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CAPITULO 4

LA ADHESION CELULAR ESTA REGULADA POR LA INTERACCION
ENTRE LA ADA DE SUPERFICIE PRESENTE EN CELULAS CACO-2 Y EL
D26 EXPRESADO EN LINFOCITOS T

La adenosina desaminasa (ADA), es un enzima implicado en el metabolismo
purinico y presente en todos los tejidos de mamiferos teniendo un papel muy
relevante en el desarrollo y funcién de las células linfoides (Kameoka et al,
1993; Martin et al, 1995; Valenzuela et al, 1997). En humanos, la deficiencia
congénita de ADA causada por delecciones, defectos en el proceso de splicing
o mutaciones puntuales en la regidon codificante del gen, conduce a una
inmunodeficiencia severa combinada (SCID) caracterizada por alteraciones en
la viabilidad y funcionalidad de los linfocitos T y B. Sin embargo, todavia no se
han postulado mecanismos que puedan explicar las causas de esta
inmunodeficiencia. Algunos autores consideran que la acumulacién de sustratos
de la ADA, adenosina y desoxiadenosina, no seria suficiente para explicar las
causas de la SCID. Hay dos tipos de ADA, una intracelular y otra localizada a
nivel de la superficie celular (ADA de superficie) (Aran et al, 1991; Dong et al,
1996). Mientras el ADA citosélica mantiene niveles no téxicos de adenosina y
desoxiadenosina, la ADA de superficie participa en el control de la
concentracién extracelular de los nucledsidos de adenina (Bellardinelli, 1993).
Algunos de los efectos de la ADA de superficie, no estdn mediados por su
actividad catalitica (Saura et al, 1996, 1998; Ciruela et al, 1996).

En este trabajo, nosotros postulamos otro papel del ADA de superficie
independiente de su actividad catalitica, la participacién de esta ADA en los
contactos célula-célula que podrian ser importantes para el desarrollo de los
tejidos linfoides y la maduracidn de los linfocitos (Fleisher et al, 1994).

El ADA intracelular es idéntica estructuralmente al ADA de superficie. El ADA
es una proteina globular que necesita receptores especificos para poder
anclarse en la membrana plasmdtica. El receptor de la ADA mejor
caracterizado es el CD26. Sin embargo, un segundo receptor para la ADA, el
receptor Ay de adenosina ha sido descrito en células no linfoides (Saura et al,
1996). El CD26, es una proteina multifuncional de la membrana plasmdtica de
105-110kDa (Fleisher et al, 1994, 1995; Morrison et al, 1993; Torimoto et al,
1992) que presenta actividad dipeptidil peptidasa IV intrinseca (DPPIV)
(Hegen et al, 1990). EI CD26/DPPIV se expresa constitutivamente en distintos
tipos celulares, mostrando una elevada expresién en los microvillis de las

108



células epiteliales de placenta, intestino y rifion (Yaron et al, 1993; Tirruppathi
et al, 1990). En células T de sangre periférica, en las que no hay expresidn del
receptor A; de adenosina, la expresion del CD26 estd altamente regulada, y
aumenta tras la activacién de los linfocitos T (Fox et al, 1984; Fleisher et al,
1987). Por otro lado, el porcentaje de linfocitos T que expresan CD26 es muy
superior al porcentaje de linfocitos T que expresan ADA de superficie, es
decir, un gran nimero de moléculas de CD26 en la superficie de los linfocitos T
no estdn unidas a ADA lo que constituye un poo/ de moléculas de CD26 libres.

El objetivo de este estudio ha sido investigar si el ADA y el CD26 pueden
participar en los contactos célula-célula. Para ello, se ha utilizado un sistema
heterélogo formado por linfocitos T, que poseen moléculas libres de CD26, y
células epiteliales que expresan una gran cantidad de ADA.

1-Expresion de ADA, CD26 y receptor A; de adenosina en células
epiteliales CACO-2.

La expresion de ADA, CD26 y del receptor A; de adenosina en células CACO-2
se ha estudiado mediante inmunofluorescencia y andlisis por microscopia
confocal (Materiales y métodos).

A B

Figura 1. Panel A. Colocalitzacién de la ADA y el CD26 en la membrana plasmética de las
células epiteliales CACO-2. Las células se han tratado como se describe en materiales y
métodos para ser analizadas por microscopia confocal marcdndose con un anticuerpo anti-ADA
conjugado con fluresceina (verde) y un anticuerpo anti-CD26 conjugado con rodamina (rojo). La
imagen corresponde a una seccion intermedia de las células. Barra de escala 10um.

Panel B. Colocalizacién de la ADA y el receptor Al de adenosina en la membrana plasmdtica de
las células CACO-2. . Las células se han tratado como se describe en materiales y métodos para
ser analizadas por microscopia confocal marcdandose con un anticuerpo anti-A1R conjugado con
fluresceina (verde) y un anticuerpo anti-ADA conjugado con rodamina (rojo). La imagen
corresponde a una seccidn intermedia de las células. Barra de escala 10um.
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Las células se han marcado bien con un anticuerpo anti-ADA conjugado a
fluoresceina (anti-ADA-FITC) y con un anticuerpo anti-CD26 conjugado a
rodamina (Tal-RD) (Figura-1A) o bien con un anticuerpo anti-ADA conjugado a
rodamina (anti-ADA-TRITC) y un anticuerpo anti-A; conjugado a fluoresceina
(PC21-FITC) (Figura 1B). La observacion de las muestras por microscopia
confocal ha puesto de manifiesto una buena codistribucion entre la ADA y el
CD26 (Figura 1A). El hecho mds remarcable es que pueden observarse algunas
células que expresan ADA no colocalizada con CD26 y que aparecen en verde en
la imagen de colocalizacion mostrada en la figura 1A. La figura 1B muestra una
alta colocalizacién entre el receptor A; de adenosina y la ADA (figura 1B). El
receptor A; colocaliza prdcticamente de forma total con la ADA, sin embargo,
hay moléculas de ADA no colocalizadas con el receptor de adenosina que
aparecen en rojo o naranja fuerte en la imagen de colocalizacién. Estas
moléculas, podrian corresponder a la ADA unida al CD26. Esto indica que
probablemente en este sistema, tanto el receptor A; de adenosina como el
CD26 pueden actuar como moléculas de anclaje de la ADA.

2- Expresién de CD26 en células Jurkat y células CEM.
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Figura 2. Expresion del CD26 en dos lineas linfocitarias (Jurkat y CEM) modificadas
genéticamente. Las células se lavan con PBS, se fijan con paraformaldehido al 4 % en PBS y se
tratan para su andlisis por citometria de flujo como se describe en materiales y métodos
marcdndose con un anticuerpo anti-CD26 conjugado a fluoresceina. Panel A. Expresién del
CD26 en células CEMN® (violeta) y CEM“?? (azul). Panel B. Expresién del CD26 en célulasTurkat
(violeta) y Jurkat#11 (azul). En ambos casos el pico rojo corresponde al marcaje inespecifico.
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La expresién de CD26 en la superficie de distintos clones de células CEM y en
células Jurkat y Jurkat transfectadas establemente con el cDNA del CD26
humano (clon #11) se ha analizado por citometria de flujo (Materiales y
métodos). Como se observa-en lafigura 2 la expresidn es moderada en la linea
parental (clone CEMN' o Jurkat, linea violeta), mientras que la expresién en el
clon de Jurkat #11 0 en el clon CEM"°?, ambos cotransfectados con el cDNA
del CD26 es elevada (linea azul).

3- Interaccion de dos lineas celulares distintas (linfocitos T y B) con
células CACO-2.

