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na de las consecuencias mas beneficiosas derivadas del conocimiento

del genoma humano ha sido el nacimiento y desarrollo de la proted-

mica. La descripcién que hace el genoma de los organismos (Gen6-

mica) aporta un conocimiento esencial para el estudio de cualquier proceso
bioldgico. Sin embargo, tal conocimiento es tan necesario como insuficiente,
porque las funciones celulares dependen en ultima instancia de los productos
finales de los genes: las proteinas y sus interacciones, asociaciones macromole-
culares, vias de sefalizacidn, etc. De esta forma, la era post-genémica de la
Medicina molecular se estd desplazando rdpidamente de los listados de genes,
la transcriptémica y la genémica funcional, a la proteémica. Esta ha dejado de
ser (como en sus inicios) la produccién de listas de proteinas que incrementan
o decrecen su expresiéon como causa 0 consecuencia de diversas condiciones o
alguna patologia. Actualmente, la proteémica implica el conocimiento global
de las proteinas, su estructura y funciones, interacciones y modificaciones pos-
traduccionales, rutas de sefializacion, localizacion intra e intercelular, etc., para
generar el mapa celular que permita entender los procesos biolégicos en condi-
ciones normales y patolégicas (o que ha venido a denominarse la biologia de
sistemas). En suma, la proteémica es una actividad cientifica lo suficientemen-
te madura como para ser aplicada a la clinica humana con notables beneficios.
El estudio de los proteomas, o de los perfiles proteicos de los liquidos bio-

légicos (ver mas adelante), presenta un grado de complejidad considerable que
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no existe en los estudios genémicos, debido fundamentalmente a las siguientes
causas:

a) El amplisimo rango dindmico de la concentraciéon de proteinas en teji-
dos y especialmente en el plasma humano. Entre la concentraciéon de albimina
(milimolar) y del TNF-a (fentomolar) hay una diferencia de 12 logs.

b) La presencia de diferentes formas moleculares de cada proteina. Mu-
chos genes producen multiples mRNAs, mediante diversos mecanismos (spli-
cing, mRNA editing, modificaciones co- y post traduccionales). En promedio,
en humanos, se estima que un gen genera al menos 6-8 proteinas, por lo que
considerando ~35.000 genes, pueden esperarse un minimo de 200-300.000 pro-
teinas. Obviamente, no todas las proteinas estaran presentes en todas las célu-
las, tejidos, etc., pero el plasma contiene una gran representacién de muchas de
ellas.

¢) Diversidad estructural. Dada su presencia en distintos entornos (solu-
bles, membranas, matriz, etc.) las proteinas son de naturaleza muy diversa. S6-
lo en tamafio pueden variar desde 50 aminoacidos (hay ~2.500 anotados en el
Swiss-Prot) hasta casi 10.000 aminoacidos, como la Nesprina 1 (8746 aa).

d) Una gran mayoria de las proteinas no actian solas sino en asociacién
con otras, creando, por un lado, asociaciones macromoleculares y, por otro,
participando en multitud de rutas de sefializacién, metabdlicas, etc. El conoci-
miento de las interacciones proteicas y la descripcién del mapa celular es esen-
cial para entender la fisiopatologia de cualquier sistema biolégico.

Sin embargo, el conocimiento de los proteomas ofrece la visién 6ptima de

lo que ocurre en la célula, tejido, liquido fisioldgico....

PROTEGMICA CLINICA

A pesar de la complejidad antes citada, el rapido y notable desarrollo de la
proteémica en los dltimos afios ha conducido a su aplicacién en los procesos
patolégicos o proteémica clinica. La proteémica estd especialmente "capacita-
da" para el estudio de la enfermedad porque se puede aplicar a las células, teji-
dos y liquidos bioldgicos. La aplicacién clinica de la proteémica implica el uso
de las tecnologias proteémicas para todos aquellos aspectos que puedan benefi-
ciar a los pacientes, desde la biisqueda de nuevos marcadores de enfermedad o

de perfiles proteicos diagnésticos, hasta la descripciéon de factores predictivos
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y preventivos que permitan un tratamiento y seguimiento terapéutico persona-
lizado.

