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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Los estudios proteémicos estan adquiriendo en los Gltimos afios una gran relevancia, fundamentalmente
en lo que hace referencia a su aplicacién a la patologia humana. Con este fin se estan realizando un gran
nimero de estudios en plasma humano, tejidos y diversos liquidos biolégicos. La utilidad practica de los
resultados obtenidos con la protedmica en relacioén con la salud es muy importante. El descubrimiento de
marcadores proteicos de afecciones como las cardiovasculares, neuroldgicas, oncoldgicas, metabdlicas, en-
tre otras, tiene una aplicacion clinica inmediata en el diagndstico, el seguimiento y el tratamiento de estas
enfermedades. Se revisa la metodologia utilizada actualmente en los estudios proteémicos.

© 2008 SEDYT. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Historia del articulo:
Recibido el 23 de diciembre de 2008
Aceptado el 31 de octubre de 2009

Palabras clave:
Proteémica
Metodologia
Aplicaciones clinicas

Methodology and applications in clinic proteomics
ABSTRACT

Keywords:
Proteomics
Methodology
Clinical applications

In recent years, proteomic studies have gained a high profile, mainly those related to its application to
human pathology. To this end, a large number of studies are being conducted in human plasma, tissues and
various body fluids. The practical usefulness of the results of proteomics in health is of great importance.
The discovery of protein markers of diseases such as cardiovascular, neurological, oncologic, and metabolic
diseases, among others, has immediate clinical application in their diagnosis, monitoring and treatment.

The present article reviews the methodology currently used in proteomics studies.

© 2008 SEDYT. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La gran cantidad de informacién generada por los proyectos de
secuenciacién de genomas (Proyecto Genoma Humano)' y la necesi-
dad de descifrar toda esta informacién han dado lugar a nuevas ac-
ciones en el campo de la biologia molecular que han conducido al
estudio directo de las proteinas y de los valores de expresién del
ARN, en lo que se ha denominado era “posgenémica”.

Precisamente, el término protedmica se utilizé por vez primera
en 1995 para indicar la expresion de una parte variable del genoma?,
es decir, el conjunto de proteinas que son causantes de las funciones
celulares en cada momento (proteoma). Afirmar que el proteoma
consta de todas las proteinas presentes en una célula, organismo o
liquido biolégico en un momento determinado, incluye no sélo las
proteinas traducidas, sino también todas las proteinas modificadas

* Autor para correspondencia.
Correo electronico: asanmiguel@hurh.sacyl.es (A. San Miguel-Hernandez).

por el corte y empalme alternativo de los transcritos primarios y el
procesamiento posterior a la traduccién o la combinacién de ambos3.
El hecho de que un mismo gen pueda dar lugar a diferentes formas
proteicas y estas, a su vez, puedan interaccionar con otras proteinas
formando complejos proteicos, o que las proteinas presenten distin-
tas modificaciones postraduccionales dando lugar a diversas formas
moleculares que puedan estar presentes simultaneamente, hace que
el proteoma represente un nivel de complejidad superior al del ge-
noma. Existe, pues, un inico genoma pero miultiples proteomas.

Aunque el Proyecto Genoma Humano ya ha identificado un gran
nimero de genes humanos, la informacién que existe sobre el pro-
teoma humano es todavia escasa. Se hace, por consiguiente, necesa-
rio ahondar en el estudio de las diferencias de expresion proteica y
de las modificaciones postraduccionales entre tejidos procedentes
de individuos sanos y pacientes afectados de una determinada enfer-
medad, para obtener una informacién valiosa sobre las bases mole-
culares y fisioldgicas de esa afeccion®.

De hecho, la identificacién de nuevas proteinas en tejido enfermo
frente a tejido sano es una prueba directa de la regulacion proteica
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asociada al proceso patolégico, frente a la medida indirecta que pro-
porciona el andlisis de la expresién de ARN mensajero. Esta medida
directa podria permitir una identificacién y una validacién mas rapi-
das y fiables de marcadores moleculares con valor diagndstico para
una afeccién, y de potenciales dianas terapéuticas hacia las que diri-
gir nuevos farmacos. La proteémica tiene, por tanto, dos lineas claras
de aplicacién en la biomedicina: la orientada a la identificacién de
marcadores de diagndstico, prondstico o respuesta a tratamiento, y
la dirigida al desarrollo de herramientas que permitan el analisis si-
multaneo de paneles de proteinas identificados como marcadores
proteicos.

