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Laburpena: Immunoterapiaren helburua da gaixoen immunitate-sistema indartuz 
minbizia bezalako gaitz larriak menderatzea. Horretarako, gaixoak maiz 2-interleukina 
(IL-2) deitzen den konposatu batekin tratatzen dira, izan ere molekula honek berebi-
ziko ahalmena baitauka T-zelulen edo T linfozitoen hazkuntza sustatzeko. Zoritxarrez, 
IL-2ren erabilerak albo kalte desatseginak eragiten ditu gaixoetan, eta hauek ekiditeko 
ezinbestekoa da IL-2k T-zeluletan eragiten dituen molekula mailako aldaketak sakon 
aztertu eta ulertzea. Zelulen gainazalera heltzen diren seinaleak zelulan barrena ga-
rraiatzen dira nagusiki proteinen behin behineko fosforilazioen bidez. Hori horrela, au-
rreko lan batean, IL-2k T linfozitoetan pizten dituen seinalizazio-bidezidorrak aztertu 
genituen zelulen zitoplasman fosforilatzen diren proteinak masa espektrometriaren bi-
dez identifikatuz. Oraingo lan honetan berriz, masa espektrometriaren laguntzaz aztertu 
da IL-2k nola erregulatzen duen T-zelulen nukleoko proteinen fosforilazio maila, izan 
ere horrek zuzenean eragingo baitu geneen erregulazioan eta horrenbestez baita zelu-
laren patuan ere. Esperimentu bera 3 aldiz errepikatu ostean, gutxienez behin identifi-
katu eta kuantifikatu dira lan honetan T-zelulen nukleoko proteinetan fosforilatutako 
8.521 aminoazido, horietako haietako asko aurrez ezagutugabeak. Bestalde, ikusi da 
orkorrean berdinantzera mantentzen dela IL-2rekin tratatutako eta tratatu gabeko T-ze-
luletako fosforilazio maila. Halere, azpimarragarria da IL-2ren ondorioz 391 aminoa-
zidoren fosforilazio maila nabarmen aldatzen dela T-zelulen nukleoetan. Etorkizunean 
egingo diren ikerkuntzek argituko dute zein den IL-2ren menpeko fosforilazio hauen 
esanahi biologikoa.
Hitz gakoak: IL-2, fosfoproteomika, nukleoa, T linfozitoa, fosforilazioa.

Abstract: Immunotherapy aims to fight against diseases such as cancer by boosting 
the immune system of the patients. For that purpose, patients are usually treated with a 
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molecule called interleukin-2 (IL-2), which plays a pivotal role in modulating the im-
mune system and specially in promoting the proliferation of T-cells. Unfortunately, ad-
ministration of IL-2 is usually accompanied by severe side effects that must be over-
come. To achieve this, it is mandatory to understand in detail the molecular effects 
triggered in T-cells upon IL-2 stimulation. It is known that signaling events initiated at 
the cell surface are mainly transduced inside the cell through transient phosphoryla-
tions occurring in distinct proteins. For that reason our previous study focused on dis-
secting the signaling pathways triggered in IL-2-treated T lymphocytes by studying the 
proteins that become tyrosine phosphorylation upon the stimuli using mass spectrome-
try. In the present study, we aimed to unveil how IL-2 modulates the phosphorylation 
status of the nuclear proteins in T-cells, which ultimately will affect gene expression 
and the fate of the cell. Following a quantitative mass spectrometry-based approach a 
total of 8,521 phosphorylated aminoacids were quantified at least in one of the 3 repli-
cas of the same experiment that were performed. Whereas the phosphorylation levels 
of most phosphosites remained unaffected in IL-2-treated and untreated T-cells, the 
phosphorylation status of 391 phosphosites was found to be dramatically modulated 
upon IL-2 stimulation. Further investigation will unveil the biological significance of 
such findings.
Keywords: IL-2, phosphoproteomics, nucleus, T lymphocyte, phosphorylation.