La protedémica clinica se ocupa de la identificacién sistemadtica y exhausti-
va, a gran escala, de patrones proteicos de enfermedad y de la aplicacién de
esos datos a los pacientes (estudio de la enfermedad, susceptibilidad, preven-
cidn, seleccion de terapias, seguimiento de los tratamientos, etc.). Dada la com-
plejidad de los procesos patolégicos, la integraciéon de las nuevas tecnologias
proteémicas con las bases de datos clinicas y las técnicas analiticas clésicas,
seria altamente beneficioso para la comprension y el tratamiento de la enferme-
dad. Entender, por ejemplo, las alteraciones tempranas en diversas enfermeda-
des (tipicamente en cancer), produce una notable mejora en la prevencién e
identificacién de pacientes con riesgo y/o en estado preclinico. La proteémica
clinica pretende definir patrones de proteinas que puedan generar informacién
de valor clinico acerca de la susceptibilidad, diagndstico, prondstico y terapia
de la enfermedad. Testar hipétesis clinicas relevantes, frente a conjuntos de da-
tos (masivos) derivados de medidas procedentes de técnicas de alto rendimien-
to, como las proteémicas, y poblaciones humanas fenotipadas correctamente, es
una funcién esencial de la proteémica clinica.

Para que la protedmica clinica impacte de manera real en la mejora de la
salud debe descubrir y seleccionar patrones proteicos, validarlos en estudios
muy amplios y trasladarlos a la practica clinica.

Aunque no se describe aqui, no debe olvidarse que el aprovechamiento
optimo de la relacion entre patrones proteicos y enfermedad depende, a su vez,
de la integracién con la informacién sobre la variacién genética y la expresion

génica (arrays de DNA, genotipado, SNPs, etc.).

FINALIDAD DE LA PROTEOMICA CLINICA

La finalidad de la protedmica clinica estd, actualmente, centrada en al me-
nos los siguientes tipos de actividades:

1) Bisqueda e identificacién de biomarcadores individuales, siguiendo la
metodologia proteémica cldsica de separacién de proteinas (2-DE, cromatogra-
fia multidimensional y electroforesis capilar) e identificacién por espectrome-
tria de masas (MS; MALDI-TOF, ESI-Q-TOF o ESI-Trap, MALDI-TOF/TOF).

Su estrategia fundamental es el andlisis de la expresion diferencial de proteinas
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entre controles y muestras patoldgicas, de proteomas completos (lisados celula-

res) o subproteomas especificos (mitocondrias, membranas, etc.). Un aspecto

fundamental es la determinaciéon de las modificaciones postraduccionales y su

implicacién en patologia. En muchos casos, los biomarcadores se convierten si-

multdneamente en nuevas dianas terapéuticas.

2)

Estudio sistemdtico, a gran escala, para la identificacién de patrones o

perfiles proteicos (huellas dactilares proteicas), con cardcter diagndstico (discri-

minatorio). Este estudio se puede llevar a cabo mediante tres estrategias:

a) En suero/plasma de los pacientes con la patologia objeto de estudio
(cardiovascular, neurodegenerativa, infecciosa, cancer, etc.) y alternati-
vamente en otros liquidos fisiol6gicos (lavado broncoalveolar, cefalo-
rraquido, orina). Se utiliza la técnica de SELDI-TOF de alta resolucién
(SELDI-Q-Star MS/MS) para la generacion de los perfiles proteicos,
utilizando los biochips de Ciphergen. Debe considerarse que para un
uso clinico éptimo, un biomarcador debe ser medible en suero (alterna-
tivamente en orina, o saliva). Los escasos biomarcadores identificados
y aprobados (por la FDA) en los ultimos afios son un reflejo de la es-
trategia habitual de testar una proteina individual, andlisis en pequefia
escala, etc. Aunque existen excepciones (paraproteinas de los mielo-
mas, déficit de al-antitripsina) es muy posible que no existan marca-
dores tnicos de las enfermedades complejas, por lo que la estrategia
proteémica de estudiar paneles proteicos supone un paso cualitativo de
gran trascendencia.

