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Introduccion

ProteoMiner o Combinatorial Peptide Ligand
Libraries (CPLL) [1] actualmente estdn compuestas
de una gran variedad de hexapéptidos sintetizados,
que actian de ligandos para las proteinas de las
muestras. Y estan siendo actualizadas como herra-
mientas de gran utilidad para el mapeo de proteomas
de distintos organismos. Esta herramienta permite
el objetivo de reducir del rango dinamico de con-
centraciones en diversos tipos de muestras, como
plasma y suero, disminuyendo la concentracion de
las proteinas mas abundantes y el enriquecimien-
to en proteinas menos abundantes, de cara a una
identificacion de estas ultimas, como paso previo a
un posterior analisis proteémico [2]. Proteinas me-
nos abundantes en las muestras biolodgicas son pote
cialmente de gran interés para el estudio de nuevo
biomarcadores de enfermedad. El ProteoMiner que
se ha utilizado en este trabajo es el distribuido por
BioRad y se basa en una libreria de hexapéptidos in-
movilizados en una matriz en forma de bolitas y en
un sopote cromatografico. La libreria contiene gran
variedad de hexapéptidos sintetizados, que actuan
de ligandos para las proteinas de las muestras.

Material y Métodos

Se ha utilizado el ProteoMiner con el objetivo
de identificar nuevas proteinas en LS de pacientes
con Osteoartritis. Las muestras se trataron con hia-
luronidasa (10 U/ml LS, 1h, agitacién, 500 rpm,
37 °C, en Thermomix-Eppendorf, centrifugacion
100g, 5 min., 4°C) [3]. 10 mg de muestra se trata-
ron con ProteoMiner. La recuperacion de proteinas
observadas fue inferior al 1/50 del material inicial.
50 pg de muestra de LS tratado con hialuronidasa
y 50 pg muestra eluida tras el ProteoMiner se sepa-

raron en un mismo gel 1-D, NOVEX (Invitrogen),
4-12%, 10 pocillos, buffer MES. Los geles se tifie-
ron con SYPRO Ruby, ~12hrs, T*A, se fijaron en
10% de metanol/7% de acido acético, 60 min. T*A
y se lavaron con agua bidestilada y se escanearon
en un Typhoon.

Resultados

El analisis de imagen de los geles en el Typhoon
indicod que a igual concentracion de proteinas, las
muestras eluidas después del ProteoMiner presen-
taron una disminucion de proteinas mas abundantes
como albumina e inmunoglobulinas y se observa
también una mejor distribucion de proteinas, prin-
cipalmente de masa molecular <50 kDa bien sepa-
radas que no se observaban en las muestras no tra-
tadas. Como primera aproximacion se ha realizado
la identificacion de distintas proteinas por huella
peptidica, mediante MALDI-TOF. Las bandas de los
geles se picaron mediante un picador automatico (3
- 4 spots/banda/pocillo). Las proteinas se reducen,
alcalinizan, se pasan a una placa de 96 pocillos y se
procede a la digestion con tripsina. Los péptidos se
eluyeron mediante centrifugacion usando de 5-10
pl al 60 % v/v ACN (acetonitrilo) y 0.1% v/v. El
analisis se espectros se analiza por MASCOT en
NCBInr y Swis-Prot. Swiss-Prot, p < 0.05 (score de
56). Se identificaron por MS 48 proteinas diferentes
en un total de 3 liquidos sinoviales de las cuales 19
aparecian exclusivamente en los eluidos del Proteo-
Miner y 29 preferentemente y/o exclusivamente en
los LS no procesados, siendo éstas representantes
de las proteinas mas abundantes: albimina sérica,
alfa-2-macroglobulina, alfa-1-antitripsina, haptog-
lobina, etc. Por el contrario 15 de las 19 proteinas
que se identificaron exclusivamente en los eluidos
del ProteoMiner tenian masas moleculares de 10-30
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kDa, siendo 3 de ellas fragmentos de proteinas mas
grandes, posiblemente productos de degradacion.

Conclusiones

En este primer abordaje se ha demostrado que
el ProteoMiner es una herramienta muy eficaz para
conseguir el enriquecimiento en proteinas menos
abundantes en liquidos sinoviales de pacientes con
osteoartritis, identificAndose nuevas proteinas que
pueden tener relacion con procesos inflamatorios
latentes 0 menos obvios que en otras patologias
articulares como la artritis reumatoide.
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En la actualidad diversos autores han sefialado
que la estenosis adrtica degenerativa comparte los
mismos factores de riesgo que la enfermedad coro-
naria. Ademas, de compartir caracteristicas histolo-
gicas con las placas ateroscleroticas, lo cual sugiere
que la calcificacion de la valvula aortica es un pro-
ceso cronico inflamatorio similar a la aterosclero-
sis. La existencia de datos discordantes con esta
teoria hace necesario el estudio de esta patologia
mediante la aplicacién de nuevas técnicas proteod-
micas (2D-DIGE, LC-MS/MS, etc), con el objetivo
de conseguir nuevos datos que puedan contribuir a
la comprension de los procesos implicados en esta

patologia, junto con la identificacién de nuevos bio-
marcadores pronostico, diagnostico y terapéuticos.

La estenosis aodrtica (EA) degenerativa es una
enfermedad de elevada prevalencia en los paises
desarrollados y es la responsable del mayor nimero
de reemplazos valvulares aorticos. En la actualidad,
diversos autores han sefialado que comparte los mis-
mos factores de riesgo que la aterosclerosis'. Por
ello, parece esencial profundizar en el conocimiento
de la patogenia de la EA degenerativa como paso
previo para establecer medidas de prevencion de
dicha enfermedad.