1. SARRERA

Bi hitzetan esanda, puri-purian dagoen immunoterapiaren helburua ho-
nakoa da: gaixoaren immunitate-sistema indartu, honek pairatzen den gai-
tzari aurre egin diezaion [1,2]. Jada abian dira immunoterapian oinarritzen 
diren saio kliniko batzuk, hesteetako hantura [3], gaixotasun autoimmu-
neak [4-6] edota minbizia [7,8] menderatzea helburu dutenak. Gaixotasu-
nei aurre egiteko estrategia iraultzaile hau, duela hiru hamarkada sortu zen, 
melanoma pairatzen zuen gaixo bati T-zelulen hazkuntza bultzatzen duen 
2-interleukina (IL-2) eman zitzaionean [9,10]. Tratamenduaren eraginkor-
tasunak lehengoz frogatu zuen nahikoa dela T linfozitoen jarduera kitzika-
tzea, minbizia mota batzuk deuseztatzeko. Gaur egun, IL-2k jarraitzen du 
immunoterapia askoren osagai garrantzitsuenetakoa izaten [11-14], baina 
efektu desatseginak ere eragiten ditu gaixoetan [15,16]. Horregatik, pre-
miazkoa da IL-2ren tratamenduak T-zelulengan duen eragina sakonago 
ezagutzea, terapia seguruagoak diseinatu ahal izateko.

70. hamarkadatik, hots, IL-2 aurkitu zenetik, makina bat ikerkuntza-
talde aritu dira zitokina honek T-zeluletan nola eragiten duen hobeto ulertu 
nahian. Gaur egun badakigu IL-2 zelula-mintzean txertatuta dauden har-
tzaileekin lotu bezain laster, seinalea zelulan zehar barreiatzen dela, be-
reziki proteinetan gertatzen diren behin-behineko fosforilazio prozesuen 
bitartez [17-19]. Txanda-lasterketa baten korrikalari batek hurrengoari tes-
tigua ematen dionean bezala, proteina batek ondokoari eta honek aldi be-
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rean bere ondokoari fosfato talde bat txertatuz zelularen gainazalean pizten 
den seinalea zelula barrura sartzen eta hedatzen da. Hain zuzen ere, au-
rreko lan batean sakon aztertu genituen zitokinak T-zeluletan sustatzen di-
tuen seinalizazio-sareak IL-2ren eraginez fosforilatzen diren proteinak ma-
sa-espektrometria bidez aztertuz [20,21].

Proteinetan gertatzen diren fosforilazio/desfosforilazioek seinalizazio-
sareetan ez ezik, geneen adierazpenean ere eragin handia daukate [22]. 
Ezaguna da IL-2k piztutako seinaleek nukleoraino helduta geneen adie-
razpena erregulatzen dutela. Esaterako, IL-2ren bidez kitzikatutako T-ze-
luletan STAT familiako kide batzuk fosforilatu egiten dira, besteak beste 
STAT3 eta STAT5. Horrekin batera, nukleora sartzen dira eta beraien itu-
geneen transkripzioa erregulatzen dute [23,24]. Adibide honek argi erakus-
ten du oso garrantzitsua dela nukleoko proteinen fosforilazio maila erre-
gulatzeko modua ezagutzea, eta lan honek horixe bera argitzea hartu du 
helburu.

Proteinen fosforilazioa ikertzea erronka handia izan da eta bere ho-
rretan jarraitzen du, besteak beste fosforilatutako proteinen populazioa er-
latiboki oso txikia delako zelula osoaren aldean. Hain zuzen, izugarrizko 
bultzada eman dio fosforilatutako proteinen ikerkuntzari fosforilatutako 
proteinak edo proteina-zatikiak aberasteko tekniken garapenak (TiO2, 
IMAC, SIMAC etab.) [25-27]. Esan beharrekoa da 3 direla proteina batean 
fosforilatuta egon daitezkeen aminoazidoak: serinak (S), treoninak (T) eta 
tirosinak (Y). Hortaz, proteina bat fosforilatuta dagoela jakitea interesga-
rria bada ere, are interesgarriagoa da jakitea zehazki zein aminoazido dau-
den fosforilatuta. Izan ere, proteina bakar baten baitan gerta daitezkeen fos-
forilazio ezberdinek zehaztuko baitute proteinaren patua [28,29].