b) En tejidos, mediante la obtencién de perfiles o imagenes (mapas)
bidimensionales de proteinas (MS-Imaging), aplicando directamente la
MS sobre cortes histoldgicos del tejido (cortes congelados y/o tefiidos),
utilizando el MALDI-TOF o el MALDI-TOF/TOF. Esta tecnologia
puede utilizarse independientemente o en combinacidén con el escéner
molecular, para el mapeo de las proteinas a través de sus péptidos. Un
complemento esencial para el MS-Imaging es su aplicacién sobre célu-
las o grupos de células procedentes del tejido, mediante microdiseccion
por captura con laser (LCM). Ademads, esta técnica se aplica para loca-
lizar y mapear en el tejido moléculas pequenas, particularmente farma-
cos, de gran interés para la industria farmacitica.

¢) La obtencién de perfiles proteicos, tanto de suero (u otros liquidos

fisiol6gicos) como de células o tejidos, puede también obtenerse a par-



Proteomica y Medicina

tir de la utilizacién de chips (o micromatrices) de proteinas. Este es el
sector de mayor crecimiento en el mercado protedmico, especialmente
en el area de la proteémica funcional (analisis de las propiedades bio-
quimicas y celulares de las proteinas). No deben confundirse los chips
de proteinas (micromatrices de proteinas capturadas o depositadas en
una superficie) con la miniaturizacién (y automatizacion) de las distin-
tas técnicas bioanaliticas protedmicas (2-DE, electroforesis capilar, cro-
matografias) que se estdn desarrollado en formato tipo chip ("the lab-
on-a-chip"”) basados en la tecnologia de microfluidica. Los chips de
proteinas pueden clasificarse segtin muchos pardmetros (modo de fabri-
cacion, quimica de la superficie, especificidad, densidad, etc.). Sin em-
bargo, es mejor sistematizarlos en dos grandes grupos, en base a lo que
capturan o analizan:

Chips analiticos: Se utilizan para determinar las proteinas presentes en
una muestra (perfil de expresion) y su cuantificacién. La disolucién de la mez-
cla de proteinas a analizar se aplica sobre el chip, que contiene agentes de cap-
tura, que actdan como sondas. Los agentes de captura mds conocidos son los
anticuerpos (Ab) en sus distintas modalidades: monoclonales completos, Fab,
scFv, afibodies (Ab sintéticos), dominios de Ab, etc. El uso de Ab no esta
exento de problemas: inespecificidad, reacciones cruzadas, orientacién, afini-
dad, etc. Otra alternativa son los chips de antigeno para analizar el perfil sérico
de Ab (y autoAbs en enfermedades autoinmunes), como los chips de alergenos
para la deteccién de IgEs en respuestas alérgicas.

Recientemente se estd generando una plétora de agentes de captura distin-
tos a los Abs, como péptidos, moléculas orgdnicas, polimeros sintéticos, oligo-
nucledtidos, aptdmeros, ribozimas, trinectinas (derivados de la fibronectina),
MIPs (molecular imprinted polymers: compuestos que se polimerizan sobre las
proteinas creando moldes para su uso posterior), etc. A pesar de esta diversi-
dad, la captura de las proteinas (y los métodos de deteccion) constituye el gran
problema de los chips proteicos: no existen todavia agentes de captura de alta
calidad que puedan inmovilizarse en la superficie de un chip y que permitan
unir, detectar y cuantificar una mezcla compleja de proteinas. Este problema
estd retrasando no sélo el desarrollo de los chips proteicos, sino de la industria
proteémica en general. La investigacion protedmica estd generando multitud de
biomarcadores potenciales y nuevas dianas terapéuticas, pero tiene el cuello de

botella del screening y la validacién de farmacos y los chips de proteinas pare-




6° Curso de

Proteomica y Medicina

30

cen el método adecuado para solucionarlo. Los chips de fase reversa son de es-
pecial relevancia en Medicina. Muestras de biopsias se lisan y se depositan en
diluciones sucesivas como microgotas en el chip (utilizando los mismo robots
para la fabricacién de los chips de DNA), que son luego testados con Abs vali-
dados especificos de kinasas, factores de crecimiento, etc, obteniéndose infor-
macion cualitativa y cuantitativa, para cada paciente.

