyzed.
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Table 4. Most pronounced tryptic peptides of haptoglobin «2
polypeptide chains identified by MALDI-TOF-MS

[M+H]™ Haptoglobin a2 chain
Position" Relative abundance®
Spot 1 Spot 2 Spot 3
(22,N5D)  (22) (22,R143)
(n=11%  (n=14)4 (n=12)
3349.54 1-31 12.5 100.0 100.0
3350.52° 1-31 75.0 0 0
1166.53 32-39 18.2 14.3 0
1580.79 40-53 63.6 78.6 75.0
1708.89 40-54 100.0 100.0 100.0
2378.25 40-59 90.9 92.9 83.3
1439.70 42-54 27.3 57.1 58.3
2109.06 42-59 54.5 71.4 66.7
3432.60" 60-90 81.8 100.0 87.5
2962.35" 65-90 81.8 92.8 75.0
1166.53 91-98 18.2 14.3 0
1708.85 99-113 100.0 100.0 100.0
2378.21 99-118 90.9 92.9 83.3
1439.70 101-113 27.3 57.1 58.3
2109.03 101-118 54.5 71.4 66.7
1857.92 119-135 90.9 92.8 91.7
2578.27 119-142 36.4 50.0 0
2734.38% 119-143 0 0 50.0
895.479 136-143 0 0 50.0

a) Calculated values.

b) Sequence position.

c) The entries indicate the percentage of samples in which the
respective peptide masses were detected in the correspond-
ing mass spectra relative to the total number of spots ana-
lyzed.

Numbers in parenthesis indicate the number of different
spots analyzed, each one corresponding to a different plasma
sample from a different individual.

e) N-terminal peptide in which N5 is deaminated.

f) Peptides only present in o2 and derivatives.

g) C-terminal peptide with an additional arginine residue.

d

The masses of the C-terminal peptides from spots 2 and
3 were found at m/z 2578.28 (aa 119-142) whereas in the
Hpa2 protein species that migrated to a more basic location
(spot 3), a distinct ion signal at m/z 2734.38 was found in 6
out of 12 samples analyzed. According to Mikkat et al. [2], this
corresponds to the mass of the C-terminal peptide (aa 119-
143), which contains an additional arginine residue at the C
terminus (Table 4). Furthermore, in 6 out of 12 samples an-
alyzed an ion signal at m/z 895.47 was detected, which also
indicated a C-terminal peptide with the arginine-containing
Cterminus (aa 136—143). The presence of these peptides has
been reported for the o2 protein most basically located spot
[2], in agreement with our results.

Spots 1, 2 and 3 of most samples analyzed showed ion
signals at m/z 2962.3, corresponding to a peptide that is
specific for a2 species (aa 65-90), and therefore, it is not
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found in tryptic maps of a1 polypeptide chains [2]. Another
peptide that is also a2 specific, and showed an ion signal at
m/z 3432.6 (aa 60-90) was also detectable in tryptic maps
from most samples analyzed (Table 4). Other ion signals at
m/z 1708.85, 2378.21, 1439.7, and 2109.03 matched to two
tryptic peptides, because the sequence of the a2 chain is
composed of two nearly identical sequence stretches [20].
These ion signals and the one at m/z 1857.92 (aa 119-135)
were found in most samples analyzed.

MS sequence data using the nESI-ITMS/MS technique
(Fig. 4A) confirmed that peptide at m/z 1580.9 from spot 2
corresponded to aa 40-53 of haptoglobin a2, or o1F (Tables 4
and 5). Likewise, a peptide at m/z 1439.7 from spots 1, 2, and
3 was also analyzed by nESI-ITMS/MS and showed fragment

A MS/MS of peptide at m/z 1580.9 from spot 2 (a2)
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Figure 4. (A) nESI-ITMS/MS analysis of peptide with ion signal at
my/z 1580.9 from spot 2. The MS fragment ions from the y-type
and b-type ion series are indicated. The determined partial aa
sequence is depicted on top and was assigned to a haptoglobin
peptide comprising aa40-53 of haptoglobin o1, or «2. (B) nESI-
ITMS/MS analysis of peptide with ion signal at m/z 1439.7 from
spot 5. The MS fragment ions from the y-type and b-type ion se-
ries are indicated. Magnification showed the enlarged regions
around the y, (m/z 276), and b11 (m/z 1164.2) ions. The deter-
mined partial aa sequence is depicted on top and was assigned to
a haptoglobin peptide comprising aa 42-54 of haptoglobin «1S.
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Table 5. Most pronounced tryptic peptides of haptoglobin o1 polypeptide chains identified by MALDI-TOF-MS

[M-+H]™® Haptoglobin «1 chains
Position" Relative abundance®

Spot 4 Spot 5 Spot 5 Spot 6 Spot 7 Spot 8

(x1S,N5D)  («1S) (21F,N5D)  (a1F) («1S,R84)  (x1F,R84)

(n=5)9 (n=8)" (n=2)¥ (n=5) (n=5) (n=1
3349.54 1-31 0 100 0 100 100 100
3350.52°¢ 1-31 100 0 100 0 0 0
1166.53 32-39 20 12,5 50 0 20 0
1580.79" 40-53 0 0 50 100 0 100
1708.89 40-54 80 100 100 100 100 100
2378.25 40-59 100 100 100 100 100 100
1439.70 42-54 0 50 50 60 20 0
2109.06 42-59 60 87.5 100 80 60 0
1857.92 60-76 80 100 100 80 80 100
2578.27 60-83 60 62.5 100 40 0 0
2734.38% 60-84 0 0 0 0 60 100
895.479 77-84 0 0 0 0 40 0

a) Calculated values.
b) Sequence position.

c) The entries indicate the percentage of samples in which the respective peptide masses were detected in the
corresponding mass spectra relative to the total number of spots analyzed.

d

plasma sample from a different individual.
e) N-terminal peptide in which N5 is deaminated.
f) Peptide that is not generated in the o1S chain.
g) C-terminal peptide with an additional arginine residue.

ions corresponding to aa 42-54 of either Hpo2, or o1F (data
not shown). The apparent molecular weights of spots 1, 2,
and 3 (Fig. 2) are closer to that of %2 and derivatives (Table 1),
and, therefore, these spots could represent distinct PMF of
the haptoglobin 2 chain.

3.3.3 Hpa1S protein spot family

In general, spectra from Hpa1 proteins resemble those from
o2 species with the main exception that the ion signals at
m/z 2962.3 and m/z 3432.6 are missing, because the corre-
sponding tryptic peptides do not occur in a1 chains (Tables 4
and 5). Thus, Hpal and o2 species can easily be dis-
tinguished in the PMF spectra. Moreover, the aa sequences
of HpalS and a1F differ in a double aa exchange at positions
52 and 53. Accordingly, the tryptic peptide aa 40-53 that
generates an ion signal at m/z 1580.8 is contained in Hpa1F,
but is missing in the a1S protein, where a glutamic acid
residue at position 53 does not allow tryptic cleavage [1].

As neither the ion at m/z 1580.8 (Fig. 3 and Table 5), nor
other signals related to tryptic cleavage at the C terminus of
aa 53 were present in the PMF spectra from spot 5 in any of
the samples analyzed, we concluded that spot 5 represents
the unmodified HpalS chain (Table 5). To confirm this
assumption, the nESI-ITMS/MS spectrum from the peptide
at m/z 1439.7 from spot 5 was submitted to database search

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Numbers in parenthesis indicate the number of different spots analyzed, each one corresponding to a different

and yielded the identification of the corresponding peptide
sequence comprising aa 42-54 from the HpalS (Fig. 4B).
The ion signals in the y2 (m/z at 276.0) and b1l (m/z at
1164.2) ions showed the expected mass difference of 1 Da as
compared with the y, (m/z at 275) and by; (m/z at 1165.1)
ions of the corresponding fragmentation of peptide 42-54
from HpalF (Fig. 5B). These differences in the masses of'y,
and by, ion fragments allow the unambiguous identification
of spot 5 as a1S and spot 6 as a1F.

Of note is that spot 7 from most samples analyzed
showed ion signals at m/z 2734.4 and at m/z 895.48 that
indicated the presence of C-terminal peptides aa 60-84 and
aa 77-84, respectively, with an additional arginine at position
84 (Table 5). The absence of signal at m/z 1580.8 led us to
conclude that this spot corresponded to the Hpa1S,R84 form
(Table 1). In contrast, spot 4 of most samples analyzed
showed ion signals at m/z 2578.23, indicating the presence
of a normal C-terminal peptide (aa 60-83). The absence of
ion signals at m/z 1580.8, and the presence of ion signals at
m/z 3350.55, which is the increase of 1 Da in the N-terminal
peptide of the protein migrating on the acidic side (Fig. 3 and
Table 5) due to deamidation of the asparagine residues at
position 5 to aspartic acid [2], strongly suggested that this
alS derivative corresponds to Hpa1S,N5D (Table 1). There-
fore, the MALDI spectra revealed the same three structural
modifications for Hpa1S proteins as for the a2 chain spots.

www.proteomics-journal.com
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MS/MS of peptide at m/z 1580.8 from spot 6 (01F)
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Figure 5. (A) nESI-ITMS/MS analysis of peptide with ion signal
at m/z 1580.8 from spot 6. The MS fragment ions from the y-type
and b-type ion series are indicated. The determined partial aa
sequence is depicted on top and was assigned to a haptoglobin
peptide comprising aa 40-53 of haptoglobin a1, or o2. (B) nESI-
ITMS/MS analysis of peptide with ion signal at m/z 1439.7 from
spot 6. The MS fragment ions from the y-type and b-type ion
series are indicated. Magnification showed the enlarged regions
around the y, (m/z 275), and b11 (m/z 1165.2) ions. The deter-
mined partial aa sequence is depicted on top and was assigned
to a haptoglobin peptide comprising aa 42-54 of haptoglobin o1,
or o2.

3.3.4 Hpa1F spot family

Spot 6 showed the characteristic ion signal at m/z 1580.8 in
all five samples analyzed (Table 5), strongly suggesting the
presence of o1F in this spot. nESI-ITMS/MS analysis of this
peptide (Fig. 5B) clearly revealed the sequence of the peptide
corresponding to aa 40-53 of o1F, or o2 (Tables 5 and 4).
Likewise, as mentioned above, nESI-ITMS/MS analysis of a
peptide at m/z 1439.7 (Fig. 5A) produced fragment ions
belonging to the haptoglobin sequence ranging aa 42-54,
which is present in a1F, and o2, but not in «1S. Spot 6 also
showed an ion signal at m/z 2578.3, characteristic of the

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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normal C-terminal peptide without arginine at the C termi-
nus (aa 60-83). The absence of the ion signal at m/z 2734.4
was also consistent with the presence of a1F and not a.1S,R84
in that spot. Therefore, the protein in spot 6 will be referred
to as HpalF (Table 1).

Ion signals at m/z 3350.5 were detected in spot 5 of two
samples analyzed (one with Hp 1F-1F phenotype and the
other with Hp 2-1F), and in both cases this spot was likely to
correspond to the N-terminally deaminated form of the o1F
chain (Hpa1F,N5D), and not to HpalS. The MALDI-TOF
spectrum from spot 8 showed the ion signal of the unmodi-
fied N-terminal peptide (m/z 3349.6) and of the C-terminal
peptide with the additional arginine residue (m/z 2734.4)
and, thus the protein in spot 8 will be referred to as
HpalF,R84 (Table 5).

In conclusion, the MS analysis discovered three main
structural variants of both haptoglobin «1S and a1F.

3.4 Haptoglobin levels

The median Hp plasma levels were significantly higher in
SLE patients with high SLEDAI scores (127.5 mg/dL) than in
SLE patients with low or not disease activity (69 mg/dL) (p =
0.0411) (Fig. 6). However, these differences were at the limit
of significance when compared with the Hp levels of the
normal healthy population (79.2mg/dL), probably due to the
low number of individuals analyzed (p = 0.0549) (Fig. 6).

P=0.0549
.P = 0.9627‘ lP =0.041 1I
250-
(m]
_wmey
3 m]
S 150 o -
E‘. ° o
B 100{ ®e - &
E & .: mly
*.e’
" Controls SLEDAIO-5 SLEDAI6-10

Figure 6. Hp plasma levels were measured by nephelometry. SLE
patients were segregated according to their SLEDAI scores,
which is highly indicative of the disease activity [15]. p Values
were calculated by the Mann-Whitney test (two-tailed).

4 Discussion

Plasma samples from healthy controls and SLE patients have
been comparatively analyzed by 2-DE. There are remarkable
interindividual differences in the Hp patterns of SLE
patients compared with those of healthy controls. Thus,
HpalF protein is only present in one of the patients studied,
whereas the Hpo2 isoform is detected in all but one SLE
patients studied. This results in an Hp? allele frequency
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(0.733), which is significantly higher than that in healthy
controls (0.625). Moreover, the frequency of the Hp'F allele is
drastically diminished (0.033 in SLE vs. 0 093 in controls). As
the Hp'S frequency in our study is relatively normal, the
overall diminished Hp' frequency must be attributed to the
Hp'" allele. Interestingly, in a previous study on Hp dis-
tribution in SLE patients from Sweden [13], the Hp' fre-
quency in SLE patients was 0.278, which is quite similar to
the one found in the present study (0.266). However, in the
Swedish study no distinction was made between Hp 2-1S
and Hp 2-1F phenotypes because only the three major Hp
phenotypes (Hp 2-2, Hp 2-1, and Hp 1-1) were tested. Note
that the Hp' allelic frequency in different European popula-
tions is about 0.4 [1], including the Spanish population ([16],
and this study).

SLE is a chronic, multisystem autoimmune disease
characterized by the differentiation of short- and long-lived
immunoglobulin secreting plasma cells that secrete patho-
genic autoantibodies [21]. In this sense, the association of the
Hp? allele with SLE may be connected with the superior
ability of individuals with the Hp 2-2 phenotype to produce
antibodies [1, 4]. Moreover, individuals with the Hp 2-2 phe-
notype show an unbalanced number of B cells between the
periphery and bone marrow [4]. Hp binds to the CD22
receptor on human B cells [4], which is implicated in B cell
activation and survival. Although the affinity of the binding
is the same for the three phenotypes, the number of free
CD22-binding sites in the circulation is estimated to be
higher in Hp 2-2 individuals. Increased B cell expression of
CD22 promotes the presence of autoreactive B cells in the
mature repertoire [22]. In addition, murine CD22 is located
within the sle3 susceptibility locus [23], and a polymorphism
of cd22 associates with SLE in a study of Japanese patients
[24]. Tt is likely that the Hp/CD22 interaction can modulate B
cell function. Thus, soluble Hp could inhibit the interaction
of CD22" B cells with the activated endothelial cells, which
upon treatment with pro-inflammatory cytokines such as
tumor necrosis factor-alpha (TNF-o) display increased
expression of cell-surface CD22 ligands [5]. Overall, there are
no dramatic changes in the plasma Hp levels in the SLE
patients studied (Fig. 6), although the patients with higher
disease activity showed significant higher Hp levels than
those with lower or no activity. Despite that a larger number
of samples should be included, increased Hp levels may cor-
relate with increased disease activity, which is when the
release of pro-inflammatory cytokines and the resultant
acute-phase response may occur.

The Hp polymorphism is related to the prevalence and
the outcome of various pathological conditions with altered
iron metabolism such as hemochromatosis, infections, and
atherosclerotic vascular disease. Free hemoglobin promotes
the accumulation of hydroxyl radical and harmful reactive
oxygen species (free radicals), because iron can generate ex-
tremely reactive hydroxyl radicals in the presence of H,0,
[25]. Hp functions as an antioxidant and an essential endo-
thelial protector by binding to free hemoglobin [26]. How-
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ever, both the hemoglobin-binding and the antioxidant ca-
pacity of Hpa1 is higher compared with that of Hpa2 [1, 5].
The lower Hb-binding capacity of individuals with the Hp 2—
2 phenotype results in more renal damage and higher serum
iron levels, at least in males [27].

The increased antioxidant function of Hp1 is thought to
confer protection from angiopathies. Thus, following a
myocardial infarction, the severity and extent of myocardial
damage is greater in patients with Hp 2-2 phenotype than in
those with Hp 1-1, or Hp 2-1 [28]. In addition, the survival
time in patients with Hp 2-2 who have undergone coronary
artery bypass graft is shorter than for people with other Hp
phenotypes [4]. These data suggest that Hp 2-2 protects less
against oxidative stress in arterial vessels. Interestingly, the
Hp 2-2 phenotype is an independent risk factor for cardio-
vascular disease in individuals with diabetes [29]. This is
probably due to the increased generation of redox active iron
induced preferentially by Hp 2-2-Hb complexes [30]. In Hp-
null mice, free hemoglobin accumulates predominantly in
the kidney instead in the liver and spleen as in wild-type
mice [31]. In Hp-null mice, induction of severe hemolysis by
phenylhydrazine causes greater mortality rate and oxidative
tissue damage than in normal mice [32].

Cardiovascular disease is an important complication in
patients with SLE, and the increased risk of cardiovascular
disease in these patients is not fully accounted for by tradi-
tional atherosclerotic risk factors [33]. Moreover, several stud-
ies indicate that atherosclerosis is an active inflammatory and
immune-mediated process [34], and that this dyslipoprotein-
emia, which is characterized by high serum triglyceride levels
and low serum levels of high-density lipoprotein, correlates
with increased disease activity in patients with SLE [33]. Fac-
tors, capable of modulating the inflammatory response in
patients with SLE, are, therefore, likely to be of interest with
regard to the pathogenesis of cardiovascular disease in these
patients. Knowledge of the haptoglobin phenotypes and their
PMF by 2-DE and MS in SLE patients can help predicting or
preventing cardiovascular disorders and determining a more
precise prognosis and better treatment.
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In this study we present data supporting that most
CD38 is pre-assembled in a subset of Brij 98-resistant
raft vesicles, which were stable at 37 °C, and have rela-
tively high levels of Lck and the CD3-{ subunit of T cell
antigen receptor-CD3 complex in contrast with a Brij
98-soluble pool, where CD38 is associated with CD3-¢,
and Lck is not detected. Our data further indicate that
following CD38 engagement, LAT and Lck are tyrosine-
phosphorylated exclusively in Brij 98-resistant rafts,
and some key signaling components translocate into
rafts (i.e. Sos and p85-phosphatidylinositol 3-kinase).
Moreover, N-Ras results activated within rafts immedi-
ately upon CD38 ligation, whereas activated Erk was
mainly found in soluble fractions with delayed kinetics
respective to Ras activation. Furthermore, full phospho-
rylation of CD3-{ and CD3-€ only occurs in rafts, whereas
partial CD3-{ tyrosine phosphorylation occurs exclu-
sively in the soluble pool, which correlated with in-
creased levels of c-Cbl tyrosine phosphorylation in the
non-raft fractions. Taken together, these results suggest
that, unlike the non-raft pool, CD38 in rafts is able to
initiate and propagate several activating signaling path-
ways, possibly by facilitating critical associations
within other raft subsets, for example, LAT rafts via its
capacity to interact with Lck and CD3-{. Overall, these
findings provide the first evidence that CD38 operates
in two functionally distinct microdomains of the plasma
membrane.

Human CD38 antigen is a 45-kDa type II transmembrane
glycoprotein with a short N-terminal cytoplasmic domain and a
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long C-terminal extracellular domain (1, 2). It is widely ex-
pressed in different cell types including thymocytes, activated
T cells, and terminally differentiated B cells (plasma cells)
(8-6). Other reactive cells include NK cells, monocytes, macro-
phages, dendritic cells, and some epithelial cells. The CD38
antigen acts mainly as a NAD(P)* glycohydrolase (7) and plays
a role in lymphocyte activation (3, 8). However, CD38 may also
act as an ectocyclase that converts NAD™" to the Ca®*-releasing
second messenger cyclic ADP-ribose (9). Moreover, intracellu-
larly expressed CD38 may catalyze NAD*/cyclic ADP-ribose
conversion to cause cytosolic Ca®" release (10), and CD38 may
control neutrophil chemotaxis to bacterial chemoattractants
through its production of cyclic ADP-ribose (11).