Gaur gaurkoz, masa-espektometria da fosforilatutako proteinetan eral-
datuta dagoen aminoazidoa zehatz-mehatz zein den jakiteko tresnarik era-
ginkorrena. Oro har, masa-espektrometroak oso aparailu sofistikatuak dira 
eta zehaztasun handiz neurtzen dituzte molekulen masak. Fosforilatutako 
proteina batek fosforilatu gabekoak baino pisu handiagoa du, zehazki, fos-
fato talde bakoitzeko 98 Da gehiago. Horregatik, masa-espektrometroak 
masa-gehikuntza hori detektatzen duenean ondoriozta daiteke proteina fos-
forilatuta dagoela. Gainera, neurketa oso fina bada, zehaztu daiteke fosfo-
rilatu daitezkeen aminoazido guztietatik zeinek duen edo duten fosfato tal-
dea [30,31]. Fosforilatutako proteinak edo aminoazidoak detektatzeaz gain, 
fosforilazioak kuantifika daitezke, eta jada makina bat estrategia garatu dira 
horretarako, besteak beste SILAC (Stable isotope labeling of aminoacids in 
cell culture) delakoa [32]. Beste teknika guztiekin alderatuz SILAC oso 
berezia da, zelulak hazten ari diren heinean markatzen baitira proteinak. 
Zehazki, zelula-populazio beraren bi lagin hartu eta bakoitza bere aldetik 
masa desberdina daukaten aminoazidoen eraginpean hazten dira eta behin 
laginetako proteina guztiak markatuta, bakoitzari tratamendu bat egokitzen 
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zaio. Laginetako proteinak erauzi ostean, erauzkinak batu egiten dira eta 
lagin bakarra bailiran prozesatuko dira ordutik eta masa-espektrometroan 
aztertzen diren arte. Baldintza desberdinetako laginak beraien arteko masa 
diferentzia dela eta bereizten dira masa-espektrometroan. Aldi berean, la-
ginek erakusten dituzten intentsitateak elkarrekin konparatuz, haien arteko 
kuantifikazio erlatiboa egiten da.

Ikerketa askok frogatu dute fosforilatutako proteinen aberastea, SILAC 
kuantifikazioa eta masa-espektrometria bidezko analisia konbinatzea oso 
egokia dela estimulu batek proteinen fosforilazioan daukan eragina era ma-
siboan ikertzeko [33-36]. Horrenbestez, lan-fluxu honen abantailez baliatu 
gara IL-2k T-zelulen nukleoko proteinen fosforilazio maila nola erregula-
tzen duen zehazteko [37].

2. EMAITZAK

IL-2k T-zelulen nukleoko proteinen fosforilazio maila nola erregu-
latzen duen zehazteko, 1. irudian adierazitako prozedura erabili genuen. 
T linfozitoen populazio beraren bi lagin izanik, bakoitza aminoazidoen al-
daera arin edo astunetan hazi ziren; marka arinenarekin hazitako zelulak ki-
tzikatu gabe utzi ziren kontrol gisa erabiltzeko, eta astunarekin hazitakoak 
aldiz, IL-2z kitzikatu ziren. Ondoren, nukleoak aberastu, proteinak erauzi, 
1:1 proportzioan nahastu eta tripsinaz ebaki ziren. Lortutako proteina za-
tikiak, hots peptidoak, TiO2-dun esferatxoekin inkubatuz fosforilatutako 
peptidoak isolatu ziren eta azkenik hauek masa-espektrometria bidez ana-
lizatu ziren.

1. irudia. IL-2k T linfozitoen nukleoko proteinen fosforilazioa nola erregulatzen 
duen aztertzeko ikertzeko lan-fluxua.

