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ABREVIATURAS

ACN: acetonitrilo

AUC: drea bajo la curva

CEA: antigeno carcinoembrionario

CA 19.9: antigeno carbohidrato 19.9
CS: controles sanos

CV: coeficiente de variacidn

Cu: cobre

Da: Daltons

2,5-DHB: acido 2,5-di-hicroxibenzoéico
2,6-DHAP: 2,6 di-hidroxiacetofenona

E: especificidad

E.N.A.: enfermedad neuroldgica aguda
ESI: electrospray o pulverizacion suave.
FT-ICR: resonancia ion ciclotrén con transformada de Furier
HCCA: acido a-ciano-4-hidroxicinamico
HUPO: Human Proteome Organization
l.lg. : ictus isquémico

KE: energia cinética

M/Z: masa/carga

MB-IMAC: particulas magnéticas funcionalizadas con cromatografia de intercambio

idnico por metal inmovilizado

MS: espectrometria de masas

MALDI: matrix assisted laser desorption ionization o desorcion/ionizacién mediante

laser inducida por matriz.



ABREVIATURAS

MARS: multiple affinity removal system

MESH: Medical Subject Heading

NIH: National Institute of Health

NMR: nuclear magnetic resonance o resonancia magnética nuclear
OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

PBM: proteinas de bajo peso molecular

PM: particulas magnéticas

RM: resonancia magnética

S: sensibilidad

SCH: suero control humano

t: tiempo

T.A: temperatura ambiente

TC: tomografia computerizada
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TOF: tiempo de vuelo o time of flight

tPA: tratamiento trombolitico con activador del plasminégeno
TQ: triple quadrupole o triple quadrupolo.

I: intensidad relativa
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v: velocidad
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INTRODUCCION

1.- PROTEOMICA

1.1.- Definicién

La gendmica ha proporcionado una gran cantidad de informacidon acerca de los
genomas de un gran numero de especies. Sin embargo, aun se desconoce la funcion
bioldgica de la mayoria de las proteinas codificadas por los genes contenidos en dichos
genomas. Este hecho, junto con la mejora de metodologias de separacion como la
cromatografia liquida o la electroforesis bidimensional, en combinaciéon con la
espectrometria de masas (MS), fueron los que impulsaron la aparicion de la

protedmica.

1.1.1.- Proteoma: La palabra “proteoma” es la fusion de proteina y genoma, y fue
acunada por Marc Wilkins en 1994, mientras llevaba a cabo su doctorado, que lo

definié como el conjunto de proteinas expresadas por el genoma de un organismo (1)

1.1.2.- Protedmica: El término protedmica fue acufiado en 1997 como una analogia
con la gendmica, el estudio de los genomas, por lo que la protedmica es el estudio del
proteoma, es decir, el conjunto de todas las proteinas presentes en una célula, un
organismo, compartimento subcelular, o un medio biolégico en un momento
determinado y bajo unas condiciones concretas (2). Las células expresan varios miles
de proteinas diferentes y cada una de ellas pueden experimentar numerosas
modificaciones post-traduccionales dindmicas, como pueden ser eventos de
protedlisis, fosforilaciones, metilaciones, acetilaciones, y un largo etcétera, en
respuesta a diferentes estados metabdlicos y a microambientes cambiantes, lo cual

3
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incrementa de manera significativa el nimero de proteinas presentes. Las proteinas
también pueden interaccionar para formar complejos con otras macromoléculas; estas
interacciones varian en funcién del estado fisiolégico. Por lo tanto el proteoma es una
imagen dinamica.

En general, las enfermedades no producen alteraciones de una Unica proteina sino de
muchas proteinas celulares y extracelulares. Por esta razon, el estudio de todas ellas
en su conjunto, ante una situacion patoldgica especifica, puede servir para encontrar
biomarcadores que puedan ser usados como una herramienta para el diagndstico,

prondstico y seguimiento de enfermedades.

1.1.3.- La protedmica clinica es la aplicacion de las técnicas y las estrategias que ofrece
la protedmica a la medicina, intentando dar respuesta a un problema clinico especifico
(3,4). Los objetivos de la protedmica clinica pueden ser:
- De diagndstico: para la busqueda de biomarcadores de diagndstico precoz o
de mayor especificidad.
- De tratamiento: para la identificacion de nuevas dianas terapéuticas.
- De prondstico: para la busqueda de biomarcadores que evolucionen con la

enfermedad.

La protedmica clinica es un area multidisciplinar que debe implicar a profesionales muy
diversos, tal como se refiere a continuacion:
- Los facultativos clinicos: son los que identificaran los problemas clinicos y

evaluaran, conjuntamente con los investigadores, si los hallazgos que se
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pueden encontrar aplicando las metodologias que ofrece la protedmica
podrian suponer una ventaja ante los métodos de referencia actuales.

- Los investigadores: son los que conocen la tecnologia y los que pueden dar
una interpretacion desde el punto de vista bioquimico/molecular a los
hallazgos obtenidos.

- Los bioestadisticos: la protedmica proporciona cantidades muy grandes de
datos que deben ser tratados estadisticamente para extraer la informacién
relevante. Por esta razon, los bioestadisticos tienen un papel importante en

la proteémica clinica.

Ademas de los profesionales altamente especializados que requiere la protedmica
clinica, en el disefio de cualquier estudio de protedmica clinica hay una serie de puntos
clave que deben ser cuidadosamente tenidos en cuenta (3):
- Implicar a los facultativos clinicos para que sean ellos quienes seleccionen
los pacientes y controles mas adecuados.
- Comparar no sélo las muestras de pacientes que presentan la enfermedad
de estudio frente a las muestras de individuos sanos, sino también con las
muestras procedentes de pacientes que presenten una clinica, bioquimica o
perfil metabdlico semejante a nuestro grupo de estudio. De esta forma
aseguraremos la especificidad de los biomarcadores.
- Seleccionar el mejor espécimen para el estudio clinico y disefiar un
protocolo de recogida y almacenamiento adecuado que asegure la correcta

preservacion de las muestras.
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- Separar la fase de descubrimiento de la fase de validacidn. Es decir, que los
hallazgos encontrados en la primera fase de la investigacidon, deben ser
validados utilizando muestras diferentes a las utilizadas en la fase de
descubrimiento. De esta forma se evitan posibles sesgos.

- Realizar un control de calidad interno para asegurar la reproducibilidad de
los resultados.

- Comparar los resultados obtenidos con la prueba o método “gold standard”
para valorar la sensibilidad, especificidad y coste-efectividad.

- Disefiar protocolos estandarizados para las fases preanalitica, analitica y
postanalitica que permitan optimizar y mejorar la reproducibilidad de los
resultados.

- Intentar automatizar al maximo el procesamiento de las muestras para

mejorar la reproducibilidad y el rendimiento.

1.2.- Tipos de estudios protedmicos

De una forma simplificada, podemos hablar de tres tipos de estudio protedmico. Son

los siguientes:

1.2.1.- Estudio protedmico de expresion: Es el andlisis de expresion de proteinas a
gran escala. El principal objetivo es identificar el mayor nimero de proteinas presentes
en una muestra particular. También incluye la identificacién de los componentes del
proteoma que sufren alteraciones en sus niveles de expresidon a consecuencia de

alteraciones fisiopatolégicas o inducidas por agentes externos cuando se estudian dos
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tipos de muestras, por ejemplo: muestra tratada versus muestra no tratada, o muestra
de enfermedad versus muestra sana. En este caso estariamos hablando de un estudio
protedmico comparativo de expresion. En este tipo de estudios podemos identificar
proteinas con el objetivo de:

= Caracterizar mecanismos moleculares.

= |dentificar nuevas dianas terapéuticas.

= |dentificar biomarcadores diagndsticos.

Las metodologias mas comunmente utilizadas para llevar a cabo este tipo de
experimentos son: la electroforesis bidimensional con la posterior identificaciéon de las
proteinas mediante espectrometria de masas o “mass spectrometry”  (MS),
generalmente del tipo MALDI-TOF y la cromatografia liquida, acoplada a algun sistema

de MS con fuente de ionizacion del tipo electrospray.

1.2.2.- Estudio protedmico estructural: Es el andlisis de la estructura de proteinas a
gran escala. Compara estructuras proteicas y ayuda a definir funciones de nuevos
genes identificados. El analisis estructural ayuda a entender la interaccidén entre drogas
y proteinas, asi como mostrar el lugar de interaccidn entre proteinas. En este tipo de
estudios se utilizan tecnologias como la cristalografia de rayos X y la resonancia

magnética nuclear o “nuclear magnetic resonance” (NMR).

1.2.3.- Estudio protedmico de interaccion: Es el analisis a gran escala de las
interacciones entre proteinas. La caracterizacién de interacciones proteina-proteina

ayuda a determinar la funcion de las proteinas asi como determinar de qué forma se
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ensamblan en grandes complejos proteicos. Las metodologias mas frecuentemente
utilizadas son la purificacion por afinidad, MS y el sistema de levadura de dobles

hibridos (5).

2.- TECNOLOGIA

2.1.- Espectrometria de masas

La definicion de un espectrometro de masas puede parecer, a priori, simple: es un
instrumento que puede ionizar una muestra y medir la relacion masa/carga de los
iones resultantes. La versatilidad de esta funcion ha permitido que llegue a ser una
herramienta vital en un amplio rango de disciplinas, incluida la investigaciéon
biomédica. La versatilidad de la MS se debe a que es capaz de obtener informacién
cualitativa y cuantitativa de muestras tanto inorganicas como organicas. Las muestras
pueden ser analizadas tanto en forma de gas, liquido o sélido. Otra de las virtudes es el
amplio rango dindmico que permite el anadlisis de masas que va desde unos pocos
atomos (algunos Daltons, Da.) hasta proteinas de gran masa (sobre los 300 Kilodaltons,

KDa) (5).