Chips Funcionales: Se utilizan para determinar actividades bioquimicas e
interacciones moleculares. Las proteinas de interés se inmovilizan en el chip y
se analizan sus funciones bioldgicas e interacciones, incubdndolas con distintos
ligandos.

3) Utilizacién de herramientas bioinformadticas (y bioestadisticas) para el
almacenamiento y procesamiento analitico de los datos masivos generados por
proteémica. Su finalidad esencial es el desarrollo y aplicacién de métodos de
jerarquizacion y clustering, visualizacién de datos, algoritmos estadisticos mul-
tivariable, para definir los perfiles especificos de las distintas patologias. Una
necesidad inmediata es la creacion de bases de datos de proteinas implicadas
en las distintas patologias, sus interacciones, participacién en rutas de sefializa-
cidn, etc., asi como su relacién con los datos genémicos. La aplicacién de estos
métodos a gran escala no estd desarrollada y debe implementarse para poder
definir claramente cudl es el patrén "normal” (no existe actualmente) y poder
discriminar, posteriormente, los patolégicos y su gradacion. Esto es esencial
para poder definir y establecer test multiparametricos. Ademas, hay que desa-
rrollar métodos que integren de forma efectiva la informacién procedente de
diversos niveles bioldgicos (perfiles proteicos, niveles o concentraciones, ima-
genes histolégicas, datos clinicos, etc.). Es evidente que el andlisis masivo de
datos y la integracién de los distintos niveles de informacién, sélo puede lle-
varse a cabo mediante una plataforma bioinformatica proteémica, que constitu-
ye uno de los elementos claves de cualquier unidad de proteémica clinica.

4) Creacion de un Banco de Muestras Clinicas (suero, tejidos). Tanto los
ensayos clinicos como los estudios de validacién de biomarcadores o de perfi-
les necesitan colecciones amplias de muestras bioldgicas y sus protocolos de
obtencién y recogida de muestras, conservacion, uso, etc. Tales estudios son
particularmente necesarios para demostrar la especificidad diagndstica del per-
fil proteico, esto es, su ausencia en los controles (incluyendo otras enfermeda-
des) y su presencia en la enfermedad estudiada. Se contemplan dos tipos de

grupos de muestras:



Proteomica y Medicina

a) Grupos reducidos de muestras clinicas muy bien caracterizadas, pa-
ra la fase de descubrimiento de biomarcadores o perfiles y estudios pi-
loto.

b) Grandes colecciones de muestras clinicas bien caracterizadas, nece-
sarias para la validacién de los biomarcadores o perfiles y el progreso

hacia su uso clinico de rutina.

CARACTER MULTIDISCIPLINAR DE LA PROTEOMICA CLINICA

Con lo expresado hasta aqui, parece obvio que la protedmica clinica debe
llevarse a cabo por equipos multidisciplinares, con clinicos, anatomopatélogos,
quimicos de proteinas, expertos en MS, bioinformaéticos, farmacélogos, etc. En
ocasiones, los andlisis proteémicos proporcionan una avalancha de datos de di-
ficil evaluacidon. Una de las funciones esenciales de los equipos multidiscipli-
nares es la priorizaciéon de patrones candidatos que han de ser validados. La
fiabilidad de los datos, avalados en las bases de datos, su potencial valor clini-
co y un riguroso andlisis bioinformatico, son algunos de los criterios que deben

seguirse en la priorizacion.