Plasma membranes of many cell types, including T cells,
contain specialized microdomains, or lipid rafts, enriched in
sphingolipids, cholesterol, sphingomyelin, and glycosylphos-
phatidylinositol-anchored proteins. These membrane domains
are characterized by detergent insolubility at low temperatures
and low buoyant density. Based on these biochemical proper-
ties, they are often referred to as glycosphingolipid-enriched
membranes or detergent-insoluble glycolipid fractions (12, 13).
Several signaling proteins are enriched in lipid rafts. Src fam-
ily kinases and the adaptor protein LAT,! both of which require
acylation for raft targeting, are constitutively present in rafts.
The densely packed, liquid-ordered environment of rafts ex-
cludes most integral membrane proteins. However, antibody-
mediated clustering can recruit receptors on several cell types
to rafts. These include some components of the TCR-CD3 com-
plex (14-17), BCR (18-20), FceRI (21), CD20 (22), and human
CD2 (23). Other transmembrane proteins seem to be constitu-
tively associated with rafts as CD44, CD5, CD9, and murine
CD2 (24-26).

Recent data, however, demonstrate that in resting T cells
10—-20% of the TCR-CD3 complex partitions into rafts that are
resistant to solubilization in 1% Brij 98 at 37 °C (27), which
suggests that part of the TCR-CD3 complex is constitutively
associated with lipid rafts. Our previous data led to the prop-
osition that in T cells CD38 requires the TCR-CD3 complex for
signaling (28, 29). In addition, we have demonstrated that Lck,

1 The abbreviations used are: LAT, linker for activation of T cells;
TCR, T cell antigen receptor; PI, phosphatidylinositol; ZAP-70, {-asso-
ciated protein-70; Erk, extracellular signal-regulated protein kinase;
Tyr(P), phosphotyrosine; mAb, monoclonal antibody; PVDF, polyvinyli-
dene difluoride; ODG, octyl D-glucoside or n-octyl B-D-glucopyranoside;
ECL, enhanced chemiluminescence; HRP, horseradish peroxidase;
FITC, fluorescein isothiocyanate-conjugated; amo, F(ab’), Goat anti-
mouse IgG; GM1, Galpl-3GalNacp1-4Gal(3—2aNeuAc)B1-4GlcB1-1-
Cer; Sos, Son of Sevenless; RBD, Ras-binding domain; GST, glutathione
S-transferase.
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which partitions into rafts, is required for CD38-mediated sig-
naling (30), and CD38 itself is constitutively associated with
lipid rafts resistant to solubilization in 1% Nonidet P-40 at 4 °C
(381). Moreover, upon CD38 cross-linking, a number of proteins
are tyrosine-phosphorylated including ZAP-70 and LAT (30,
31). These studies suggested that rafts and the proteins asso-
ciated or targeted to them as the TCR-CD3, Lck, ZAP-70, and
LAT could be involved in CD38 signaling. However, a key issue
remained unclear: how is CD38 ligation coupled to activation
events in rafts? Does CD38 ligation induce coalescence of mem-
brane rafts, and does such aggregation facilitate the trans-
activation of the raft-associated Lck, thereby initiating the
intracellular cascades, or is CD38 and a fraction of the TCR-
CD3 complex constitutively present in a subset of rafts where
they co-localize and physically interact?

A major concern about rafts isolated by 1% Triton X-100 or
1% Nonidet P-40 at 4 °C is that they are large vesicles of 0.5
and 1 um in diameter, which probably results from the coales-
cence of segregated raft units (32). Therefore, it is difficult to
interpret data on protein composition of raft subsets. However,
the size of 1% Brij 98-resistant vesicles isolated at 37 °C is
rather small (67 = 39 nm) (27), which is quite close to the size
(~50 nm in diameter) of circular raft patches estimated by
photonic force microscopy in living fibroblasts (33) or to the size
of glycosylphosphatidylinositol-anchored protein domains (less
than 70 nm in diameter) measured by fluorescence resonance
energy transfer microscopy in living Chinese hamster ovary
cells (34). Moreover, Brij 98 vesicles are very stable, and once
isolated from different cell membranes they do not coalesce
(27). If a circular raft patch has a radius of about 30 nm and
thus occupies 2827 nm?, it follows that a Brij 98 vesicle on
average should harbor about 1 separate raft unit, which theo-
retically would allow it to immunoisolate homogeneous raft
subsets. Indeed, raft subsets with different protein composi-
tions from the same membrane could actually be isolated (27).

In the present study, using 1% Brij 98 at 37 °C to isolate raft
from Jurkat T cells, we have demonstrated the existence of at
least three types of Brij 98-resistant raft subsets: CD38 rafts,
which are enriched in CD38, CD3-{, and Lck; TCR/CD3
rafts, which are enriched in CD3-{, CD3-¢, and Lck; and LAT
rafts, which are primarily enriched in Lck. Indeed, immunoiso-
lated Lck rafts retrieve all the above proteins, which is in
agreement with its presence in all raft subsets studied so far.
Our results further indicated that following stimulation of
CD38, LAT and Lck are tyrosine-phosphorylated exclusively in
Brij 98-resistant rafts, and many key components of signaling
pathways that are regulated by CD38 translocate into rafts (i.e.
Sos and p85 PI 3-kinase). Moreover, N-Ras is found in its
activated state within rafts upon CD38 stimulation. Further-
more, full phosphorylation of CD3-{ and CD3-¢ only occurs in
rafts, whereas c-Cbl tyrosine phosphorylation occurs exclusively
in non-raft fractions. Taken together, these data provide new
insights in how rafts take part in CD38 signal transduction.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Lines—dJurkat D8 cells, which constitutively express CD38, were
obtained from wild-type Jurkat cells (subclone E6-1, American Tissue
Culture Collection (ATCC), Manassas, VA) by the limiting dilution
technique (35). The Lck-deficient Jurkat T cell variant JCaM1.6 (36)
was kindly provided by Dr. Arthur Weiss (University of California,
San Francisco).

Antibodies and Reagents—Anti-human CD3-e mAb OKT3 (IgG2a) or
the CD38 mAbs HB136 (IgG1) and OKT10 (IgG1) were prepared and
purified by affinity chromatography on HiTrap protein A or HiTrap
protein G HP column, respectively, using the AKTA explorer system
(Amersham Biosciences) as described (28). Anti-human CD38 mAb IB4
(IgG2a) was prepared and purified by affinity chromatography on pro-
tein A-Sepharose and high pressure liquid chromatography on hydroxy-
apatite columns, as described (37). Anti-human CD3-{ mAb 1D4.1 is
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directed against the C-terminal portion of CD3-{, and it has been
described previously (38). Affinity-purified, fluorescein isothiocyanate-
conjugated (FITC) F(ab’), fraction of rabbit antibody to mouse immu-
noglobulins (F(ab’), FITC-RamlIg) was purchased from Dako (Glostrup,
Denmark). Affinity-purified F(ab'), fraction of goat antibody to mouse
IgG (whole molecule) (F(ab’), Gamlg) was purchased from Cappel (ICN
Pharmaceuticals, Inc., Costa Mesa, CA). Recombinant anti-Tyr(P) an-
tibody coupled to horseradish peroxidase (RC20-HRP), anti-Sos1 mAb,
and anti-p85 PI 3-kinase mAb were obtained from BD Biosciences. The
anti-phospho-p44/42 mitogen-activated protein kinase (Thr-202/Tyr-
204) E10 mouse mAb was purchased from Cell Signaling Technology
(New England Biolabs, Beverly, MA). The following affinity-purified
rabbit polyclonal antibodies were purchased from Santa Cruz Biotech-
nology (Santa Cruz, CA): anti-Erk-2, anti-ZAP-70, anti-Vav, anti-Sos,
anti-Cbl, anti-p85a PI 3-kinase, and the affinity-purified mouse mono-
clonal antibody anti-Lck 3A5 mAb. An affinity-purified rabbit antibody
to CD3-e was purchased from Dako (Denmark). Polyclonal antibodies
anti-LAT and anti-Lck (N-terminal) were from Upstate Biotechnology,
Inc. Anti-Zap-70 (Zap-4) rabbit antiserum was a kind gift from Dr. S. C.
Ley (Medical Research Council, London, UK) (30). Anti-CD3-{ anti-
serum 448 was a gift from Dr. B. Alarcon (Centro de Biologia Molecular,
CSIC, Madrid, Spain). Affinity-purified goat anti-rabbit IgG (Fc) HRP
conjugate and goat anti-mouse IgG (H+L) HRP conjugate were from
Promega (Madison, WI). Prestained SDS-PAGE standards (broad and
precision range), and ImmunoStart reagents were from Bio-Rad. The
cholera toxin HRP-conjugated and the anti-actin mAb, AC40, were
purchased from Sigma. Protein G-Sepharose 4 Fast Flow and ECL
reagents were from Amersham Biosciences. Raf-1 Ras-binding domain
agarose conjugate, anti-Ras (clone RAS 10, mouse monoclonal IgG2a-«),
was purchased from Upstate Biotechnology, Inc. uMACS protein G
Microbeads, uMACS Separator, and pwColumns were purchased from
Miltenyi Biotec (Germany).

Fluorescence-activated Cell Sorter Analysis—Cells were analyzed for
surface expression of CD3 and CD38 by flow cytometry as described
previously by using saturating concentrations of the unlabeled primary
mouse mAbs and of the F(ab’), FITC-RamIg secondary antibody (30).
Samples were analyzed in a FACScan flow cytometer (BD Biosciences),
using the CellQuest Software. Under these conditions the primary
antibody binds to the cell surface antigen monovalently; therefore, the
number of bound antibody molecules corresponds to the number of
antigenic sites (39). In experiments on peripheral blood binding of
anti-CD38 mAbs tend to be exclusively monovalent when CD38 antigen
density is low but partially bivalent at higher CD38 densities (40).
Therefore, these estimates may be incorrect by as much as a factor of 2.
However, the ratio between the median fluorescence intensities of CD3
and CD38 was constant from experiment to experiment, because the
same Jurkat line was used throughout the study, and because saturat-
ing concentrations of the mAbs were used.

Detergent Solubilization of Cells at 37 °C—Cells (7-9 X 107) were
washed twice in ice-cold RPMI/HEPES, resuspended in 0.45 ml of
ice-cold 1X lysis buffer (20 mm HEPES, pH 7.6, 150 mMm NaCl, 1 mm
EGTA, 50 mM sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate, 20 um
phenylarsine oxide, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 mm iodoac-
etamide, and a mixture of small peptide protease inhibitors at 1 ug/ml
each) without detergent to disrupt the cells (30), quick-frozen on dry ice,
and then thawed on ice. Broken cells were homogenized by shearing
through a 25-gauge needle with a 1-ml syringe, 10 times, on ice (41).
The particulate suspension was preincubated for 4 min at 37 °C. 50 ul
of a 10% Brij 98 (Sigma) stock solution in 20 mm HEPES, pH 7.4, was
then added to bring a final concentration of 1% Brij 98. After 5 min of
solubilization at 37 °C, the lysate was quick-frozen on dry ice and kept
at —80 °C until use. Before the sucrose gradient centrifugation, lysates
were thawed on ice and then diluted with 0.5 ml of lysis buffer contain-
ing 80% sucrose (final sucrose concentration 40%; final Brij 98 concen-
tration 0.5%) and incubated on ice for 50 min (27). Samples were then
placed at the bottom of a discontinuous sucrose gradient and fraction-
ated as described below.

Fractionation of Detergent-insoluble and -soluble Fractions by Su-
crose Gradient Ultracentrifugation—Detergent-insoluble and -soluble
fractions were separated as described (31) with some modifications. Cell
lysates were mixed with an equal volume of 80% sucrose and trans-
ferred to Sorvall ultracentrifuge tubes. Two ml of 30% sucrose, followed
by 1 ml of 5% sucrose in 1X lysis buffer without detergent, were
overlaid. All the sucrose solutions were prepared in 1X lysis buffer
without detergent and in the presence of small peptide protease inhib-
itors at 1 ug/ml each, (30). Samples were centrifuged for 18—20 h at
200,000 X g in a Sorvall AH-650 rotor. Eight fractions of 0.5 ml each
were collected on ice, from the top to the bottom of the gradients. 18-ul
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aliquots of each fraction of the gradient was diluted with 9 ul of 3%
Laemmli sample buffer and resolved on 12.5% SDS-PAGE under non-
reducing conditions, transferred to PVDF, and immunoblotted with
specific antibodies. Ganglioside GM1, which migrated with the dye
front on a 12.5% SDS-PAGE gel, was detected by blotting with cholera
toxin-HRP conjugated following by the ECL system.

In indicated experiments two pools of the sucrose gradient fractions
were then collected. First was the low density fractions corresponding to
the 5/30% interface (fractions 2 and 3, along fraction 4) and referred to
as rafts. Second was the high density soluble material corresponding
to fractions 7 and 8 of the gradient and referred to as soluble. Except
where otherwise indicated, 18 ul of each pool were diluted with 9 ul of
3X Laemmli sample buffer and loaded onto gels. In indicated experi-
ments proteins of each fraction of the gradient were concentrated by
methanol/chloroform precipitation as described (31).

Immaunoisolation of Raft Subsets under Non-solubilizing Condi-
tions—Pooled sucrose gradient fractions 2—4 (rafts) or fractions 7-8
(soluble) were diluted with lysis buffer containing 1% Brij 98 to less
than 20% sucrose. To avoid variability inherent to each sucrose gradi-
ent centrifugation, the rafts or soluble fractions from six different
sucrose gradients were pooled and then divided into 6 aliquots for the
immunoisolation experiments with anti-CD38, anti-Lck, anti-CD3-¢,
anti-CD3-¢, anti-LAT, or isotype-matching antibodies. After 1 h of in-
cubation on ice with specific mAbs, 50—-100 ul of protein G superpara-
magnetic microbeads (Miltenyi Biotec S. L. (Spain)) were added and
mixed well, and the mixture was incubated for an additional 45 min on
ice. Subsequently, the magnetically labeled raft subsets were passed
over pColumns placed in the magnetic field of the uMACS separator
following the manufacturer’s specifications. The columns were then
rinsed twice with 200 ul of 1% Brij 98 lysis buffer, followed 2 times by
200 pl of Solution A (0.5% Brij 98 lysis buffer), 1 time by 200 ul of
Solution B (0.01% Brij 98 lysis buffer), and 1 time by 200 ul of low salt
wash buffer (20 mMm Tris-HCI, pH 7.5). The immunoisolated raft subsets
were then eluted with 20 + 50 ul of pre-heated 95 °C hot 1X SDS gel
sample buffer and the collected second eluate (50 ul) was analyzed by
SDS-PAGE and Western blotting. The data shown are representative of
three independent experiments.

Immunoprecipitation under Solubilizing Conditions—Pooled rafts
and soluble sucrose gradient fractions were diluted with lysis buffer
containing 1% Brij 98 + 60 mM ODG to less than 20% sucrose. ODG is
a gentle non-ionic detergent that is very efficient in solubilizing pro-
teins associated with rafts (42—45). Immunoprecipitation of protein
assemblies was performed by incubation of these fractions with specific
antibodies followed by capture of the immune complexes on protein G
superparamagnetic microbeads as described above or on protein G-
Sepharose 4 Fast Flow beads (Amersham Biosciences) as described
elsewhere (30).

Cell Stimulation and Western Blotting—Cells were grown up to a
density of 0.5-1 X 10%ml, centrifuged, and serum-starved in RPMI/
HEPES + 0.1% fetal bovine serum 1520 h. The cells were then washed
twice in RPMI/HEPES without serum and resuspended at 4-9 X 107
cells per sample, or as otherwise indicated, in serum-free RPMI/HEPES
medium at 4 °C. Stimulation with anti-CD38 mAbs, lysis, and Western
blotting analyses were performed as described in detail elsewhere (30).
Densitometric analysis was performed on a MacIntosh computer using
the public domain NIH Image program version 1.62 (developed at the
National Institutes of Health and available at rsb.info.nih.gov/nih-
image/) or on a personal computer using the Quantity One—dimensional
Analysis Software version 4.4 (Bio-Rad).

Affinity Assay for Ras Activation in Postnuclear Supernatants—D8
Jurkat T cells were grown and stimulated as described. Cells were then
lysed in ice-cold 2x Mg?* lysis buffer (50 mm HEPES, pH 7.5, 300 mM
NaCl, 2% Igepal CA-630, 20 mm MgCl,, 2 mm EDTA, 4% glycerol, 20
ug/ml aprotinin, 20 ug/ml leupeptin, 50 mMm sodium fluoride, and 2 mm
sodium orthovanadate) for 30 min. Postnuclear supernatants were ob-
tained by centrifugation at 13,000 X g for 15 min at 4 °C. Activated Ras
was assayed on equivalent amounts of lysates from unstimulated or
anti-CD38-stimulated cells. The lysates were incubated with GST-Raf1-
RBD (Ras-binding domain) as specified by the manufacturer (Upstate
Biotechnology, Lake Placid, NY). Proteins were eluted with 3X Laemmli
reduced sample buffer and applied to either a 12.5 or a 15% SDS-PAGE
under reducing conditions. Proteins were transferred to a PVDF mem-
brane, blocked at room temperature for 1 h in 5% milk, and probed with
anti-Ras antibody overnight at 4 °C (clone RAS 10) (46). Total Ras was
measured by anti-Ras immunoblot analysis of an aliquot of the post-
nuclear lysate followed by an HRP-conjugated anti-mouse secondary.
Proteins were detected using enhanced chemiluminescence (ECL System,
Amersham Biosciences, or ImmunoStart System from Bio-Rad).

50793

Affinity Assay for Ras Activation in Raft and Soluble Fractions—
Pooled raft and soluble fractions from 4 to 5 X 10° unstimulated or
anti-CD38-stimulated Jurkat T cells were diluted with 1x Mg?* lysis
buffer to bring the sucrose concentration to less than 20%. Samples
were then incubated with GST-RBD and processed as above.

Statistical Analysis—Statistical analysis were performed using the
Student’s ¢ test parametric) to compare sample groups. p values less
than 0.05 were considered significant.

RESULTS

Isolation and Characterization of CD38-containing Brij 98-
insoluble Raft Microdomains—In this study we used Jurkat T
cells, which constitutively express CD38 (30) (Fig. 1A), to test
whether CD38-mediated signaling is initiated within rafts. We
first investigated whether CD38 is associated with the mem-
brane raft vesicles that are recovered as detergent-insoluble
complexes upon solubilization of cells in Brij 98 at 37 °C. This
detergent has a hydrophilic-lipophilic balance of 15.3 mm, and
it has been successfully used to selectively isolate detergent-
insoluble microdomains at 37 °C exhibiting the expected bio-
chemical characteristics of rafts (27). Jurkat T cells were lysed
in 1% Brij 98 at 37 °C as described under “Experimental Pro-
cedures,” and the lysates were fractionated into supernatant
and pellet after centrifugation at 13,000 X g for 15 min. As
shown in Fig. 1B, only about 42% of CD38 was found in the
supernatant (lane 1), and therefore, most CD38 was found
precipitated in the pellet (lane 3). These results demonstrated
that a large fraction of CD38 was insoluble in Brij 98 at 37 °C
and strongly suggested that CD38 was associated with Brij
98-resistant lipid rafts. However, insolubility of a membrane
protein in a non-ionic detergent could be due to its association
with detergent-resistant lipid rafts and/or its anchoring to cy-
toskeletal elements. To distinguish between these two possibil-
ities, we used ODG, which is a gentle non-ionic detergent that
is very efficient in solubilizing proteins associated with glyco-
lipid-enriched membranes, and it does not disrupt the cytoskel-
eton (42—-45). As shown in Fig. 1B, lane 2, in cells lysed in 1%
Brij 98 in the presence of 60 mm ODG about 98% of CD38 was
recovered in the supernatant upon centrifugation at 13,000 X g
for 15 min, which indicated that CD38 was almost entirely
solubilized by ODG. Therefore, the efficiency of ODG to solu-
bilize CD38 supports the conclusion that its insolubility in Brij
98 is due to raft association and not to cytoskeleton
interactions.