En un espectrometro de masas, en general, podemos diferenciar cuatro partes: una
fuente de ionizacidn, un analizador, un detector y un sistema de integracion. El
esquema de las partes que constituyen un espectrometro de masas se representa en la

figura 1.
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Figura 1: Esquema de las partes de un espectrémetro de masas.

.................................................................................................

Fuente de |
ionizacion

Intearador

Intensidad

m/z

2.1.1.- Muestra: las muestras bioldgicas que se emplean en la protedmica clinica
suelen estar constituidas por una mezcla generalmente bastante compleja de
biomoléculas, como puede ser el plasma, suero, orina, saliva, liquido cefalorraquideo,
etc. Este tipo de muestras no pueden ser analizadas por MS de forma directa, sino que
es necesario realizar una preparacion previa, cuyo objetivo sea simplificar la muestra,
asi como eliminar los compuestos que puedan interferir en el analisis espectrométrico
de las moléculas a analizar. Para ello existen multiples y diversas técnicas de
purificacion, fraccionamiento y enriquecimiento cuya finalidad es concentrar la

muestra en la subfraccion que interesa analizar.

2.1.2.-Fuente de lonizacidn: es la parte del espectrometro de masas responsable de la

volatilizacién e ionizacion de la muestra. De esta forma se consigue obtener los
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analitos en estado gaseoso e ionizado. Existen varios tipos de fuente de ionizacion,
pero sdlo las de ionizacién suave son las que permiten analizar biomoléculas como las
proteinas, ya que son capaces de ionizar las proteinas presentes en la muestra, sin
fragmentarlas. Existen dos posibilidades de fuente de ionizacidn suave: pulverizacién
eléctrica o “electrospray” (ESI) y la desorcidn/ionizacién mediante laser inducida por

matriz o “matrix assisted laser desorption ionization” (MALDI).

2.1.3.-Analizador de masas: tras obtener las proteinas ionizadas y en fase gaseosa,
estas son aceleradas y guiadas hasta el analizador de masas, donde se separaran en
funcion de su relacion masa/carga (m/z). El movimiento de iones en el analizador
puede manipularse mediante lentes eléctromagnéticas que permiten dirigir los iones
hacia el detector.

Existen varios tipos de analizadores: de tiempo de vuelo o “time of flight” (TOF), triple
cuadrupolo o “triple quadrupole” (TQ), trampa idnica o “ion trap” (IT) y de resonancia
i6n ciclotrén con transformada de Fourier o “Fourier transform ion cyclotron
resonante” (FT-ICR). Cada uno de ellos difiere en sensibilidad, resolucion, exactitud de

masa y posibilidad de fragmentar los analitos ionizados (6).

2.1.4.- Detector: es la parte del espectrometro de masas donde van a ir llegando los
analitos ionizados en funcion de su relacién m/z. El MALDI tiende a generar analitos
ionizados con carga z= +1, por lo que las proteinas se separaran, Unicamente, en
funcién de su masa. Esto facilita la interpretacién de los espectros, ya que las proteinas
de menor masa son las que llegaran antes al detector y las que apareceran al principio

del espectro.

10
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Casi todos los espectrémetros de masas suelen utilizar como detector multiplicadores
electronicos que emplean placas multiplicadoras o dinodos para amplificar la sefial.
Tras el choque del ién sobre el primer dinodo, se amplia el nUmero de electrones hasta

generarse entre 10%y 108 (5).

2.1.5.- Integrador: Tras la deteccion de los analitos se generara un espectro en el cual
veremos la sefal resultante de la colision de los analitos en el detector, representados

en funcién de su intensidad relativa (l) y de su relacion m/z.

2.2.- Espectrometria de masas por MALDI-TOF

2.2.1.- Breve introduccion historica

J.J. Thompson construyd el primer espectrometro de masas en 1912. Los primeros
aparatos fueron empleados en el campo de la fisica para estudiar el peso atdmico de
los elementos y la abundancia relativa natural de los is6topos elementales. Los
primeros métodos de ionizacién utilizados sélo servian para moléculas de pequefio
tamafio. A pesar de que estos primeros aparatos no eran capaces de analizar
biomoléculas, no se tardé demasiado en utilizar isétopos pesados como marcadores en
sistemas bioldgicos. El desarrollo en el rango de masas analizable y en el tipo de
muestra que podia ser vaporizada, hizo posible el estudio de componentes orgdnicos.
En los afios 60 se demostrd que la irradiacién con laser pulsado de alta intensidad
sobre moléculas organicas de pequefia masa, permitia la formacion de iones que
podian ser analizados posteriormente. Este fue el origen de la desorcién/ionizacién

mediante laser o “laser desortion ionization” (LDI). El principal problema de este
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sistema era que las moléculas se fragmentaban debido al exceso de energia del laser,
gue producia una especie de explosion. Sin embargo, en 1987, Michael Karas y Franz
Hillenkamp (11) demostraron con éxito el uso de una matriz para solventar la
limitacion de la técnica. Dicha matriz absorbia la energia del laser y la transmitia a la
muestra amortiguando el efecto de explosién. Esta fue la base de la tecnologia MALDI.
Mas tarde Koichi Tanaka (12) desarrollé dicha tecnologia y demostrd su aplicacidon en
un amplio rango de macromoléculas biolégicas. Esto le llevo a recibir en 2002 el

Premio Nobel en quimica compartido con John B. Fenn, que desarrollé el ESI.

2.2.2.- Partes de un MALDI-TOF

2.2.2.1.- Fuente de ionizacion

En la tecnologia MALDI la matriz tiene un papel fundamental, ya que para analizar una
muestra o analito en un espectrdmetro de masas del tipo MALDI-TOF, la muestra debe
co-cristalizar con una matriz organica. La co-cristalizacion se consigue mezclando la
muestra con la matriz, depositando dicha mezcla en una placa de metal, dejandola
secar. Los cristales resultantes son irradiados con pulsos de rayos laser de una longitud
de onda en la cual la matriz tiene el maximo de absorcién. Este proceso produce la
desorcion de la mezcla y fotoactiva la matriz. La matriz excitada ioniza el analito
mediante transferencia de proton. El resultado de todo este proceso es la obtencién
del analito ionizado en fase gaseosa, teniendo la mayoria de los iones con una sola
carga positiva (6,13, 14,15). El esquema del funcionamiento de la fuente de ionizacién
MALDI se puede ver en la figura 2.

La matriz estd constituida por moléculas organicas de pequefio tamafo. Las

caracteristicas de una buena matriz son:
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- Tener la capacidad de absorber la radiacidn laser.

- Ser relativamente volatil.

- No modificar covalentemente los analitos.

- Ser soluble en los solventes apropiados. Los analitos y la matriz deben
disolverse en el mismo solvente para que los péptidos queden incorporados

en la matriz durante el proceso de secado.

Hay varias matrices que se pueden utilizar. La eleccién de una u otra dependerd del
tipo de muestra que se quiera analizar. Las mas utilizadas son:
- Acido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA): para proteinas/péptidos <10.000
Da, lipidos y nucledtidos.
- Acido 2,5-dihidroxibenzéico (2,5-DHB): para péptidos de gran tamafio,
nucledtidos, oligonucleétidos y oligosacaridos.
- El acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-cinamico o acido sinapinico: para proteinas
de tamafio medio entre 5000 — 150.000 Da.
- La 2,6 di-hidroxiacetofenona (2,6-DHAP) (16,17): para fosfoproteinas o
fosfopéptidos.

- El acido 3-hidroxi-picolinico: es la matriz de eleccién para oligonucledtidos.

13
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Figura 2: Fuente de ionizacion de un MALDI
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Proceso de desorcion e ionizacion de las moléculas proteicas (imagen tomada de
www.chm.bris.ac.uk/ms/maldi-ionisation.xhtml)

2.2.2.2.- Analizador

Aunque en la MS se han desarrollado varias combinaciones entre fuentes de ionizacion
y analizadores, en el caso del MALDI el analizador mas utilizado es el TOF. Sin embargo,
en los Ultimos afios se han desarrollado nuevos modelos que combinan dos
analizadores para mejorar la resolucion de los espectros obtenidos. La combinacién
mas empleada es la fuente de ionizacion MALDI acoplado a dos analizadores TOF

(MALDI-TOF-TOF).

2.2.2.2.1.- Analizador TOF: es uno de los analizadores mas sencillos en cuanto a

funcionamiento que se utilizan hoy en dia. Una vez la muestra ha sido ionizada, un haz

de iones es enfocado y dirigido hacia el analizador de masa, que separa los iones por
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su relacion m/z. Las medidas de la relacién m/z en un analizador del tipo TOF esta

basada en la ecuacidn:

KE=0.5mv>

Donde:

“KE”: es la energia cinética del ion.

“m”: es la masa del ién.

“v”: es la velocidad del ion.

Los iones son inicialmente acelerados mediante un campo eléctrico con un potencial

“,n
4

“V”, el cual resulta en una energia cinética de “zV” , donde es la carga del ién. Los
iones entran en el tubo de vuelo de longitud “L”, al final del cual hay un detector de
iones. Debido a que el tubo carece de cualquier tipo de campo magnético o eléctrico,

toda la energia cinética (KE) de los iones es el resultado de la aceleracién inicial. De

esta forma, a partir de la ecuacidn anterior, se deriva que:

2V=0.5mv? | | m/z=(2vt?)/L2

“V”: potencial.
“z”: carga.
“zV”: energia cinética.

“L”: longitud del tubo de vuelo.