Como se ha puesto de manifiesto en apartados anteriores, las células CACO-2
expresan un porcentaje relativamente elevado de ADA de superficie ancorada
a la membrana plasmdtica mediante el receptor A; de adenosina o el CD26. Por
otro lado, las células linfoides expresan €D26 en su membrana con capacidad
de unir ADA de superficie. Nuestro primer objetivo ha sido investigar que
lineas celulares sanguineas pueden interaccionar con las células CACO-2. Para
ello mongcapas confluentes de células CACO-2- se han incubado con dos fineas
linfocitarias distintas: Jurkat, un modelo de linfocitos Ty SKW6:4, un modelo
de linfocitos B. La figura 3 muestra como la adhesidn a la monocapa de célutas
epiteliales, es marcadamente superior en las células Jurkat (mds de dos -veces)
que en las células SKW6.4.
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Figura 3. Adhesién de las células Jurkat y las células SKW64 a la monocapa de células
epiteliales CACO-2. Células Jurkat marcadas con timidina tritiada se han incubado con una
monocapa confluente de-células CACO -durante 45 min a 37°C como-se describe en materiales
y métodos. Cada uno de los puntas se ha realizado por triplicado y los porcentajes que se
muestran en la figura son la media-de 4-experimentos diferentes +s.e.m. *p<0.001.
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Estos dos modelos celulares presentan diferencias significativas en la
expresion de ADA y CD26 en la membrana celular, siendo del 100% en las
células SKW6.4 para ambas moléculas mientras que para las células Jurkat es
de un 40 % para el CD26 y de un 20-25% para la ADA (Martin et al, 1995). Es
decir, en células Jurkat hay una marcada proporcién de moléculas de CD26
"desocupadas”, moléculas que no interaccionan con la ADA de superficie.
Teniendo en cuenta todos estos datos, hemos hipotetizado que la adhesién
entre linfocitos Ty células epiteliales puede estar mediada, al menos en parte,
por moléculas de CD26 "libres" expresadas en la superficie de los linfocitos T
que interaccionarian con la ADA de superficie expresada en las células CACO-
2. Para confirmar esta hipétesis, se ha estudiado el efecto de la ADA exdgena
en la adhesién de los linfocitos T a las células epiteliales.

4- Papel de la ADA en la adhesién celular.

Los resultados descritos en el apartado anterior, sittian a la ADA como posible
candidata para modular la interaccion CACO-2-Jurkat. Para investigar esta
posibilidad, se ha incubado la monocapa de células CACO-2 con 10 pg/ml de
ADA exdgena durante 30 min, manteniéndose la proteina durante el ensayo de
adhesidn.
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Figura 4. Papel de la ADA de las células CACO-2 en la adhesién célula-célula. La monocapa
confluente de células CACO-2 se incuba durante 30 min con ADA exdgena. Tras la incubacién
se adicionan las células Jurkat marcadas radioactivamente. Después de 45 min la monmocapa
de células CACO-2 se lava para eliminar los linfocitos no adheridos y se disgregan con SDS
0.2%. La radioactividad se determina tal y como se describe en materiales y métodos. Cada
uno de los puntos se ha realizado por triplicado y los porcentajes que se muestran en la figura
son la media de 4 experimentos diferentes + s.e.m. *p<0.05
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El resultado (Figura 4) indica que el aporte de ADA a las células CACO-2
incrementa de forma moderada el nimero de células Jurkat que se adhieren a
la monocapa. Un experimento similar se hizo preincubando las células Jurkat
con ADA (10 o 25 pg/ml) antes de llevar a cabo el ensayo de adhesidn. En estas
condiciones la ADA disminuye significativamente la adhesién (Figura 5). Un
descenso similar se observa cuando las células Jurkat se preincuban con un
anticuerpo monoclonal Tab.9 dirigido contra el centro de unién de la ADA en el
CD26 (Figura 5). La preincubacién con un anticuerpo irrelevante o con un
anticuerpo anti-CD26 (4H12) dirigido contra un epitopo distinto del de la unién
de la ADA, no modifican la adhesidn. Estos resultados sugieren que el ADA de
superficie de las células epiteliales interacciona con el CD26 de las células T y
que esta interaccién puede regular la adhesion célula-célula.
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Figura 5. Adhesién de las células Jurkat a la monocapa de células CACO-2 en presencia de
ADA y de CD26. Las células Jurkat radiomarcadas se incuban en presencia de dos anticuerpos
anti-CD26 distintos (4H12 y Ta 5.9 (5ug/ml) o con distintas concentraciones de ADA exdgena
(10ug/ml o 25pg/ml) durante 30 min a 37°C tras lo cual se adicionan a la monocapa de células
epiteliales incubdndose durante 45 min a 37°C. La monocapa se lava para eliminar los linfocitos
no adheridos y se disgregan con SDS 0.2%. La radioactividad se determina tal y como se
describe en materiales y métodos. Cada uno de los puntos se ha realizado por triplicado y los
porcentajes que se muestran en la figura son la media de 4 experlmen*ros diferentes + s.em.
*p<0.01

113



5- Papel del CD26 en la adhesion celular.

Con el fin de verificar que la adhesién de los linfocitos T a las células
epiteliales depende del grado de expresién de CD26 "libre" en los linfocitos, se
ha comparado la adhesién de la linea parental Jurkat y del clon #11 el cudl
sobreexpresa CD26. La adhesidn del clon #11 es un 50 % superior a la adhesidn
de la linea parental (Figura 6). Un experimento similar se ha llevado a cabo con
los distintos clones de las células CEM. La adhesién del clon CEM-??, el cual
expresa elevados niveles de CD26, es alta, mientras que es moderada tanto
para el clon CEMNY!, que expresa niveles basales de CD26 como para el clon
CEM®? transfectado con un cDNA antisense del CD26 (Figura 6). Estos
resultados indican claramente que el nivel de CD26 expresado en la superficie
celular (Jurkat o CEM) correlaciona con la adhesién a células epiteliales.
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Figura 6. Adhesidn de las lineas celulares que sobreexpresan CD26 a la monocapa de células
CACO-2. Los linfocitos marcados radioactivamente (Jurkat, Jurkat#11, CEMN®, CEM-9?,
CEM®?) se incuban durante 45 min a 37°C con la monocapa de células epiteliales. La monocapa
se lava para eliminar los linfocitos no adheridos y se disgregan con SDS 0.2%. La
radioactividad se determina tal y como se describe en materiales y métodos. Cada uno de los
puntos se ha realizado por triplicado y los porcentajes que se muestran en la figura son la
media de 4 experimentos diferentes t s.e.m. *p<0.05, *+p<0.001.
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Como en el caso de las células parentales, la adhesién de las Jurkat #11
disminuye tras la preincubacién con el anticuerpo Tab.9 dirigido contra el
centro de unidn de la ADA en el CD26. A una concentracién de 5ug/ml de
anticuerpo, la adhesidn se reduce un 52% en Jurkat parentales mientras que la
reduccién es muy superior (77%) para el clon #11 (Figura 7).
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Figura 7. Adhesién de las células Jurkat y Jurkat#11 a la monocapa de células CACO-2 en
presencia de ADA y de CD26. Las células Jurkat y Jurkat#1l radiomarcadas se incuban en
presencia del anticuerpo anti-CD26 dirigido contra el centro de unién de la ADA (Ta 5.9;
5ug/ml) o con ADA exdgena (10ug/ml, 25ug/ml o 50pg/ml) durante 30 min a 37°C tras lo cual
se adicionan a la monocapa de células epiteliales incubdndose durante 45 min a 37°C. La
monocapa se lava para eliminar los linfocitos no adheridos y se disgregan con SDS 0.2%. La
radioactividad se determina tal y como se describe en materiales y métodos. Cada uno de los
puntos se ha realizado por triplicado y los porcentajes que se muestran en la figura son la
media de 4 experimentos diferentes + s.e.m. *p<0.01, *+p<0.001.
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Estos resultados vuelven a confirmar que la participacion de la ADA/CD26 en
la adhesidn, incrementa en paralelo con la expresién de CD26 "libre" en las
células T. Este hecho ha sido nuevamente confirmado por la drdstica reduccion
de la adhesién de las células Jurkat #11 a las células CACO-2 cuando las
células que sobreexpresan CD26 son incubadas con elevadas concentraciones
de ADA exégena (10, 25 y 50ug/ml). La incubacién con 25ug/ml de ADA
conduce a una reduccién de la adhesion del 83 % mientras que la mdxima
reduccion de la adhesién inducida por preincubacién con ADA exdgena que se
consigue en células parentales es tan sélo de un 50 % y no se han encontrado
diferencias en células tratadas con 5 o 10 pg/ml de ADA.