A diferencia del genoma, el proteoma varia constantemente se-
gln el estado y la naturaleza de la célula. Estas variaciones pueden
producirse por una situacién patolégica, el tratamiento con un far-
maco o los cambios ambientales a los que la célula puede estar so-
metida. Los estudios comparativos del proteoma de organismos
complejos requieren que las proteinas presentes en extractos de te-
jido sean separadas antes de su andlisis.

Esta necesidad se hace patente cuando se considera que en una
célula humana estan presentes del orden de 10.000 proteinas. Ade-
mas, el nimero de copias de una proteina particular en una célula
dada puede variar hasta nueve 6rdenes de magnitud, con la conse-
cuencia de que especies proteicas de baja abundancia pueden ser
extremadamente dificiles de detectar y de caracterizar.

A esto se suma otro nivel de complejidad por el hecho de que los
genes individuales pueden producir diversas formas proteicas, por
ejemplo, a través del inicio de traduccion alternativo o el splicing
diferencial, mientras que las modificaciones postraduccionales, tales
como la fosforilacién, dan lugar a cambios dindmicos en las protei-
nas.

Existe una serie de métodos para el estudio simultaneo de un alto
ntimero de proteinas, incluidas electroforesis en geles bidimensiona-
les, espectrometria de masas y combinaciones de espectrometria de
masas y cromatografia liquida. Por este motivo, los estudios prote6-
micos pueden realizarse con dos enfoques instrumentales®. Por un
lado, los estudios proteémicos que emplean la espectrometria de
masas y, por otro, los analisis proteémicos empleando micromatri-
ces.

Andlisis proteémicos por espectrometria de masas

Gran parte del éxito de la proteémica se ha debido al desarrollo
de las potentes herramientas de espectrometria de masas, que
permiten llevar a cabo con éxito la identificacién de las proteinas
y sus modificaciones postraduccionales. No obstante, estos avan-
ces han estado asociados a los desarrollos de nuevas tecnologias
de separacién de mezclas de proteinas: la electroforesis bidimen-
sional, especialmente en el caso de la tecnologia DIGE (Differential
In Gel Electrophoresis), y la cromatografia liquida multidimensio-
nal, que permite separar los péptidos digeridos de una mezcla pro-
teica®’.

Separaciones previas

Electroforesis bidimensional y tecnologia DIGE

La electroforesis bidimensional sigue siendo la técnica mas reso-
lutiva y empleada en los andlisis prote6émicos, ya que permite aislar
las proteinas mediante una doble separacién en un gel 2D-PAGE en
base al punto isoeléctrico (pl) y al peso molecular (PM). No obstante,
sus limitaciones han provocado el desarrollo de una técnica alterna-
tiva como es la tecnologia DIGE (Differential In Gel Electrophoresis)
comercializada por GE Bio-Sciences, que representa, hoy dia, un cla-
ro avance en el analisis comparativo de la expresion diferencial de
proteinas. Esta técnica aventaja a la electroforesis 2D en que minimi-
za la variabilidad de los geles y disminuye el tiempo de andlisis, y
permite una cuantificacién muy precisa del perfil de expresién.

Cromatografia liquida multidimensional

Esta técnica novedosa, previa digestion de la mezcla compleja de
proteinas, es capaz de separar los péptidos resultantes para la poste-
rior identificaciéon de las proteinas. De hecho, permite construir
mapas bidimensionales de elucién empleando sistemas cromatogra-
ficos multidimensionales conectados a un microcolector de fraccio-
nes.