To confirm this, raft membranes were isolated from Jurkat T
cells by using a flotation assay based on resistance to solubili-
zation by Brij 98 at 37 °C (27), and buoyancy at low density
fractions of a bottom-loaded discontinuous sucrose gradient,
with steps of 5, 30, and 40% sucrose (31). As shown in Fig. 1C,
most of the transmembrane proteins CD38 and LAT, the intra-
cellular membrane-bound Lck, and the ganglioside GM1 par-
titioned into low density fractions 2—4, which is consistent with
its residency in floating lipid rafts or glycolipid-enriched mem-
branes. Thus, densitometric analysis showed that the CD38
present in rafts was composed of 62.2 * 3.7% of the total CD38,
whereas the CD38 present in soluble fractions 7-8 was 35.0 =
3.9% of total CD38 (p < 0.006, n = 10, Table I). Likewise,
73.9 = 4.7% of total GM1 localized to rafts, whereas only 13.1 =
2.5% was in soluble fractions (p < 0.00001, n = 10, Table D).
Moreover, about 84% of Lck, 75% of LAT, and less than 30% of
CD3-¢ and CD3-€ were enriched in floating rafts. In contrast,
about 10% of ZAP-70 and none of actin or Cbl were detected in
those fractions (Fig. 1C, and data not shown). These low den-
sity fractions contained only about 2% of total proteins found in
the whole sucrose gradient (Fig. 1D); therefore they were
highly enriched in proteins associated with lipid rafts.

We next examined how ODG affected the recovery of CD38,
CD3-¢, CD3-¢, LAT, Lck, and the ganglioside GM1 in floating
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Fic. 1. Isolation and characterization of CD38-containing de-
tergent-insoluble membrane microdomains using Brij 98 at
37 °C. A, the surface expression of CD3 and CD38 was analyzed by
indirect immunofluorescence staining with saturating concentrations of
both primary and secondary antibodies. Thus, Jurkat D8 cells were
incubated with the anti-human CD3-e mAb OKT3 (open histogram,
continuous line) or with the anti-human CD38 mAb HB136 mAb (filled
histogram), followed by incubation with F(ab'), FITC-anti-mouse IgG
secondary antibody. Representative flow cytometric profiles are shown.
Negative controls were obtained after staining with an isotype-match-
ing unrelated mAb plus a secondary antibody (open histogram, dotted
line). Flow cytometric data are presented as the logarithm of fluores-
cence intensity. Median fluorescence intensity after subtraction of the
fluorescence detected with an isotype-matched control was 38.02 and
7.74 for CD3 and CD38, respectively. The data shown are representa-
tive of more than 20 independent experiments. B, Jurkat T cells were
lysed in 1% Brij 98-containing lysis buffer at 37 °C for 5 min (—) or with
1% Brij 98 in the presence of 60 mm ODG (+). Cell lysates were
fractionated into a supernatant of soluble proteins (S) and a pellet (P) of
insoluble proteins by centrifugation at 13,000 X g for 15 min at 4 °C, as
described under “Experimental Procedures.” Proteins were separated
on 11% SDS-PAGE under non-reducing conditions, and upon transfer-
ence to PVDF membranes were immunoblotted with the anti-CD38
mAb HB136. Blot in B was scanned, and CD38 bands were quantified
using the NIH Image program 1.62 version. CD38 in either the super-
natant or in the pellet was expressed as percentage of total (sum of
supernatant plus pellet). The numbers are as follows: 42% (lane 1), 98%
(lane 2), 58% (lane 3), and 2% (lane 4). The data shown are represent-
ative of three independent experiments. C, Jurkat T cells were lysed in
1% Brij 98-containing lysis buffer at 37 °C for 5 min and fractionated on
a sucrose gradient as described under “Experimental Procedures.”
Eight fractions of 0.5 ml were collected from the top to the bottom of the
gradient. 18-ul aliquots of each fraction of the gradient were diluted
with 9 ul of 3X Laemmli non-reducing sample buffer, and the resulting
27 wul were resolved on 12.5% SDS-PAGE under non-reducing condi-
tions, transferred to PVDF, and blotted with specific antibodies against
the indicated proteins to the right of each panel. Ganglioside GM1,
which migrated with the dye front of the 12.5% SDS-PAGE gel, was

Initial CD38-mediated Signaling Occurs within Rafts

rafts by treating the Brij 98 lysates with 60 mMm ODG before
gradient centrifugation. As shown in Table I, ODG dissociated
>50% of CD38, LAT, and GM1 from the top fractions, whereas
Lck was less affected (about 28% of Lck moved out of the raft
fractions). Note, however, that only 43% of CD38 migrated to
high density fractions 7—8 upon ODG treatment, despite the
fact that same treatment yielded little pelletable CD38 upon
centrifugation at 13,000 X g (Fig. 1B). Likewise, ODG seemed
not to affect the recovery of CD3-{ or CD3-€ in the low density
fractions, although there was a small but highly reproducible
reduction in the percentage of these proteins found in the high
density fractions 7—8 (Table I). These apparent contradictions
were caused by the appearance in fractions 5-6 of CD38,
CD3-¢, and CD3-€ forms of greater buoyant density than those
floating to fractions 2—4 but with lower densities than those
remaining in fractions 7—8 (data not shown). These data sug-
gest that ODG caused partial solubilization with the appear-
ance of less buoyant CD38, CD3-{, and CD3-e complexed with
sphingolipid and other lipids in non-vesicular form (47), or
forming vesicles of smaller size (nanovesicles) with a distinct
cholesterol/lipid environment than that in fractions 2—4 (48).
Therefore, ODG altered the buoyant properties of CD38, CD3-¢,
and CD3-e shifting to intermediate densities.

Lck and the TCR-CD3 Complexes Are Specifically Concen-
trated in Anti-CD38 Immunoisolated Rafts—We next examined
whether the CD3 subunits and Lck are located within the same
raft subset as CD38. To this end, CD38-containing rafts were
immunoisolated from the total pool of Brij 98-resistant raft
fractions with uMACS protein G Microbeads as described un-
der “Experimental Procedures.” Then the immunoisolated rafts
bound to the anti-CD38-coated magnetic beads were analyzed
biochemically. Western blot analysis showed that nonspecific
binding of CD38 to an irrelevant isotype-matching mouse mAb
(IgG1) was about 1% of the total amount of CD38 in the pooled
raft fractions 2—4, whereas its specific binding to the anti-
CD38 mAb OKT10 was about 38%, which suggested a substan-
tial enrichment over the amount in the pooled raft fraction
(data not shown), despite the fact that these experiments were
done in antigen excess according to the manufacturer’s speci-
fications. Similar analysis showed that Lck, CD3-¢, CD3-¢, and
LAT were also detected in rafts immunoisolated with the anti-
CD38 mAb, OKT10 (Fig. 24, lane 1), although there was a
hierarchy of binding, Lck > CD3-{ >> CD3-e = LAT. Binding of
CD3-€ and LAT to OKT10 was considered nonspecific because
it was in the range of that bound to the irrelevant isotype-
matching mAb (0.2-0.8%). Then, we examined the protein
composition of the rafts immunoisolated with anti-Lck, anti-
CD3-¢{, anti-CD3-¢, or anti-LAT antibodies. The data showed
that Lck, CD38, and CD3-{ were readily detected in rafts im-
munoisolated with the anti-Lck mAb 3A5 (Fig. 24, lane 2).
Likewise, CD3-{, CD38, and Lck were clearly present in rafts
immunoisolated with the anti-CD3-{ mAb 1D4.1 (Fig. 24, lane
3). Moreover, significantly higher amounts of LAT were de-
tected in Lck- than in CD3-{-immunoisolated rafts (Fig. 24,
lanes 2 and 3, respectively). Regarding CD3-e rafts immunoiso-

detected by blotting with cholera toxin-HRP conjugated by following the
ECL system. A representative experiment is shown from more than 10
independent experiments. Blots in C were scanned, and protein bands
were quantified using the NIH Image program 1.62 version. The per-
centage of each protein that migrated to low and high density fractions
is shown in Table I. D, an 18-ul aliquot of each gradient fraction was
resolved on SDS-PAGE as above and stained with Coomassie Blue. The
gel was scanned and protein bands were quantified using the NIH
Image version 1.62 software system. A representative experiment is
shown from five independent experiments. The results were confirmed
by analyzing the same fractions in solution with the Bio-Rad colorimet-
ric protein assay (data not shown).
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TABLE 1
Effects of detergents Brij 98 or ODG on the floatability of cell surface and intracellular membrane-associated molecules
Jurkat T cells were lysed in 1% Brij 98 or in 1% Brij 98 + 60 mm ODG before sucrose gradient centrifugation as described under “Experimental
Procedures.” 0.5-ml fractions were collected, and aliquots of each fraction were analyzed by Western blot for the indicated proteins or ganglioside
GM1. Densitometric data on rafts (fractions 2—4) and soluble (fractions 7—8) pools are presented as percentage of the sum of all sucrose gradient
fractions (fractions 1-8).

Rafts Soluble

Brij 98 Brij 98 + ODG Brij 98 Brij 98 + ODG
CD38 62.2 + 3.7¢ 28.7 + 0.2° 35.0 = 3.9¢ 43.2 * 1.7°
Lck 83.7 £ 4.0° 59.8 = 9.4° 6.2 = 3.2¢ 20.7 + 14.4°
LAT 75.1 = 13.6° 25.5 + 5.0° 20.3 = 11.4° 54.3 + 2.0°
CD3-¢ 22.6 £ 2.0° 23.4 + 2.4° 61.9 £ 1.4° 49.9 + 2.1°
CD3-¢ 26.8 = 6.5° 31.3 = 6.4° 54.6 = 7.8° 40.5 + 6.1°
GM1 73.9 £ 4.7¢ 36.6 + 3.2° 13.1 = 2.5¢ 37.3 +5.7°

“ The data are the means *+ S.E. of 10 independent experiments.
® The data are the means = S.E. of 2 independent experiments.
¢ The data are the means = S.E. of 3 independent experiments.
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Fic. 2. Leck and CD3-{ are associated with CD38 in membrane rafts. A, Jurkat T cells were lysed in 1% Brij 98 at 37 °C for 5 min. Rafts
were isolated by sucrose gradient ultracentrifugation, and pooled fractions 2—4 were resuspended in 1% Brij 98 lysis buffer. The raft subsets
enriched in CD38 (lane 1), Lck (lane 2), CD3-¢ (lane 3), CD3-€ (lane 4), or LAT (lane 5) were immunoisolated with specific antibodies (Ab) and
MMACS protein G microbeads as described under “Experimental Procedures.” Immunoisolates were separated on 11% SDS-PAGE gels under
non-reducing conditions and blotted with the indicated antibodies. The amount of CD38, Lck, CD3-{, CD3-¢, or LAT in the corresponding
immunoisolates was estimated by comparison with the total amount of each protein recovered in the pooled raft fractions 2-3, and ranged from
22% for Lck up to 51% for CD3-e. Nonspecific binding to an isotype-matched mouse immunoglobulin (IgG1) ranged from 0.1 to 1%. WB, Western
blot. B, pooled raft fractions isolated as in A were prepared and treated for raft solubilization with 1% Brij 98 + 60 mm ODG lysis buffer before
being subjected to immunoprecipitation with anti-CD38 (lane 1), anti-Lck (lane 2), anti-CD3-¢ (lane 3), anti-CD3-¢ (lane 4), or anti-LAT (lane 5)
mAbs bound to uMACS protein G microbeads. Immunoprecipitates were blotted with the indicated antibodies. C, soluble fractions were prepared
and treated as in B with 1% Brij 98 + 60 mMm ODG before being subjected to immunoprecipitation with anti-CD38 (lane 1), anti-Lck (lane 2),
anti-CD3-¢{ (lane 3), or anti-CD3-e (lane 4) mAbs bound to uMACS protein G microbeads. Immunoprecipitates were blotted with the indicated
antibodies. The data shown are representative of at least three independent experiments.

lated with the anti-CD3-e mAb OKT3, CD3-¢{ was the major
protein co-isolated, following by Lck, with relatively weaker
detection of LAT and CD38 (Fig. 24, lane 4). This correlated
with the fact that CD3-e was readily detected in both Lck-
and CD3-{-immunoisolated rafts (Fig. 24, lanes 2 and 3)
showed intermediate levels in LAT rafts and was weakly
detected in CD38-immunoisolated ones (Fig. 24, lanes 1 and 5,
respectively).

The higher level of Lck relative to LAT in CD3-{- and CD3-

e-immunoisolated rafts indicated that TCR-CD3 raft distribu-
tion in Jurkat T cells was very similar to that in the murine T
cell line 3A9 lysed in Brij 98 (27). Of note is that LAT was
readily detected in Lck rafts and vice versa Lck was clearly
present in LAT rafts, whereas the amount of the other proteins
was significantly higher in Lck rafts than in LAT rafts (Fig. 24,
lanes 2 and 5), which is in agreement with the strong presence
of Lck in all raft subsets studied so far and suggesting that Lck
is the linker that keeps most of these proteins together.
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ODG Extraction Reveals Distinct Protein Assemblies within
Rafts, Which Differ in Their Requirements for Stable Associa-
tion—To examine whether the protein assemblies detected in
immunoisolated rafts correspond to protein-protein interac-
tions or whether they are dependent on the raft integrity,
pooled low density Brij 98-resistant raft vesicles were resus-
pended in a buffer containing 1% Brij 98 + 60 mm ODG, which
efficiently disrupts many lipid raft-protein associations (see
Table I). Then either CD38, Lck, CD3-Z, CD3-¢, or LAT was
immunoprecipitated with specific antibodies bound to uMACS
protein G microbeads as described above, and the retrieved
proteins were detected by Western blot analysis (Fig. 2B).
Because ODG did not affect much the interaction of Lck with
lipid rafts, although greatly affecting the CD38-raft interaction
(Table 1), it was expected that in ODG-treated raft vesicles the
ratio Lck/CD38 would be significantly higher than that in Brij
98-resistant ones. In this sense, CD38 was no longer detectable
in the Lck immunoprecipitates from ODG-treated raft vesicles
(Fig. 2B, lane 2), whereas Lck was still detectable in the CD38
immunoprecipitates (Fig. 2B, lane 1). Note, however, that the
relative amount of Lck co-immunoprecipitated with CD38 was
significantly reduced as compared with that in the intact raft
vesicles (Fig. 2, B and A, lane 1). These data were in accordance
with the reduced amount of CD38 that still remained associ-
ated with raft fractions upon ODG treatment (Table I) and
therefore susceptible to interact with Lck, or being part of the
same raft subset. Likewise, in the presence of ODG LAT was no
longer detected in CD3-{ or CD3-e immunoprecipitates (Fig.
2B, lanes 3 and 4, respectively), and vice versa, low amounts of
CD3-¢{ and CD3-e were co-immunoprecipitated with LAT (Fig.
2B, lane 5). Again, these data correlated with the ability of
ODG to selectively disrupt raft-LAT association, whereas the
association of either CD3-{ or CD3-e with lipid rafts was less
affected (Table D).

Other protein assemblies were affected by the presence of
ODG but not completely disrupted. Thus, lower amounts of
LAT was co-immunoprecipitated with Lck as compared with
that in Brij 98 alone (Fig. 2, B versus A, lane 2), and vice versa
a lower amount of Lck was detected in LAT immunoprecipi-
tates than that in Brij 98 (Fig. 2, B versus A, lane 5), which is
in agreement with a recent report (49) showing that in Jurkat
cells solubilized in 1% Triton X-100 LAT preferentially inter-
acts with the open active form of Lck and weakly with the
closed non-active Lck in lipid rafts, the latter being the pre-
dominant form in unstimulated Jurkat cells.

On the other hand, in the presence of ODG the associations
of Lck with CD3-¢ or with CD3-e were readily detectable, al-
though the relative amounts of CD3-{ and CD3-€ co-immuno-
precipitated with Lck were significantly reduced (Fig. 2B, lane
2) as compared with that in Brij 98 alone (Fig. 24, lane 2).
Moreover, CD3-{-Lck and CD3-e-Lck interactions were detect-
able despite much less Lck was co-immunoprecipitated with
both CD3 subunits (Fig. 2, B versus A, lanes 3 and 4).

CD38 Associates with CD3-{ in Both Raft and Soluble Frac-
tions—Because both the TCR-CD3 complex and CD38 were
present in raft and soluble fractions, it was of interest to know
whether they could interact in both compartments. The data
clearly showed that the presence of ODG did not significantly
affect the amount of CD3-{ co-immunoprecipitated with CD38
in low density fractions (Fig. 2B, lane 1) as compared with that
retrieved in Brij 98-resistant CD38-containing raft vesicles
(Fig. 24, lane 1). Moreover, CD3-{ was readily detected in CD38
immunoprecipitates from the non-raft fraction either in the
presence of ODG (Fig. 2C, lane 1) or in Brij 98 alone (data not
shown). It is worth noting that although CD3-e was also de-
tected in the CD38 immunoprecipitates from soluble fractions

Initial CD38-mediated Signaling Occurs within Rafts
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Fic. 3. CD38 is associated with CD3-{ in the absence of Lck.
Pooled raft fractions from sucrose gradient from Brij 98 lysates from
Jurkat D8 (lanes 1 and 2) or JCaM 1.6 cells (lane 3) were immunopre-
cipitated with the anti-CD38 mAb OKT10 in the presence of 1% Brij 98
alone (lane 1) or in the presence of 1% Brij 98 + 60 mm ODG (lanes 2
and 3) using protein G-bound-Sepharose beads as described previously
(30). Immunoprecipitates were separated on 11% SDS-PAGE gels un-
der non-reducing conditions and blotted with the indicated antibodies
to the left of each panel. The data shown are representative of at least
three independent experiments. WB, Western blot.

(Fig. 2C, lane 1), its concentration in CD38 raft fractions was
significantly lower than that of CD3-{ (Fig. 2, A and B, lane 1),
which suggested that, at least in rafts, CD38-CD3-{ interaction
could occur independently of the presence of the other subunits
of the TCR-CD3 complex or at other CD3-{/CD3-¢ ratios than
that of the TCR-CD3 complex. Moreover, CD38-CD3-{ associa-
tion also occurred in soluble fractions were Lck did not co-
immunoprecipitate with CD38 (Fig. 2C, lane 1), and in ODG-
solubilized rafts from the Lck-deficient Jurkat variant JCaM
1.6 (Fig. 3, lane 3), which strongly suggests that Lck is not
required for CD38-CD3-{ interaction. Together, these results
emphasize that the association of CD38 with CD3-{ can occur
outside of raft membrane vesicles and that CD38-CD3-{ com-
plexes are not artifacts of incomplete solubilization but in-
stead represent discrete units that are capable of being fully
solubilized.

However, CD38 was not detected in CD3-{ immunoprecipi-
tates from either ODG-solubilized rafts or non-raft compart-
ments (Fig. 2, B and C, lane 3), which was a clear discrepancy
from the data in intact raft vesicles where CD38 is readily
retrieved by CD3-{ immunoisolates (Fig. 24, lane 3), and sug-
gested an interaction of either low affinity or low stoichiometry.
Against the low affinity of the CD38-CD3-{ interaction is the
fact that upon extraction with ODG, CD3-{ is still readily
detectable in CD38 immunoprecipitates (Fig. 2B, lane 1, and
Fig. 3, lane 2), while almost undetectable in the CD3-e¢ immu-
noprecipitates (Fig. 2B, lane 4). Likewise, relatively lower
amounts of CD3-e were co-immunoprecipitated with CD3-{ in
the ODG-treated raft compartment (Fig. 2B, lane 3), as com-
pared with those in Brij 98 alone (Fig. 2A, lane 3), which
suggests that CD38-CD3-{ interaction has a relatively higher
affinity than that of the well established CD3-e-CD3-{
association (50).