“t”: tiempo que tarda el ion en llegar al detector.
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Debido a que “V”y “L” son conocidos y constantes, la relacion m/z de un ién puede ser
determinada por la cantidad de tiempo que transcurre entre los pulsos de ldser hasta
que el ion colisiona con el detector de iones. En este tipo de analizador las moléculas
de mayor masa tienen un tiempo superior de llegada al detector en comparacion con
las de menor masa. Los primeros analizadores TOF no tenian resolucion suficiente para
discriminar entre las masas de isdtopos peptidicos. Para solventar este problema de
resolucion se desarrollaron dos opciones (13,18):

- Incorporar un modo reflectron en el tubo de vuelo: Lo ideal para mejorar la
resolucion de un analizador del tipo TOF seria alargar la longitud del tubo de
vuelo. El principal inconveniente es el espacio que ocuparia un tubo de vuelo
con varios metros de longitud. Para sortear este problema, se desarrolld lo que
se conoce como modo reflectron. Consiste en afiadir lentes electromagnéticas
al final del tubo de vuelo que desvian la trayectoria de los iones y los envia a un
segundo detector. De esta manera se consigue aumentar la distancia que
recorren los iones y por lo tanto se mejora notablemente la resolucién del
analizador de masa.

- Extraccidn idnica retrasada en el tiempo: consiste en retrasar la extraccion de
iones en un corto periodo de tiempo, antes de aplicar la aceleracidn. De esta
manera, se consigue que los iones mas rapidos se sitien mas alejados del plato
de muestra que los iones mas lentos. Después se aplica un campo eléctrico que
hard que los iones mas alejados del plato de muestra tengan un menor
potencial de energia que los iones mas lentos. Como resultado se obtienen
paquetes de iones mas compactos que dan una mayor resolucién y aumentan

la exactitud de las masas.
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La combinacidn de estos dos modos, el modo reflectrén junto con la extraccion idnica
retrasada, mejora aun mas la resolucién. En la figura 3 se muestra un esquema de
como funciona un MALDI-TOF en modo reflectrén y extraccidn idnica retrasada en el

tiempo.

Figura 3: MALDI-TOF con modo reflectrén
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(imagen tomada de http://win.nl/en/bacteria-quickly-identified-thanks-to-a-chemical-fingerprint/)

2.2.3.- Aplicaciones:
La espectrometria de masas mediante MALDI-TOF se puede emplear en un amplio
abanico de dareas cientificas, pero en el campo de la protedmica las dos aplicaciones

mas empleadas son:
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2.2.3.1.- La huella peptidica o “peptide mass fingerprinting”: consiste en, a partir de
una proteina previamente aislada, realizar la digestion proteolitica con una proteasa
conocida, que nos dé una especificidad de corte. Una vez digerida la proteina, se
obtiene el espectro de masas de la mezcla de péptidos generada por Ia
endoprotedlisis. Después se comparan las masas peptidicas medidas (reales) con las
masas peptidicas tedricas, generadas “in silico”, que estan en las bases de datos. Los
motores de busqueda mas comunmente utilizados son: Mascot(7), MS-Fit (8) y
ProFound (9).

La proteasa mas empleada es la tripsina por ser muy eficaz y generar péptidos con un
tamafio medio de unos 8- 10 aminoacidos, que es adecuado para el andlisis por MS. La
tripsina corta por los residuos arginina y lisina excepto cuando van seguidos de una
prolina. El Unico problema de la tripsina es que es tan eficaz, que incluso se autodigiere
y en el espectro de masas pueden verse claramente fragmentos peptidicos producto
de la autodigestion. Para evitar este efecto, existen en el mercado tripsinas

modificadas que disminuyen la autodigestion.

2.2.3.2- Secuenciacion peptidica: se realiza mediante MS en tandem en la que habra
dos analizadores unidos por una celda de colisidon. El flujo de trabajo habitual es,
evaluar en el primer analizador la composicidn peptidica de la muestra. A continuacion
seleccionar el péptido que se desea identificar y por ultimo dirigirlo a la celda de
colision, donde serd fragmentado mediante colisiones con las moléculas de un gas
inerte, generalmente Helio. Se utilizan gases nobles durante la fragmentacion para
evitar posibles reacciones de los analitos con el gas de colision. Los fragmentos

resultantes se separan en un segundo analizador. Las sefiales de los iones
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fragmentados reflejan la secuencia aminoacidica del péptido seleccionado. Para la
identificacion se compararan las masas de los fragmentos con las bases de datos
utilizando los motores de busqueda Mascot o Sequest (10). En el caso de que el
péptido no esté en las bases de datos, se puede realizar la interpretacién del espectro
de masas obteniendo la secuencia aminoacidica, aproximacién que se conoce como

secuenciacion de novo.

3.- BIOMARCADOR DIAGNOSTICO

3.1.- Definicion

En 1989 el Medical Subject Heading (MESH) definié el término de biomarcador como:
“parametro biolégico medible y cuantificable (ejemplo: concentracion enzimdtica
especifica, concentracion hormonal especifica, distribucion fenotipica especifica de un
gen en una poblacion, presencia de una sustancia bioldgica) que sirve como indice de
las variaciones fisioldgicas o de salud, como el riesgo de una enfermedad, los
trastornos psiquidtricos, la exposicion ambiental y sus efectos, el diagndstico de una
enfermedad, un proceso metabdlico, la drogadiccion, el embarazo, el desarrollo de una
linea celular, un estudio epidemioldgico, etc”.

En 2001 un grupo de trabajo del National Institute of Health (NIH) estandarizd la
definicion de biomarcador como: “una caracteristica que se mide y evaliua
objetivamente como indicador de procesos bioldgicos normales, procesos patogénicos
o respuestas farmacologicas a una intervencion terapéutica (19).

El valor fundamental de un biomarcador es su capacidad de diferenciar dos o mas
estados bioldgicos. Esta capacidad es lo que diferencia a los biomarcadores de las
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“mediciones sencillas”. Una medida se convierte en biomarcador cuando los estudios
clinicos demuestran que la concentracion de dicho biomarcador, por encima de un

umbral definido, predice la presencia de la enfermedad (5).

3.2.- Caracteristicas de un biomarcador ideal

Para que un nuevo biomarcador sustituya a otros ya existentes y se incorpore
facilmente a la rutina diaria de un laboratorio, debe reunir una serie de caracteristicas

como son (20):

Tener una gran especificidad para la enfermedad de estudio.

- Ser fiable, es decir, comportarse siempre de la misma forma.

- Ser facilmente medible.

- Poder determinarse a través de una técnica sencilla y con un bajo coste

econdmico.

De todas formas, ante un proceso de enfermedad, generalmente, habra varios
mecanismos bioldgicos implicados y por tanto varios posibles biomarcadores. Es muy
dificil encontrar un Unico biomarcador que sea capaz de diagnosticar una enfermedad
con la suficiente especificidad y sensibilidad diagndstica. Por eso, en los ultimos afios,
se ha apostado por la utilizacion de paneles de biomarcadores en el diagndstico de

patologias concretas.
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4.- ESTUDIO DE PERFILES PEPTIDICOS SERICOS MEDIANTE MALDI-TOF

Este tipo de estudio consiste en comparar patrones de perfiles peptidicos, obtenidos
mediante MS, de dos o mas grupos de muestras que difieren en alguna caracteristica
importante. Normalmente se compara un grupo de muestras control con un grupo de
muestras de pacientes que padecen una patologia concreta y se intenta buscar
diferencias en la expresion de los péptidos representada, por la presencia/ausencia de
picos, o bien por cambios cuantificables en la intensidad de los picos.

En los estudios de perfiles peptidicos se analizan todos los péptidos presentes en la
muestra detectados en un amplio rango analitico 500-20.000 Da. Como resultado se
obtienen espectros muy complejos, con mucha informacion, que deben ser analizados
mediante el uso de programario especifico asi como programario que permita realizar
un buen analisis estadistico de los datos obtenidos. El objetivo es encontrar paneles o
patrones de péptidos que, con el menor nimero de péptidos, sean capaces de
discriminar entre los grupos de estudio con la mayor sensibilidad y especificidad

diagnéstica (21,22) .

4.1.- Pretratamiento de la muestra

El suero o el plasma son muestras idoneas para el analisis de perfiles peptidicos, ya
gue estan en contacto con todos los tejidos del organismo, por lo que son ideales para
la busqueda de nuevos biomarcadores.

El principal problema del suero/plasma es que estda compuesto por una mezcla
compleja de proteinas, de las cuales el 99% de ellas corresponde a 22 proteinas

mayoritarias tales como la albumina, inmunoglobulinas (lg), lipoproteinas, etc. Tan
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solo la albumina y las Ig representan el 70 % de las proteinas en suero. Esto deja un 1%
de proteinas restantes que, principalmente, son proteinas de bajo
peso molecular (PBM), cuyas concentraciones en sangre estan en le orden de
nanogramos y que, hasta ahora, eran desconocidas debido a su pequefio tamafio y a
gue se encuentran enmascaradas por el resto de proteinas mayoritarias. Hoy en dia,
gracias a las diferentes aproximaciones metodoldgicas que ofrece la protedmica se
tiene acceso a ellas y pueden ser investigadas. En la Figura 4 se representa la

distribucidn de las proteinas en la sangre (22,23,24).

Figura 4: Distribucidn de las proteinas séricas.
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(Figura tomada de R.S. Tirumalai et al. Mol Cel. Proteomics. 2003,2, 1096-1103.)