5- Efecto de la ADA en la adhesion de células Jurkat a fibronectina.
Implicacion de las integrinas.

El CD26 es una proteina multifuncional que participa en miltiples
interacciones, asi, es capaz de interaccionar no tan sélo con la ADA como
hemos visto en los apartados anteriores sino también con elementos de la
matriz extracelular (Neubert et al, 1994, Onkubo et al, 1994), coldgeno y
fibronectina (Fleisher et al, 1994, Piazza et al, 1989). Puesto que el médulo
ADA/CD26 hemos visto que puede modular la adhesién de los linfocitos T a
células epiteliales, nos planteamos estudiar de que modo la ADA podia afectar
la adhesidn de los linfocitos a fibronectina en un modelo /n vitro.
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Figura 8. Adhesién de las células Jurkat a fibronectina. Células Jurkat (10° células) se han
incubado en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de ADA en placas de 96
pozrecubiertas de fibronectina (materiales y métodos). El nimero absoluto de células
adheridas se muestra como porcentaje de adhesién respecto a las células no tratadas.
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Para ello, linfocitos T incubados con ADA exdgena se adhirieron a una placa de
fibronectina (Materiales y métodos). Los resultados mostrados en la figura 8
muestran que las células incubadas con ADA se adhieren mds que las células no
tratadas. El efecto de la ADA es ademds dosis-dependiente con una valor de
ECso de 10+3 pg/ml. La incubacion de las células Jurkat con 13ug/ml o
concentraciones superiores de ADA, dobla el nimero de células adheridas a las
placas de fibronectina. ‘

El efecto de la ADA en la adhesién de linfocitos a fibronectina puede estar
mediado por la activacion de integrinas, ya que es conocida la funcién de las
VLA integrinas como receptores celulares de elementos de la matriz
extracelular (Hynes et al, 1987; Hemler et al, 1990). Las integrinas pueden
activarse por distintos mecanismas, la unién con sus ligandos o la preincubacion
con cationes divalentes como el Mn® o el Mg* (Dransfield et al, 1992; Arroyo
et al, 1993; Masumoto et al, 1993a, b). Las integrinas activadas pueden ser
detectadas por la expresién del epitopo HUTS-21 en la subunidad B1 (Luque et
al, 1996). Nosotros hemos investigado si la interacciéon ADA/CD26 puede
inducir la expresion del epitopo HUTS-21 en linfocitos T. Para ello, células
Jurkat parentales y transfectadas (clon #11) y células CEM (CEMN®!, CEM-?)
se han preincubado con Mn® (control positivo), con ADA exdgena o con tampdn
Hepes durante 30 min a 37°C. Las integrinas activadas se han detectado
usando un anticuerpo monoclonal anti-HUTS-21 y andlisis por citometria de
flujo. La incubacién con Mn®* conduce a un marcado incremento en la expresidn
del epitopo HUTS-21 en todas las células testadas. Cuando las células han sido
preincubadas con ADA también se ha encontrado un marcado incremento en el
porcentaje de células que expresan integrinas activadas (Figura 9A). En células
parentales (Jurkat o CEMNYY) el mdximo efecto (70-75% de células que
expresan el epitopo HUTS-21) se consigue con 10ug/ml de ADA, mientras que
es necesario concentraciones superiores de ADA para conseguir incrementos
sustanciales en la activacion de integrinas en los clones que sobreexpresan
CD26 (Figura 9B). Ninguno de los estimulos utilizados, causa un incremento en
los niveles de expresion de PBl1, detectado por el uso de un anticuerpo
monoclonal dirigido contra integrinas generales (mAb LIA 1/2), indicando que
los efectos del Mn** o la ADA se deben a cambios conformacionales de las
integrinas y no a incrementos en la expresion.
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FITC log
%Cells labelled with HUTS-21 %Cells labelled with LIA
Stimuli Jurkat Jurkat#11 CEM-NO1 CEM-LO2 Jurkat Jurkati#11 CEM-NO1  CEM-L02
HEPES 42+3 28+ 3 A1+ 3 4143 95+8 94+8 95+3 67+3
ADA 10ug/mi 75+ 3, 30+ 4 70:3 49+3 95+ 10 939 70+3 675
ADA 100ug/ml - 60+ 3 - 60+3 ! 98+9 71+3
Mn2+ %6 7. 81+ 4 99+ 7 9+5 100+ 10 90+ 10 %13 6643

Figura 9.Expresion del epitopo HUTS-21 de la subunidad p1 de las integrinas de las células
Jurkat. Panel A. Las células Jurkat #11 pretratadas con el tampon Hepes (control,
representado en rojo) o con Mn®* (ImM representado en azul) o ADA (100ug/ml) representado
en verde) se marcan con el anticuerpo monoclonal HUTS-21 (Sanchez-Madrid et al, 1997) y se
analizan por citometria de flujo como se describe en materiales y métodos. Panel B. El mismo
tipo de experimento descrito en el panel A se ha realizado con distintas lineas celulares
indicadas en la figura. Los resultados se han expresado como porcentaje de células que
expresan el epitopo HUTS-21. Los valores representan la media + s.e.m de 4 experimentos
independientes realizados por duplicado. El porcentaje de células que expresan Bl integrinas
(activadas o no) se ha determinado usando el anticuerpo monoclonal anti-LTA1/2.

DISCUSION.
El objetivo de este trabajo ha sido estudiar si el CD26 de la superficie celular