Moreover, it is worth noting that in Jurkat T cells TCR-CD3
surface expression was significantly higher than that of CD38,
with a CD3/CD38 ratio of about 5:1 at saturating concentra-
tions of both the anti-CD3-e and anti-CD38 mAbs (Fig. 14),
which is indicative of a higher number of surface CD3 mole-
cules than that of CD38. However, because these proteins are
not equally distributed in the different cell surface microdo-
mains, the real number of CD3 and CD38 molecules in each
microdomain may vary significantly. One might expect that in
Brij 98-resistant rafts CD38 and CD3-¢ will be constrained to
be close together at a more balanced concentration, and hence
they were readily co-isolated independently of the antibody
used for immunoisolation (Fig. 24, lanes 1 and 3). In contrast,
in Brij 98- or ODG-soluble fractions the number of CD3 mole-
cules clearly exceeds those of CD38; therefore, it is expected
that a large proportion of CD3-{ will be associated with recep-
tors other than CD38 (i.e. the TCR-CD3 complex), or it will be
remain free. Under conditions of large antigen excess, as occurs
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Fic. 4. Upon CD38 engagement LAT, Lck, CD3-, and CD3-€ tyrosine phosphorylation occurs in rafts, whereas c-Cbl tyrosine
phosphorylation occurs in non-raft soluble fractions. A, serum-starved Jurkat D8 T cells were stimulated (+) or not (—) with the anti-CD38
mAb IB4 at 5 pg/107 cells, followed by cross-linking with the F(ab’), fragment of a secondary antibody for 3 min at 37 °C. Cells were then lysed
in 1% Brij 98 at 37 °C, and rafts and soluble fractions were isolated by sucrose gradient centrifugation as described under “Experimental
Procedures.” 60 mm ODG + 1% Brij 98-containing lysis buffer was then added to these fractions, and they were subjected to immunoprecipitation
(IP) with an anti-Tyr-(P) mAb bound to agarose beads. Tyrosine-phosphorylated proteins were eluted from the beads with 40 mm phenyl phosphate.
Proteins were separated on 11% SDS-PAGE under reducing conditions and blotted with the anti-Tyr(P) mAb RC20-HRP. The position of molecular
mass markers is indicated to the left. B, blots in A were scanned, and tyrosine-phosphorylated CD3-e and CD3-{ bands were quantified using the
NIH Image program 1.62 version. Open bars represent the amount of each phosphoprotein expressed in densitometric units before stimulation.
Closed bars represent that upon IB4 stimulation. C, filter from A was subsequently stripped and reprobed with specific antibodies against the
indicated proteins. The data shown are representative of three independent experiments. D, Jurkat T cells were stimulated (+) or not (—) with
IB4+amo for 5 min at 37 °C. Then rafts and soluble fractions were isolated. Tyrosine-phosphorylated proteins were immunoprecipitated and
immunoblotted with anti-Tyr(P) mAb as above, except that 1% Brij 98-containing lysis buffer without ODG was added before the immunopre-
cipitation. The position of molecular mass markers is indicated to the left. E, filter from D was stripped and reprobed with antibodies against the
indicated proteins. Fold increase in the densitometric units (corrected by area) relative to unstimulated cells is indicated at the bottom of each lane.
The data are representative of three independent experiments.

in our immunoprecipitation experiments, it is likely that the cells were treated with 1% Brij 98 + 60 mm ODG before im-
anti-CD3-¢{ mAb would bind much more the CD3-{ molecules munoprecipitation with an anti-Tyr(P) mAb bound to agarose
that remain free or associated with other receptors (Fig. 2, B beads. This was followed by elution of tyrosine-phosphorylated
and C, lane 3), rather than associated with CD38, which would proteins with 40 mm phenyl phosphate, Western blot with
be preferentially captured by the anti-CD38 mAb (Fig. 2, Band anti-Tyr(P) mAb, and subsequent re-blotting with specific an-
C, lane 1). Therefore, these findings support the idea that the tibodies as described (30). As shown in Fig. 4, A and C, Lck and
CD38 raft subset represents a significant fraction of CD3-¢- LAT were readily detected in the anti-Tyr(P) immunoprecipi-
containing rafts, whereas CD38 in the disordered plasma mem- tates from rafts with a significant increase upon CD38 ligation
brane represents a very minor fraction of CD3-i-associated for 3 min (in Fig. 4C, compare lane I with lane 2). Neither Lck
complexes. nor LAT was detected in the anti-Tyr(P) immunoprecipitates
Tyrosine Phosphorylation of Lck, LAT, and Fully Phospho- from the soluble fraction (Fig. 4, A, and C, lanes 3 and 4). In
rylation of CD3-{ and CD3-€ Occurs Exclusively in Rafts upon  contrast, tyrosine-phosphorylated Erk was mainly detected in
CD38 Engagement—The first signaling events following CD38 the soluble fraction (lane 4). Tyrosine phosphorylation of Erk
engagement involve increased tyrosine phosphorylation of a correlates with increased Erk catalytic activity (30).
number of cellular proteins, including ZAP-70, Lck, LAT, and Tyrosine phosphorylation of CD3-e and CD3-{ occurred in
the CD3 subunits, CD3-{ and CD3-€ (28, 30, 31). To analyze both raft and soluble fractions upon CD38 ligation (Fig. 4, A
whether these events occur in rafts, pooled Brij 98-resistant and C). However, in rafts CD3-e tyrosine phosphorylation in-
raft and soluble fractions from unstimulated or IB4-stimulated creased 4-fold relative to that in unstimulated cells, whereas in
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the soluble fraction such an increase was only 1.7-fold (for
quantification see Fig. 4B). Likewise, the increases in CD3-¢
tyrosine phosphorylation were more prominent in rafts than in
soluble fractions (3—5-fold in rafts versus 2-fold in soluble frac-
tions, Fig. 4B). It is worth noting that in the raft fraction
tyrosine-phosphorylated CD3-e exhibited a slower migration on
SDS-PAGE than its counterpart in the soluble fraction (Fig. 4,
A and C, lanes 1 and 2 versus lanes 3 and 4). Its apparent
molecular weight coincided with that of the upper band of the
fully tyrosine-phosphorylated CD3-¢, which runs as a 24-25-
kDa doublet on high resolution SDS-PAGE (38). Likewise, the
23-kDa form of tyrosine-phosphorylated CD3-{, which corre-
sponds to that of fully phosphorylated CD3-{ species (51), was
only detected in rafts and not in the soluble fraction. In con-
trast, in the soluble fraction from IB4-stimulated cells 81% of
tyrosine-phosphorylated CD3-¢ migrated with an apparent mo-
lecular mass of 18 kDa (Fig. 4, A, lane 4, and B). Moreover, in
rafts from IB4-stimulated cells the 23-kDa form was predomi-
nant over the 21-kDa form (Fig. 4, A, lane 2, and B). Both the
21- and 18-kDa forms correspond to partially phosphorylated
CD3-¢ species (51). The appearance of fully phosphorylated
CD3-{ and a 23:21-kDa ratio near 1 has been correlated with
the activation of ZAP-70 and T cell activation, whereas altered
CD3-{ phosphorylation and a 23:21 ratio of much less than 1
has been associated with partial TCR signaling (51-54).

¢-Cbl Tyrosine Phosphorylation Occurs Exclusively in the
Soluble Fraction upon CD38 Engagement—c-Cbl is a cytosolic
protein that becomes tyrosine-phosphorylated upon CD38 en-
gagement although with slower kinetics than those of LAT,
CD3-¢, and CD3-¢ (28, 30). Because in Jurkat T cells anti-CD3
stimulation induces the association of a highly tyrosine-phos-
phorylated pool of ¢c-Cbl with lymphocyte membranes and with
a detergent-insoluble particulate fraction (55), it was of inter-
est to examine whether this phenomenon occurred upon CD38
ligation. To this end, cells were stimulated for 5 min with the
anti-CD38 mAb IB4 followed by cross-linking with the F(ab’),
fraction of a secondary antibody. Then pooled Brij 98-resistant
raft and soluble sucrose gradient fractions from unstimulated
or IB4-stimulated cells were immunoprecipitated with an anti-
Tyr(P) mAb bound to agarose beads as described above. As
shown in Fig. 4E, c-Cbl was exclusively detected in the anti-
Tyr(P) immunoprecipitates from the soluble fraction, with a
significant increase upon CD38 engagement (Fig. 4E, upper
panel, lanes 3 and 4). In contrast, tyrosine phosphorylation of
p55 PI 3-kinase was exclusively detected in raft fractions (Fig.
4E, lower panel, lanes 1 and 2), whereas phospho-ZAP-70 was
detected in both raft and soluble fractions, although after CD38
stimulation the increase in ZAP-70 tyrosine phosphorylation
was seen better in the raft fraction (Fig. 4E, middle panel).
Increased ZAP-70 tyrosine phosphorylation has been corre-
lated with augmentation of its catalytic activity (56), whereas
c-Cbl has been associated with the negative regulation of im-
mune receptor signaling (57). Note that in both raft and soluble
fraction from cells stimulated with anti-CD38 mAb for 5 min,
several tyrosine-phosphorylated proteins were detected, with
apparent molecular masses above 50 kDa. However, in the
soluble fraction the relative abundance of tyrosine-phosphory-
lated proteins was higher than in rafts, which correlated with
its higher protein content. Overall, these findings strongly cor-
roborate our initial suggestion that raft microdomains play an
important role in the activation of the earliest CD38 signaling
events (31), in which Lck, CD3-Z, CD3-¢, ZAP-70, and LAT
become tyrosine-phosphorylated. In contrast, potentially inhib-
itory signals involving altered CD3-{ tyrosine phosphorylation
and fully c¢-Cbl tyrosine phosphorylation could be initiated si-
multaneously, or a few minutes later in the bulk of non-raft
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Fic. 5. Recruitment of Sos and p85 PI 3-kinase to membrane
rafts upon CD38 ligation. A, overnight serum-starved Jurkat T cells
(JK D8) were left unstimulated (—) or they were stimulated (+) with the
anti-CD38 mAb antibody IB4 (5 ug/107 cells), followed by cross-linking
with the F(ab’), fragment of a secondary antibody (amo) for 3 min at
37 °C. Cells were then lysed in 1% Brij 98-containing lysis buffer at
37 °C for 5 min. Rafts were isolated and concentrated as described
under “Experimental Procedures.” 25-ul aliquots (in sample buffer) of
rafts fractions were resolved on 11% SDS-PAGE under non-reducing
conditions and transferred to PVDF. The membranes were then immu-
noblotted with the indicated specific antibodies. B, serum-starved Jur-
kat T cells were left unstimulated (lane 1) or stimulated either with the
anti-CD38 mAb antibody, OKT10 (lane 2), or with IB4 (lane 3), followed
by cross-linking with the amo for 5 min at 37 °C. Rafts were isolated as
in A. 25-ul aliquots (in sample buffer) of rafts fractions were resolved on
11% SDS-PAGE under non-reducing conditions and transferred to
PVDF. Separated proteins were immunoblotted with anti-Sos (upper
panel), anti-p85a subunit of the PI 3-kinase (middle panel), or anti-LAT
(lower panel) antibodies. Blots from A and B were scanned, and protein
bands were quantified using the NIH Image program 1.62 version. Fold
increase in the densitometric units (corrected by area) relative to un-
stimulated cells is indicated at the bottom of each lane. The data are
representative of three independent experiments.

plasma membrane and/or the cytosol.

Recruitment of Sos and the p85a Regulatory Subunit of the
PI 3-Kinase to Membrane Rafts upon CD38 Ligation—To ex-
amine whether additional signaling molecules were recruited
to rafts upon CD38 engagement, despite the fact that they do
not become tyrosine-phosphorylated, Jurkat T cells were stim-
ulated with the anti-CD38 mAb, IB4, followed by cross-linking
with the F(ab’), fraction of a secondary antibody for 3 min.
Cells were then lysed in 1% Brij 98 at 37 °C and subjected to
sucrose gradient fractionation. The low density raft fractions
2—4 were pooled and concentrated, and proteins were sepa-
rated by SDS-PAGE under non-reducing conditions and ana-
lyzed by Western blot with various specific antibodies. As
shown in Fig. 5A, we observed that upon CD38 ligation for 3
min the amount of Sos and p85 PI 3-kinase in rafts increased 2-
and 14-fold, respectively (Fig. 5A, lane 2 versus lane 1). These
increments appeared to be specific because the relative
amounts of Vav and LAT remained unchanged following CD38
engagement, whereas ZAP-70, Lck, CD3-{, and CD3-¢ incre-
ments ranged from 1.2- to 1.6-fold over unstimulated cells.
Furthermore, a more patent translocation of Sos, and particu-
larly of p85 PI 3-kinase, to rafts was observed at 5 min follow-
ing CD38 ligation with IB4 (Fig. 5B, lane 3, upper and middle
panels, respectively). When another anti-CD38 mAb, OKT10,
was used to stimulate cells, the translocation of Sos and p85«a
to rafts also occurred but less efficiently (Fig. 5B, upper and

£002 'T€ Arenuer uo g3NOIF A VIDOTOLISYEVd LSNI ¥e 610°og[mmm woly papeojumoq


http://www.jbc.org

The Journal of Biological Chemis

e

Initial CD38-mediated Signaling Occurs within Rafts

A IP:LAT
[B4+omo - +
S B S Tyr(P)
1.0 50
[ T
1.0 08
b ~Sos
1.0 10
W -SLPT6
1.0 50
1 2

B
IB4+amo - 4 -

OKT10+amo =- - +
5 min &8 — S pMAPK
1.0 25.3 2.3
asase» - ERK

1 2 3
FiG. 6. A, recruitment of Sos and SLP-76 by tyrosine-phosphorylated
LAT upon CD38 ligation. Jurkat T cells serum-starved overnight (4 X
107 per point) were prepared and stimulated with the anti-CD38 mAb
IB4 + amo for 5 min at 37 °C as described above. Cells were lysed in 1%
Nonidet P-40 lysis buffer on ice. Post-nuclear supernatants were sub-
jected to immunoprecipitation (IP) of LAT as described under “Experi-
mental Procedures.” Immunoprecipitates were separated on 11% SDS-
PAGE under reducing conditions and subjected to immunoblotting with
an anti-Tyr(P) mAb (upper panel). Membrane was then striped and
reblotted with antibodies to the indicated proteins (to the right of each
panel). Fold increase in the densitometric units (corrected by area)
relative to unstimulated cells is indicated at the bottom of each lane. B,
CD38-mediated Erk activation. Jurkat cells were left unstimulated
(lane 1), stimulated with the anti-CD38 mAb antibodies IB4 (lane 2), or
OKT10 (lane 3), followed by cross-linking with the amo for 5 min at
37 °C. After stimulation cells were immediately lysed in ice-cold 1%
Nonidet P-40 lysis buffer. Post-nuclear supernatants were separated on
10% SDS-PAGE under reducing conditions and subjected to immuno-
blotting with an anti-diphospho-Erk mAb (upper panel). Then the filter
was stripped and reprobed with an anti-Erk polyclonal antibody (lower
panel). Fold increase in the densitometric units (corrected by area)
relative to unstimulated cells is indicated at the bottom of the upper
panel. The data are representative of three independent experiments.

middle panels, lane 2), which correlated with its relatively
lower capability of inducing Erk activation (Fig. 6B). Note that
the anti-p85a mAb used for immunoblotting detected a doublet
in CD38-stimulated cells (Fig. 5B, middle panel, lanes 2 and 3).
The upper band, which is also present in unstimulated cells
(lane 1), may correspond to the p85p3 isoform, which is consti-
tutively associated with lipid rafts in Jurkat T cells (14). Be-
cause neither Sos nor p85 PI 3-kinase become tyrosine-phos-
phorylated upon CD38 engagement (Ref. 30 and data not
shown), the data suggested that the recruitment of Sos and p85
PI 3-kinase to raft membranes may reflect the specific interac-
tion of these proteins with raft components, which in turn may
facilitate the CD38-mediated activation of the Raf-Erk and PI
3-kinase/Akt signaling pathways.

Recruitment of Sos and SLP-76 to Tyrosine-phosphorylated
LAT upon CD38 Engagement—LAT tyrosine phosphorylation
and recruitment of Grb2-Sos are important steps for TCR-
mediated Ras activation (58). Given that LAT is located in
rafts, and Sos is translocated to rafts upon CD38 cross-linking,
we addressed the question whether cross-linking of CD38 leads
to LAT tyrosine phosphorylation and subsequent recruitment
of Sos in Jurkat T cells. To this end, anti-LAT immunoprecipi-
tates from unstimulated or anti-CD38-stimulated cells lysed in
1% Nonidet P-40 were immunoblotted with an anti-Tyr(P)
mAb. As shown in Fig. 64, CD38 ligation induced a significant
increase in LAT tyrosine phosphorylation (upper panel, lane 2
versus lane 1). Sos was readily detected in LAT immunopre-
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cipitates from CD38-stimulated cells, and not from unstimu-
lated cells (Fig. 6A, 3rd panel, lanes 2 and 1, respectively).
Therefore, this result suggests that CD38-mediated tyrosine
phosphorylation of LAT promotes the recruitment of Grb2-Sos
complexes to rafts. Because another critical role of LAT is to
bring SLP-76-Gads complexes, and its associated proteins, to
the membrane in a tyrosine phosphorylation manner (59), we
next tested whether SLP-76 was recruited to LAT upon CD38
ligation. As shown in Fig. 64, SLP-76 was detected in LAT
immunoprecipitates from CD38-stimulated cells (lower panel,
lane 2) and not from unstimulated cells (lower panel, lane 1),
which is in agreement with an active recruitment of SLP-76-
Gads to tyrosine-phosphorylated LAT.

Because translocation of Sos to rafts was better induced by
the anti-CD38 mAb IB4 than with OKT10, the relative potency
of these mAbs to induce Erk activation was studied. As shown
in Fig. 6B, IB4 mAb induced a higher increase in Erk phospho-
rylation than OKT10, as expected.

CD38 Ligation Induces Ras Activation Within Rafts—Al-
though translocation of Grb2-Sos complexes into rafts leads to
Ras activation upon TCR stimulation (60), and we have dem-
onstrated that CD38 ligation leads to Raf/Erk activation (28,
30, 31), it is not known whether Ras is activated upon CD38
engagement. To determine this possibility, serum-starved
Jurkat T cells were stimulated with the anti-CD38 mAb IB4 for
2 and 5 min. Activated GTP-bound Ras was extracted from
lysates with a GST fusion protein containing the N-terminal
Ras binding domain of Raf (see “Experimental Procedures”).
The amount of activated Ras in the pull-outs was determined
by immunoblotting with an anti-Ras antibody that recognizes
the three main Ras isoforms (H-Ras, N-Ras, and K-Ras). As
shown in Fig. 7A, CD38 ligation induced a time-dependent
activation of Ras, which was stronger at 2 min following stim-
ulation than at 5 min.

In Jurkat T cells the only Ras isoform expressed is N-Ras
(61), which potentially could be targeted to lipid rafts via
palmitoylation at cysteine 181 (62). To examine whether N-Ras
present within rafts become activated upon CD38 engagement,
the GTP-Ras pull-down assay was performed in pooled raft
fractions from either unstimulated or CD38-stimulated Jurkat
T cells. As shown in Fig. 7B, CD38 ligation induced activation
of Ras within rafts at 2 min following stimulation, as judged by
the increase in the amount of GTP-bound Ras recovered in the
pull-outs (lane 2 versus lane 1). In contrast, not such increase
was observed in the non-raft-soluble fraction at this time point
(data not shown).