Para evitar el enmascaramiento de las PBM se tiene que reducir la presencia de las
proteinas mayoritarias mediante un paso de pretratamiento de la muestra antes de su
analisis protedmico. Con ello se pretende aumentar la calidad de la muestra. Es decir,
aumentar la pureza, eliminando contaminantes como pueden ser sales u otras

biomoléculas, eliminar o disminuir al maximo la presencia de proteinas mayoritarias y
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por ultimo enriquecer la muestra en los péptidos de interés o subproteoma mediante
técnicas especificas de fraccionamiento.

Los métodos de pretratamiento mas utilizados se basan en la cromatografia de fase
reversa, de fase normal, o de intercambio idnico o de afinidad. La cromatografia de
fase reversa es la metodologia cromatografica mas empleada, ya que las fracciones
resultantes estan libres de sales que interfieren en cualquier tipo de espectrometro de
masas. Aunque se apliquen otras metodologias de pretratamiento, la mayoria de
veces, se suele realizar algin tipo de cromatografia de fase reversa con el fin de

eliminar las sales.

4.1.1.- Deplecion de proteinas abundantes

Consiste en la deplecion o eliminacidon de las proteinas mayoritarias para facilitar el
analisis de las PBM. Existen varios sistemas cromatograficos con esta finalidad. Segun
las proteinas que se eliminan pueden clasificarse en:
- Sistemas de deplecion de albumina: Cibacron Blue resin o el kit comercial
“Montage albumina depletion kit” (Millipore)
- Sistemas de deplecion de inmunoglobulina IgG: columnas de inmunoafinidad
- Sistemas de deplecion de varias proteinas abundantes a la vez: Multiple Affinity
Removal System (MARS) (Agilent Technologies), SEppro IgY¥12 system (Gen
Way), ProteoPrep 20 Plasma immunodeplecién kit (Sigma-Aldrich) y la

cromatografia de afinidad a heparina.
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Las opiniones sobre este paso de purificacién son contradictorias. Por un lado hay
cientificos que defienden que la purificacion de las muestras mejora la resolucion e
incrementa la intensidad de los picos de las PBM. Sin embargo, hay autores que creen
que el grado de deplecion que se consigue con los métodos actuales es insuficiente y
recomiendan combinar varios sistemas de deplecion para conseguir la eliminacion de
entre 18 y 22 de las proteinas abundantes. Esto supone el 98-99 % del contenido de
proteinas totales en suero (17,36).

Otro inconveniente de los métodos de purificacion es la pérdida de PBM por su unién a
las proteinas mayoritarias que funcionan como transportadores, como por ejemplo la
albumina que actia como transportador de pequenas proteinas o péptidos. Tirumalai
et al. (24) demostraron que esta pérdida se podia evitar realizando un paso previo de
desnaturalizacion para romper los complejos PBM-proteina transportadora.

Para mejorar la purificacion de la muestra, algunos grupos de investigadores han
optado por desarrollar métodos que combinen un primer paso de eliminacion de las
proteinas transportadoras y un segundo paso de enriquecimiento de las PBM (37,52-
56).

Por ultimo, un método alternativo en el proceso de purificacién de las muestras es la
“protein equalizer technology”, desarrollado por Righetti et al., que consiste en usar
librerias de ligandos unidos a particulas cuya capacidad de unién es similar. Son
ligandos que se unen a la mayoria de proteinas presentes en la muestra. Al mezclar las
particulas con los ligandos y la muestra, se obtiene la unién equivalente de todas las
proteinas presentes en la muestra. Tras un proceso de lavado se eliminara el exceso
proteico. Una vez realizada la elucién, obtenemos un fluido que contendra cantidades

equivalentes de las diferentes proteinas. De esta forma habremos disminuido la
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concentracion de las proteinas mayoritarias y aumentado la concentracién de las

proteinas minoritarias o PBM. (17,57,58).

4.1.2.- Fraccionamiento

Una estrategia comunmente utilizada para simplificar la mezcla de proteinas, es el
fraccionamiento de la muestra. En este proceso se selecciona la fraccién de proteinas o
subproteoma que queremos analizar. Las proteinas se seleccionan segun sus
caracteristicas fisico-quimicas utilizando columnas con resinas o particulas magnéticas
funcionalizadas. Los sistemas anteriormente mencionados, se basan en cromatografia
de fase sdlida, donde las proteinas de interés quedan retenidas en un primer paso y
después, tras una serie de lavados, son eluidas para su posterior andlisis. Villanueva et
al. (40) fueron los primeros en utilizar las particulas magnéticas funcionalizadas con
cadenas hidrocarbonadas (C1 C2, C3, C8 y C18) como estrategia de fraccionamiento.
Este grupo vid que los polipéptidos mas grandes se unian mejor a las cadenas
hidrocarbonadas cortas (C1 a C3) mientras que los péptidos mas pequefios se unian
mejor a las cadenas hidrocarbonadas largas (C18). Sin embargo, las particulas con las
gue se obtuvo un mayor nimero de picos fueron las funcionalizadas con C8. Mas tarde
se desarrollaron particulas magnéticas basadas en intercambio catidnico débil o
“weak cation-exchange” (WCX), y funcionalizadas con idnes metalicos (24,25,26). En la
Tabla 1 se resumen las principales técnicas de deplecién y fraccionamiento que se
utilizan en los estudios protedmicos y se explican las ventajas y limitaciones de cada

una de ellas.
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Tabla 1: Técnicas de purificacién y fraccionamiento (17).

PROTEINAS

TECNICAS DE DEPLECION ELIMINADAS VENTAJAS LIMITACIONES
Cromatografia de afinidad
"Cibacron Blue Resin" Albumina Econémico Ineficaz, pérdida de PBM
Columnas de inmunoafinidad Inmunoglobulinas Eficaz Caro
Columna MARS 6 proteinas Eficaz y reproducible Pérdida de PBM
TECNICAS DE FRACCIONAMIENTO

Kit ProXPRESSION Eficaz
Equalizer beads Purifica y fracciona Poca experiencia
Extraccion en fase sélida
Columnas Reproducible, rapido y

sencillo
Particulas magnéticas Reproducible, Variaciones entre lotes
funcionalizadas rapido,sencillo y

automatizable
Placas MALDI funcionalizadas Rapido, sencillo y Ineficaz

automatizable

MARS: Multiple Affinity Removal System; PBM: proteinas de bajo peso molecular.

4.2.- Limitaciones

Uno de los principales problemas de la protedmica es la falta de reproducibilidad y de
significacion clinica de los resultados obtenidos. Se ha visto que los mismos
experimentos realizados en laboratorios independientes, no obtienen los mismos
patrones peptidicos (4,59). Ademas, hay una gran variedad en cuanto a tecnologia,
métodos de adquisicidon de datos y programas informaticos para el posterior analisis
estadistico, que influyen en la variabilidad de los resultados. Hay varios grupos que han
estudiado la reproducibilidad de los perfiles peptidicos obtenidos por MALDI-TOF MS.
Para ello se calculd el coeficiente de variacion (CV) intraensayo de las intensidades
obtenidas para picos concretos en muestras que se analizaron varias veces. Los CV (%)
oscilaban entre un 2 — 40 % (27). Esta dispersidon se debe a que dichos estudios
utilizaron diferente nimero de réplicas, rango de masas y nimero de picos para

calcular el CV intraensayo.
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Para evitar esta problematica, se han llevado a cabo estudios sobre los factores que
influyen en la variabilidad de los perfiles peptididos, ademas se recomienda crear
protocolos estandarizados de las fases preanalitica, analitica y postanalitica (28,29,31

,32,33,34,35).

4.2.1.- Limitaciones preanaliticas

En las muestras de sangre, las variables que mas influyen son: el tipo de muestra
(plasma/suero), tipo de tubo, la adicion o no de un potenciador de la coagulacion,
tiempo que se deja coagular la muestra, temperatura y el tiempo de conservacién de

la muestra antes de su procesamiento.

4.2.1.1.- Tipo de muestra

Hay una gran controversia generada en torno al tipo de muestra que se debe utilizar
en el analisis de perfiles peptidicos en sangre. Algunos autores recomiendan utilizar
suero ya que los perfiles peptidicos presentan un mayor nimero de picos y de mayor
intensidad (29). En el trabajo llevado a cabo por West-Nielsen et al. (28) se observo
que, si se utilizaban muestras de plasma, se necesitaba tres veces el volumen éptimo
de suero bajo las mismas condiciones de preparacion de muestra, para obtener
espectros de la misma calidad en cuanto a nimero e intensidad de picos. Sin embargo,
hay autores como Findeisen et al. (30) que recomiendan usar plasma porque conserva
mejor el perfil peptidico al evitarse la cascada de la coagulacion. En esta linea la
“Human Proteome Organization” (HUPQO) también recomienda utilizar muestras de
plasma ya que en suero, durante el proceso de coagulacidon ex-vivo, se produce neo-

generacion de muchos péptidos. Esto se debe por un lado a la liberacion de
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componentes celulares, principalmente trombocitos y leucocitos, y por otro lado a la
accién de proteasas. No obstante, la HUPO reconoce que el suero es el tipo de
muestra mds comunmente almacenada y por tanto es de gran utilidad para la
validacion de resultados. En el caso de utilizar muestras de suero, la HUPO recomienda
controlar muy bien las variables de: tiempo de coagulacién, temperatura y tiempo de
almacenamiento. Ademas, tanto en plasma como en suero, recomienda la adicion de
inhibidores de proteasas tras la extraccién de la muestra para evitar variaciones en el

perfil peptidico como consecuencia de la actividad proteolitica (31).

4.2.1.2.- Tipo de tubo

Hsieh et al. (32) analizaron las diferencias entre muestras de suero recogidas en tubos
con y sin gel separador, concluyendo que las muestras que estuvieron en contacto con
gel presentaban picos de gran intensidad en el intervalo de 1800-1900 Da, que podian
enmascarar PBM. Esto fue confirmado en el trabajo publicado por Luque-Garcia et al.