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una tecnologia analitica esencial
en el contexto de la protedmica debido a su alta capacidad de anali-
sis, su sensibilidad y su precisién en la determinacién de las masas
moleculares de péptidos y proteinas, asi como los espectros de frag-
mentacion que proporcionan informacién de secuencia®®. Se puede
realizar con:

- Un espectrémetro de masas consistente en una fuente de ioniza-
cién Matrix Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI) y dos
analizadores de tiempos de vuelo en tindem separados por una
camara de colisién, como los utilizados por el sistema 4700 Proteo-
mics Analyzer.

- Un espectrometro con fuente de ionizacién de nanoSpray y anali-
zadores hibridos cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF) como el
QSTSAR XL. El sistema cromatografico conectado a la fuente de io-
nizacién puede ser un nano HPLC Ultimate de LC Packings idéntico
al descrito anteriormente, con capacidad de realizar cromatografia
multidimensional.

A titulo informativo, y en referencia a la primera de estas técnicas,
la conocida como espectrometria de masas MALDI-TOF, es preciso
decir que responde al hallazgo, relativamente reciente, de que si los
fragmentos de las moléculas analizadas se mezclan con una matriz
de naturaleza organica, la luz del laser resulta absorbida de forma
mas eficiente y los espectros tienen mayor intensidad con apenas
fragmentacion®,

Este método MALDI-MS resulta optimizado cuando se asocia con
un analizador de tiempo de vuelo (TOF), que permite la determina-
cién de la masa en una regién de alto vacio se realice mediante una
medida muy precisa del periodo desde la aceleracion de los iones en
la fuente hasta que impactan con el detector.

El hecho de que la ionizacién por MALDI permita detectar molé-
culas termolabiles, como son las proteinas de forma intacta, la inclu-
ye dentro de los métodos de ionizaciéon suave (soft-ionization). No
obstante, durante el proceso de aceleracién o durante el “vuelo” a
través del tubo, se da un proceso de descomposicion metastable de-
nominado PSD (post source decay). El analisis de los iones que se pro-
ducen mediante este fenémeno proporciona una informacién es-
tructural de la molécula original muy util, si bien se hace necesario
separar estos fragmentos. En un analizador de tipo lineal esto no es
posible, ya que los iones formados por PSD tienen la misma veloci-
dad que el ion original y viajan juntos hasta el detector. En la sepa-
racion se emplean analizadores de tipo reflector que trabajan con
voltajes variables para tantos espectros como voltajes empleados
que, finalmente, se pegan con ayuda informatica para obtener un
Gnico espectro de fragmentacién'.

Sistemdtica y fundamentos de la separacion e identificacion avanzada
de proteinas

La identificacién de proteinas se realiza tanto de muestras en so-
lucién, como de proteinas aisladas en gel de poliacrilamida. Todas las
identificaciones incluyen la escisién automatica de las bandas de ge-
les bidimensionales y la digestion triptica de la muestra.

Como plataformas robéticas para el procesamiento de muestras
de forma automatizada se pueden utilizar los sistemas Investigador
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Gel 2D-PAGE o tecnologia DIGE
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!

Sencillas (1-3 proteinas)

Huella peptidica (datos MS)
Secuencias de péptidos (datos MS/MS)
o «huella peptidica MS-MS/MS»
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(MALDI TOF/TOF)
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Tandem 2D nano LC:
Intercambio catidnico fuerte (SCX)
Cromatografia en fase reversa

MS/MS (MALDI TOF/TOF)

Figura 1. Diagrama esquematico de las tecnologias utilizadas en la técnicas protedmicas.

de Genomic Solutions, con capacidad de procesado de 768 muestras
simultaneas:

- Investigator ProPic® para la escisién de fragmentos de gel de polia-
crilamida, que dispone de dos transiluminadores, de luz visible y
UV, para usar segin el tipo de gel.

- Investigator ProPrep® para digestién de proteinas en los fragmen-
tos de poliacrilamida, y para la preparacién de las muestras para su
andlisis por huella peptidico asegurando la trazabilidad y la ausen-
cia de contaminacion en las muestras.