puede funcionar gracias a su capacidad de unir la ADA de la membrana
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plasmdtica como una molécula de adhesidn. Con este propdsito hemos utilizado
un sistema heterdlogo de adhesion formado por linfocitos humanos y
monocapas confluentes de células epiteliales humanas (CACO-2). Es un hecho
conocido que hay actividad ADA en la mucosa intestinal de numerosas especies
(Van der Weyden and Kelley, 1976; Daddona and Kelley, 1978) siendo ésta la
fuente habitual para la preparacion del enzima purificado. Esto nos permitia
suponer que una linea celular derivada de epitelio de colon humano presentaria
ADA en su superficie. Mediante técnicas inmunoldgicas utilizando anticuerpos
especificos, se ha observado la presencia de ADA ancorada en la membrana
plasmdtica de las células epiteliales. Puesto que la ADA puede estar anclada a
la superficie celular mediante dos proteinas (CD26 y el receptor A; de
adenosina) también mediante inmunocitoquimica y andlisis por microscopia
confocal se ha estudiado la expresidn de estas dos moléculas en la superficie
de las células CACO-2 y la codistribucién con la ADA. Aunque entre la ADA y
el CD26 se encuentra un buen nivel de codistribuciéon, hay una cierta cantidad
de células que expresan ADA no colocalizada con CD26. En estos caso la ADA
tiene que estar unida a la membrana via otra molécula receptora siendo el
principal candidato el receptor A; de adenosina. Estudiando la codistribucidn
entre la ADA y el receptor A; de adenosina se ha observado que prdcticamente
todo el receptor colocaliza con la ADA aunque también hay ADA libre que
probablemente corresponde a la que colocaliza con el CD26. Teniendo en
cuenta estos resultados, las células CACO-2 constituyen un modelo en el que
hay cierto grado de diversidad en las proteinas que mantienen la ADA anclada
en la membrana plasmdtica. Esto no es siempre asi, en las células linfocitarias
que no expresan el receptor A; de adenosina, la ADA de superficie estd
mayoritariamente unida al CD26 (Kameoka et al, 1993; Morrison et al, 1993; De
Meester et al, 1994). En sistemas celulares distintos del que aqui hemos
estudiado, se sabe que la ADA de superficie de una forma independiente de su
actividad catalitica, al interaccionar con el receptor A; de adenosina permite
una mejor transduccién de la sefial a través de este receptor (Saura et dl,
1996). En sistemas en los que la ADA interacciona con el CD26, como son los
linfocitos T que no expresan receptor A; de adenosing, la ADA de superficie
también de una forma independiente de su actividad catalitica, actia como
coestimuladora de los linfocitos. Estas consideraciones ponen de manifiesto la
diversidad funcional de esta proteina y hacen atractiva la hipétesis, base de
este trabajo, de que si hay células que expresan ADA de superficie que pueden
interaccionar con células que expresan alguna de las proteinas que la unen a
membrana plasmdtica, estas moléculas pueden intervenir en el proceso de
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interaccién célula-célula. La caracterizacién de las células CACO-2 descrita
anteriormente muestra que estas células pueden actuar como modelo de
expresion de ADA de superficie. Por otro lado, es un hecho conocido que las
células epiteliales de intestino pueden interaccionar con linfocitos carentes de
receptor A; de adenosina pero que expresan ADA de superficie unida a CD26
(Springer et al, 1995; Oppenheimer-Marks and Ziff, 1988). Por tanto siguiendo
los objetivos planteados, se estudié la interaccién de células linfocitarias (la
linea SKW6.4 derivada de una leucemia humana de tipo B y la linea celular
Jurkat derivada de un linfoma T humano) a una monocapa de células epiteliales.
Los linfocitos B, que expresan en la membrana plasmdtica moléculas de CD26
en su mayoria "ocupadas" por ADA, se adhieren menos que los linfocitos T en
los que hay una cierta proporcion de moléculas de CD26 "libres". En distintos
clones de células T modificados genéticamente de manera que sobreexpresan
CD26, se ha encontrado una buena correlacién entre la expresion de CD26
"libre" y la adhesién a células CACO-2. Los clones que sobreexpresan CD26
(Jurkat#11 y CEM9?) se adhieren mucho mds que las lineas parentales (Jurkat
y CEMNYY). Estos resultados indican que la contribucién de la interaccién
ADA/CD26 en la adhesidn entre células T y células epiteliales, depende de la
proporcién de CD26 "desocupado” expresado en la superficie de los linfocitos
T. Desde un punto de vista fisioldgico, parece que todos aquellos procesos que
conducen a incrementar la expresion de CD26, como la activacién de las células
T (Martin et al, 1995), podria favorecer la interaccién entre los linfocitos Ty
la ADA de superficie presente en distintos tipos celulares. La pérdida de
adhesién tras la incubacidn de las células T con ADA exdgena y los resultados
obtenidos con el anticuerpo anti-CD26 Tab.9, dirigido contra el centro de unién
de la ADA al CD26 en los que también 'se consigue una disminucién en la
adhesidn, son indicativos de que el bloqueo del sitio de unién de la ADA al CD26
afecta la adhesién entre los linfocitos Ty las células epiteliales. Es importante
resaltar que la adhesién de células Jurkat que sobreexpresan CD26, se reduce
en mds de un 75% tras la incubacién con ADA exégena o con el anticuerpo
Ta5.9 es decir, bloqueando las moléculas de CD26 "libres" la adhesion
disminuye. Todos estos resultados reafirman la hipétesis que la interaccién
ADA/CD26 es especifica y tiene un papel relevante en la adhesidn
probablemente en los primeros contactos entre los linfocitos y las células
epiteliales que derivardn en una adhesién célula-célula.

A nivel molecular, la contribucién del médulo ADA/CD26 en la adhesién entre
linfocitos y células CACO-2, estd mediada por la unién de moléculas de CD26
“libre" y la ADA presente en la superficie celular de las células epiteliales
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anclada a la membrana plasmdtica bien via CD26 o bien via el receptor A; de
adenosina. Aunque no se conoce exactamente la estequiometria de la
interaccion ADA/CD26, se asume que el CD26 tiene un Unico sitio de unién a la
ADA y que esta ADA es un monémero por lo que es muy probable que la ADA
de las células CACO-2 que interacciona con los linfocitos esté anclada a
membrana via el receptor A; de adenosina. Esto sugiere un nuevo papel para el
receptor A; de adenosina como molécula de ancoraje capaz de presentar la
ADA al CD26 en la superficie de células en contacto. Sin embargo, el receptor
A de adenosina por si mismo no participa en los fenémenos de adhesién célula-
célula, ya que la incubacién de este receptor con el anticuerpo PC21 que
reconoce el segundo bucle extracelular, no inhibe la adhesion de las células
Jurkat incluso llega a aumentarla ligeramente (resultados no presentados)
Puesto que el anticuerpo PC21 no es capaz de desplazar la unién de la ADA al
receptor (Ciruela et al, 1996) una posibilidad es que los ligandos del receptor
favorezcan la exposicién de la ADA asociada a éste y sea Unicamente la ADA
de las células epiteliales la que intervenga en el proceso de adhesién. Este
hecho se confirma al incubar las células CACO-2 con ADA exdgena, saturando
asi todas las moléculas que puedan actuar como vehiculo de anclaje de la ADA,
induciendo de este modo un incremento en la adhesién de los linfocitos a la
monocapa. Diversos estudios revelan que el sistema inmunolégico puede afectar
de forma relevante la funcién epitelial (Berin et al, 1999; Miura et al, 1998). La
respuesta inmunoldgica aguda, media cambios en la fisiologia epitelial que son
beneficiosos para la defensa del organismo ante agentes patégenos. Los
linfocitos pueden interaccionar con distintas moléculas de la superficie celular
epitelial para ancorarse en el epitelio y ejercer ahi su funcién.

La adhesién entre diferentes tipos celulares es por tanto, un fenémeno
complejo que requiere que una gran variedad de componentes de la matriz
extracelular y proteinas de la superficie de las células entren en contacto. El
reconocimiento ADA/CD26 per se no permite una eficiente adhesion entre los
linfocitos y las células epiteliales, por ejemplo, la adhesién de células Jurkat a
placas recubiertas con ADA no soporta los lavados necesarios para eliminar las
células no unidas (resultados no presentados). Un probable escenario de la
interaccion linfocitos-células epiteliales seria la existencia de eventos
tempranos o primarios mediados por la interaccion ADA/CD26 que
desencadenarian en linfocitos la activaciéon de una via de sefializacién que
conduciria a la activacién de lo que se han llamado propiamente moléculas de
adhesidn: integrinas. Nuestros resultados indican que el CD26 media la
sefializacion via la interaccién ADA/CD26. La transduccién de la sefial conduce
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a la activacién de las integrinas (VLA) medida como la exposicidn del epitopo
HUTS-21. La incubacidn de los linfocitos con ADA exdgena activa las integrinas
con una eficiencia similar a la del Mn®* el cual se usa para la activacién de las
integrinas /n vitro.

Teniendo en cuenta todos estos resultados, podemos hipotetizar que la ADA
presente en la superficie de las células epiteliales interacciona con las
moléculas de CD26 "libre” de la membrana plasmdtica de los linfocitos y esta
interaccién tiene un papel relevante en la adhesién célula-célula al permitir el
cambio a la conformacion activa de miembros de la familia de moléculas de
adhesién como son las integrinas. Estos resultados son de especial interés ya
que abren nuevas perspectivas en el estudio de cuales son las funciones
fisioldgicas de la ADA de superficie, tfema este que constituye uno de los
objetivos de nuestro grupo de investigacién en el que se enmarca este trabajo.
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DISCUSION.