Guztira fosforilatutako 8521 aminoazido identifikatu eta kuantifikatu 
ziren egindako esperimentu beraren 3 saiotan [37]. Oro har, fosforilatuta 
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egon ohi diren aminoazidoen proportzioekin bat eginez, gehienbat fosfo-
rilatutako serinak topatu genituen, zehazki 7320. Neurri txikiagoan fos-
fotreoninak identifikatu genituen eta urrienak fosfotirosinak izan ziren 
(2a irudia), fosfopeptidoak aberasteko TiO2 erabiltzen denean ohikoa izaten 
den bezala. Fosforilatutako aminoazido hauetako asko jada ezagunak dira 
eta ondorioz, PhosphoSitePlus datu-basean bilduta daude [38]. Halere, az-
pimarratzekoa da lan honetan identifikatutako fosforilazio ugari ez daudela 
datu-base horretan bilduta eta horrenbestez fosforilazio berriak direla onar 
daiteke (2b irudia).

2. irudia. T linfozitoen nukleoan identifikatutako fosfoserinak (pS), fosfotreoni-
nak (pT) eta fosfotirosinak (pY). (A) Guztira identifikatu eta kuantifikatutako pS, 
pT eta pY aminoazidoen banaketa. (B) Lan honetan aurkitutako fosforilazioen ar-
tean PhosphositePlus datu basean deskribatuta daudenen eta ez daudenen arteko 
proportzioa, hau da, fosforilazio ezagunen eta ezezagunen arteko proportzioa.

Arestian aipatutako 8.000tik gorako fosforilazioak 3.032 proteina ez-
berdini dagokie. Fosforilatutako proteina horien izaera zehazteko gene-on-
tologiaren analisia egin zen DAVID deituriko programa erabiliz. Horrela, 
finkatu genuen zein ziren aberastutako zelula-osagaiak eta biologia-proze-
suak [39]. 3a irudian ikus daitekeen bezala, identifikatutako fosfoproteina 
gehienak nukleoko eskualde ezberdineko proteinak dira, besteak beste nu-
kleolokoak edo nukleo mintzekoak. Izan ere, 3b irudian ikus daiteke gure 
datu sortako fosfoproteinek nukleoko prozesu garrantzitsuetan hartzen du-
tela parte, hala nola geneen transkripzioan, zelula zikloaren erregulazioan 
edota RNAren prozesamenduan.

Identifikatutako 8521 fosforilaziotatik, 6145 egindako 3 saioeta-
tik gutxienez 2tan kuantifikatu ziren. Emaitzak bat etorri ziren eskala 
handian egiten diren fosfoproteomika-esperimentuen emaitza ohikoe-
kin [21,33,34,36] eta ikusi genuen, antzemandako aminoazido gehienen 
fosforilazio maila berdintsu mantentzen dela kitzikatutako zein kitzikatu ga-
beko T-zeluletan (4.irudia, puntu grisak). Halere, azpimarratu beharra dago 
ehunka aminoazidoren fosforilazio maila nabarmen aldatu zela IL-2rekin 
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3. irudia. T linfozitoen nukleoan identifikatutako fosfoproteinen artean modu 
esanguratsuan (p-balioa < 0.05) aberastuta dauden hainbat (A) zelula-osagai eta 
(B) biologia-prozesu. Puntuen tamainak talde horretan dauden proteinen kopurua 
adierazten du.

tratatutako T-zeluletan. Zehazki, emaitzek erakusten dute IL-2k estatisti-
koki nabarmen (p-balioa < 0.05) murrizten dutela 59 fosforilazioren ugari-
tasuna, eta nabarmen (p-balioa < 0.05) aregotzen duela 331 fosforilazioren 
ugaritasuna (4.irudia).

4. irudia. IL-2k T linfozitoen nukleoko proteinen fosforilazio mailan duen era-
gina.

IL-2k induzitutako fosforilazioen artean jada ezagunak diren batzuk 
aurkitu dira lan honetan. Hain zuzen ere, lan honek berresten du STAT5 
proteinaren S780 eta Y694 fosforilatu egiten direla IL-2rekin kitzikatu-
tako T linfozitotan (1.taula) [23,24]. Honez gain, emaitzek erakusten dute 
IL-2ren eraginez MAPK1 eta MAPK3 proteinak sendo fosforilatzen di-
rela T185/Y187 eta T202/Y204 aminoazidotan, hurrenez hurren. Hau bat 
dator aspaldi egindako aurkikuntza batekin: IL-2k piztutako bidezidorrek 
MAPK1 eta MAPK3ren fosforilazioa eragiten du eta ondorioz bi kinasak 
aktibatu egiten dira [40,41].
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1. taula. Jada ezagunak ziren eta lan honetan ere topatu diren IL-2ren menpeko 
fosforilazio batzuk, kitzikapenaren ondorioz ugariagoak direnak.