DISCUSSION

In a previous paper (31), we have demonstrated that in T
cells CD38 is associated with lipid rafts. However, little is
known about the protein composition of CD38-containing rafts
and whether specific interactions exist between CD38 and
other well characterized raft-associated signaling proteins. By
using specific antibodies bound to protein G superparamag-
netic microbeads, we have analyzed the distribution pattern of
CD38, Lck, CD3-£, CD3-¢, and LAT in immunoisolated rafts
from Jurkat T cells. This study indicates that CD38 is concen-
trated in a subset of rafts that have relatively high levels of Lck
and CD3-{, whereas CD3-e and LAT are weakly detected.
Moreover, the CD3-{ and CD3-€ subunits seem to be concen-
trated in a subset highly enriched in Lck and to a lesser extent
with LAT. Thus, the distribution pattern of these molecules in
CD3-€ rafts is very similar to that in Brij 98-resistant immu-
noisolated CD3-¢ rafts from a murine T cell line (27). On the
other hand, Lck rafts retrieve all the molecules analyzed,
whereas LAT rafts are highly enriched in Lck, show interme-
diate levels of CD3-{ and CD3-¢, and low levels of CD38. There-
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Fic. 7. CD38 ligation induces Ras activation within rafts. A,
2—4 X 107 Jurkat T cells, which were starved overnight in 0.1% serum
RPMI/HEPES, were left unstimulated (—) or stimulated with the anti-
CD38 mAb antibody, IB4, at 5 ug/10” cells, followed by cross-linking
with the F(ab’), fragment of a secondary antibody (amo), for the indi-
cated periods of time, at 37 °C. After stimulation cells were immediately
lysed in ice-cold Mg?" lysis buffer (see “Experimental Procedures”).
Active GTP-bound Ras was extracted from post-nuclear supernatants
with the GST-Raf-Ras-binding domain (RBD), coupled to glutathione-
agarose, and analyzed by immunoblotting with anti-Ras antibody (clone
RAS 10) (upper panel). Total Ras was measured by anti-Ras immuno-
blot analysis of the post-nuclear supernatants (400,000 cell equivalents
per lane) (lower panel). Fold increase in the GTP-bound Ras relative to
unstimulated cells is indicated at the bottom of the upper panel. The
data were previously corrected by dividing the amount of GTP-bound
Ras by the amount of total Ras protein detected in the immunoblots. B,
pooled Brij 98-resistant raft sucrose gradient fractions from unstimu-
lated (lane 1) or IB4-stimulated (lane 2) Jurkat cells were solubilized in
ice-cold Mg?" lysis buffer and processed as above. Fold increase in the
GTP-bound Ras (corrected by total Ras content) relative to unstimu-
lated cells is indicated at the bottom of the upper panel. The data are
representative of at least three independent experiments.

fore, there are quantitative and qualitative differences in the
protein content of the raft subsets so far studied, although
there is also some degree of overlapping, presumably because
most of these molecules are part of pre-formed signaling
complexes.

Recent evidence suggests that LAT and Lck could reside in
separate raft domains in human T lymphoblasts (63). Interest-
ingly, in the same report TCR stimulation induced the co-
localization of LAT and Lck to 50-100 nm microdomains,
which suggested that in these cells the coalescence of LAT- and
Lck-containing rafts requires T cell activation. In contrast, the
results presented in this report demonstrate that in unstimu-
lated Jurkat T cells raft subsets exist containing Lck, LAT, and
the TCR-CD3 complex. Moreover, recent data by Kabouridis
(49) show the selective interaction of LAT with the open active
form of Lck in lipid rafts from Jurkat T cells, whereas such
interaction in the soluble non-raft fraction is minimal. Alto-
gether, these data suggest that in normal T cells the associa-
tion of LAT with Lck-containing rafts is regulated by TCR
signaling, whereas in Jurkat T cells there is a constitutive
association of these proteins in the same raft subsets, which
may explain why in these cells the TCR-generated signals are
amplified more rapidly than in resting T cells.

Within these pre-assembled signaling units, some of these
protein complexes are very sensitive to raft disruption, which
suggest weak and very likely dynamic interactions, involving
protein-protein and protein-lipid interactions. Thus, treatment
of the raft membrane vesicles with ODG causes the dissociation
of LAT from CD3-{ and CD3-e immunoprecipitates. Likewise,
ODG causes a significant dissociation of Lck from CD38 immu-
noprecipitates and the complete lost of CD38 from Lck immu-

Initial CD38-mediated Signaling Occurs within Rafts

noprecipitates. These results could be explained by the selec-
tive dissociation of LAT and CD38 from raft membrane vesicles
by ODG, whereas Lck, CD3-{, and CD3-e remain associated to
them (Table I). In this sense, it has been reported in murine T
cells that CD38 and Lck could interact directly through the
CD38 cytoplasmic tail and the Lck Src homology 2 domain (64).
Interestingly, such interaction takes place in cells solubilized
in a lysis buffer containing 1% digitonin, which is a mild de-
tergent known to preserve lipid raft-protein interactions (65).

In contrast, other protein complexes are well maintained
regardless of using ODG detergent to solubilize rafts, which
suggest that they occur primarily via protein-protein interac-
tions. Thus, the associations of Lck with either CD3-¢ or CD3-€
are relatively well maintained in the presence of ODG and are
detected independently of the antibody used for immunopre-
cipitation (i.e. anti-Lck, anti-CD3-¢, or anti-CD3-¢). These data
further support that Lck and the TCR-CD3 complex are tightly
associated within the Lck and/or the TCR raft subsets. Since in
rafts a small fraction of both CD3-{ and CD3-e seems to be
constitutively phosphorylated (Fig. 4), it is likely that Lck-CD3
association takes place through phosphotyrosine-dependent
interactions.

Another protein ensemble, which probably takes place via
protein-protein interactions, is the association of CD38 with
CD3-¢{. Thus, in the anti-CD38 immunoprecipitates from raft
fractions a similar proportion of CD3-{ remains associated with
CD38 independently of the presence or absence of ODG. More-
over, the association of CD38 with CD3-{ is found in both raft
and soluble fractions and in rafts from Lck-deficient cells,
which demonstrates that CD38-CD3-{ interactions can occur
independently of raft partitioning of their components, do not
require Lck, and are not artifacts of incomplete solubilization.
However, in Jurkat T cells there are clear differences in the
surface expression of the CD3 subunits and CD38, along with
differences in the proportion of each molecule partitioning into
rafts, which may dramatically influence the stoichiometry of
CD38-CD3-¢ complexes within rafts, or outside them. The re-
sults indicate that changes in the surface expression of CD38,
CD3-¢, or both may greatly affect the number of available
CD38-CD3-{ complexes, which in turn may affect the threshold
level required to initiate transmembrane signaling through
CDa3s.

Other protein associations, which are stable in 1% Brij 98
but not in 60 mm ODG, are direct, however. Perhaps the best
example is the CD3-{-CD3-e complexes, which are detected in
both raft and soluble fractions. Our data are consistent with
the evidence that CD3-{ is loosely associated to the other TCR-
CD3 subunits (66), and therefore its interaction with the other
CD3 polypeptide chains is more sensitive to non-ionic deter-
gents than the more tightly associated TCR-aB-CD3-ye or TCR-
afB-CD3-8e subcomplexes (50, 67, 68).

CD38 clustering induces tyrosine phosphorylation of Lck,
LAT, ZAP-70, and p55 PI 3-kinase within rafts. Moreover, full
phosphorylation of CD3-{ and CD3-€ only occurs in raft mem-
branes, as judged by the apparent molecular weight of the
different tyrosine-phosphorylated CD3-{ (23- and 21-kDa forms
with a ratio 23:21 higher than 1) and CD3-¢ forms detected in
the anti-Tyr(P) immunoprecipitates. The 21- and/or 23-kDa
forms of CD3-¢ may contribute to T cell survival and to T cell
responses against pathogens such as bacteria and viruses (69).
These data suggest that activation signals initiated in CD38
rafts are rapidly propagated to other raft compartments, where
the amplification signaling machinery is present (i.e. LAT-
enriched rafts, etc.).

CD38-mediated tyrosine phosphorylation of CD3-{, CD3-¢,
ZAP-70, and LAT may be functionally related to the recruit-
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ment of Sos and subsequent activation of N-Ras within rafts. In
TCR-mediated signaling tyrosine phosphorylation of raft-asso-
ciated LAT by ZAP-70 may result in an exchange of Sos be-
tween the ZAP-70-Grb2-Sos and LAT-Grb2-Sos complexes (60).
A similar model is compatible with our observations in Jurkat
T cells, where CD38 ligation induces tyrosine phosphorylation
of both ZAP-70 and LAT, recruitment of Sos to phospho-LAT
(Fig. 6A), and targeting of Sos into rafts as well (Fig. 5). There-
fore, a pathway leading from CD38 through Ras to Erk requires
the formation of a signaling complex made up of the TCR-CD3
(28), Lck (30), ZAP-70 (30, 31), and its downstream effector
LAT. In this model, tyrosine phosphorylation of ZAP-70 and
LAT are likely to be essential for CD38-induced targeting of Sos
into rafts containing Ras. Therefore, as it is pointed out else-
where, the formation of functional signaling complexes is un-
likely to be stabilized solely through interactions with lipid
rafts but does require phosphotyrosine-dependent interactions
(70-72). In murine T cells, where CD38-mediated LAT tyrosine
phosphorylation is weaker than in Jurkat T cells, we favor a
model in which the adaptor She might have a crucial role (31).
In this sense, She partitions into rafts following TCR engage-
ment (14), and targeting of Shc to rafts leads to constitutive
activation of the Ras/Erk signaling pathway and enhanced
TCR signaling (73).

The distinct membrane microlocalization of the different Ras
isoforms clearly has important potential consequences for ef-
fector interactions and activation of downstream pathways
(74). In cell membranes prepared under detergent-free condi-
tions, doubly palmitoylated H-Ras localizes in both lipid raft
microdomains and bulk plasma membrane, whereas K-Ras is
predominantly present in the bulk disordered membrane (74—
76). On the other hand, 75-80% of unipalmitoylated N-Ras is
found in non-caveolar lipid raft fractions from N-Ras-trans-
fected COS-7 cells lysed in 0.25% Triton X-100 (77), and in
unstimulated Jurkat T cells extracted with 1% Brij 98 at 37 °C,
about 13% of N-Ras migrates with lipid rafts (data not shown).
Because Ras interaction with lipid rafts is highly sensitive to
detergent extraction (74, 75), it is likely that we are underes-
timating the amount of N-Ras present in lipid rafts. In any
case, CD38 ligation with an agonist anti-CD38 mAb causes
N-Ras activation within Brij 98-resistant rafts (Fig. 7) and not
in soluble fractions. However, the bulk of the Erk activation
occurs in the non-raft fractions (Fig. 4), and disruption of raft
interactions by treatment with methyl-g-cyclodextrin strongly
stimulates CD38-mediated Erk activation (31). Thus, associa-
tion with raft domains may be involved in the first steps lead-
ing to Ras/Erk activation, but rafts do not constitute the final
site of activation of this signaling pathway. These data are
consistent with the concept that N-Ras may exist in a dynamic
equilibrium between lipid rafts and the disordered plasma
membrane, as has been demonstrated for doubly palmitoylated
H-Ras (74, 76, 78).

In Jurkat T cells the regulatory p85a subunit of the PI
3-kinase is recruited to rafts after CD38 cross-linking, whereas
the p85p isoform is constitutively present in rafts. Moreover, a
tyrosine-phosphorylated p55« isoform was also present in rafts
and became increasingly tyrosine-phosphorylated upon CD38
ligation. Because CD3-{ and CD3-e are tyrosine-phosphory-
lated upon CD38 cross-linking (Zubiaur et al. (28, 31) and this
paper), and these proteins could interact in a phosphorylation-
dependent manner with the p85a PI 3-kinase (31, 79, 80), they
could target PI 3-kinase to rafts. In addition, binding of PI
3-kinase to the TCR-CD3 per se could up-regulate the PI 3-ki-
nase activity (79, 80), presumably by a conformational change
as reported previously for other p85-binding proteins (81, 82).
Other candidate molecules are LAT, She, and Cbl, as these

50801

molecules bind p85 (83), and are tyrosine-phosphorylated upon
CD38 stimulation (Figs. 4 and 6) (28, 30, 31). An initiating
process could occur with molecules such as CD3-¢ and CD3-¢,
whereas LAT or Shc may responsible for maintaining or am-
plifying PI 3-kinase activation. Both events are likely impor-
tant for PI(3,4,5)P; generation after CD38 cross-linking. These
interactions with lipid rafts are likely to be functionally signif-
icant, because in one earlier study we demonstrated that dis-
ruption of raft domains by treatment with methyl-gB-cyclodex-
trin prevents the PI 3-kinase/Akt activation mediated by
CD38 (31).

In contrast, c-Cbl, which in B cells is related to inhibition of
CD38-mediated cell growth (84), becomes tyrosine-phosphory-
lated exclusively in the non-raft compartment with delayed
kinetics in respect to other signaling molecules. Partial tyro-
sine phosphorylation of CD3-{, which has been correlated with
partial TCR signaling (52), is also found in the non-raft plasma
membrane. Note that in the non-raft fraction the small amount
of Lck detected is not associated with CD38, which could ex-
plain why full phosphorylation of CD3-{ does not occur upon
CD38 ligation. Therefore, the CD38 present in the disordered,
non-raft plasma membrane might be involved in the initiation
of inhibitory signals as c-Cbl tyrosine phosphorylation and
partial CD3-{ tyrosine phosphorylation, although we cannot
rule out that CD38 ligation within rafts may regulate lateral
segregation of inhibitory signaling molecules from rafts to the
non-raft compartment. Likewise, lateral segregation of activat-
ing signaling molecules from raft to non-raft sites is likely to
occur later on, because the bulk of Erk activation is detected
somewhere outside the lipid rafts. In summary, this study
provides new insights into the mechanisms by which CD38
transduces signals inside the cell, demonstrating that there are
two pools of CD38, which differ in their microdomain localiza-
tion, associated proteins, and distinct signaling outputs.
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Resumen

Hemos estudiado las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs),
de 16 muestras de controles sanos y 15 muestras de pacientes LES mediante
electroforesis bidimensional, para encontrar diferencias entre la expresién proteica
de ambas poblaciones.

Estas muestras son lisados celulares en el detergente NP40, con el que
conseguinos no romper los nidcleos y de esta forma evitamos usar DNAsas o
RNAsas.

Las muestras de interés son digeridas con tripsina y analizadas mediante
MALDI-TOF-MS y algunas mediante nESI-IT MS/MS.

De todas las muestras analizadas hemos encontrado hasta 107 proteinas
diferentes, y las que mas interés han suscitado en nuestro estudio han sido las
Calgranulinas A y B y la proteina de choque térmica de 90 Ada. Ademas hemos

encontrado modificaciones postraduccionales en la proteina SI00A9.

1.- INTRODUCCION.

El Lupus Eritematoso Sistémico, es una enfermedad autoinmune de
etiologia desconocida, caracterizada por un elevado ntimero de manifestaciones
clinicas e inmunolégicas. Los pacientes que la padecen suelen sufrir brotes de la
misma intercalados con periodos de inactividad, donde pueden no presentar

sintomatologia.



El estudio de nuestras proteinas esta basado principalmente en las
diferencias de expresion presentadas entre muestras de controles y pacientes,
siendo ésta mas alta en la poblacion enferma.

Trabajos previos han encontrado elevadas concentraciones en suero de
pacientes con LES, de la proteina S100A8/S100A9 y ademads las cantidades
correlacionan con el indice de actividad de la enfermedad [1] en un estudio
realizado a 100 pacientes. Se ha podido demostrar mediante analisis
inmunohistoquimicos de biopsias renales que la expresion de S100A8/S100A9 por
macréfagos infiltrados en el glomérulo de pacientes con LES, se corresponde a la

severidad del proceso inflamatorio [2].

La CALGRANULINA A (S100A8) y la CALGRANULINA B (S100A9),
también llamadas MRP8 y MRP14 respectivamente forman parte del grupo de
proteinas de unién a calcio de la familia S100. El grupo de genes que las codifican
se encuentran en el cromosoma 1q21.

Ambas se encuentran fundamentalmente en fagocitos y se han venido
estudiando desde los afios ochenta [3-6]. También ha sido bien descrita la
sobreexpresion de S1I00A8 y S100A9 en lugares de inflamacién [5, 6] y los primeros
estudios que encontraron relaciéon entre estas dos proteinas, su concentraciéon en
suero y el proceso inflamatorio fueron publicados hace 20 afios [7, 8]. Desde
entonces se han ido sucediendo trabajos que no hacen mas que confirmar que las
proteinas de unién a calcio S100 son biomarcadores inflamatorios.

Presentan un tnico patrén de expresion con prevalencia en células de origen
mieloide [9]. Muestran capacidad de unién a calcio en estados de diferenciacion
temprana de monocitos y neutréfilos [10, 11] donde representan aproximadamente
el 40% del contenido proteico del citosol [2, 12], no pudiéndose detectar en
macréfagos en reposo, o en linfocitos [5, 11, 13].

Aunque esa suele ser su localizaciéon principal, pueden traslocarse al
citoesqueleto o a la membrana celular cuando ocurren aumentos de la
concentraciéon de calcio intracelular [9, 13]. Es secretada extracelularmente por
neutroéfilos estimulados [14] y monocitos [15], o bien es liberada como producto de

rotura o muerte celular [16-18].



Pertenecen al grupo de proteinas moduladoras de la sefializacién del calcio

que contienen motivos EF-hand [19].

La calgranulina A tiene 93 aminoacidos y su peso molecular es de 10.8 kDa.
La calgranulina B consiste en 114 aminodcidos y su peso es de 13.2 kDa [2, 4, 5]. El
bajo peso molecular es también un rasgo caracteristico del grupo de proteinas S100
[20].

Los fagocitos que expresan S100A8 y S100A9, pertenecen a las primeras
células que son infiltradas en las lesiones inflamatorias [3, 6], por tanto se ha
observado su expresion, en queratinocitos inflamatorios alterados, en la epidermis
y en desérdenes malignos [21, 22].

En general ambas proteinas suelen estar formando un heterodimero
(S100A8/S100A9) llamado CALPROTECTINA, pero adn asi se han podido
encontrar diferencias de expresiéon de ambas moléculas en reacciones inflamatorias
cronicas como la glomerulonefritis y en rechazos renales [11, 23]. El conjunto

presenta un peso molecular de 36 kDa.

Por otro lado, proteinas de choque térmico no son mas que chaperonas

moleculares que pueden estabilizar o desestabilizar el conférmero de otra proteina,
controlando su unién y liberacién, para facilitar de alguna manera un destino
correcto in vivo. Esto lo hacen por plegamiento, por uniones oligoméricas, por
transporte a un particular compartimento celular, o por eliminaciéon por
degradacion [24, 25]. Las chaperonas no determinan la estructura terciaria de la
proteina pero ayuda a que ésta consiga la forma mas estable.

Las funciones caracteristicas de cada familia de chaperonas muestran que
la de 90 kDa (HSP90), es quizds un tanto distinta a las demds, ya que es mas
“pasiva” ya que en la mayoria de los casos previene solo la agregacion de
conférmeros proteicos inestables [26]. Se encuentra en bacterias y en todas las
células eucariotas, aunque parece ser que aparentemente no se han encontrado en
arqueas [27].

Su papel biologico es importante porque son proteinas que se han

mantenido altamente conservadas a lo largo de la evolucién [28].



La Hsp90 tiene dos isoformas oy B las cuales son idénticas en un 76% de
su secuencia. La isoforma Hsp90-B es un tanto mas larga que la Hsp90-a, y
también son llamadas Hsp86 y Hsp84. La isoforma [} estd mas expresada
constitutivamente siendo menos inducible y lo contrario ocurre con la forma a.
Ambas forman mayormente homodimeros, los cuales serdn mayormente de la
forma P por ser més estables por pequefias diferencias en la dimerizacion del C-
terminal [29, 30]. La Hsp90-p fue encontrada en el citoplasma, con una larga
porciéon de proteina localizada en los alrededores de la envuelta nuclear [31].
Ademas con esta localizacién, esta isoforma puede ser fosforilada por la proteina
quinasa dependiente del ADN de doble cadena en sus residuos de treonina del N-
terminal [32]. La Hsp90-a predomina en cerebro y testiculos y la B esta enriquecida
en otros 6rganos periféricos. La Hsp90 es un dimero fosforilado [32-35] que
contiene entre 2 y 3 uniones covalentes de moléculas de fosfato por monémero [36].