La adenosina desaminasa (ADA) es un enzima implicado en el metabolismo
purinico y presente en todos los tejidos de mamiferos teniendo un papel
relevante en la funcién y el desarrollo de los linfocitos (Kameoka et al, 1993;
Martin et al, 1995; Valenzuela et al, 1997). La ADA es un enzima que se localiza
tanto a nivel citosdlico como en la superficie celular. Mientras la ADA
citosdlica mantiene a niveles no tdxicos la concentracién de adenosina
intracelular, la ADA de superficie puede ser considerada como una proteina
multifuncional. Por un lado funciona como ecto-enzima controlando la
concentracién extracelular de nucleésidos de adenina (Bellardinelli 1993) y por
otro y de una forma independiente de su actividad catalitica la ADA presenta
un papel en la funcién del receptor A; de adenosina. La ADA es necesaria para
la identificacion del estado de alta afinidad del receptor permitiendo de este
modo que la transduccién de la sefial sea mds eficiente, a su vez, la ADA estéd
también implicada en el proceso de desensibilizacién del receptor acelerando el
proceso de fosforilacion e interndlizacion (Ciruela et al, 1996, Saura et al,
1996, Saura et al, 1998). Entender las funciones fisiolégicas de la ADA de
superficie y estudiar la modulacién entre proteinas expresadas en la membrana
plasmdtica constituye uno de los objetivos centrales del grupo de investigacion
en el que se enmarca esta Tesis Doctoral.

El receptor A; de adenosina pertenece a la familia de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR). La desensibilizacién inducida por agonistas como un
mecanismo regulador de los GPCR ha sido bien caracterizada a nivel
farmacolégico y molecular pero poco se conoce acerca de las vesiculas
implicadas en la endocitosis de estos receptores, especialmente para el caso
del receptor A; de adenosina. La ruta principal de internalizacién descrita para
los receptores acoplados a proteinas 6 es la via endocitica cldsica en la que
participan las vesiculas recubiertas de clatrina. Ruiz et al, en 1996
demostraron en cerebro de rata la implicacién de vesiculas de clatrina en la
desensibilizacién del receptor A; de adenosina. Tras el tratamiento "in vivo"
con el agonista R-PIA, el receptor aparece de forma significativa en
microsomas y vesiculas revestidas. Sin embargo, son muchas las vesiculas
endociticas descritas en la literatura por lo que no puede descartarse la
participacion de otro tipo de vesiculas no revestidas de clatrina en el proceso
de internalizacién de los GPCR. Algunos autores han demostrado la
internalizacidn de ciertos receptores acoplados a proteinas G via vesiculas no
revestidas por ejemplo, el receptor muscarinico en fibroblastos humanos
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internaliza via una ruta independiente de clatrina (Raposo et al, 1987), este
mismo receptor en miocitos tras la exposicidn a agonistas trasloca a caveolas
(Feron et al, 1997). Por el contrario, en otras lineas celulares o en células
transfectadas la internalizacién del receptor muscarinico o B-adrenérgico
sigue la ruta cldsica en la que participan vesiculas de clatrina (Tolbert and
Lameh, 1996; von Zastrow and Kobilka, 1992). Estos resultados han permitido
sugerir un posible papel de las caveolas en los procesos de endocitosis de los
receptores acoplados a proteinas G.

Mediante experimentos de inmunocitoquimica utilizando anticuerpos anti-AR y
anticuerpos anti-caveolina 1 hemos demostrado en células de tdbulo proximal
de rifién de cerdo (LLC-PK;) la codistribucién tras el tratamiento con el
agonista R-PIA del receptor de adenosina y la caveolina. El tratamiento con el
agonista internaliza el receptor, localizdndose tras 30 min de incubacidn en
vesiculas intracelulares en las que el grado de colocalizacién entre el receptor
y la caveolina es alto. La filipina, un compuesto que secuestra esteroles como es
el colesterol, bloquea la internalizacién del receptor inducida por R-PIA al
impedir la formacién de las caveolas en cambio, el tratamiento con dcido
acético que disminuye el pH citosélico impidiendo el ensamblaje de la clatrina,
no impide la endocitosis del receptor. Estos resultados sugieren que la
internalizacién del receptor A; de adenosina ocurre por una ruta independiente
de clatrina que implica caveolas.

Para el aislamiento de caveolas de las células renales LLC-PK; hemos utilizado
protocolos de purificacion libres de detergentes. El protocolo de aislamiento
se basa en la disrupcién de las células en un medio con carbonato sédico y la
ultracentrifugacién de las muestras en un gradiente de sacarosa. Utilizando
estos protocolos hemos demostrado la translocacién del receptor A; de
adenosina a caveolas tras la incubacién con el agonista R-PIA. En células
control la caveolina, principal proteina de las caveolas, aparece en las
fracciones de baja densidad mientras que el receptor aparece distribuido en
las fracciones de alta densidad. Sin embargo, tras la incubacién 15 min con el
agonista R-PIA el receptor de adenosina codistribuye en las mismas fracciones
que la caveolina. Es decir, el agonista adenosinico R-PIA provoca la
concentracién del receptor A; de adenosina en subdominios de la membrana
plasmdtica ricos en caveolas. Recientemente Couet et al, 1998, han definido
una regién en las proteinas asociadas a las caveolas (OXOXXXX y
OXXXXDXX®, siendo @ un aminodcido aromdtico) que podria funcionar como
dominio de unién a la caveolina. Este dominio (caveolin binding motifs) se ha
identificado en el receptor EGF, PDGF, NGF (Liu et al, 1996, Mineo et al, 1996,
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Corley-Mastick et al, 1995, Wu et al, 1997). El receptor A; de adenosina en su
cola citoplasmdtica presenta esta secuencia aminoacidica (YAFRIHKF) que
podria comportarse como un dominio de unién a la caveolina.

Como hemos mencionado al principio de esta Discusion, nuestro grupo de
investigacidn ha demostrado que el receptor A; de adenosina puede actuar
como molécula de anclaje de la ADA en la superficie celular. Sin embargo, esta
interaccion ADA/AR no es pasiva, la ADA de un modo independiente de su
actividad catalitica modula la funcién del receptor A; de adenosina. En corteza
cerebral de cerdo y en la linea celular de musculatura lisa de hdmster
DDTIMF-2 la ADA es capaz de modular la unién de los ligandos del receptor A;
asi como la sefializacién a través del propio receptor. En este trabajo hemos
demostrado mediante coinmunoprecipitacién que en la linea renal LLC-PK; el
receptor A; de adenosina también se comporta como una proteina de unién de
la ADA. Ademds, la ADA tras la incubacién de las células con el agonista
adenosinico R-PIA se internaliza conjuntamente con el receptor A; de
adenosina. Mediante inmunocitoquimica y andlisis por microscopia electrénica
hemos demostrado que ambas proteinas presentan el mismo patrén de marcaje
y la misma cinética de internalizacién. Puesto que el receptor A; de adenosina,
segin nuestros resultados, interndaliza en estas células via caveolas nos
planteamos estudiar si existe también una colocalizacién entre la ADA vy la
caveolina. Los resultados obtenidos por microscopia confocal ponen de
manifiesto que la incubacién de las células con R-PIA induce la internalizacién
de la ADA via caveolas. Tras 30 min de incubacién la ADA aparece en vesiculas
intracelulares en las que también se localiza la caveolina. Todos estos
resultados suponen un avance importante en la comprensién de los mecanismos
implicados en la endocitosis de los receptores acoplados a proteinas G y
sugieren que el tipo de vesiculas que conducen a la internalizacién del receptor
tras la activacién por sus ligandos, depende tanto del subtipo de receptor como
del sistema celular en el que se exprese.