(33).

4.2.1.3.- Tiempo de coagulacidn y temperatura

Estas dos variables van intimamente relacionadas, ya que el efecto del tiempo de
coagulaciéon de una muestra sobre el perfil peptidico sérico puede ser diferente
dependiendo de si la muestra esta refrigerada o conservada a temperatura ambiente
(T.A.). El trabajo de West-Nielsen et al. (28) concluyd que las muestras que se dejan
coagular a T.A. no deben estar sin centrifugarse mas de 4 horas para evitar cambios en

el perfil peptidico sérico. Sin embargo, cuando se dejan coagular refrigeradas (4°C)
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pueden estar hasta 24 horas sin que ello suponga un cambio significativo en su perfil
peptidico sérico.

Baumann et al. (29) también estudiaron el efecto del tiempo de coagulacion en el
perfil peptidico de muestras de suero a temperatura ambiente. Las muestras se
dejaron coagular durante 10, 30, 60, 120 y 180 minutos. Se observé un efecto claro
sobre el perfil peptidico desde los 30 minutos produciendo una disminucién en la
intensidad de los picos de peso molecular <1500 Da, un aumento en la intensidad de
los picos >4000 Da, en tanto que los picos de rango intermedio no sufrieron cambios.
Ademas, observaron un aumento del ruido de fondo en el rango de masas de 1000 a
2000 Da en muestras que se dejaron coagular durante mas de 120 minutos.

Por ultimo, Di Girolamo et al. (34) evaluaron el efecto del tiempo de coagulacién sobre
el perfil peptidico en muestras de suero conservadas a T.A. y 4°C. Concluyeron que
hasta 120 minutos el efecto del tiempo de coagulacion sobre el perfil peptidico era
minimo, tanto en muestras conservadas a T.A. como refrigeradas. Segin este grupo,
las muestras se deben dejar coagular entre 60 y 120 minutos para obtener el mayor

numero de picos.

4.2.1.4.- Almacenamiento de la muestra
Una vez la muestra se ha dejado coagular, se ha centrifugado y se ha separado del
coagulo, es importante analizar el efecto del modo de conservacién de la misma hasta

el momento del analisis.
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4.2.1.4.1.- Conservacion a 4°C
En estas condiciones hay autores que defienden que no se observan cambios
significativos hasta las 24 horas (28,29). Sin embargo Di Girolamo (34) encontrd

diferencias significativas a partir de 1 hora.

4.2.1.4.2.- Conservaciona TA

Hay mas discrepancias entre los autores. West-Nielsen (28) defiende que las muestras
se podran conservar hasta 4 horas en estas condiciones, sin embargo Baumann (29) no
recomienda conservarlas mas alld de 2 horas. Por su parte Di Girolamo (34)
recomienda adicionar inhibidor de proteasas a las muestras conservadas a T.A. para

asegurar su estabilidad hasta 1 hora.

4.2.1.4.3.- Conservacion a — 80°Cy -20°C

Baumann et al. (29) concluyeron que las muestras se pueden conservar congeladas a -
802C hasta 6 meses sin que se afecte la reproducibilidad de los resultados. En la misma
linea, aunque durante un periodo de estudio mds corto, Di Girolamo et al. (34) no
observaron cambios significativos cuando las muestras se conservaban durante un mes
a —80°C. Sin embargo, Ahmad et al. (35) estudiaron el efecto de periodos de
conservacion mas largos, durante mas de 6 meses, a temperaturas de -80°C y -20°C
sobre el perfil peptidico de muestras séricas. En este trabajo se observd que en ambos
casos (-80°C y -20°C) habia una alteracion del perfil peptidico, con aparicion o
desaparicion de picos y variacién en las intensidades de picos concretos cuando se
comparaban con los perfiles de muestras frescas. La alteracion era mucho mayor a -

20°C, descartando esta opcién como modo de conservacion. Ademas, encontraron que

30



INTRODUCCION

algunos de los picos descritos en la literatura como posibles biomarcadores de
enfermedad, coincidian con los picos que se veian afectados por la conservacién
durante mas de 6 meses. En este trabajo se recomienda que en estudios caso-control
ambos tipos de muestras se conserven de la misma forma y durante el mismo tiempo

para no tener falsos hallazgos (35).

4.2.1.5.- Ciclos de congelacién/descongelacion

En el trabajo realizado por West-Nielsen et al. se realizaron hasta 4 ciclos de
congelacion/descongelacion, no observando cambios significativos en los perfiles
peptidicos de dichas muestras. Hsieh et al. (32) realizaron hasta 10 ciclos de
congelacion/descongelacion concluyendo que el efecto sobre el perfil peptidico era
minimo. Sin embargo, Baumann et al. (29) si que encontraron diferencias significativas
en las intensidades de los picos a lo largo de cinco ciclos de
congelacion/descongelaciéon. Posiblemente estas discrepancias se deban a las
condiciones en las que se realizé la descongelacién de las muestras. En el trabajo de
Hsieh et al. (32) las muestras fueron descongeladas sobre hielo impidiendo que la

temperatura superara los 4° C.

4.2.2.- Limitaciones analiticas

Abrethsen et al. (27) llevaron a cabo una revision bibliografica sobre la
reproducibilidad obtenida mediante el método de perfiles peptidicos por MALDI-TOF
MS. En esta revisidn se vio que el coeficiente de variacién (CV) interdia de la intensidad

de los picos obtenidos por diferentes laboratorios, oscilaba entre <4% y 26%. El rango
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de CV ideal para un biomarcador que se utiliza en clinica se situa entre 1.5% y 10%.
Por lo que Abrethsen et al. concluyeron que la optimizacién de los distintos pasos de la
fase analitica es clave para minimizar la variabilidad de los resultados (27).

En la fase analitica los factores que influyen en la variabilidad de los resultados son: el
tipo de pretratamiento, la matriz, la humedad del ambiente, la automatizacién del
procesamiento de las muestras, el uso de calibrador interno, el uso de muestra
control, las mediciones repetidas y los algoritmos utilizados para la normalizacion y

deteccién de los picos.

4.2.2.1.- Pretratamiento

K. Bjorhall et al. (36), en un estudio de 2005, analizaron el efecto de la deplecién de
proteinas mayoritarias en el perfil proteico evaluando la eficacia, especificidad de
union y reproducibilidad de los resultados. Dicho estudio concluyé que la deplecién de
proteinas mayoritarias era un método eficaz para realizar estudios protedmicos en
suero humano. De los métodos evaluados el “Multiple Affinity Removal Column”
(Agilent Technologies) es el que mejor eficacia, especificidad y reproducibilidad
obtuvo. Por otro lado Aresta et al. (37) analizaron el efecto sobre el perfil peptidico
sérico del uso de distintos métodos de pretratamiento. Para ello utilizaron, sobre las
mismas muestras, tres métodos de pretratamiento diferentes: micro extraccion en
fase reversa (u-SPE), deplecidon de albumina seguida de p-SPE y ultrafiltracion con
punto de corte de 30 KDa seguida de u-SPE. Observaron que los perfiles peptidicos
eran muy diferentes, obteniendo un mayor nimero de picos cuando utilizaron el
método de ultrafiltraciéon seguida de p-SPE. Adicionalmente, Callesen et al. (38)

analizaron el efecto de la eleccidon del método de fraccionamiento mediante extraccion
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en fase sélida en la reproducibilidad de los picos. La conclusién fue que no habia un
patrén claro de comportamiento entre microcolumnas y particulas magnéticas. Segun
este grupo es la combinacién de matriz, tipo de extraccidn en fase sélida y el protocolo
de preparacion utilizado lo que influye en la reproducibilidad de los picos. Tras
comparar 19 combinaciones vieron que la mejor opcidon era utilizar particulas
magnéticas funcionalizadas con cromatografia de intercambio idénico (MB-IMAC,
Bruker Daltonics) en combinacion con la matriz 2,6-dihidroxiacetofenona (2,6-DHAP) y
preparando las muestras mediante un protocolo optimizado distinto del recomendado
por la casa comercial. En la Tabla 2 se resumen los métodos de fraccionamiento
basados en diferentes sistemas cromatograficos y ordenados segun afinidad
cromatografica. En esta tabla se puede ver la eficacia de cada método segun el nimero

de picos reproducibles que se obtiene.

Tabla 2: Reproducibilidad de los picos de perfiles peptidicos obtenidos mediante distintos métodos de
fraccionamiento basados en diferentes sistemas cromatograficos.

» . N2 de picos N2 de picos Picos perfectame.nte
Afinidad Matriz Protocolo . perfectamente reproducibles/ picos
reproducibles X A
reproducibles reproducibles (%)
MC-Anion HCCA 278 38 13,7
MC-Anion DHAP 331 75 22,7
MB-C8 HCCA optimizado 343 94 27,4
MB-C8 HCCA fabricante 325 64 19,7
MB-C8 DHAP optimizado 362 122 33,7
MB-C8 DHAP fabricante 377 122 32,4
MC-C8 HCCA 360 112 31,1
MC-C8 DHAP 374 107 28,6
MC-C18 HCCA 308 60 19,5
MC-C18 DHAP 372 125 33,6
MC-Quelante HCCA 318 55 17,3
MB-IMAC HCCA optimizado 315 58 18,4
MB-IMAC HCCA fabricante 317 71 22,4
MB-IMAC DHAP optimizado 418 173 41,4
MB-IMAC DHAP fabricante 306 45 14,7
MC-SDB-RPS HCCA 339 83 24,5
MC-SDB-RPS DHAP 361 102 28,3
MC-SDB-XC HCCA 338 102 30,2
MC-SDB-XC DHAP 374 125 33,4
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Tabla obtenida de Callesen et al. (38): microcolumnas de intercambio aniénico (MC-Anion), bolas
magnéticas funcionarizadas con cadenas C8 (MB-C8), microcolumnas funcionarizadas con C8 (MC-C8),
microcolumnas funcionarizadas con C18 (MC-C18), microcolumnas funcionarizadas con sustancias
quelantes (MC-quelante), bolas magnéticas funcionarizadas para cromatografia de afinidad a ion
metalico inmovilizado (MB-IMAC), microcolumnas de fase mixta (MC-SDB-RPS) y de fase reversa (MC-
SDB-XC).