Proteina Fosforilatutako 
aminoazidoa

IL-2/Kontrol ratioa
1.erreplika 2.erreplika 3.erreplika

STAT5A Y694  7.59 10.12 6.29
S780  2.19  2.11 —

MAPK1 Y187 17.64 15.68 7.23
T185  8.95  9.21 9.74

MAPK3 T202 10.45 10.40 4.61
Y204  6.48  9.18 4.61

Lan honetan identifikatutako IL-2ren menpeko fosforilazio asko 
PhosphoSitePlus datu-basean agertu agertzen dira. Halere, nabarmentzekoa 
da ikerkuntza honi esker lehendabizi frogatu dela IL-2ren menpeko erregu-
lazioa pairatzen dutela fosforilazio horietako askok. Besteak beste, emai-
tzek erakusten dute bai kromatinaren birmoldaketan, bai RNA mezularia-
ren moztitsasketa prozesuan parte hartzen duten hainbat entzimaren zenbait 
aminoazido fosforilatu egiten direla IL-2rekin kitzikatutako T-zelulen nu-
kleoan (2. taula).

2. taula. Kromatinaren birmoldaketan eta mRNA.ren moztitsaketan parte har-
tzen duten zenbait proteinatan gertatzen diren IL-2ren menpeko zenbait fosforila-
zio, lehenengoz lan honetan aurkituak

Funtzioa Proteina Fosforilatutako 
aminoazidoa

IL-2/Kontrol ratioa
1.erreplika 2.erreplika 3.erreplika

Kromatinaren 
birmoldaketan 

parte hartu

MLL
S2610 11.33 5.51 —
S2152  3.45 3.83 —
S2199  3.14 3.03 —
S3039  2.57 2.35 3.17

KAT6A S9410  4.63 3.82 —
KAT7 S5000  2.72 2.57 —

mRNA.ren 
moztitsasketan 

parte hartu

CWC25 S3370  2.17 1.89 —
SRSF11 S2070  2.11 1.94 2.31
SF3B2 S3430  5.07 4.60 2.35
RBM17 S6200  3.34 11.056 —
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2. taulan adierazitakoak adibide gutxi batzuk besterik ez dira. Arestian 
esan bezala, lan honek T-zelulen nukleoko proteinetan milaka fosforilazio 
aurkitu ditu eta bereziki garrantzitsua izan da horietako ehunka batzuk IL-
2ren menpeko erregulazioa pairatzen dutela erakutsi izana. Hortaz ez dago 
zalantzarik, eta esan dezakegu IL-2k izugarrizko inpaktua duela T-zelulen 
nukleoko proteinen fosforilazioan.

3. ONDORIOAK

SILAC, TiO2 eta masa-espektrometria uztartzen dituen lan-fluxua era-
biliz T-zelulen nukleoan fosforilatutako milaka aminoazido identifikatu eta 
kuantifikatu dira. Hemen aurkeztutako lanak, erakutsi du antzemandako 
fosforilazio horietatik guztietatik ehunka batzuk IL-2aren menpekoak di-
rela ere. Batzuk ezagunak baziren ere gehienak ez. Hortaz, lortutako emai-
tza oparoak ikerkuntza berrien abiapuntu izan daitezke. Izan ere, hori da 
hurrengo erronka nagusia; IL-2k erregulatutako fosforilazioen funtzio bio-
logikoa argitara ematea, horrela zitokinak T linfozitoen hazkuntza nola 
bultzatzen duen hobeto ulertzeko. Ondorioz, etorkizunean aukera egongo 
da immunoterapia eraginkorragoak eta seguruagoak diseinatzeko.
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