Por otro lado, estos resultados son un ejemplo de la co-modulacién existente
entre proteinas de la membrana plasmdtica. La interaccién molecular entre el
receptor A; de adenosina y la ADA modula la transduccién de la sefial y la
endocitosis del propio receptor. A principios de la década de los noventa Zoli
et al, 1993 demostraron que las caracteristicas de unién de un tipo de receptor
acoplado a proteina G puede alterarse ante la estimulacidn de un tipo distinto
de receptor también acoplado a proteina G. Esta modulacién se ha postulado
que tiene lugar a nivel de la transduccién de la sefial por ejemplo a nivel de
segundos mensajeros o bien a otros niveles posteriores. Asi, por ejemplo en el

125



sistema nervioso central y en especial en los ganglios basales se ha descrito un
efecto antagonista entre los receptores de adenosina y los receptores de
dopamina de modo que los receptores Aza y A; de adenosina modulan de forma
antagdnica los efectos producidos por la estimulacidn de los receptores Dz y Dy
de dopamina respectivamente (Ferre et al, 1991, 1994, 1992, 1997). La
demostracién en nuestro grupo de investigacién de que la modulacidn de
distintos aspectos del receptor A; de adenosina via la ADA implica una
interaccién molecular entre ambas proteinas nos llevé a plantearnos si también
los efectos antagonistas entre los receptores de adenosina y los de dopamina
son debidos a una interaccion molecular a nivel de membrana entre los dos
receptores.

En fibroblastos de ratén cotransfectados con los ¢cDNAs humanos de los
receptores A; de adenosina y D; de dopamina (células AIR/DIR) y en neuronas
de cortex cerebral de rata hemos demostrado  mediante
coinmunoprecipitacion, inmunofluorescencia y andlisis por microscopia confocal
la formacién de heterdmeros entre los receptores A; de adenosina y los
receptores D; de dopamina. En células y en neuronas ambos receptores
codistribuyen mostrando un grado de colocalizacion elevado. La asociacién
entre ambos receptores estd modulada de forma diferencial por el agonista
adenosinico R-PTA y el agonista dopaminérgico SKF-38393. En fibroblastos y
en neuronas el agonista R-PIA es capaz de agregar ambos receptores. Es
decir, el agonista R-PIA es capaz de inducir no tan sélo un cambio en la
distribucion del receptor de adenosina sino de modificar también la
distribucidn del receptor de dopamina. Por el contrario, el agonista SKF-38393
induce en células AIR/DIR la agregacién del receptor Di de dopamina sin
modificar la distribucidn del receptor de adenosina que presenta un marcaje
homogéneo muy parecido al observado en las células control. El mismo agonista
en neuronas corticales de rata induce la agregacidn de ambos receptores. En
estos agregados formados tras la incubacién con el agonista, el grado de
colocalizacién entre ambos receptores es alto. Este diferente comportamiento
de los receptores de adenosina en células AjR/DsR respecto a neuronas puede
explicarse si consideramos que en un sistema artificial como son las células
transfectadas pueden no estar presentes determinadas proteinas que si se
expresen en un sistema fisiolégico como son las neuronas corticales de rata.
Estos datos sugieren que los receptores A de adenosina y los receptores Dy de
dopamina en respuesta al tratamiento con SKF-38393 podrian agregarse
gracias a, o con, otros componentes todavia no identificados de la membrana
plasmdtica. En este sentido, Brakeman et al, 1997 han identificado una
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proteina del tipo PDZ (proteinas con dominios PDZ que se unen a los receptores
de glutamato y a los canales idnicos) la proteina Homer, que se une en neuronas
de forma especifica a los receptores metabotrépicos de glutamato regulando
la distribucidn y sefializacién a través de este receptor. Recientemente se han
publicado datos que demuestran que los subtipos de receptores GABAéErgicos
GABAgR1 y GABAgR2 forman heterodimeros y que estos son imprescindibles
para la formacién del receptor GABAg funcional (Jones et al, 1998; Kaupmann
et al, 1998; White et al, 1998). Todos estos datos sugieren la posibilidad de
una interaccion molecular entre subtipos de receptor A; de adenosina y
subtipos de receptor D; de dopamina. Mediante técnicas de
inmunoprecipitacion hemos demostrado la coprecipitacion del receptor A; de
adenosina y el receptor D1 de dopamina. En células A;R/DsR el anticuerpo anti-
AR es capaz de inmunoprecipitar el receptor D; de dopamina. En concordancia
con los resultados obtenidos por microscopia confocal, el tratamiento con el
agonista dopaminérgico SKF-38393 impide la coprecipitacion del receptor Dy
de dopamina. Estos resultados sugieren que tras la incubacién con el agonista
se induce la agregacion del receptor de dopamina sin modificar la distribucion
del receptor de adenosina y se disocian los heterémeros AjR/DiR. En estas
condiciones el anticuerpo anti-AjR es incapaz de coprecipitar el receptor de
dopamina. Por el contrario, el tratamiento con el agonista adenosinico R-PIA
rinde una banda de 46kDa correspondiente al receptor D; de dopamina aunque
la intensidad de esta banda es menor respecto a la obtenida en células control.
La menor proporcion de receptor de dopamina inmunoprecipitado tras la
incubacién con R-PIA, puede explicarse si tenemos en cuenta que el
tratamiento con el agonista provoca la agregacién del receptor de adenosina y
de dopamina. En estos agregados de estequiometria desconocida es probable
que los receptores A; de adenosina sean menos accesibles al anticuerpo
inmunoprecipitante.

La estimulacién del receptor D;i de dopamina por sus ligandos activa la
adenilato ciclasa aumentando los niveles del segundo mensgjero AMPc. La
desensibilizacién es un fendmeno propio de los receptores acoplados a
proteinas & que se caracteriza por la atenuacidn de la respuesta celular tras
exposiciones prolongadas o crénicas al agonista. En células AIR/DIR el
pretratamiento con el agonista SKF-38393 (30, 60 o 120min) no desensibiliza
el receptor Dy de dopamina. Tras estos tiempos de incubacién la activacién del
receptor por su ligando (SKF-38393, 10uM) induce la acumulacién de AMPc.
Puesto que el tratamiento con SKF-38393 induce la agregacién del receptor
estos resultados demuestran que el receptor agregado estd acoplado
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funcionalmente a la adenilato ciclaso transmitiendo eficientemente la sefial de
transduccién. Del mismo modo el pretratamiento con R-PTA que también induce
agregados del receptor D; de dopamina no desensibiliza el receptor de
dopamina. Sin embargo, el pretratamiento con ambos agonistas
simultdneamente durante 60 o 120 min disminuye de forma significativa la
acumulaciéon de AMPc. Los resultados obtenidos por inmunocitoquimica
demuestran que es precisamente el tratamiento simultdneo con ambos
agonistas el que evita la agregacién de ambos receptores. Ante estos
resultados podemos hipotetizar que en los agregados inducidos bien por R-PIA
bien por SKF-38393, el receptor D;i de dopamina es funcional. Tras la
agregacion, la exposicién prolongada (15 min) a su ligando no lo desensibiliza.
Por el contrario, la pérdida de la agregacién tras la preincubacién con ambos
agonistas simultdneamente permite ante el mismo estimulo que el receptor se
desacople de la adenilato ciclasa no sefializando eficientemente
(desensibilizacién del receptor).