4.2.2.2.- Matriz

Es la sustancia que ayuda a co-cristalizar la muestra por lo que, la eleccidn de la matriz,
es un factor importante a tener en cuenta en la fase analitica. La eleccion del tipo de
matriz dependerd del tipo de moléculas a analizar, de su peso molecular y de la
longitud de onda del laser utilizada, asi como de las propias caracteristicas de la matriz.
En el estudio de perfiles peptidicos séricos la matriz 2,6-DHAP ha mostrado buenos
resultados. Callesen et al. (38) concluyen que la matriz 2,6-DHAP genera patrones
parecidos a los obtenidos con HCCA aunque con mejor resolucion y definicién. Penno
et al. (39) también concluyeron que la matriz 2,6-DHAP era la que mejor resultados les
daba utilizando la técnica “dried droplet” descrita por Karas y Hillenkamp
anteriormente (11). Una limitacion del uso de la matriz 2,6-DHAP es que no cristaliza

de forma homogénea, lo que dificulta la automatizacién del proceso.

4.2.2.3.- Automatizacion del procesamiento de las muestras

Con la automatizacion se consigue un mayor rendimiento y reproducibilidad de los
resultados. Villanueva et al. (40,41) fueron los primeros en desarrollar un protocolo
estandarizado que incluia la automatizacién del proceso de fraccionamiento de la
muestra y la co-cristalizacion del eluido junto con la matriz. Jiménez et al. (42) también
automatizaron el proceso mediante el sistema robotizado KingFisher 96 (Thermo) y

compararon la reproducibilidad obtenida mediante el procesamiento manual y
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automatizado. La conclusidn fue que se obtenia una reproducibilidad similar pero con
la automatizacién se ganaba en velocidad, permitia el procesamiento en paralelo de
las muestras y era un proceso sin intervencién del usuario. La rapidez del

procesamiento es fundamental para evitar la actividad proteolitica.

4.2.2.4.- Calibrador interno o externo y control

El uso de calibradores externos e internos ayuda a mejorar la exactitud y precisiéon del
método ya que permite ajustar las masas de los picos y asi obtener siempre la misma
medicion. Los calibradores internos van dentro de la muestra y los calibradores
externos se depositan en una posicion especifica de la placa soporte, fuera de la
muestra. Es importante que el calibrador contenga péptidos cuyas masas abarquen
todo el rango analitico de interés. Los materiales control nos ayudan a valorar la
reproducibilidad de nuestros resultados. Se debe analizar al menos un material control

en cada serie analitica.

4.2.2.5.- Otros

Durante el proceso analitico también se debera controlar la temperatura ambiental, la
presién atmosférica y la humedad del ambiente, ya que influirdn en el proceso de co-
cristalizaciéon de la matriz junto con la muestra. Ademas, algunos reactivos contienen
solventes organicos que se pueden evaporar facilmente. También ayuda a mejorar la
reproducibilidad de los resultados las repeticiones en el procesamiento de la muestra.
Y, finalmente, es importante el uso de algoritmos para la substraccion de la linea de

base o ruido de fondo, la normalizacién y la detecciéon de picos (27).
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4.2.3.- Limitaciones postanaliticas

Al final del proceso analitico obtendremos una gran cantidad de espectros cuyos datos
deben ser analizados. Para ello existen varios programas informaticos y algoritmos
estadisticos, pero estos programas informaticos son complejos y deben utilizarse
correctamente para obtener resultados estadisticamente significativos. En este
sentido, la bioinformatica se convierte en un eslabén clave en los estudios de
protedmica clinica.

Es importante realizar un pretratamiento estadistico de los datos antes de realizar la
busqueda de picos discriminantes. El esquema es el siguiente:

- Correccion de la linea de base: se hace para eliminar el ruido de fondo y
asi mejorar el calculo de las areas de los picos.

- Normalizacion del espectro: consiste en calcular para cada espectro un
factor (fn) que minimizard la suma de las diferencias entre las
intensidades (In) observadas en un rango de masas determinado y la
media de dichas intensidades.

Fn*In = Imedio.
- Alineamiento o recalibracion del espectro.

- Andlisis estadistico.
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5.- APLICACION CLiNICA DE LA PROTEOMICA:

Las aplicaciones clinicas de la protedmica son muy variadas. A continuacion nos

referiremos a las aplicaciones concretas que fueron motivo de estudio en esta tesis.

5.1.- Cancer de Pancreas

El pancreas es una glandula mixta compuesta por tejido exocrino y endocrino. Un 80-
85 % del volumen pancreatico es de naturaleza exocrina, un 10 -15 % de matriz
extracelular y vasos y un 2% de porcion endocrina. Se localizada detras del estomago y
por delante de la columna. Su funcidn es la produccion de secreciones que ayudan a
descomponer los alimentos y la produccion de hormonas que ayudan a controlar los
niveles de azlcar en sangre.

El cancer de pancreas o cancer pancreatico es un tumor de alta mortalidad que se
origina en la glandula pancreatica. Todavia se desconoce la etiologia y el mecanismo
de carcinogénesis pancreatica. Se cree que el proceso se inicia por una alteracion de
las células de los conductos pancreaticos. Los carcinégenos alcanzarian estas células
provocando su transformacién maligna por tres posibles vias de acceso: el reflujo
biliar, el reflujo duodenal y por via sanguinea. Los principales factores de riesgo
conocidos del cdncer de pancreas son el tabaco, dieta, enfermedades como la
pancreatitis crénica o diabetes, alcohol y factores hereditarios. Este tipo de cancer es
dificil de detectar con anticipacion, ya que no causa sintomas de inmediato. Cuando los
sintomas aparecen, suelen ser vagos o imperceptibles. Estos incluyen una coloracion
amarillenta de la piel y los ojos, dolor abdominal y en la espalda, pérdida de peso y

fatiga. Ademds, como el pancreas esta oculto detrdas de otros drganos, los
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profesionales de la salud no pueden palpar los tumores en las exploraciones fisicas
convencionales. La deteccién del cancer de pancreas suele ocurrir a través de una
ecografia abdominal, en la que se aprecia la formacién de tejido neoplasico alrededor
del pancreas. Lamentablemente, la deteccidn suele ocurrir cuando el cancer ya se ha
expandido a otros drganos.

El cancer de pancreas es uno de los tumores de menor incidencia pero con peor
prondstico debido, principalmente, a su diagndstico tardio. En Espafia se diagnostican
unos 5.000 casos anuales de los cuales 4.900 mueren por esta causa. En el afo 2012
fallecieron 77.500 pacientes de cancer de pancreas en Europa, convirtiéndolo en la
cuarta causa de muerte por cancer en Europa con independencia del sexo.

La esperanza de vida a 5 afios es menor del 5% vy la vida media de estos pacientes es
menor a 6 meses. Este prondstico tan desfavorable se debe a las siguientes causas: los
sintomas no aparecen hasta bien avanzada la enfermedad, tiene un gran potencial
metastasico y es resistente a las terapias convencionales. El Unico tratamiento efectivo
es la reseccion quirlrgica, pero sélo se podra realizar si el tumor se diagnostica de
forma precoz. La esperanza de vida a 5 afos tras la reseccion quirurgica es de un 40%
si el tumor es de menos de 20 mm y de un 75% cuando es menor a 10 mm.
Desafortunadamente, tan sélo un 20% de los tumores se diagnostica en un estadio que
permite la intervencién quirdrgica (43,44).

El diagnostico definitivo se realiza mediante pruebas de imagen que son caras,
invasivas y que requieren de cierto tiempo para su interpretaciéon. Ademas, no siempre

pueden diferenciar pancreatitis cronica de cancer de pancreas.
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Junto a las pruebas de imagen existen otras técnicas diagndsticas tales como los
marcadores tumorales. En la actualidad se emplean dos marcadores tumorales
relacionados con este tumor:
- El antigeno carcinoembrionario (CEA): fue el primer marcador tumoral
utilizado, pero su sensibilidad y especificidad es realmente baja (54% y 79%
respectivamente). Ademas, el CEA resulta bastante inespecifico alterandose sus
niveles de concentracidon en muchos otros tipos de tumores.
- El antigeno carbohidrato 19.9 (CA 19.9): es el marcador tumoral de eleccion
para el diagndstico de cancer de pancreas ya que se expresa en el 70-90% de
los pacientes. Su sensibilidad y especificidad diagndstica son del 80% y 86%
respectivamente. Sin embargo, el CA 19.9 presenta un alto porcentaje de falsos
positivos, sobre todo en la ictericia no maligna por lo que la mayoria de guias

clinicas no lo incluyen, o lo hacen con ciertos matices.

