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Resumen

La Protedmica moderna, también Ilamada en inglés "shotgun Proteomics" o “pep-
tide centric Proteomics", se basa en un enfoque tecnoldgico de espectrometria de
masas para la identificacién de alto rendimiento y cuantificacion de proteinas en
sistemas biolégicos. Avances muy recientes han demostrado que la tecnologia
existente ya permite la cuantificacion del proteoma completo de las lineas celu-
lares humanas, ademas de sugerir que, en un futuro cercano, podran estudiarse de
manera rutinaria y global todas las proteinas.

Summary

Modern Proteomics, also called “shotgun-“ or “peptide centric-”, is a mass spec-
trometry-based technological approach for the high-throughput identification and
guantification of proteins in biological systems. Very recent advances have de-
monstrated that quantification of the complete proteome of human cell lines is
possible with existing technology, and suggest that, in a near future, the global
study of all the proteins will be affordable in the routine.
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De todos es sabido que las proteinas constituyen la maquinaria fundamental de la célula
y que practicamente todas las funciones biol6gicas estan llevadas a cabo por estas mo-
léculas. La capacidad de analizarlas en su totalidad, en su entorno natural, a gran esca-
la y de forma sistematica abriria, pues, el camino al estudio generalizado de los mecanis-
mos moleculares de cualquier proceso fisiolégico o patoldgico, y a la deteccion de bio-
marcadores de diagnéstico o prondstico de cualquier enfermedad. Pero, ¢ hasta qué pun-
to tiene la protedmica actual esta capacidad? Esta pregunta no es trivial, y hace sélo
unos pocos afos se consideraba un objetivo imposible de conseguir.

Muchos investigadores asocian la protedmica con la electroforesis bidimensional, que to-
davia constituye la técnica mas poderosa para separar las proteinas de una muestra
biolégica y que permite obtener un “mapa” donde es posible situar graficamente cada
una de ellas. Las proteinas asi separadas pueden identificarse mediante digestion trip-
tica y posterior analisis de los péptidos obtenidos por espectrometria de masas del tipo
MALDI-TOF/TOF. Pero esta estrategia, que desperté en su momento mucho entusiasmo
en la comunidad cientifica, no permite visualizar mucho mas all4 del millar de proteinas,
y su capacidad de identificacién efectiva no supera algunos centenares. Por ello la vision
gue se obtiene del proteoma es muy limitada. Para hacernos una idea, se calcula que
una célula humana expresa alrededor de 10.000 productos génicos diferentes, de los
cuales los mas relevantes suelen ser precisamente los menos abundantes.
Afortunadamente, las técnicas de proteémica de segunda generacion han revolucionado
este panorama. Estas técnicas sortean el escollo de trabajar con proteinas aisladas y en
su lugar se concentran en el andlisis masivo de los péptidos tripticos producidos a partir
del proteoma completo, que son considerablemente mas faciles de manejar. De ahi su
calificativo de “shotgun” o “peptide-centric proteomics”. Dichos péptidos se identifican
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem, con o
sin fraccionamiento previo mediante otras técnicas ortogonales, como el intercambio i6ni-
co o el isoelectroenfoque. Estas técnicas hacen un uso intensivo de la espectrometria de
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masas, y el desarrollo de instrumentos hibridos de nueva
generacion (que combinan equipos convencionales muy
robustos como cuadrupolos o trampas lineales con anali-
zadores del tipo TOF u orbitrap de alta resolucion) ha mul-
tiplicado espectacularmente el numero de proteinas que
se pueden identificar en un Unico analisis. Los equipos ac-
tuales son capaces de fragmentar cerca de 100.000 espe-
cies peptidicas en una Unica carrera cromatografica, de las
cuales, con un poco de habilidad, es posible identificar va-
rias decenas de miles de péptidos, que suponen varios mi-
les de proteinas. En el 2011 se publicé la identificacion del
proteoma completo de levadura (unas 4.000 proteinas) en
una Unica carrera cromatografica(l). Y poco después se
ha conseguido la cobertura completa de dos lineas celu-
lares humanas (>10.000 proteinas)(2,3). Estos resultados
demuestran, por primera vez, que el proteoma entero de
células humanas esta al alcance de la tecnologia actual.
Ademas, la combinacién de estas técnicas con estrategias
de marcaje con isétopos estables, ya sea metabdlicas,
guimicas o enzimaticas(4-6), permiten una cuantificacion
relativa extremadamente precisa de la concentracion de
las proteinas, abriendo el camino al estudio a gran escala
de las alteraciones dinamicas que tienen lugar en el pro-
teoma en respuesta a procesos fisiopatoldgicos.

Es cierto que hablamos de una tecnologia sofisticada y
gue pocos grupos consiguen acercarse a estos récords de
identificacién. Pero la estrategia masiva no es el Unico ca-
mino. De hecho, los resultados protedmicos mas relevan-
tes de los dltimos afios se han conseguido concentrando
los estudios en sistemas menos complejos, los llamados
“proteomas ricos en informacién”, donde sin necesidad de
alcanzar tamafia excelencia tecnolégica se pueden conse-
guir coberturas muy completas. Estos subproteomas pue-
den obtenerse mediante una interminable lista de estra-
tegias, que incluyen el fraccionamiento subcelular (proteo-
ma mitocondrial, exosoma, secretoma?, “sheddoma”) y la
cromatografia de afinidad (fosfoproteoma), o utilizando las
propiedades de unién especifica de proteinas o anticuer-
pos (interactomas, quinomas). Otras aproximaciones inge-
niosas combinan modificaciones quimicas o enzimaticas
con estrategias de marcaje y purificacion selectivos que
permiten enriquecer subpoblaciones de péptidos modifi-
cados o procesados de forma muy especifica (nitrosiloma,
degradoma, proteoma posicional, proteoma redox)(8).

Y las ideas no acaban ahi. Los modernos equipos son tan
rapidos y tienen tanta resolucién que comienza a resultar
factible hacerlos funcionar de forma “ciega”, programan-
dolos para que fragmenten todas las especies peptidicas
imaginables. Se obtiene asi un compendio completo de to-
dos los fragmentos, de donde, en teoria, seria posible re-
construir la traza de cualquier péptido y por tanto cuantifi-
car cualquier proteina. La idea no es realmente tan desca-
bellada y ya se han conseguido resultados prometedores
(9). Y el ritmo actual con el que estan evolucionando los
espectrometros de masas nos hace pensar que en un fu-
turo mas préximo de lo que parece sera posible cuantificar
y caracterizar absolutamente todos los componentes del
proteoma humano, en cuestion de minutos. Claro que de-
terminar la funcién biol6gica de estos componentes y de
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sus modificaciones es otra historia. Que merece un capitu-
lo aparte.
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Figura. GELSILOX. Una nueva tecnologia para Proteémica
Redox
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