La dimerizacion es necesaria para la funcion vital de la proteina [37].

El gen que codifica para la Hsp90-a es el 14q32.3. También se han visto
segmentos cromosémicos como el 1q21.2-q22, 4q35 y 11pl4.1-pl4.2 que
probablemente contengan pseudogenes para esta isoforma [38, 39]. La forma
Hsp90-B expresada constitutivamente esté codificada por el gen 6p21, y también se
han encontrado dos pseudogenes en los cromosomas 4q21-q25, y 15pter-q21 [40,
41].

De forma general su expresion es baja en condiciones normales, pero se
incrementa en situaciones de estrés [42, 43]. Aunque hay estudios que han
demostrado que los niveles basales de algunas proteinas de choque térmico, van
aumentando con la edad en PBMC. Ademads se ha comprobado que los niveles de
Hsp90 y otras proteinas de este tipo como Hsp32 o Hsp70, estan relacionados con

la presencia de citoquinas inflamatorias del tipo de IFN-y, IL-6, IL-10 y TNF-a [44].

En relacion al LES se ha visto relacion entre esta proteina y la enfermedad [45].
De forma general hay més trabajos que han demostrado y establecido que los niveles de
Hsp90 estan aumentados en pacientes con LES [46-48], tanto en PBMC como en

sueros, no observandose incrementos de otras proteinas de choque térmico.



Esto puede conllevar a que al haber una mayor ntmero de Hsp90 se
pueda inducir la produccién de autoanticuerpos frente a esta proteina.

Por ejemplo, se ha podido ver la presencia de autoanticuerpos frente a
Hsp90 en sueros de una significativa proporcion de pacientes con esta enfermedad.
En concreto se han encontrado anti Hsp90 de clase IgG en un 50% [49] y en un 26%
[50] de una poblacion seleccionada de pacientes mientras que del tipo IgM se ha
detectado el 35% [50]. Pero cabe decir que también se pueden observar

autoanticuerpos de este tipo en personas sanas aunque no en estas proporciones

[51].

Esta elevada cantidad fue ademds correlacionada con dafio renal y bajos
niveles de C3 [50]. Ademas se puede confirmar que la presencia de Hsp90 en
depositos renales es caracteristica de lupus ya que en las biopsias de pacientes con
glomerulonefritis pero sin LES no aparece esta proteina [45].

Y aunque es una proteina fundamentalmente citoplasmatica también se ha
podido ver expresada en superficie de PBMC en aproximadamente el 25% de
pacientes en el que se hizo el estudio teniendo en cuenta que eran pacientes activos
[52].

También se ha visto que el aumento de Hsp90 en PBMCs de pacientes con
LES va asociado al incremento de la transcripcién del gen para la forma Hsp90-3
[53], pudiendo ésta estar inducida por las citoquinas IL-6 [54] e IL-10 [55], que
también estdn aumentadas en pacientes con esta enfermedad [56, 57], y
correlacionadas con la actividad de la enfermedad.

Estos datos también estdn confirmados en la cepa de raton MRL/lpr

donde los datos son practicamente idénticos [28].

2.-MATERIAL Y METODOS.

2.1.- PACIENTES Y CONTROLES

Se han tomado 30 muestras de pacientes previamente diagnosticados segin

los criterios de reumatologia americano (ACR), y se han seguido de forma rutinaria



por la unidad de enfermedades autoinmunes sistémicas del Hospital Clinico San
Cecilio de Granada que ha participado en el estudio. La actividad de la enfermedad
viene medida segtn el indice de SLEDAI [58].

También hemos analizado 16 muestras de personas sanas voluntarias que
han servido como controles. Todos son de raza caucasica.

En las pruebas clinicas se pueden incluir células de sangre completa,
complemento de suero y suero antinuclear y también se analizaron anticuerpos

anti-DNA en todos los pacientes.

2.2.- EXTRACCION DE CELULAS

Las PBMCs se han obtenido mediante centrifugaciéon en gradiente de
densidad con Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich quimica S.A Spain).

A continuaciéon se lisaron en el detergente NP40 (1% Nonidet P-40),
durante 30 minutos a 4°C, para posteriormente hacer una precipitaciéon con
metanol/cloroformo para concentrar atin mas el total de proteinas de nuestras
muestras.

Extraemos una pequefa alicuota de 500.000 células que diluimos en el
“sample buffer” Laemmli 3x reducido para western-blot.

Las células se solubilizan en el Ready prep. 2-D Rehydration/Sample
Buffer 1, que contiene 7M urea, 2M thiourea, 1% ASB-14 y 40mM Tris, para

electroforesis bidimensional.

2.3.- ELECTROFORESIS MEDIANTE GELES DE DOS

DIMENSIONES.

Los geles 2-DE corren usando el Protean IEF y el sistema CRITERION de
Bio-Rad [59] (Anexo I). Las tiras IPG en este caso han sido de 11 cm y su pH va de 3
a 10, o de 4.7 a 5.9. Los geles en este caso son tefiidos con Sypro Rubi y con Biosafe
Commassie [59]. Para ver fosforilaciones la tincion se realiza con el Pro-Q Diamond

phosphoprotein gel stain, de Molecular Probes (Invitrogen), comenzando por la

tijacion del gel a temperatura ambiente (50% metanol, 10% acético), durante 60

minutos. Se repite la fijaciéon toda la noche. Se hacen tres lavados del gel durante 15



minutos con agua bidestilada, para pasar a la tincion con Pro-Q Diamond durante 2
horas. El gel se destifie durante 1 hora y media con una solucién que lleva 20% de
acetonitrilo y 50mM de acetato s6dico. Se hace un ultimo lavado de 5 minutos y se
pasa a revelar con el sistema Typhoon 9400.

La digestion e identificacion de proteinas se realiza de forma idéntica a la de

nuestro trabajo previo del Anexo I [59].

2.4.- ELECTROFORESIS MEDIANTE WESTERN BLOT

En este caso, los geles son de acrilamida al 15%. La cantidad cargada por
pocillo ha sido de 500.000 células diluidas en el “sample buffer” Laemmli 3x
reducido.

Los anticuerpos utilizados han sido:

Calgranulin A (FL-83) rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology.

Calgranulin B (H-90) rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology.

HSP90 a/b (H-114) rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology.

HSP70 (W-27) mouse monoclonal IgGz,, Santa Cruz Biotechnology.

Las membranes obtenidas fueron escaneadas en el GS-800 Calibrated

Densitometer de Bio-Rad

3.- RESULTADOS.

3.1.- CLASIFICACION FUNCIONAL DE LAS 107
PROTEINAS IDENTIFICADAS POR MALDI-TOF EN
PBMCs

En un principio comenzamos enviando a identificar cualquier proteina que
nos pudiera parecer de interés, bien por su peso molecular, bien por la zona en la
que se encontraban (zona bésica o acida del gel), bien por sus diferencias de
expresion, y gracias a ello hemos identificado un total de 107 proteinas diferentes,
las cuales pertenecen a distintos grupos, segtin su funcién en el organismo o el

lugar en el que se encuentran.



Clasificacién segin su LOCALIZACION MOLECULAR:

Data . Match |S¢or¢| Score MS- Queries Sequence(Molecula
base Name prOteln to... Matsco FIT matched |Coverage| r weight pI
Cell Juntion
QOHBI-00-1 ) 13 | 38% | 41717 | 6.26
SwissProt [Beta-parvin (Affixin) 01-00
Q9HBI1 1.035x10e+07 13 38% | 41715 | 6.3
SwissProt [Lestinlinked protein by ol 5) 8 | 23% |51899 | 8.3
kinase
VINC
SwissProt [Vinculin HUMAN | 207 31 29% 124161 5.51
(P18206)
Cytoplasm
6-phosphosgluconate 6PGD
sProt dehydrogenase, HUMAN 74 9 28% | 53488 | 6.88
decarboxilating (P52209)
a : 150 14 49% | 27899 | 4.73
SwissProt 14-3-3 Protein P63104
zeta/delta (KCIP-1) 9.352x10e+06 | 14 | 49% | 27745 | 4.7
Beta actin ACTB Human| 100 10 35% | 42052 | 5.29
SwissProt
Gamma Actin ACTG 100 10 35% | 42108 | 5.31
Human
SwissProt [Alpha enolase ENOA 128 15 51% | 47350 | 6.99
Human
SwissProt |Annexin Al P04083 141 12 47% | 38787 | 6.64
76 7 29% | 35840 | 4.94
SwissProt |JAnnexin A5 P08758
6.493x10e+04 7 29% | 35937 | 4.9
ARP2/3 Complex 34 101 9 34% | 34426 | 6.84
SwissProt [kDa subunit (actin- 015144
related) 3.036x10e+04 9 37% | 34333 | 6.8
P15153-00-00-1 5 7 32% | 21814 | 7.52
SwissProt [Botulinum toxin 00
1,069x10e+04 7 20% | 21429 | 75
SwissProt [Calgizzarin (S100A11) S10AB 71 7 56% | 11847 | 6.56
Human
. Calgranulin A S10A8 0
SwissProt (5100A8) Human 117 9 52% | 10885 | 6.51
. Calgranulin B 0
SwissProt (S100A9) S10A9 162 15 72% | 13291 | 5.71
145 12 36% | 48283 | 4.29
SwissProt |Calreticulin Precursor P27797
1.041x10e+07 12 36% | 48142 | 4.3
_ ) POII8-00-01- 1 9 46% | 29194 | 6.89
SwissProt [Carbonic anhydrase I 00
P00918 3,090x10e+06 10 34% | 29246 | 6.9




Cytoplasm

ide i 184 13 59% | 27117 | 5.09
SwissProt Chloride 1ntr§cellular 000299
channel protein 1 7.609x10e+07 | 14 | 64% | 26923 | 5.1
SwissProt [Coactosin like protein COTLI 71 7 54% | 16049 | 5.54
Human
COF1
SwissProt [Cofilin-1 Human | 111 10 61% | 18588 | 8.26
(P23528)
Peptidyl-prolyl cis-
SwissProt [trans isomerase A P62937 166 12 74% | 18098 | 7.82
(Cyclophilin A)
CYTB
SwissProt [Cystatin B Human | 60 5 55% | 11190 | 6.96
(P04080)
. PARKY7
SwissProt gr](i’;em DJ-1 (oncogenel 11 man | 72 7 | 60% | 20050 |6.33
(Q99497)
SwissProt [-ongation factor 1- EFIG 1 g, 11 | 39% | 50298 | 627
gamma (EF-1-gamma) | Human
. Eucariotic translation IF5A1 0
SwissProt nitiation factor SA-1 Human 55 5 42% | 17049 | 5.08
. [F-actin capping P47756-01- o
SwissProt brotein beta subuit 00-00 91 8 35% | 30820 | 5.69
. ALDOA
SwissProt ilr;;lt;)sseeklsl’h“phate Human | 202 19 | 63% | 39720 | 839
(P04075)
GelSOlin precursor P06396_00_ 117 13 20% 86043 5‘9
SwissProt |(actin-depolymerizing | 00-00
factor) P06396 3.240x10e+07 | 13 | 20% | 85698 | 5.9
SwissProt Glia maturation factor | GMFG 53 5 38% | 16961 | 5.18
gamma human
Glyceraldehyde-3- G3P
SwissProt [phosphate Human | 136 17 47% | 36070 | 8.58
dehydrogenase (P04406)
. GPX1
SwissProt Gi?gi:g;‘:e‘el Human | 88 9 | 61% | 22227 | 615
P (P07203)
Endoplasmin . ; 0% | 92696
15 1 4% 4.76
. precursor Heat shock
SwissProt brotein 90 kDa beta P14625
ber 1
member 1.809x10e+07 | 17 | 27% | 92470 | 48
Heat shock protein 90 gi o
NCBInr kDa alpha 40254816 169 22 38% | 85020 | 4.94
. Hemoglobin alpha P69905-00- o
SwissProt ubunit 102-00 31 3 29% | 15217 | 9.07
. . HBB
SwissProt ]ii:“(’gbbm Subunit | Ly ran | 156 10 | 80% | 15971 | 681
(P68871)




Cytoplasm

LDHA
SwissProts_IEC?:e o A Human [ 102 11 | 46% | 36819 | 846
ehydrogenase A cha (P00338)
. L-lactate LDHB o
SwissProt dehy drogenase Bchain| Human 108 12 44% | 36900 | 5.71
P13796-00- 0
cytosolic protein 1) P13796 1.995x10e+06 | 15 | 30% | 70290 | 5.2
SwissProtfMoesin MOES 107 14 29% | 67761 | 6.09
human
MYH9
SwissProtfMyosin-9 HUMAN | 191 36 20% (227515 5.5
(P35579)
. Myosin light P60660-00- 0
SwissProt olypeptide 6 00-00 92 8 58% | 16959 | 4.56
. Myosin regulatory light| o
SWISSPrO’cChainz (Myosin RLC) P19105 119 10 67% | 19707 | 4.67
SwissProtfMyotropihin MTPN 56 5 57% | 13058 | 5.27
Human
) ) ) 137 10 57% | 25002 | 6.02
SwissProt{Peroxiredoxin 6 P30041
8.834x10e+04 9 37% | 25035 | 6
PGK1
SwissProt] NoSPhoglycerate Human | 54 9 | 33% |44854 | 83
kinase 1
(P00558)
NCBInr | Posfphoglycerate 2,828x10e+04 | 6 | 17% | 28804 | 6.7
mutase 1
SwissProf]. cokstrin (platelet P47 1 - PLEK 5 13 | 51% | 40471 | 85
rotein) Human
PROF1
SwissProt|Profilin-1 Human 85 9 58% | 15085 | 8.48
(P07737)
SwissProf| rofeasome activator | PSMEL - ¢ 7 | 33% | 28876 | 5.78
complex subunit 1 Human
) Proteasome subunit PSA7 o
Sw1ssProta1 ha o7 Human 53 7 31% | 28041 | 8.6
pha typ (014818)
) Purine nucleoside P0491-00- 111 10 48% | 32325 | 6.45
SwissProt 01-00
phosphorylase
00491 3.159x10e+05 9 36% | 32148 | 6.5
. . KPYM
5wissProtf“ui‘r’ite ﬁf}s&z Human | 179 19 | 45% | 58339 | 7.95
SOIMEs (P14618)
. .. GDIB
5wissProtiﬁggfb‘if;oaamn HUMAN | 74 11 | 38% | 51087 | 6.11
(P50395)
SwissProtl 0 CDP dissociation | = GDIR 1o, 11 | 70% | 23031 | 5.1
inhibitor 1 Human
SwissProt|10-GDP dissociation GDIS 1 4g 12 | 69% | 23031 | 5.1
inhibitor 2 Human
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Cytoplasm

SwissProf | 1o Domain binding | SHILL 1} g 8 | 72% | 12766 |5.22
glutamic acid Human
SODM
SwissProt{Superoxide dismutase | Human 55 5 24% | 24878 | 8.35
(P04179)
TLN1
SwissProt{Talin-1 HUMAN| 74 18 11% |271766| 5.77
(Q9Y490)
SwissProt{Thioredoxin THIO 61 5 88% | 12015 | 4.82
Human
NCBInr [Titin 1,371x10e+10 33 62% 6
. . TPM1 o
SwissProt{Iropomyosin-1 alpha 53 8 25% | 32746 | 4.69
Human
SwissProf oPomyosinalpha3 - TPM3 47 10 | 27% | 32856 | 4.68
chain (Tropomyosin-3) | Human
SwissProf] ToPomyosinalpha-4 | TPM4 ) ) 17 | 57% | 28619 | 4.67
chain (Tropomyosin-4) | Human
Tubulin alpha-1 chain P68363 215 18 51% | 50804 | 4.94
SwissProt
Tubulin alpha-2 chain P05213 2.305x10e+12 18 51% | 50125 | 4.9
) . ) 66 20% | 50548 | 4.96
SwissProt{Tubulin alpha-6 chain | Q9BQE3
| 4.461x10e+04 20% | 49896 | 5
Q9H4B7 | 295 21 55% | 50865 | 5.05
SwissProt{Tubulin beta-1 chain
13562114 1.449x10e+12 21 55% | 50327 | 5.1
155 15 40% | 50095 | 4.78
SwissProt{Tubulin beta-2 chain P07437
6.937x10e+09 15 55% | 49671 | 4.8
. Tubulin beta chain TBB5 o
SwissProt (tubulin beta-5 chain) Human 204 20 56% | 50095 | 4.78
UBIQ
SwissProt{Ubiquitin Human 60 5 61% | 8560 | 6.56
(P62988)
Vasodilator-stimulated
phosphosprotein P50552 62 8 29% | 39845 | 9.05
(VASP)
VINC
SwissProt[Vinculin HUMAN| 207 31 29% (124161 5.51
(P18206)
Cytoplasmic vesicle
P07355-
197 17 52% | 38677 | 7.56
SwissProt{Annexin A2 00-00-00
P07355 4.272x10e+10 17 58% | 38604 | 7.6
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Cytoplasmic vesicle

[Eosinophil

Q05315-00-

SwissProt [lysophospholipase 00-00 66 6 49% 1| 16543 | 6.8
137 10 57% | 25002 | 6.02
SwissProt |Peroxiredoxin 6 P30041
8.834x10e+04| 9 37% 125035 6
Endoplasmic retuculim
SwissProfl 0lne-phosphate | poyip | 5 8 | 27% | 42199 [5.99
cytidylyltransferase B
Endoplasmic retuculim lumen
145 12 36% | 48283 | 4.29
SwissProt|Calreticulin Precursor P27797
1.041x10e+07 12 36% | 48142 | 4.3
Peptidyl-prolyl cis-trans| PPIB
SwissProtfisomerase B Human 54 7 37% | 22785 19.33
(Cyclophilin B) (P23284)
Endoplasmic reticulum ERP29
SwissProtfprotein ERp29 60 7 39% | 29032 | 6.77
Human
recursor
[Heat shock 70 kDa (78 GRP73
SwissProt|kDa glucose-regulated Human 284 27 46% | 72402 | 5.07
[protein precursor)
in disulfide- 215 17 39% | 57480 | 4.76
SwissProt]. rotein disulfide PO7237
1S0merase precursor 1.911x10e+11 17 39% | 57117 | 4.8
Protein disulfide PDIA3
SwissProtfisomerase A3 (ER60) 188 20 38% | 57146 | 5.98
Human
recursor
Golgi
ADP-ribosilation factor 3 | A41570 | 68 6 43% | 20645 | 6.84
MSDB
[ADP-ribosilation factor 1 | A33283 68 6
Lysosome
. . . 137 10 57% | 25002 | 6.02
SwissProtfPeroxiredoxin 6 P30041
8.834x10e+04( 9 37% 125035 6
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Melanosome
3= i 150 14 49% | 27899 | 4.73
S wissPro t14 3-3 Protein zeta/delta P63104
(KCIP-1) 9.352x10e+06 | 14 | 49% | 27745 | 4.7
P07355-
197 17 52% | 38677 | 7.56
SwissProtfAnnexin A2 00-00-00
P07355 4.272x10e+10 17 58% | 38604 | 7.6
Peptidyl-prolyl cis-trans | PPIB
SwissProtfisomerase B (Cyclophilinl Human | 54 7 37% | 22785 | 9.33
B) (P23284)
SwissProf 1\ oPlasmic reticulum | ERP29 |, 7 | 39% | 29032 | 6.77
protein ERp29 precursor | Human
Heat shock 70 kDa (78 GRP7S
SwissProtfkDa glucose-regulated Human 284 27 46% | 72402 | 5.07
[protein precursor)
indi ide- 215 17 39% | 57480 | 4.76
SwissProtf rotein disulfide P07237
[somerase precursor 1.911x10e+11| 17 | 39% |57117| 4.8
Mitochondrion
ATP synthase beta 258 22 | 48% | 56525 |5.26
SwissProtichain, mitochondrial P06576 i
recursor 5977x10e+13 | 22 | 48% | 56560 | 5.3
SwissProf| - Late Synthase, CISY | 6 8 | 19% | 51908 |8.45
mitochondrial precursor [Human
PARKY?
. Protein DJ-1 (oncogene |Human 0
SwissProt DI1) (Q9949 72 7 60% | 20050 | 6.33
7)
P35232-
00-00- 66 6 33% | 29843 | 5.57
SwissProt{Prohibitin 00
P35232 1.334x10e+04 6 26% | 29804 | 5.6
SEPT4
SwissProt HUMA 61 8 21% | 55064 | 5.77
Septin-4 N(©432
p 36)
8l q
NCBInr 1758042 61 9 21% | 55520 | 5.77
Voltage dependent \I—flzﬁlgi
SwissProtfanion-selective channel (QOY27 60 7 39% | 30981 | 8.85
protein 3 (VDAC-3) 7)
Nuclear Membrane
SwissProtMoesin MOES 107 14 29% | 67761 | 6.09
human
SwissProt{Irasngelin-2 P37802 129 12 70% | 22417 | 8.45
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Nucleus