Las variaciones en el proteoma del cdncer son muy complejas y contienen informacién
sobre todos los procesos biolégicos que suceden en torno a las células cancerigenas.
Las células cancerigenas liberan proteinas al torrente circulatorio que pueden ser
potenciales biomarcadores especificos de cada tipo de cdncer. Se estima que de los
45.000 genes humanos se generan unas 250.000 variantes de RNA que. tras
modificaciones y procesos post-translacionales, dardan lugar a 1,5 millones de
proteinas. Es necesario entender y estudiar todo el perfil proteico ya que es el reflejo
de lo que sucede a nivel celular, se trate de células sanas o cancerosas (45). En la figura

5 se muestra un esquema del flujo de informacién desde el genotipo hasta el fenotipo.
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Figura 5: Informacidon desde el genotipo hasta el fenotipo

Phosphorylation localization
assembly trafficking

Folding l
Gene E} mRNA &> Protein :> Complexes pathway E> Phenotype
Transcriptional profiling Critical steps in disease progression

Figura tomada de Alaoui- Jamali et al. J Zhejiang Univ SCIENCE B 2006 7 (6):411-420.

En la ultima década han comenzado a aparecer estudios aplicados al cancer de
pancreas tratando de encontrar el biomarcador, o panel de biomarcadores, que
discrimine entre cancer de pdancreas y control sano, y también entre cancer de
pancreas y pancreatitis cronica (44,46 ,47).

En el cancer de pancreas actualmente no existe un buen biomarcador de diagndstico
precoz, y el tratamiento y prondstico de estos pacientes dependera de la precocidad
en la obtencion de un diagndstico fiable. La protedmica, mediante el estudio de
perfiles peptidicos, nos ofrece la posibilidad de encontrar nuevos biomarcadores de
diagndstico precoz que hasta ahora no han sido estudiados por no disponer de la

tecnologia adecuada.
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5.2.- Ictus Isquémico

El ictus o enfermedad cerebrovascular sigue siendo uno de los mayores problemas de
salud mundial por su impacto clinico y socioecondmico. Segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el ictus es la tercera causa de muerte y la
primera causa de discapacidad a largo plazo en los paises desarrollados. Segun la OMS,
15 millones de personas en todo el mundo sufren un ictus cada afio, de ellas 5 millones
mueren y otros 5 millones quedan discapacitados de forma permanente. De hecho,
causa mas muertes que el sida, la tuberculosis y la malaria juntas. Se calcula que cada
6 segundos alguien, en alguna parte del mundo, morira por ictus (48). En Espafia la
incidencia global esta entre 120-350 casos por 100.000 habitantes/afio.

Se denomina Ictus al trastorno brusco del flujo sanguineo cerebral que altera de forma
transitoria o permanente la funcién de una determinada region del encéfalo. Como
consecuencia se produce una disminucién del aporte de oxigeno y glucosa al cerebro
que son necesarios para su metabolismo (49). La interrupcion del flujo sanguineo da
lugar a una alteracién rapida del metabolismo y funciones cerebrales. Cuando esto
ocurre en la region central del territorio vascular, se produce la muerte celular. Sin
embargo, la zona adyacente a la interrupcion del riego sanguineo estd hipoperfundida,
y es en esta zona donde la alteracidn funcional celular es potencialmente reversible.
Esta zona se denominada “penumbra isquémica”. La “penumbra isquémica” constituye
un territorio cerebral con un aporte sanguineo comprometido, pero con un
metabolismo energético preservado y, por tanto, potencialmente viable. Este
conocimiento abre la posibilidad de poder actuar terapéuticamente para restablecer el

funcionalismo cerebral (50).
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Se sabe que el ictus requiere horas en su desarrollo, pero hay un tiempo denominado
“ventana terapéutica”, durante el cual es posible dar un tratamiento trombolitico que
disminuira las secuelas clinicas o, inclusive, revertira la lesién neuroldgica. Se considera
que la duracién de la “ventana terapéutica” es de 3 horas por lo que el diagndstico de
ictus ha de ser preciso y rapido. Por lo tanto, es necesario el reconocimiento inmediato
de la gravedad de la situacion clinica y el traslado urgente al hospital.

Actualmente, el diagndstico definitivo del ictus isquémico se basa en una buena
anamnesis y la confirmacion por imagen mediante la tomografia computerizada (TC)
y/o la resonancia magnética (RM). Esto implica tiempo y personal especializado,
requisitos no siempre disponibles en todas las areas de salud. Esta dificultad en el
diagndstico precoz quedaria resuelta con el hallazgo de un biomarcador o panel de
biomarcadores séricos que fueran de expresiéon rapida, faciles de medir, con buena
sensibilidad y especificidad diagndsticas y que resulten econdmicos. Hoy en dia, no
existe ningun biomarcador que relna estas caracteristicas.

Pese a que en el campo del cancer hay muchos estudios realizados en base a esta
metodologia, en el ictus hay pocos estudios cientificos publicados basados en la
comparacion de perfiles peptidicos séricos (51). El estudio de perfiles peptidicos de
pacientes con ictus isquémico puede ser una buena opcidn para el hallazgo de dichos

biomarcadores.
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OBJETIVOS

2.1.-HIPOTESIS PRINCIPAL

La hipétesis principal de los estudios incluidos en esta tesis es que el desarrollo de un
protocolo estandarizado para el estudio de perfiles peptidicos séricos mediante la
tecnologia MALDI-TOF MS mejora la reproducibilidad de los resultados y puede ser
una herramienta util para la busqueda de nuevos biomarcadores de diagndstico

precoz.

En base a ello, en esta tesis nos hemos planteado los objetivos que se enumeran a

continuacion.

2.2.- OBJETIVOS CONCRETOS

1.- Desarrollar un protocolo estandarizado de las fases preanalitica, analitica vy
postanalitica optimizando dicho protocolo en base a los datos bibliograficos previos y

a nuestra propia experiencia.

2.- Automatizar el proceso mediante un robot consiguiendo los mismos resultados

optimos.

3.- Evaluar el impacto del proceso de automatizacion en la reproducibilidad de los

resultados.

4.- Estudiar la influencia del género y la edad en el perfil peptidico sérico humano.

5.- Aplicar el procedimiento desarrollado en esta tesis como un protocolo optimizado

para el estudio de perfiles peptidicos séricos en la busqueda de :

5.1.- Biomarcadores de diagndstico precoz en el cdncer de pancreas

5.2.- Biomarcadores de diagndstico precoz en el ictus isquémico
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En este capitulo se enumeran los diferentes factores que pueden influir en Ila
reproducibilidad de los perfiles peptidicos séricos. Se tienen en cuenta las fases preanalitica,
analitica y postanalitica con el objeto de desarrollar un protocolo optimizado y

estandarizado para la busqueda de biomarcadores de diagndstico precoz.

1.- OPTIMIZACION DE LA FASE PREANALITICA

Las muestras utilizadas en el estudio de optimizacién de la fase preanalitica procedian de
dos voluntarios sanos (hombre de 43 afios y mujer de 36 afios). Todos los tubos de
extraccion empleados en la fase experimental fueron de la casa comercial BD Vacutainer™.
Las muestras se alicuotaron (2 alicuotas de 100 pL) y congelaron a -80 °C. Por cada
voluntario sano se descongelaron dos alicuotas de 100 uL para realizar un andlisis por
duplicado. A partir de cada muestra se depositaron dos réplicas sobre la placa de MALDI,
procedentes de la mezcla de 1 pL de solucion de elucion y 1 pL de matriz 2,6-DHAP. De cada
réplica se obtuvieron 2 espectros, por lo que al final se disponia de 4 espectros por

voluntario sano.

1.1.- Obtencion de los espectros mediante MALDI-TOF MS

Para el analisis de las muestras se utilizd un espectrometro de masas Autoflex Il de Bruker
Daltonics, que utiliza la tecnologia MALDI-TOF MS. Los espectros de perfiles peptidicos se
obtuvieron mediante el software FlexControl 3.0 de Bruker Daltonics. La adquisicidon de

dichos espectros se realizd6 manualmente en modo lineal siguiendo el protocolo
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recomendado por la casa comercial. Se realizaron 2 adquisiciones por cada spot. En la tabla

3 se muestran las condiciones del equipo.

Tabla 3: Configuracion del espectrometro de masas Autoflex Il para la adquisicion de perfiles
peptidicos.

Partes del Equipo Configuracion del Autoflex Il
Presion de N, 1700 — 2000 mbar
Laser Realizar 15 disparos previos al maximo de

intensidad seguido de 100 disparos a intensidad
media (60%).

Disparos 5 enfoques de 100 disparos cada uno. El espectro
final era la suma de 500 disparos.

Espectrometro
Fuente de ionizacién 1 20 kv
Fuente de ionizacién 2 18.4 kV
Lentes 7.5 kv
Tiempo de extraccidn retardado 120 nsg
Polaridad Positiva
Modo de supresion de matriz ganancia
Fuerza de ganancia Alta/maxima
Supresion hasta 800 Da

Deteccion

Rango de Masas

900 —15.000 Da

Ganancia del detector 1600 -1800V
Ratio de muestreo 1.00

Ganancia electrdnica Regular, 100 mV
Alisado a tiempo real alta

Frecuencia del laser 50 Hz
Atenuacidn del laser 60/30

En cada serie analitica se utilizd un calibrador externo para poder ajustar las masas de los
péptidos. Para abarcar todo el rango de masas de interés, se hizo una mezcla de dos
calibradores (“Peptide Calibration Standard II” y el “Protein Calibration Standard |” de Bruker
Daltonics). De esta forma se cubrié el rango de 750 a 17.000 Da. Cada uno de los
calibradores se disolvié en 125 uL de TFA al 0,1%. Después se preparé una mezcla de 1 parte
del calibrador “Peptide Calibration Standard II” con 4 partes del “Protein Calibration Standart

I”. A partir de esta mezcla se realizaron alicuotas de 5 pL, que se congelaron a -80 °C siendo
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de un solo uso. Una vez descongelada la alicuota se depositaba 1 uL de la mezcla sobre la
misma posicion de calibracion externa y 1 pL de matriz. En la Tabla 4 se muestran los
péptidos que contenia la mezcla de ambos estandares. El espectro del calibrador se obtuvo

tras 500 disparos del mismo modo que el resto de las muestras.

