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[ grupo de investigacion denominado «Interaccién

microorganismo hospedador. Proyecto Proteoma Huma-

no» es uno de los grupos de investigaciéon consoli-
dados de la Universidad Complutense de Madrid (

). Actualmente esta formado por 10
miembros, 5 de ellos doctores y otros 5 que estan realizan-
do su tesis doctoral incluido un bioinfomético, y esta coor-
dinado por las Dras Concha Gil, Lucia Monteoliva y Gloria
Molero. El trabajo del grupo ha estado financiado a través
de proyectos europeos, nacionales y de la Comunidad de
Madrid y forma parte de la Red de Enfermedades Infecciosas
(REIPI), del Programa PROMPT (Programas i+d grupos de la
Comunidad de Madrid: ). EL grupo
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pertenece al Departamento de Microbiologia II de la Facul-
tad de Farmacia y esta integrado en el Instituto Ramén y
Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS).

Nuestros intereses cientificos tienen su origen en pro-
yectos focalizados en la bisqueda de nuevas dianas de
agentes antifiingicos bajo la direccion de los Drs. César
Nombela y Miguel Sanchez. Dentro del proyecto EUROFAN
(Analisis funcional del genoma de Saccharomyces cerevi-
sige) una de las estrategias utilizadas para bdsqueda de
estas dianas, fue el estudio global de las proteinas impli-
cadas en la formacion de la pared celular de S. cerevisiae
(Pardo et al., 1999; 2000). Para la realizacién de estos
estudios fue necesaria la implementacion de una serie de



tecnologias protedmicas, como la electroforesis bidimensio-
nal (2D-PAGE) para la separacién de proteinas y la espec-
trometria de masas para la identificacion y caracterizacion
de las mismas. La experiencia adquirida en el desarrollo de
dichas tecnologias asi como el interés por su implantacion
en Espafia supuso un impulso importante para la creacion
de Unidad de Protedmica de la UCM-PCM. Esta Unidad, que
estéd coordinada por la Dra Concha Gil, esta integrada por 5
personas y da servicio de protedmica a numerosos investi-
gadores. Ademas, ha formado parte de ProteRED desde 2005
y actualmente forma parte de la Plataforma de Recursos
Biomoleculares y Bioinformaticos (PRB2) financiada por
el ISCIII.

Actualmente, nuestro grupo de investigacion esta cen-
trado en el estudio de la interaccion microorganismo-hos-
pedador y en la blsqueda de biomarcadores de diagnéstico
y pronéstico de las candidiasis invasivas, utilizando distin-
tas aproximaciones protedmicas y moleculares.

En particular, estudiamos el hongo patdgeno oportu-
nista C. albicans, agente causal de las candidiasis, con el
proposito de conocer mejor los mecanismos moleculares
implicados en los procesos de comensalismo y virulencia
de este hongo. Desde el punto de vista del hospedador
estudiamos la activacion de rutas de sefializacion en células
inmunes tras la interaccién con C. albicans.

Dentro del estudio de proteinas de C. albicans que inte-
raccionan con el hospedador, hemos descrito la relevancia de
la proteina Ecm33 en la formacion de la pared celular y viru-
lencia (Martinez-Lopez et al., 2004, 2006, 2008). También
se han estudiado distintos subproteémas de la superficie
celular relevantes en la relacion del hongo con el hospeda-
dor: el proteoma de la pared celular (Pitarch et al., 2002), el
surfoma, o conjunto de proteinas presentes en la superficie
del hongo que contactan con el hospedador (Herndez et
al., 2010; Vialas et al., 2012) o el proteoma de membra-
na plasmatica (Cabezdn et al., 2009). Ademas, también se
ha utilizado proteémica de alto rendimiento o «shotgun»
para obtener una vision global del proteoma de células de
C. albicans. De esta forma, se ha construido el PeptideAt-
las de Candida albicans que incluye la identificacion de
22.000 péptidos distintos de sobre 2500 proteinas de esta
levadura (41 % de todo el genoma) (Vialés et al., 2014)
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Las técnicas de protedmica de expresion diferencial
se han utilizado para el estudio de cambios proteicos en
procesos tan relevantes para la virulencia de C. albicans
como la transicién levadura-hifa (Monteoliva et al., 2011)
o la interaccion C. albicans-macrofago. En estos ensayos de
interaccion hemos estudiado tanto cambios en la levadu-
ra (Fernandez-Arenas et al., 2007) como en el macréfago
(Martinez-Solano et al. 2009, Reales-Calderdn et al., 2014)
en este (ltimo caso analizando ademés la respuesta inmu-
nolégica mediante el estudio del perfil fosfoprotedmico

Microfotografia de un macréfago interaccionando con
C. albicans

de macrofagos tras la interaccién (Reales-Calderon et al.,
2013). Combinando datos gendmicos, proteémicos y bioin-
formaticos (Ferndndez-Arenas et al., 2007) pudimos realizar
una hipétesis sobre la muerte por apoptosis de Candida en
el interior de los macréfagos.