SwissProt{Alpha enolase ENOA 128 15 51% | 47350 | 6.99
Human
SwissProt{Calgizzarin (5100A11) S10AB 71 7 56% | 11847 | 6.56
Human
ide i 184 13 59% | 27117 | 5.09
SwissProt Chloride 1ntr§cellular 000299
channel protein 1 7.609x10e+07 | 14 | 64% | 26923 | 5.1
COF1
SwissProt|Cofilin-1 Human 111 10 61% | 18588 | 8.26
(P23528)
SwissProt{Cyclin-H CCNH 55 7 18% | 38075 | 6.73
Human
CYTB
SwissProt|Cystatin B Human 60 5 55% | 11190 | 6.96
(P04080)
. PARKY7
SwissProtfrr?tem ?'113]1) Human | 72 7 | 60% | 20050 | 6.33
oncogene (Q99497)
SwissProf| | --aomain- EHD3 84 15 | 31% | 61971 | 6.06
containing protein 3 Human
Heterogeneousnuclear
NCBInr [ribonucleoproteins 2,64x10e+04 8 25% | 28412 | 4.8
A2/B1
SwissProt|Metastasin, S100A4 26447 54 6 42% | 11949 | 5.85
MYH9
SwissProtMyosin-9 HUMAN]| 191 36 20% |[227515( 5.5
(P35579)
Prot m bunit PSA7
SwissProtf | thaso :75“ v Human | 53 7 | 31% | 28041 | 8.6
pha typ (014818)
SEPT4
SwissProt HUMAN 61 8 21% | 55064 | 5.77
Septin-4 (043236)
gi 0
NCBInr 4758942 61 9 21% | 55520 | 5.77
SwissProtfSeptin-7 Q16181 72 11 40% | 50933 | 8.76
SwissProtl>) 0 Domain binding | SH3L1 98 8 | 72% | 12766 |5.22
glutamic acid Human
NCBInr [Titin 1,371x10e+10 33 62% 6
UBIQ
SwissProtfUbiquitin Human 60 5 61% | 8560 |6.56
(P62988)
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Plasme Membrane

Adenylyl cyclase- CAP1
SwissProtjassociated protein 1 Human 102 13 35% | 52091 | 8.29
(CAP-1)
ADP-ribosilation
SwissProtifactor 1 A33283 68 6
SwissProlAlpha enolase ENOA 128 15 51% | 47350 | 6.99
PO7355-00- 44y 17 52% | 38677 | 7.56
SwissProfAnnexin A2 00-00
P07355 4.272x10e+10 17 58% | 38604 | 7.6
P1%%)58(—)00— 73 7 | 32% |21814 | 752
SwissProt|Botulinum toxin -
1,069x10e+04 7 20% | 21429 | 7.5
Chloride 184 13 59% | 27117 | 5.09
SwissProtfintracellular 000299 .
channel protein 1 7.609x10e+07 | 14 | 64% |26923 | 5.1
Erythrocyte band 7 STOM
SwissProtlintegral membrane 72 9 41% | 31751 | 7.9
. ) Human
rotein (Stomatin)
[nteorin alpha Iib ITA2B
SwissProt| oo AIPRAUD L privaN | 132 18 | 22% |114460|5.21
precursor (P08514)
mspp [VHC class IT Q2PBC3 | 59 3 | 40% | 10800 |5.67
antigen Human
MYH9
SwissProtMyosin-9 HUMAN 191 36 20% 227515 5.5
(P35579)
P3%%)3(2)(_)00_ 66 6 33% | 29843 | 5.57
SwissProt|Prohibitin -
P35232 1.334x10e+04 6 26% | 29804 | 5.6
Protein disulfide- 215 17 | 39% | 57480 | 4.76
SwissProtlisomerase precursor| P07237 .
(en algunos casos) 1911x10e+11 | 17 | 39% | 57117 | 4.8
Rab GDP GDIB
SwissProtidissociation HUMAN 74 11 38% | 51087 | 6.11
inhibitor beta (P50395)
. Ras-related protein |P61106-00- o
Sw1ssProtRab_1 4 00-00 56 5 31% | 24140 | 5.85
Ras-ralated protein RAPIB
SwissProt P Human | 124 11 | 62% | 21040 | 5.65
Rap-1b precursor (P61224)
SwissProfl s SUPPTessor Q15404 90 9 | 53% | 31390 | 857
rotein 1
SwissProtTalin-1 TLN1 74 18 11% |271766| 5.77

15




Plasme Membrane

SwissProt{Irasngelin-2 P37802 129 12 70% | 22417 | 8.45
Region extracellular
[Inmunoglobulin
MSDB |heavy chain AAMS87838 60 4 71% 6746 | 8.83
variable region
Platelet basic
SwissProt|protein precursor P02775 104 8 44% | 14171 | 9.04
(CXCL7)
SwissProtperum albumin | PO2768-00-1 5, 7 | 14% | 71318 | 5.79
recursor 16-00
Secreted protein
PU7355-00-004 497 17 | 52% | 38677 |7.56
SwissProtlAnnexin A2 00
P07355 4.272x10e+10 17 58% | 38604 | 7.6
. Calgranulin A S10A8 o
SwissProt (S100A8) Human 117 9 52% | 10885 |6.51
. Calgranulin B 0
SwissProt (protein S100A9) S10A9 162 15 72% | 13291 |5.71
iouli 145 12 36% | 48283 [4.29
SwissProfCareticulin P27797
Precursor 1.041x10e+07 12 36% | 48142 | 4.3
SwissProf | Crinogen beta P02675-00-094 - oo 2 | 45% | 56549 |8.54
chain precursor 00
1°02679-01-14-
ibri 257 18 57% | 49863 | 5.8
buispiaffrose e [
P P02679 2164x10e+12 | 18 | 55% | 51512 | 5.4
Gelsolin precursor _00-00N-
: (actin- P06396-00-004 447 13 | 20% | 86043 | 5.9
SwissProt . . 00
depolymerizing
factor) P06396 3.240x10e+07 | 13 | 20% | 85698 | 5.9
. Neutrophil defensin[DEF1 Human| o
SwissProt 1 precursor (P59665) 35 3 18% | 10536 |6.54
SwissProf | rombospondin | pazgq0 123 10 | 12% |133321 |4.71
recursor
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Subcellular Localization Classification of Proteins
Identified for MALDI-TOF

20 6% 2%

48%

% 1%% 495 100000

O Cell junction B Cytoplasm B Cytoplasmic vesicle
B Endoplasmic reticulum OEndoplasmic reticulum lumen BGolgi

B Lysosomes OMelanosome OMitochondrion
ONuclear membrane B Nucleus OPlasme membrane
ORegion extracellular DOSecreted protein

Clasificaciéon segtin su FUNCION MOLECULAR:

Dat Match Querie
ata . atc Score s [SequenceMolecula
base | 1yame protein to..  Mascof SCOTe MS-FIT | lCoverage| r weight| P1
d
Signal Transduction: Cell Communication
3- i 150 14 49% | 27899 | 4.73
SwissProt 14-3-3 Protein zeta/delta P63104
(KCIP-1) 9.352x10e+06 | 14 | 49% | 27745 | 4.7
Adenylyl cyclase- CAP1
SwissProtfassociated protein 1 Human 102 13 | 35% | 52091 (8.29
(CAP-1)
[ADP-ribosilation factor 3| A41570 68 6 43% | 20645 | 6.84
MSDB
[ADP-ribosilation factor 1| A33283 68 6
SwissProtjAnnexin Al P04083 141 12 | 47% | 38787 | 6.64
P07355-00- o7 17 | 52% | 38677 | 7.56
SwissProtjAnnexin A2 00-00
P07355 4.272x10e+10 17 58% | 38604 | 7.6
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Signal Transduction: Cell Communication

Rab-14

76 29% | 35840 | 4.94
SwissProt{Annexin A5 P08758
6.493x10e+04 29% | 35937 | 4.9
. Beta-parvin QOHBIL00-01- 1 4 4 13 | 38% | 41717 | 6.26
SwissProt (Affixin) 00
Q9HBI1 1.035x10e+07 13 | 38% | 41715 | 6.3
P15153-00-00-00| 73 7 32% | 21814 | 7.52
SwissProt{Botulinum toxin
1,069x10e+04 7 20% | 21429 | 7.5
. Calgizzarin 0
SwissProt (S100A11) S10AB Human | 71 7 56% | 11847 | 6.56
. Calgranulin A 0
SwissProt (S100A8) S10A8 Human | 117 9 52% | 10885 | 6.51
. Calgranulin B o
SwissProt (5100A9) S10A9 162 15 72% | 13291 | 5.71
Chloride 184 13 | 59% | 27117 | 5.09
SwissProtfintracellular 000299 )
channel protein 1 7.609x10e+07 14 64% | 26923 | 5.1
. - COF1 Human o
SwissProt|Cofilin-1 (P23528) 111 10 61% | 18588 | 8.26
. Protein DJ-1 PARK?7 Human o
SwissProt (oncogene DJ1) (Q99497) 72 7 60% | 20050 | 6.33
SwissProt| " te8tin-linked [LK Human | 52 8 | 23% | 51899 | 8.3
rotein kinase
SwissProt] "tegrin alpha lib  JITA2B HUMAN| , 18 | 22% |114460|5.21
[precursor (P08514)
[Metastasin, S100
SwissProt/ -+ (Placental P26447 54 6 | 42% | 11949 | 5.85
calcium-binding
rotein)
Platelet basic
SwissProtfprotein precursor P02775 104 8 44% | 14171 | 9.04
(CXCL7)
Crystal structure of
NCBIr |connective tissue gi 34810160 | 114 8 67% | 9514 |7.85
activating peptide
SwissProflLicckstrin (platelet | oy by on | 130 13 | 51% | 40471 | 85
P47 protein)
P35232-00-00-00| 66 6 33% | 29843 | 5.57
SwissProt|Prohibitin
P35232 1.334x10e+04 6 26% | 29804 | 5.6
Protein disulfide
SwissProtlisomerase A3 PDIA3 Human | 188 20 38% | 57146 | 5.98
(ER60) precursor
Rab GDP
SwissProt|dissociation GDIESIE)I?%ZAAN 74 11 38% | 51087 | 6.11
inhibitor beta ( )
SwissPro/a2sTelated protein |50 0.00-00| 56 5 | 31% | 24140 | 5.85

18




Signal Transduction: Cell Communication

. Ras-ralated protein |RAP1B Human 0
SwissProt Rap-1b precursor (P61224) 124 11 62% | 21040 | 5.65
SwissProt] <2 SUPpressor Q15404 90 9 | 53% | 31390 | 8.57
protein 1
Rho GDP
SwissProt|dissociation GDIR Human | 97 11 70% | 23031 | 5.1
inhibitor 1
Rho-GDP
SwissProtldissociation GDIS Human | 148 12 69% | 23031 | 5.1
inhibitor 2
SH3 Domain
SwissProtfbinding glutamic [ SH3L1 Human | 98 8 72% | 12766 | 5.22
acid
SwissProt{Thioredoxin THIO Human | 61 5 88% | 12015 | 4.82
SwissProt] | rombospondin 1 P07996 123 10 | 12% [133321]4.71
recursor
. ) . VINC HUMAN o
SwissProt[Vinculin (P18206) 207 31 29% 124161 5.51
Energy Pathways
ATP synthase beta 258 22 | 48% | 56525 |5.26
SwissProtf 21 . P06576
mitochondrial 5.977x10e+13 | 22 | 48% | 56560 | 5.3
recursor
[Fructose-
SwissProt|bisphosphate ALDOA Human 202 19 | 63% [ 39720 [ 8.39
(P04075)
aldolase A
) ) ) 137 10 | 57% | 25002 | 6.02
SwissProt{Peroxiredoxin 6 P30041
8.834x10e+04 9 37% | 25035 | 6
. Phosphoglycerate [ PGK1 Human 0
Sw1ssPro’tkirlase 1 (PO0558) 54 9 33% | 44854 | 8.3
NCBIny [ Posfphoglycerate 2,828x10e+04 | 6 | 17% | 28804 | 6.7
mutase 1
. Piruvate kinase KPYM Human o
Sw1ssPro’tiSOZirneS M1/M3 (P14618) 179 19 45% | 58339 | 7.95
NCBInr [Titin 1,371x10e+10 33 62% 6
Voltage dependent
. anion-selective VDAC3 Human 0
Sw1ssProtChannel protein 3 (QIY277) 60 7 39% | 30981 | 8.85

(VDAC-3)
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Protein Metabolism

6-
. phosphosgluconate | 6PGD HUMAN 0
SwissProt dehydrogenase, (P52209) 74 9 28% | 53488 | 6.88
decarboxilating
iculi 145 12 | 36% | 48283 | 4.29
SwissProt/_2reticulin P27797
Precursor 1.041x10e+07 | 12 | 36% | 48142 | 4.3
. Carbonic anhydrase P0918-00-01-00 | 111 9 46% 29194 | 6.89
SwissProt
11 P00918 3,090x10e+06 | 10 | 34% | 29246 | 6.9
Citrate synthase,
SwissProtjmitochondrial CISY Human 60 8 19% | 51908 | 8.45
recursor
. . CYTB Human o
SwissProt{Cystatin B (PO4080) 60 5 | 55% [ 11190 | 6.96
SwissProt] 0SnoPhil Q05315-00-00-00| 66 6 | 49% | 16543 | 6.8
lysophospholipase
SwissProtl L2 maturation 1 oy by an | 53 5 | 38% | 16961 |5.18
factor gamma
. Glutathione GPX1 Human o
SwissProt beroxidase 1 (P07203) 88 9 61% | 22227 | 6.15
Glyceraldehyde-3-
SwissProtjphosphate G3P Human | 45 17 | 47% | 36070 | 8.58
(P04406)
dehydrogenase
[Heat shock 70 kDa
SwissProt|/0 KD 8lucose- | -pnog triman | 284 27 | 46% | 72402 | 5.07
regulated protein
recursor)
Ei‘iﬁﬁrﬁ; . 158 17 | 24% | 9269 | 4.76
SwissProt shock protein 90 P14625
kDa beta member 1 1.809x10e+07 17 | 27% | 92470 | 4.8
Heat shock protein . 0
NCBInr 00 kDa alpha gi 40254816 169 22 | 38% | 85020 | 4.94
SwissProf| 1cmoglobin alpha | P69905-00-102- | 5 3 | 29% | 15217 | 9.07
subunit 00
. Hemoglobin HBB HUMAN o
SwissProt S ubunit beta (P68871) 156 10 | 80% | 15971 | 6.81
L-lactate
SwissProtidehydrogenase A | CDLiA Human |, 11 | 46% | 36819 |8.46
; (P00338)
chain
L-lactate
SwissProt/dehydrogenase B LDHB Human | 108 12 | 44% | 36900 | 5.71
chain
in di ide- 215 17 | 39% | 57480 | 4.76
SwissProt. rotein disulfide P07237
1Somerase precursor 1.911x10e+11 17 | 39% | 57117 | 4.8
. Superoxide SODM Human 0
SwissProt dismutase (PO4179) 55 5 24% | 24878 | 8.35
. e UBIQ Human o
SwissProt[Ubiquitin (P62988) 60 5 | 61% | 8560 |6.56
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Cell Growth and Maintenance

) Beta actin ACTB Human 100 10 | 35% | 42052 |5.29

SwissProt

Gamma Actin ACTG Human 100 10 | 35% | 42108 | 5.31
SwissProt{Alpha enolase ENOA Human | 128 15 | 51% | 47350 |6.99

ARP2/3 Complex 101 9 | 34% | 34426 | 6.84
SwissProt[34 kDa subunit 015144 .