Tal y como hemos mencionado al inicio de esta Discusidn uno de los objetivos
del grupo de investigacién y en particular de esta Tesis Doctoral es entender
el papel multifuncional de la ADA de la superficie celular y de sus proteinas de
unién. Nuestro grupo de investigacion ya ha carecterizado un sistema en el que
la ADA no funciona tan sélo como ecto-enzima sino como molécula moduladora
de la funcionalidad del receptor A; de adenosina. Saura et al, 1998 han
definido un modelo de interaccién de la ADA y el receptor A; de adenosina
segun el cual esta interaccion provoca un cambio conformacional del receptor
de manera que la unién a sus ligandos es mds efectiva, se favorece el
acoplamiento con la proteina G; y consecuentemente la transduccion de la sefial
es mds efectiva. Nuestros resultados han demostrado la formacién de
heterémeros A1R/DIR, por lo que se nos planted la pregunta de cual seria el
papel de la ADA de superficie en estos complejos. Nuestro primer objetivo ha
sido caracterizar la distribucidn de la ADA en dichos heterémeros.

Mediante inmunocitoquimica y andlisis por microscopia confocal hemos
demostrado que en células A1R/DIR la ADA codistribuye con el receptor A; de
adenosina y con el receptor Dy de dopamina. Ante este resultado caben dos
hipétesis, bien que la ADA esté unida a la membrana plasmdtica via dnicamente
el receptor de A; adenosina o bien via este receptor y el receptor D; de
dopamina. La inmunocitoquimica en células DIR (transfectadas Unicamente con
el receptor de dopamina) fijadas y con un anticuerpo anti-ADA-FITC nos da un
marcaje negativo, La ADA no puede unirse a la superficie celular via el
receptor de dopamina en los complejos receptor-receptor es el receptor A; de

128



adenosina el que funciona como molécula de unidon de la ADA. El siguiente
objetivo fue estudiar como afectaba la incubacién con agonistas a la
distribucién de la ADA en los heterémeros AIR/DIR. Tras el tratamiento con
el agonista adenosinico R-PIA que ya hemos visto induce la agregacién del
receptor A; de adenosina y el receptor Dy de dopamina la ADA codistribuye
con ambos. Estos datos sugieren que los agregados formados tras la
incubacién con el agonista estdn constituidos por las tres proteinas. Por el
contrario, la incubacién con el agonista dopaminérgico SKF-38393 agrega
Unicamente el receptor de dopamina. En estos agregados la ADA no estd
presente. Cuando estudiamos la distribucién del receptor de adenosina en
estas condiciones éste presenta una distribucion homogénea que codistribuye
con la ADA. La incubacién simultdnea con ambos agonistas no modifica la
distribucién respecto al control ni del receptor A, ni del receptor Dy, ni de la
ADA,

Como hemos mencionado a lo largo de esta Tesis Doctoral, el receptor Al de
adenosina modula de forma antagdnica el receptor D1 de dopamina. En
presencia del agonista adenosinico CPA, disminuye la proporcién de receptores
de dopamina es estado de alta afinidad y consecuentemente la produccién de
AMPc. Puesto que la ADA es necesaria para identificar el estado de alta
afinidad del receptor Al de adenosina nos planteamos el papel de la ADA en la
modulacién de las caracteristicas de unién del receptor D1 de dopamina. La
incubacion de las células A1IR/DIR con desoxicoformicina (DCF) un inhibidor
irreversible de la ADA que la desacopla via un cambio conformacional del
enzima del receptor de adenosina, el CPA a bajas (10 nM) o altas (10uM)
concentraciones, no es capaz de modificar el binding del receptor D1 dde
dopamina. Estos resultados ponen de manifiesto que la ADA favoreciendo el
estado de alta afinidad del receptor A; de adenosina modula de forma
antagodnica el receptor D; de dopamina.

Hasta el momento hemos descrito distintos papeles de la ADA de la superficie
celular todos ellos relacionados con sefiales intracelulares producidas por la
interaccidn de la ADA con una de sus proteinas de unién, el receptor A; de
adenosina. La ADA a través de su otra proteina de unién el CD26 presenta
ademds un papel en la comunicacién intercelular. El CD26 es también una
proteina multifuncional de la membrana plasmdtica que se expresa
constitutivamente en muchos tipos celulares principaimente en células
epiteliales de placenta, intestino y rifién (Yaron et al, 1993; Tirruppathi et al,
1990). En linfocitos T, que no expresan receptor A; de adenosina, la expresion
del CD26 estd altamente regulada aumentando tras la activacién de los
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linfocitos. La disposicion de estas dos proteinas en la membrana plasmdtica y
su capacidad de interaccionar nos hizo plantear nuestro dltimo objetivo.
¢Puede el sistema ADA/CD26 funcionar como un sistema de moléculas de
adhesidn? El sistema de adhesién escogido ha sido un sistema formado por
linfocitos humanos T y monocapas confluentes de células epiteliales humanas,
células CACO-2. Varias razones nos han llevado a esta eleccién. En primer
lugar, el porcentaje de linfocitos T que expresan CD26 es muy superior al
porcentaje que expresa ADA de superficie celular. Esto representa que un
gran nimero de moléculas de CD26 de la membrana plasmdtica de los linfocitos
T no estd unida a ADA o lo que es lo mismo, nos encontramos ante un poo/ de
moléculas de CD26 "libres" potencialmente capaces de unir ADA de otro
sistema. En segundo lugar la mucosa intestinal se caracteriza por presentar
una gran actividad ADA por ello una linea celular derivada de un
adenocarcinoma de colon posiblemente presentaria abundante ADA en la
superficie celular.

Mediante inmunocitoquimica y andlisis por microscopia confocal hemos
caracterizado la presencia de ADA, CD26 y receptor A; de adenosina en la
membrana plasmdtica de las células CACO-2. Los resultados obtenidos
demuestran que estas células representan un sistema en el que la ADA puede
unirse a la membrana plasmdtica a través de las dos proteinas de unién
cldsicas, el receptor A; de adenosina y el CD26. El primer punto que abordamos
fue estudiar que células linfocitarias eran capaces de unirse a una monocapa de
células CACO-2. Para ello hemos testado dos tipos de linfocitos, la linea
SKW6.4 derivada de una leucemia de tipo B y la linea Jurkat derivada de un
linfoma T humano. La principal diferencia entre las dos lineas celulares radica
en la expresion de CD26 y en la presencia de ADA en la superfice celular. Los
linfocitos B expresan CD26 que en su mayor parte unen ADA mientras que los
linfocitos T presentan una cierta proporcion de moléculas de CD26 "libres".
Los ensayos de adhesién han demostrado que los linfocitos T (células Jurkat)
se adhieren mds (~ 50%) que los linfocitos B. Este resultado sugiere la
participacién del CD26 en la adhesién linfocitos T/células epiteliales. Para
confirmar esta hipdtesis se han realizado otros ensayos de adhesidn utilizando
clones de la linea celular Jurkat y la linea celular CEM (timocitos humanos)
transfectados con el cDNA del CD26. Ambos clones Jurkat #11 y CEM*%? se
han caracterizado mediante inmunocitoquimica y andlisis por citometria de
flujo poniendo de manifiesto que sobreexpresan CD26 respecto a las lineas
parentales (Jurkat y CEMNCY), Los dos clones que sobreexpresan CD26 se
adhieren mucho mds (~35-50%) a la monocapa de células CACO-2 que las lineas
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no transfectadas. Es decir, hay una buena correlacién entre la proporcién de
CD26 "libre" expresado en la superficie de las células sanguineas y la adhesién
a las células epiteliales. Todo parece indicar que la interaccion ADA/CD26
tiene un papel relevante en esta adhesién. Los ensayos con ADA exdgena y
anticuerpos anti-CD26 parecen confirmar esta hipétesis. Tras la incubacion de
las células Jurkat con ADA exdgena o con un anticuerpo anti-CD26 dirigido
contra el centro de unién de la ADA al CD26 (Ta 5.9), disminuye la adhesién de
los linfocitos T a las células CACO-2. Es importante resaltar que en el clon
Jurkat#11 la incubaciéon con 50 ug/ml de ADA exdgena reduce de forma
significativa (75%) la adhesion en una proporcién similar a la observada tras la
incubacién con el anticuerpo Ta5.9. Es decir, aquellos tratamientos que
bloquean el centro de unién de la ADA al CD26 "libre" expresado en la
superficie de los linfocitos T disminuye la adhesién. Todos los resultados
apuntan al CD26 como la molécula que en linfocitos esta participando en la
adhesién celular. Nuestro siguiente objetivo ha sido confirmar que es la ADA
de la superficie de las células CACO-2 la que via la interaccién con el CD26
permite la adhesidn de los linfocitos a las células epiteliales. La incubacién de
la monocapa de células CACO-2 con ADA exdgena aumenta (~ 25-30%) la
adhesidn. Podemos concluir de todo ello que a nivel molecular, la contribucién
de la interaccion ADA/CD26 en la adhesién de los linfocitos a las células
CACO-2 tiene lugar entre el CD26 "libre" de la membrana plasmdtica de los
linfocitos y la ADA de la superficie de las células epiteliales anclada a la
membrana via el receptor A; de adenosina o el CD26. La estequiometria del
complejo ADA/CD26 no se conoce exactamente, sin embargo se asume que el
CD26 presenta un Unico sitio de unién de la ADA y que esta es un mondmero.
Todo ello nos sugiere que la ADA presentada por las células CACO-2 que
participa en los fendmenos de adhesidn estd anclada a la membrana plasmdtica
via el receptor A; de adenosina de manera que el dominio de union al CD26
queda libre. El receptor A; de adenosina de este modo asume un nuevo papel
como molécula de presentacién de la ADA de la superficie celular al CD26 de la
membrana plasmdtica de células que estén en contacto facilitando de este
modo la adhesidn entre ellas.