El procesado de las muestras se lleva a cabo de modo diferente
atendiendo a su complejidad:

1. Identificacién de proteinas en mezclas sencillas: se considera
dentro de esta categoria a las muestras que contienen entre 1y 3
proteinas. Incluye la obtenciéon del mapa peptidico (huella pepti-
dica del digerido proteico) utilizando un MALDI TOF/TOF. Ademas,
en los casos en los que se demande el servicio de “huella peptidi-
ca por MS-MS/MS” se adquiriran los espectros MS/MS de 5 de los
péptidos del mapa mayoritarios en intensidad. La identificaciéon
de la proteina se realiza utilizando los datos de PM de los péptidos
tripticos y de los espectros MS/MS de los péptidos seleccionados.
Esta informacién combinada se envia de forma automatizada a las
base de datos utilizando un algoritmo de bisqueda (como puede
ser el MASCOT). En el andlisis final se incluye una revision visual
del analista, tanto de la calidad de los espectros como de la bus-
queda informatizada.

2. Identificacién de proteinas en mezclas de baja complejidad: se
considera dentro de esta categoria a las muestras que contienen
entre 3 y 50 proteinas. Este incremento en la complejidad de la
muestra hace necesaria una separacion previa de los péptidos
tripticos mediante un sistema de cromatografia. En funcién de las
caracteristicas de la muestra y la disponibilidad de los equipos, el
andlisis podra realizarse mediante un sistema nano HPLC acopla-
do on line al espectrometro con fuente de ionizacion de nanospray
y analizadores hibridos cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF), o
bien mediante un sistema nano LC off line con posterior andlisis en
el MALDI TOF/TOF. El andlisis realizado en ambos casos es del tipo
MS/MS. Los datos se envian de forma automatica a las bases de
datos, pero la identificacién requiere de una revisiéon visual del
analista tanto de la calidad del cromatograma (TIC), como de los
espectros de fragmentacion.

3. Identificacién de proteinas en mezclas complejas: se considera
dentro de esta categoria a las muestras que contienen a partir de

50 proteinas y llegan a nivel de subproteoma. Esta elevada com-
plejidad de la muestra implica un prefraccionamiento de los pép-
tidos tripticos mediante un sistema de cromatografia en tindem
2D nano-LC, que consta de una primera separacién mediante cro-
matografia de intercambio catiénico fuerte (SCX), tras la cual la
fraccion eluida sufre una segunda separacién por cromatografia
en fase reversa. Los sistemas automatizados incluyen el analisis
de 5 saltos de sal, mas el de la fraccién no retenida, y son del tipo
MS/MS, realizados con un MALDI TOF-TOF. Los datos se envian de
forma automatica a las bases de datos y los resultados obtenidos
son supervisados de forma visual por el analista.

En la figura 1 se recoge esquematicamente resumidas las tecno-
logias utilizadas en los analisis prote6micos.

Técnicas para el andlisis simultineo de paneles de proteinas
(microarrays)

La genémica funcional y, en concreto, la proteémica estan facili-
tando la identificacién de nuevas proteinas y su asociacion a enfer-
medades complejas, como el cancer o que transcurren a través de
procesos inflamatorios como la artritis reumatoide, la psoriasis o la
enfermedad inflamatoria intestinal. Decenas de estas proteinas se
han convertido en marcadores tanto del diagnéstico, como del pro-
néstico o la respuesta al tratamiento. Es por ello que resulta necesa-
rio el desarrollo de herramientas que permitan el andlisis simultaneo
de decenas o incluso centenas de proteinas.

La tecnologia de los microarrays permite la investigacién de cien-
tos de parametros en un solo experimento. Gracias a esta tecnologia,
moléculas de interés son inmovilizadas de forma ordenada en sopor-
tes s6lidos para posteriormente competir con otras moléculas mar-
cadas con el fin de detectar interacciones especificas. Esta interac-
cion puede medirse gracias a sistemas de escaneado y lectura. El
desarrollo de los microarrays de proteinas ofrece un importante
avance en la miniaturizacién y automatizacion del analisis del pro-
teoma, asi como en la reduccién de costes asociado al bajo consumo
de reactivos.