Finalmente, para la validacion de los resultados obteni-
dos en los estudios proteémicos a gran escala, ademas de
utilizar otro tipo de aproximaciones de biologia molecular
o celular, estamos utilizando protedmica dirigida o Selected
Reaction Monitoring» (SRM) que permite elegir un conjun-
to de proteinas de interés que pueden ser detectadas y
cuantificadas con una alta reproducibilidad y sensibilidad.
Actualmente estamos estudiando la apoptosis de las células
de Candida en el interior de los macrofagos detectando
y cuantificando mas de 50 proteinas relacionadas con la
muerte celular programada.

Todos nuestros datos proteémicos se incluyen en la
base de datos desarrollada por nuestro grupo y denominada
Proteopathogen (Vialas et al., 2009) (

).

Otro de los objetivos de este grupo de investigacion es
la bisqueda de nuevos hiomarcadores para el diagnostico
y prondstico de las candidiasis invasivas. Para ello, hemos
puesto a punto la inmunoprotedémica, o analisis protedomi-
co de la respuesta serolégica aplicada a la identificacion de
nuevos biomarcadores clinicos y dianas terapéuticas frente
a las candidiasis invasivas. Hemos combinado la inmuno-
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protedmica con analisis bioinformaticos para descifrar la
respuesta seroldgica de pacientes con candidiasis invasi-
vas frente al inmunoma de la pared celular de C. albicans
(Pitarch et al., 2006). Este estudio ha revelado dos nuevos
biomarcadores para el diagnéstico y pronéstico de estas
infecciones (anticuerpos frente Bgl2 y Enol de la pared
celular, respectivamente), asi como dos nuevos candidatos
para el disefio de futuras vacunas frente a las candidiasis
invasivas (Bgl2 y Eno1 de la pared celular). Otros estudios
inmunoproteémicos usando extractos de C. albicans han
permitido la identificacion de mas de cuarenta candida-
tos para la deteccion precoz de las candidaisis invasivas
(Pitarch et al., 2004). Varios de estos biomarcadores se
han validado tanto analitica como clinicamente en ensa-
yos de prototipos, obteniendo resultados satisfactorios
(Pitarch et al., 2007; 2008). Ademas, mediante herra-
mientas de la biologia computacional, hemos identificado
un panel reducido de biomarcadores (anticuerpos frente a
Met6, Hsp90, Pgkl, Ssb1y Gapl) que permite predecir el
pronostico de estas micosis oportunistas con una buena
precision. Este modelo se validé6 mediante un ensayo de
prototipos independiente tanto analitica como clinicamen-
te, mediante la expresion heterdloga de las proteinas y su
uso como reactivos de inmunodiagnoéstico. Se confirmo
el valor de prondstico de este panel de proteinas para
las candidiasis invasivas, mostrando su utilidad para su
extrapolacion futura al laboratorio clinico (Pitarch et al.,
2011). Ademas, actualmente estamos desarrollando un
array de proteinas NAPPA (Nucleic Acid Programmable
Protein Array) que incluye los antigenos anteriores para
detectar anticuerpos que permitan realizar un diagnéstico
y un pronéstico de la candidiasis invasivas.

El grupo forma parte de una red europea que trata de
profundizar en los mecanismos moleculares de las interac-
ciones entre patégenos flngicos y el hospedador (ImRes-
Fun; ). Dicha red esta
formada por grupos de investigacion punteros distribuidos
por la Comunidad Europea, favoreciendo el intercambio de
conocimiento y la interaccion de los miembros integrantes
de los grupos.

Asi mismo, estamos implicados en el Proyecto Proteo-
ma Humano (HPP) en colaboracién con otros grupos en
Espafia. En dicho proyecto desarrollamos métodos de pro-
tedmica dirigida SRM para detectar proteinas codificadas
por el cromosoma 16 («Chromosome-centric HPP» o C-HPP)
(Segura et al., 2013; 2014) con especial énfasis en las pro-
teinas desconocidas. Para ello estamos expresando dichas
proteinas y desarrollando métodos de SRM para tratar de
detectarlas en matrices bioldgicas. Paralelamente, esta-
mos integrando la metodologia adquirida para desarrollar
la parte del HPP aplicado a la Biologia y a la Enfermedad
(«Biology/Disease HPP» o B/D-HPP). En nuestro caso, estu-
diando proteinas de interés en la respuesta inmune en las
candidiasis, micosis e infecciones en general.
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