(actin-related) 3.036x10e+04 9 | 37% | 34333 | 6.8

. Beta_parvin QgHBll-OO-Ol-OO 164 13 38% 41717 | 6.26
SwissProt (Affixin)

Q9HBI1 1.035x10e+07 | 13 | 38% | 41715 | 6.3

. - COF1 Human o
SwissProt{Cofilin-1 (P23528) 111 10 | 61% | 18588 |8.26

F-actin capping
SwissProt|protein beta P47756-01-00-00 | 91 8 | 35% | 30820 [5.69
subuit
Gelsolin precursor| P06396-00-00-00 | 117 13 | 20% | 86043 | 5.9
SwissProf i ..
depolymerizing P06396 3.240x10e+07 | 13 | 20% | 85698 | 5.9
factor)
L-plastin P13796-00-00-00 | 168 15 | 30% | 70815 | 5.2
SwissProt (lymphp cyte .
cytosolic protein P13796 1.995x10e+06 | 15 | 30% | 70290 | 5.2
1)
[Metastasin, 5100
SwissProt] - (Placental P26447 54 6 | 42% | 11949 | 5.5
calcium-binding
rotein)
. . MYH9 HUMAN o
SwissProtfMyosin-9 (P35579) 191 36 | 20% (227515 | 5.5
SwissProt| ) °sin Light P60660-00-00-00 | 92 8 | 58% | 16959 |4.56
polypeptide 6
Myosin regulatory

SwissProt[light chain 2 P19105 119 10 | 67% | 19707 | 4.67
(Myosin RLC)

SwissProt[Myotropihin MTPN Human 56 5 | 57% | 13058 |5.27

. - PROF1 Human o
SwissProt|Profilin-1 (PO7737) 85 9 | 58% | 15085 | 8.48

. SEPT4 o
SwissProt eptin-4 HUMAN(O43236) 61 8 | 21% | 55064 |5.77

NCBInr gi 4758942 61 9 | 21% | 55520 |5.77
SwissProt{Septin-7 Q16181 72 11 | 40% | 50933 |8.76
. . TLN1 HUMAN o
SwissProt{Talin-1 (Q9Y490) 74 18 | 11% | 271766 | 5.77
5wissProt§lr}f£;myosm'1 TPM1 Human | 53 8 | 25% | 32746 |4.69
[Tropomyosin

SwissProtfalpha-3 chain TPM3 Human 74 10 | 27% | 32856 | 4.68
(Tropomyosin-3)
[Tropomyosin

SwissProtjalpha-4 chain TPM4 Human 164 17 | 57% | 28619 | 4.67
(Tropomyosin-4)
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Cell Growth and Maintenance

Tubulin alpha-1

. P68363 215 18 | 51% | 50804 | 4.94
. chain
Sw1ssProtT bulin aloha-2
dori aipha P05213 2.305x10e+12 | 18 | 51% | 50125 | 4.9
chain
i - 66 20% | 50548 | 4.96
SwissProt| Ul alpha-6 Q9BQE3
chain | 4.461x10e+04 20% | 49896 | 5
, Tubulin beta-1 Q9H4B7 295 21 | 55% | 50865 |5.05
SwissProt| . .
chain 13562114 1.449x10e+12 | 21 | 55% | 50327 | 5.1
in beta- 155 15 | 40% | 50095 | 4.78
SwissProt| UDUlin beta-2 P07437
chain 6.937x10e+09 | 15 | 55% [ 49671 | 4.8
Tubulin beta chain
SwissProt|(tubulin beta-5 TBB5 Human 204 20 | 56% | 50095 (4.78
chain)
Vasodilator-
SwissProt [Lated P50552 62 8 | 29% | 39845 [9.05
phosphosprotein
(VASP)
Immune Response
. Calgranulin A 0
SwissProt (S100A8) S10A8 Human | 117 9 52% | 10885 | 6.51
SwissPro 2 sranulin B S10A9 162 15 | 72% | 13291 |5.71
(protein S100A9) ° '
[Inmunoglobulin
MSDB  |heavy chain AAMB7838 60 4 | 71% | 6746 | 8.83
variable region
MsDB [VHC class IT Q2PBC3 Human | 38 3 | 40% | 10800 |5.67
antigen
Neutrophil
. . DEF1 Human o
SwissProt|defensin 1 (P59665) 35 3 18% | 10536 | 6.54
recursor
Proteasome
SwissProtfactivator complex | PSME1 Human | 58 7 33% | 28876 | 5.78
subunit 1
Protein Folding ; Peptide metabolism
SwissProt|Cyclophilin A P62937 166 12 | 74% | 18098 | 7.82
[Peptidyl-prolyl
SwissProtcis-trans isomerase PI’(III)321?:121;4r;an 54 7 37% | 22785 ] 9.33
B (Cyclophilin B)
Endoplasmic
SwissProtfreticulum protein | ERP29 Human 60 7 | 39% |29032 |6.77
ERp29 precursor
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Protein Folding ; Peptide metabolism

Erythrocyte band
7 integral
membrane protein
(Stomatin)

SwissProt STOM Human 72 9 41% | 31751 | 7.9

Proteasome
. . PSA7 Human o
SwissProt ;uburut alpha type (014818) 53 7 31% | 28041 | 8.6

Regulation of Nucleobase, Nucleoside and Nucleic Acid Metabolism

. Calgizzarin .
SwissProt (S100A11) S10AB Human 71 7 56% | 11847 | 6.56
SwissProt{Cyclin-H CCNH Human | 55 7 | 18% | 38075 ]6.73
EH-domain-
SwissProtfcontaining protein| EHD3 Human 84 15 | 31% | 61971 | 6.06
3
[Eucaruotic
SwissProfr2nslation IF5A1 Human | 55 5 | 42% | 17049 | 5.08
initiation factor
5A-1
Heterogeneousnuc
NCBInr [ . 2,64x10e+04 | 8 | 25% | 28412 | 4.8
ribonucleoprotein
s A2/B1
. Purine nucleoside 100491-00-01-00 111 10 48% 32325 | 6.45
SwissProt
phosphorylase P00491 3.159x10e+05| 9 | 36% |32148]| 6.5
Extracellular
. Fibrinogen beta 0
SwissProt| | . P02675-00-09-00 | 268 22 | 45% | 56549 | 8.54
chain precursor
Fibrinogen P02679-01-14-00 | 257 18 | 57% | 49863 | 5.8
SwissProtfgamma chain
[precursor P02679 2.164x10e+12 | 18 55% | 51512 | 5.4
SwissProtp crum albumin | b0 00-16-00 | 54 7 | 14% | 71318 | 5.79
recursor
Unknown
SwissProt|—°actosin like COTL1 Human | 71 7 | 54% | 16049 | 554
rotein
SwissProt{Irasngelin-2 P37802 129 12 | 70% | 22417 | 8.45
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Functional Classification of Proteins
Identified for MALDI-TOF
3% 2%

6%

17%
B Signal Transduction: Cell communication
B Energy Pathways
O Protein Metabolism
O Cell Growth and Maintenance
OImmune Response
B Protein Folding; Peptide Metabolism
B Regulation of Nucleobase, Nucleoside, Nucleotide and Nucleic Acid Metabolism
O Extrecellular
B Unknown

3.2.- ANALISIS DIFERENCIAL DE GELES DE
PACIENTES CON LES Y CONTROLES.

A continuacion hemos realizado el andlisis diferencial de las distintas
muestras para ver qué proteinas pueden estar sobre-expresadas en la poblaciéon
paciente frente a la control, o al contrario.

Para ello hemos utilizado el programa PDQuest 7.2.0. y se han analizado
conjuntamente hasta 29 geles, 15 de ellos correspondientes a muestras de controles
sanos y 14 de pacientes con LES. Los geles son de 11cm y su pH va de 3 a 10. La
cantidad de proteina cargada ha sido de 275 pg/ gel.

Como en geles de células aparecen un ntimero elevado de spots, nos hemos

centrado en distintas zonas, como la zona basica del gel, la zona inferior de pesos
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moleculares pequefios, y la zona de altos pesos moleculares y bajo pH, y de ahi

hemos analizado los spots mas representativos.

Asi lo que hemos encontrado ha sido:

Mw (KDa)
196 e : 1

" v
5
110 4 \4 -3_ -
1 / . 10

S

- L 9,..-: . . L1 15 16 *
zg . - is - 8. \ \ \‘ -
15 ™= ‘ 78l \ e man

g 6 .
6 - .. e » 17/ . 38
pH=3 pH=10

Spots analizados de interés:

HSP90-8.

HSP90-o.

HSP70.

Calreticulin precursor.

Albumin.

Calgranulin B (S100A9).

Calgranulin B (S100A9).

Calgranulin A (S100A8).

9. Actin.

10. Fructosa Bisphosphate Aldolae A.

11. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

12. L-lactate Dehydrogenase A Chain.

13. Ras Suppresor protein 1.

14. Peptidil-Prolyl cis-trans isomerase A o Cyclophilin A o Rotamase A.
15. Peptidil-Prolyl cis-trans isomerase A o Cyclophilin A o Rotamase A.
16. Peptidil-Prolyl cis-trans isomerase A o Cyclophilin A o Rotamase A.
17. Profilin-1.

18. Profilin-1.

PN LN =
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3.3.- POSIBLES MODIFICACIONES POST-
TRADUCCIONALES EN LA CALGRANULINA B.

La Calgranulina B es una proteina que desde un principio desperté nuestro
interés debido a las enormes diferencias que se presentaban entre pacientes con
LES y controles.

Estas diferencias han sido analizadas tanto por geles bidimensionales, como
por western blot, ya que era una forma de confirmar los resultados que habiamos
obtenido previamente.

De la Calgranulina B podemos distinguir dos spots diferentes:

78
TN
6—}..

Nuestros resultados han demostrado que de estos dos spots, el ntimero 7 es

la Calgranulina B propiamente dicha, cuya secuencia peptidica es:

1 MTCKMSQLER NIETIINTFH QYSVKLGHPD TLNQGEFKEL VRKDLQNFLK
51 KENKNEKVIE HIMEDLDTNA DKQLSFEEFI MLMARLTWAS HEKMHEGDEG
101 PGHHHKPGLG EGTP

mientras que el spot nimero 6 no es mas que el resultado de una modificacién

post-traduccional del anterior.

Para conocer que tipo de modificacién podria ser, hemos analizado las
muestras mediante espectrometria de masas. De este modo hemos podido
encontrar que esta proteina es susceptible de ser fosforilada en la treonina que

posee en el carboxilo terminal.

Mediante el analisis del spots 6 por espectrometria de masas, tras la

digestiéon con tripsina, lo que encontramos fue un péptido con valor de m/z
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2192.82 y otro que tenia 80 Da de diferencia con el primero encontrado siendo su

m/z de 2272.69.
C-terminal tryptic peptide:

MHEGDEG PGHHHKPGLG EGTP

Este ultimo péptido es el que nos daba el dato de la fosforilaciéon puesto

que el peso molecular de i6n HPO3- es de de 80 Da.

1007 BBO6E

2192 —

"l A =80 Da

Wi

] i e 2272

obdalta I-E‘u_n.., Il n _.1..‘ Lo Ll o I ..IL.J‘ !.| Lot |l ai, |I‘.__.J,:__l..._-_,.|... g bt st s b il v |
21319 21702 Frri N ?}I‘ ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ r &

Pero ademds hemos podido ver que existe otra modificacion en el mismo
spot, debida a una forma truncada de la proteina que contiene 4 aminoacidos
menos que la forma normal, y pensamos que al ser el quinto aminoacido una
metionina, la proteina comienza a sintetizarse a partir de ésta, y por tanto el peso

molecular disminuye en 410 Da.

410 Da

v v

1 MTCKMSQLER NIETIINTFH QYSVKLGHPD
TLNQGEFKEL VRKDLOQNFLK KENKNEKVIE
HIMEDLDTNA DKQLSFEEFI MLMARLTWAS
HEKMHEGDEG PGHHHKPGLG EG TP 114
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Debido a la uniéon del ioén fosférico, y a la pérdida de estos cuatro
aminodcidos, se puede producir la aparicién del spot 6. Para confirmarlo hemos
realizado geles con la tinciéon Pro-Q Diamond, que sdlo tifie proteinas fosforiladas,
y con un intervalo de pH que nos permita resolver mejor la zona de la Calgranulina

B, que va tnicamente desde 4.7 hasta 5.9. De esta forma lo que observamos es:

1 6
Tincién Sypro Rubi .9 . .‘ .

19 6

Tincién Pro-Q Diamond . .

No aparece el
spot ntimero 7

Mediante la tincién con Sypro Rubi vuelven a aparecer los spots 6 y 7, pero
también encontramos otro nuevo spot al que hemos denominado 19, y que
mediante espectrometria de masas hemos encontrado con un score significativo que
también se trata de la Calgranulina B.

Podemos decir, por tanto que la Calgranulin B original (spot 7), es
susceptible de ser fosforilada y cuando lo hace aparece un nuevo spot, que seré el
naimero 6, que a su vez también puede fosforilarse y generar el spot 19. Entre cada

uno de ellos habra una diferencia de 80 Da. El spot 7 no esta fosforilado.

Mediante andlisis por masas-masas (MS/MS), hemos podido identificar

también las fosforilaciones:
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SPOT 19 (fosforilado)
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Estos datos estan referidos a la secuencia del péptido fosforilado m/z 2272.69.
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SPOT 6 (fosforilado o no fosforilado)

Voyager Spec #1[BP = 877.6, 19402]
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En este caso no se ha encontrado el péptido fosforilado, sino solo el m/z 2193.12
correspondiente a la proteina sin fosforilar
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En este caso se ha analizado el mismo spot 6 y sin embargo si se han encontrado tanto el
péptido fosforilado (rojo) m/z 2273.03, como el no fosforilado (azul), m/z 2191.97. Por ello
pensamos que el spot 6 es una mezcla de dos formas distintas de Calgranulina B.
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SPOT 7 (no fosforilado)
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En este caso como era de esperar el tnico péptido que aparece es el correspondiente al

péptido no fosforilado con m/z 2193.18.
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Estos datos estan referidos a la secuencia del péptido no fosforilado m/z 2193.18.
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3.4.- EXPRESION DIFERENCIAL DE LAS PROTEINAS
S100A8 (Calgranulin A), S1I00A9 (Calgranulin B) y HSP90
MEDIANTE ELECROFORESIS BIDIMENSIONAL.

Los valores obtenidos mediante el andlisis de los geles, utilizando el

programa PDQuest son los siguientes:

S100A9 and S100A8 29 gels
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Parece confirmarse el dato de que las tanto las proteinas Calgranulina A
como la Calgranulina B se encuentran incrementadas en PBMCs de pacientes con
LES.

Si ademads afinamos el analisis, podemos confirmar que si se analizan por
separado las formas fosforiladas (spot 6) y la no fosforilada (spot 7), ambas también

se encuentran aumentadas en pacientes respecto a controles.

En cuanto a los valores obtenidos para la HSP90 Kda, en nuestro caso no
concuerdan con los encontrados en otros trabajos, donde se afirma que esta
proteina se encuentra aumentada en pacientes con LES.

En nuestro caso, hemos dividido el analisis segtn la isoforma alpha y beta,
viendo cémo la alpha incluso se encuentra aumentada en el grupo control,

mientras que es la beta la que parece estar incrementada en el grupo de pacientes
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con LES. Aunque las diferencias son minimas, podemos estar de acuerdo con otros
grupos que ya habian visto que es la isoforma HSP90-f la que estd aumentada en
este grupo de pacientes, debido al incremento de la transcripciéon del gen de esta
isoforma, pero los resultados no son estadisticamente significativos (P=0.634;

HSP90-a, P=0.848; HSP90-B).

HSP90-a and HSP90-B 29 gels

3e+5

1.- HSP90-a. controles sanos
2.- HSP90-a. pacientes con LES
3.- HSP90-B controles sanos
4.- HSP90-B pacientes con LES

3e+5 o

2e+5

2e+5

Densitometric AU

le+5 A
S5e+4 +
0 T T

2 3 4

Otra proteina de choque térmico que decidimos analizar con més detalle fue

la HSP70, ya que al parecer también se encuentra aumentada en pacientes con esta

enfermedad.

HSP70 KDa 29 gels

3e+5

3e+5 o

2e+5

1.- HSP70 controles sanos
2.- HSP70 pacientes con LES

2e+5 o

Densitometric AU

le+5 o

5e+4 o

En este caso vemos que la proporcién es mas alta con los pacientes con LES
que en los controles, pero tampoco las diferencias son estadisticamente

significativas (P=0.689; HSP70).
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Otra proteina que en un principio no ibamos a incluir en el estudio pero que
nos llamé mucho la atencién fue la albtimina, ya que si en los controles su
distribucién era normal, en los pacientes aparecia disminuida de tal forma que en
algunas muestras ni siquiera se apreciaba. En este caso las diferencias si son

significativas (P=0.0043).

Albtamin 29 gels
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3.5.- EXPRESION DIFERENCIAL DE LAS PROTEINAS
S100A8 (Calgranulin A), SI00A9 (Calgranulin B) y HSP9O
MEDIANTE WESTERN BLOT.

Para confirmar los datos que hemos obtenido mediante electroforesis
bidimensional, hemos analizado por western blot las proteias HSPP90, HSP70,
Calgranulina A y Calgranulina B.

En este caso no hemos podido hacer distincién entre forma fosforilada y no
fosforilada de la Calgranulina B, o entre la isoforma o y B de la HSP90, ya que
nuestros anticuerpos reconocian las proteinas completas.

Calgranulin A and Calgranulin B 29 gels

6e+5

5e+5

1.- Calgranulina A controles sanos 8 ]
2.- Calgranulina A pacientes con LES
3.- Calgranulina B controles sanos

4.- Calgranulina B pacientes con LES
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le+5 A
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En este caso se confirma lo que ya habiamos obtenido previamente, es decir,
tanto la Calgranulina A como la B estdin aumentadas en pacientes con LES respecto
a controles, pero los valores no son estadisticamente significativos:

P=0.269; Calgranulina A, P=0.667; Calgranulina B

En el caso de las HSP, parece que ambas se encuentran aumentadas en los
controles, pero con diferencias extremadamente pequefias que de ninguna manera
generan datos significativos:

P=0.720; HSP90, P=0.894; HSP70

HSP90 and HSP70 29 gels
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4.- DISCUSION.

En este trabajo nos hemos basado en el estudio de dos proteinas: la proteina
de choque térmico de 90 Kda (HSP90) y la Calgranulina tanto la isoforma A como
la B (S100A8 y S100A9).

Nos centramos en ellas, porque desde los primeros andlisis de los primeros
geles realizados, habiamos venido observando que de forma general estas
proteinas estaban aumentadas en los geles de los pacientes con LES respecto a los
de los controles sanos, e incluso con resultados estadisticamente significativos, en

los primeros analisis realizados cuando atin teniamos pocas muestras.
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En concreto la HSP90 KDa nos interes6 porque aunque ya habia estudios
que confirmaban que esta proteina se encontraba aumentada en LES, tanto en
plasmas como en PBMCs [46-48, 60, 61], por técnicas de protedmica podiamos
distinguir entre las dos isoformas HSP90-a y HSP90-B. También en algtn trabajo se
han estudiado ambas por separado mediante western blot [53], viéndose que la
forma P estaba mas aumentada que la o en pacientes con LES, por tanto se
sospecha que los altos niveles de la proteina son debidos al aumento de la

transcripcion del gen HSP90-f.

Nuestros resultados sin embargo, nos muestran como tras el anélisis
protedmico de 15 muestras de controles y 16 de pacientes con LES, realmente la
isoforma B estda aumentada en la poblaciéon enferma, mientras que la forma o, esta
incrementada en el grupo control, siendo estas diferencias minimas y los resultados

no son estadisticamente significativos.

La otra proteina sobre la que centramos nuestro estudio, son en realidad dos
proteinas, la Calgranulina A (S100A8) y la Calgranulina B (5100A9). Ambas suelen
encontrarse formando un dimero Illamado Calprotectina, que mediante
electroforesis bidimensional puede ser separado y por tanto podemos realizar la
identificaciéon de cada una de ellas.

En ambos casos podemos decir que la proteina se encuentra aumentada en
pacientes con LES respecto a controles sanos segtin algunos estudios [1, 2], lo cual
concuerda con nuestros datos, aunque no son estadisticamente significativos, con
lo que quizas el nimero de muestras que deberiamos emplear tendria ser mas
elevado.

También hemos podido comprobar cémo la Calgranulina B es capaz de
fosforilarse en la treonina que posee en el carboxilo terminal, y hemos analizado en
detalle esa fosforilacion.

Como resultado de la misma se obtienen dos spots claramente
diferenciados, mediante el anélisis de las muestras mediante geles bidimensionales
cuyo pH se encuentra entre 3 y 10 (spots 6 y 7) , y podemos apreciar hasta 3 spots,
en geles cuyo pH oscila entre 4.7 y 5.9 (spots 6, 7 y 19).
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Se ha comprobado que la fosforilacion existe, pero atin nos quedaba la duda
en lo que respecta al nimero 6, ya que nosotros pensamos que éste spot estd
formado a su vez por la mezcla de dos spots. Pensamos ademéds que esta mezcla no
es de dos proteinas distintas, sino que ambas son Calgranulin B (5100A9), lo que
ocurre es que pueden colocalizar en el mismo lugar, tanto la proteina modificada
por fosforilacién (al hacerse més acida) como la proteina modificada por la pérdida
de los 4 aminoé&cidos iniciales.

Como la diferencia en cuanto al peso molecular es tnicamente de 410 Da
puede que en este tipo de geles no pueda apreciarse bien, y la tinica forma de verlo

realmente sea resolviendo atin mejor la zona baja de pesos moleculares.

Inferior Superior

No obstante ya en este gel parecen poder apreciarse dos spots, pero no separados
completamente.

Nuestra hipdtesis se basa en que el “superior” seria el spot fosforilado
proveniente del spot 7 y el “inferior” derivaria de la forma truncada, que al tener un
peso molecular menor aparece un poco mas bajo que el original. EI spot 19 seria la
forma fosforilada de la forma truncada. Pensamos que esto puede ser asi porque al
analizar varias veces el spot 6, en unas hemos identificado el péptido correspondiente a
la fosforilacion y en otras ocasiones no, y quizas esto dependa de la forma en que se ha
extraido el spot.

Si nos parece interesante resaltar, que no se observa albdmina en practicamente
ningun paciente, o en los que aparece lo hace de forma muy disminuida (aunque hay
que decir que algunos pacientes si la tienen totalmente normal).

Pensamos que su relacion con el LES puede tener que ver con dafio renal, debido

a que esta patologia pueda estar asociada con glomerulonefritis.
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