Cabe resaltar sin embargo, que la adhesidn célula-célula es un proceso muy
complejo en el que participa mds de un tipo de molécula por lo que posiblemente
el reconocimiento ADA/CD26 por si solo no es suficiente para permitir una
adhesidn eficiente entre los linfocitos Ty las células epiteliales. Una prueba de
ello es que la adhesién de las células Jurkat a placas recibiertas de ADA no
soporta los lavados necesarios para eliminar las células no adheridas. El papel
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de la interaccién ADA/CD26 en la adhesién célula-célula podria tenir un
sentido en las primeras etapas del proceso de adhesion. Es conocido que los
linfocitos maduros se encuentran recirculando de forma continua a través de
los tejidos utilizando los conductos sanguineos y linfdticos como grandes redes
de circulacién. Para desencadenar la respuesta inmune necesitan migrar al
tejido inflamado y entrar en contacto con el antigeno. Asi, la respuesta
inmunolégica aguda media cambios en la fisioldgia epitelial que permiten una
respuesta del epitelio frente a los agentes patégenos (Berin et al, 1999; Miura
et al, 1998). Los primeros contactos células epiteliales/linfocitos podrian tener
lugar a nivel de la interaccién ADA/CD26 interaccién en linfocitos activaria una
ruta de sefializacién que induciria la activacién de lo que propiamente se han
llamado moléculas de adhesién. En este sentido nuestros resultados ponen de
manifiesto que la transduccién de la setal inducida tras la interaccion
ADA/CD26 activa las integrinas (VLA). Es conocido que los iones divalentes
como el Mn2+ o el Mg2+ activan las integrinas induciendo un cambio
conformacional de las mismas. Este cambio conformacional conduce a la
exposicién de un epitopo, HUTS-21 no detectable en la conformacién inactiva
de las integrinas (Luque et al, 1996). La incubacion de los linfocitos (Jurkat y
Jurkat#11) con ADA provoca la activacidn de las integrinas detectada con un
anticuerpo monoclonal anti-HUTS-21. Las células que sobreexpresan CD26
(Jurkat #11) requieren mayor concentracién de ADA exdgena para activar la
poblacién total de integrinas. Asi mientras en Jurkat una concentracién de
ADA 10ug/ml permite detectar un 75 % de integrinas activadas las células
Jurkat #11 precisan una concentracién 10 veces superior para conseguir una
activacién del 60 %. Estos resultados avalan el papel del médulo ADA/CD26 en
la adhesion linfocitos T y células epiteliales de modo que los primeros
contactos entre el CD26 de los linfocitos y la ADA de la superficie de las
células epiteliales permitiria una transduccidin de la sefial que tendria como
objetivo la activacidn de las integrinas que haria efectiva la adhesién célula-
célula.

Todos estos resultados suponen un avance en la comprensién de las funciones
fisiolégicas de la ADA de la superficie celular objetivo principal de este
trabajo y a su vez nos sugieren que en general las proteinas de la superficie
celular y en particular las proteinas que funcionan como moléculas de unién de
la ADA, esto es el receptor A; de adenosina y el CD26, presentan un cardcter
multifuncional. El receptor A; de adenosina por un lado modulando a nivel de
membrana de un modo antagédnico el receptor D; de dopamina, modulacidn en la
que participa también la ADA favoreciendo el estado de alta afinidad del
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receptor de adenosina y por otro lado como molécula de presentacién de la
ADA al CD26, cuya interaccion mediante activacién de las integrinas tiene un
papel relevante en la adhesién célula-célula.
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CONCLUSIONES

Todos los resultados expuestos en esta Tesis Doctoral sugieren que la ADA de

la

superficie celular asi como sus proteinas de unién tienen un cardcter

multifuncional. Esto abre nuevas perspectivas en el estudio de la funcionalidad
de las proteinas de membrana puesto que los efectos observados tras la
activacion de una proteina a nivel de membrana tiene que entenderse como el
resultado de co-modulaciones no tan sélo, como se consideraba hasta ahora, a
nivel intracelular (segundos mensajeros, factores de transcripcién) sino a nivel
de la propia membrana plasmdtica.

1-

El receptor A; de adenosina funciona como molécula de unién de la ADA de
superficie en las células de tibulo proximal de rifién de cerdo LLC-PK1. Tras
la activaciéon del receptor con el agonista R-PIA ambas proteinas
internalizan siguiendo la misma cinética y la misma ruta endocitica que
implica caveolas.

Se ha demostrado que en fibroblastos de ratén doblemente transfectados
con el cDNA de los receptores A; de adenosina y D; de dopamina y en
neuronas corticales de rata ambos receptores forman heterémeros
funcionales. Estos complejos receptor-receptor estdn modulados de forma
diferencial por los agonistas adenosinicos y los agonistas dopaminérgicos.

La ADA de superficie estd presente en estos heterémeros codistribuyendo
con ambos receptores. El receptor A; de adenosina en estos complejos es el
tnico que funciona como molécula de union de la ADA. Asi el tratamiento
con el agonista dopaminérgico que induce la agregacién del receptor de
dopamina y la pérdida de colocalizacién entre ambos receptores también
induce la pérdida de colocalizacién entre la ADA y el receptor de dopamina.

La forma agregada del receptor D; de dopamina es una forma
funcionalmente acoplada a la adenilato ciclasa. La incubacién de las células
AIR/DIR con ambos agonistas simultdneamente evita la agregacién de
ambos receptores y es en estas condiciones en las que el receptor de
dopamina puede desensibilizarse.
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5- El receptor A; de adenosina en su estado de alta afinidad, esto es unido a la
ADA, modula de forma antagdnica las caracteristicas de unién del receptor
D: de dopamina.

6- El complejo ADA/CD26 tiene un papel relevante en la adhesién célula-célula.
La interaccién entre ambas moléculas permite por un lado establecer los
primeros contactos célula-célula en el proceso de adhesién y por otro lado
la sefializacién via CD26 induce la activacion de las integrinas que conduce a
una efectiva adhesién.
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