Las aplicaciones de los arrays de proteinas son multiples, como
por ejemplo, el cribado de interacciones proteina-proteina, la iden-
tificacion de sustratos para proteincinasas y la identificacién de
proteinas diana para small molecules. En general, este tipo de apli-
cacion puede revolucionar tanto el campo del conocimiento, del
area clinica (diagnéstico, monitorizacién del paciente durante el
tratamiento, etc.), como del area farmacéutica (btsqueda de nue-
vas drogas)*’.
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Existen diferentes tipos de moléculas de captura (capture molecu-
le) depositadas en el array. Estas moléculas pueden ser péptidos, an-
ticuerpos, proteinas, fragmentos de proteinas, aptameros, enzimas,
sustratos, compuestos de bajo peso molecular y scaffolds.

Durante el proceso de la hibridacién, el array es expuesto a una
mezcla compleja de proteinas, anticuerpos, etc., dependiente del
modelo de array elegido. Las uniones especificas pueden entonces
monitorizarse siguiendo diferentes aproximaciones basadas en mé-
todos de deteccién por fluorescencia, quimioluminiscencia, resonan-
cia superficial del plasmén, radiactividad y espectrometria. La detec-
cién basada en fluorescencia (con moléculas como Cy3 y Cy5) esta
ampliamente extendida. La misma instrumentacion que se usa para
la lectura de los arrays de ADN es aplicable a los arrays de proteinas.
Asimismo, existen sistemas para la amplificacién de la sefial fluores-
cente entre 10 y 100 veces. La sensibilidad puede pontenciarse con
la utilizacién de métodos fluorescentes y sistemas como la tecnolo-
gia planar waveguide (Zeptosens), la tecnologia basada en beads y
particulas en suspensiéon usando ficoeritrina como marcaje (Lumi-
nex®) o la basada en las propiedades de semiconductor de nanocris-
tales (Quantum Dot®).

El progreso de los arrays de proteinas, tanto para investigacién
como para aplicaciones clinicas, ha sido o esta siendo mas lento que
el de los arrays de ADN debido a las caracteristicas propias de las
moléculas de proteinas, muy distintas de las del ADN. El ADN es una
molécula muy uniforme compuesta por 4 nucleétidos, con una es-
tructura hidrofilica bien definida. Por el contrario, las proteinas son
moléculas muy diversas construidas a partir de 20 diferentes ami-
nodcidos; pueden ser hidrofilicas o hidrofébicas, acidas o basicas.
Adicionalmente, debido a la complementariedad del ADN, la interac-
cion especifica entre moléculas de ADN puede predecirse de forma
facil. En el caso de las proteinas, debido a la diversa y singular estruc-
tura de cada proteina, la interaccién entre proteinas no puede prede-
cirse en funcién de su secuencia de aminodacidos. Glucosilaciones,
acetilaciones o fosforilaciones aumentan la diversidad de cada pro-
teina al mismo tiempo que influyen en su interaccién con otras pro-
teinas. Por dltimo, resulta relativamente facil generar las moléculas
de ADN para depositar en el array, ya sean productos de PCR u oligo-
nucleétidos sintéticos.

Pero no existe un sistema equivalente para el caso de las protei-
nas. A pesar de todo ello, los arrays de proteinas constituyen la “pro-
gresion natural” de los ampliamente extendidos y aceptados arrays
de ADN. El gran potencial que ofrecen los arrays de proteinas empu-
ja a su estudio y desarrollo. La mejora de la técnica y la puesta a
punto de esta tecnologia son fundamentales para obtener el maximo
beneficio de esta prometedora herramienta.

Biomarcadores proteicos en clinica

Uno de los problemas mas importantes de la biomedicina es que
muchas enfermedades se diagnostican en una etapa avanzada de su
desarrollo, lo que dificulta o incluso imposibilita su tratamiento y
curacién. Por esto hay que disponer de métodos que permitan esta-
blecer de manera temprana la disposicién a presentar una determi-
nada enfermedad.

En general, las enfermedades no producen alteraciones de una
inica proteina, sino de muchas proteinas celulares y, especialmente,
los procesos agudos producen variaciones de los procesos de modi-
ficacién de las proteinas posteriores a la traduccién. Los procesos
crénicos, ademas de estas alteraciones de los procesos de modifica-
cién de las proteinas posteriores a la traduccién, producen también
cambios de la expresion de los genes y, como consecuencia, variacio-
nes de las concentraciones de proteinas celulares.

Los primeros estudios proteémicos, aunque en esa época no se
utilizaba este término, se realizaron en los afios ochenta. La puesta a
punto de métodos de electroforesis bidimensional en gel, de acuerdo
con la técnica de O’Farrell'? condujo al andlisis de las proteinas de

diversos tipos celulares, organulos subcelulares y plasma sanguineo
en condiciones normales y en diversas situaciones, tanto fisioldgicas
como patolégicas'>'5, Los objetivos de estos estudios eran la identi-
ficacién del mayor nimero de proteinas de una célula o de un tejido
y la elaboracién de listados proteicos. Mas adelante, los estudios pro-
teémicos se han aplicado también al andlisis de las interacciones
entre las proteinas en el contexto de su accién bioquimica.

Como se ha venido sefialando en las descripciones anteriores, se
utilizan potentes bases de datos y programas informaticos, de forma
que se superpongan las masas teoricas de los péptidos con las obteni-
das experimentalmente con el fracionamiento de las proteinas'®'8, Con
los datos de los péptidos que proporciona el espectrometro de masas,
la proteina que se estudia se obtiene utilizando las denominadas “hue-
llas de masa” de los péptidos o a través de los iones producto.

En la figura 2, y a modo de ejemplo, se ilustra la sistematica que
se debe seguir para el desarrollo de biomarcadores en estudios de
protedmica de cancer. La tecnologia DIGE bidimensional genera los
datos del proteoma para las muestras clinicas, que después son exa-
minados en relacién con la informacién clinicopatolégica de los do-
nantes. Las manchas o spots proteinicos con valor informativo se so-
meten a identificacién utilizando tratamiento de datos por Data
Mining, y las proteinas correspondientes son determinadas por es-
pectrometria de masas. En subsiguientes estudios de validacién se
utilizan los anticuerpos especificos frente a las proteinas identifica-
das, que también seran utilizadas como parte del examen clinico.

Conclusiones

La Organizacion del Proteoma Humano (Human Proteome Orga-
nization [HUPO], www.hupo.org) se cre6 en febrero de 2001 para

Clinicos

Patélogos Investigadores

~

Plan de investigacion

Hospital
(banco de tejidos, registros médicos)

Informacién / \

clinicopatolégica

Muestras quirurgicas
(tejidos congelados)

Datos del proteoma por
DIGE-2D

Integracion

!

Identificacién de spots proteinicos
con valor informativo

l

Identificacién de proteinas por MS

!

Validacion de la utilidad diagnéstica/prondstica
de las proteinas identificadas

!

Candidato a biomarcador

Figura 2. Diagrama de flujo en estudios de proteémica de cancer para desarrollo de
biomarcadores.
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impulsar “un mayor conocimiento de la importancia de la proteémi-
cay las oportunidades que ofrece en el diagndstico, pronédstico y tra-
tamiento de las enfermedades”. Se han constituido varios grupos:
HPPP (Human Plasma Proteome Project), HLPP (Human Liver Proteo-
me Project), PSI (Proteome Standards Initiative), HBPP (Human Brain
Proteome Project) y MRPP (Mouse and Rat Proteome Project).

Uno de los objetivos de la protedémica es la identificacién de mar-
cadores de enfermedad. Un planteamiento ha sido comparar la ex-
presion proteica de los tejidos normales y enfermos para identificar
proteinas que se expresen de forma aberrante que puedan represen-
tar nuevos marcadores. Otra estrategia es el analisis de las proteinas
segregadas en lineas celulares y cultivos primarios y finalmente la
obtencién de perfiles proteicos en suero.

La proteémica se esta aplicando en muchos campos de la patologia
humana. Entre ellos, las enfermedades cardiovasculares'*?°, las neu-
rolégicas®!, el cancer®*?* y las enfermedades metabdlicas®® y autoin-
munitarias?6-?.
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