Tabla 4: Péptidos contenidos en la mezcla de calibradores

Péptido (M+H) Average (Da)
Bradiquinina 1-7 757.86
Angiotensina Il 1047.19
Angiotensina | 1297.49
Sustancia P 1348.64
Bombesina 1620.86
Sustrato renina 1760.03
ACTH clip 1-17 2094.43
ACTH clip 18-39 2466.68
Somatostatina 28 3149.57
Insulina 5734.51
Ubiquitina | 8565.76
Citocromo C 12360.97
Mioglobina 16952.30

Mezcla de estandares: peptide calibration standard Il y

protein calibration standar.
En el estudio de la reproducibilidad de los resultados, se utilizaron las alicuotas de “Suero
Control Humano” (SCH), suministrado por Sigma-Aldrich (Referencia: s7775), congeladas a -
80°C. En cada serie analitica se descongeld una alicuota de SCH de 100 pL, cuyo contenido se

dividié en 2 alicuotas de 50 plL cada una, para procesar por duplicado.

1.2.- Seleccion del tipo de muestra

Para elegir el tipo de muestra idénea, como ya se ha comentado, se recogieron dos muestras
de sangre de dos voluntarios sanos. Una de las muestras se obtuvo con un tubo de 5 mL de

suero sin gel separador ni activador de la coagulacién (ref 367624, BD Vacutaniner™). La
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segunda muestra se obtuvo con un tubo de 4 mL de plasma en tubo con EDTA K2E como
anticoagulante (ref 368861, BD Vacutainer™). Las muestras de suero se dejaron coagular
durante una hora a T.A. A continuacion, tanto las muestras de suero como las de plasma se
centrifugaron 10 minutos a 1500 xg y, por ultimo, se separd el sobrenadante realizando 2
alicuotas de 100 pL que se congelaron inmediatamente a —80°C.

De cada voluntario sano se llevd a cabo el analisis de una alicuota de suero y otra de plasma
gue fueron descongeladas previamente a temperatura ambiente. Tras la homogenizacién,
las muestras se sometieron a un proceso de pre-fraccionamiento con el kit MB-IMAC Cu de
Bruker Daltonics™, que emplea particulas magnéticas funcionalizadas con cobre para unir
selectivamente fosfoproteinas o fosfopéptidos de la muestra mediante cromatografia de
intercambio idnico. Para realizar el prefraccionamiento, fue necesario modificar el protocolo
recomendado por el fabricante ya que, el nimero de picos observados en el espectro era
insuficiente en el rango de interés (800 — 4.000 Da).

Tras este paso de pre-fraccionamiento, la solucién de elucidén enriquecida en los péptidos de
interés se mezclé con la matriz 2,6-dihidroxiacetofenona (2,6-DHAP) a partes iguales. La
mezcla se depositd sobre la placa de andlisis del espectrémetro de masas y se dejé secar.
Finalmente las muestras fueron analizadas mediante un espectrometro de masas Autoflex Il
de Bruker Daltonics utilizando las condiciones previamente descritas.

Una vez obtenidos los espectros, estos fueron visualizados mediante el software
FlexAnalysis 3.3.74 de Bruker Daltonics™ con el objetivo de valorar su calidad y proceder a
la seleccion de aquellos que reuniesen las caracteristicas mas adecuadas para su posterior

analisis estadistico.
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1.3.- Tiempo de coagulacidn y temperatura

En un segundo paso, se analizé el efecto sobre el perfil peptidico sérico del tiempo que se
dejaba coagular la muestra antes de su centrifugacion. La muestra se mantuvo a
temperatura ambiente. Para la valoracién del efecto del tiempo de coagulacion y la
temperatura, las muestras de los voluntarios sanos se obtuvieron en 4 tubos de suero sin gel
separador. Cada uno de los tubos se dejé coagular a tiempos diferentes: 30, 60, 120 y 180
minutos, y a T.A.. Pasados los tiempos establecidos, tras centrifugacion, se obtuvieron 2
alicuotas de 100 pL que fueron congeladas inmediatamente a - 80°C. Para realizar el analisis
de las muestras, por cada voluntario sano, se descongelaron a temperatura ambiente y
simultaneamente, las alicuotas correspondientes a los diferentes tiempos de coagulacién.
Tras la descongelacion, las muestras se homogenizaron, se pre-fraccionaron con el kit MB-
IMAC Cu y se analizaron mediante el equipo Autoflex I, utilizando como matriz la 2,6-DHAP,
tal y como se ha descrito anteriormente.

Otro factor pre-analitico que se valord fue el efecto sobre el perfil peptidico del tiempo
transcurrido desde la separacion del suero haciendo una alicuota, hasta que dicha alicuota
se congeld a -80 °C. Nuevamente se utilizé el suero de los controles sanos. Una vez dejados
coagular 60 minutos a TA, los sueros se centrifugaron en las condiciones establecidas
anteriormente. A partir de ese momento, de cada tubo se obtuvieron 2 alicuotas de 100 pL a
diferentes tiempos: 0, 30, 60 y 120 minutos. Las alicuotas se almacenaron a -80 °C hasta su
posterior analisis.

Previamente al procesamiento de las muestras, se descongelé a T.A. y a la vez una alicuota
de cada uno de los cuatro tiempos. Una vez homogenizadas, las muestras se pre-

fraccionaron con el kit MB-IMAC Cu y fueron analizadas en el espectrémetro de masas
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Autoflex Il. Se utilizé la matriz 2,6-DHAP, tal y como se ha descrito previamente. En la figura
6 se muestra un esquema del procedimiento seguido para la recogida de alicuotas a partir de

la muestra de suero de un voluntario sano.

Figura 6: Esquema del procedimiento de recogida de alicuotas de suero para el estudio del
efecto del tiempo de coagulacién y temperatura.
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1.4.- Almacenamiento y ciclos de congelacion-descongelacién

Para evitar problemas asociados al efecto de los ciclos de congelacién/descongelacién, una
vez extraido el tubo de suero de cada paciente del estudio, se realizaron 6 alicuotas: 3 de
500uL y otras 3 de 100uL. De esta forma se disponia de alicuotas suficientes para no

reutilizar ninguna de ellas una vez descongeladas.

2.- OPTIMIZACION DE LA FASE ANALITICA

Las muestras utilizadas en el proceso de optimizacién de la fase analitica fueron alicuotas
realizadas a partir de la reconstitucion de un material control liofilizado “Suero Control
Humano” de Sigma Aldrich (SCH). Este material control se reconstituyd y almacend
congelado a —80°C en forma de alicuotas de 100 pL cada una. Las alicuotas se descongelaron

a T.A. y homogeneizaron antes de su procesamiento.

2.1.- Prefraccionamiento de las muestras

Antes del analisis de las muestras de suero se realizd el prefraccionamiento de las mismas
para eliminar las sales y seleccionar el subproteoma de interés. Se probaron dos tipos de
extraccion en fase solida, ambos basados en particulas magnéticas funcionalizadas de
distinta forma. Por un lado se probaron particulas magnéticas funcionalizadas con cadenas
hidrocarbonadas de pequeiio tamarfo (C8) (Profiling Kit MB HIC 8, Bruker Daltonics™), que
retienen proteinas/péptidos mediante cromatografia en fase reversa. Por otro lado, se

probaron particulas magnéticas funcionalizadas con cobre (Cu) (Profiling Kit MB-IMAC Cu,
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Bruker Daltonics™), que retienen fosfoproteinas/fosfopéptidos mediante cromatografia de
afinidad. El cobre captura las proteinas/péptidos fosforilados a través de la interaccidn entre
la carga negativa del grupo fosfato y el idn Cu®*. Con el kit MB-HIC8 se realizaron diversas
pruebas combinando distintas matrices, soluciones de elucidn, soluciones de lavado vy
tiempos de incubacion. Se pretendia encontrar la combinacidn que diera los espectros con
mayor numero de picos, sobre todo en el rango analitico de 1000 — 4000 Da. Se probaron
diversas combinaciones de soluciones de elucidén, matriz y tiempos de incubacion, con la
finalidad de atenuar al maximo las intensidades de los picos mayoritarios, permitiendo
visualizar otras PBM presentes en ese rango analitico. Una vez elegida la mejor combinacion,
ésta se probo con el kit MB-IMAC Cu y se compararon los espectros obtenidos por ambos

kits. En la Tabla 5 se describen todas las combinaciones que se evaluaron con el kitMB-HIC8.
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Tabla 5: Combinaciones realizadas durante el proceso de optimizacion de la fase analitica.

Matriz Solucion de Elucion MezclaM + E Solucion de Lavado | NH4 0,5M pH 4,5
ACN % | TFA % | Volumen | T. incubacién | M:S. Matrizy E: S. Elucion
HCCA 0,3 mg/mL 1:Acetona/2: EtOH 50 10 5/2->0,3 uL
HCCA 0,3 mg/mL 1:Acetona/2: EtOH 50 10 5/2 - 0,6 uL
HCCA 0,6 mg/mL 1:Acetona/2: EtOH 50 10 5/2->0,3 uL
HCCA 0,6 mg/mL 1:Acetona/2: EtOH 50 10 5/2>0,6 uL
HCCA 1,8 mg/mL 1:Acetona/2: EtOH 50 10 10/1 > 0,5 uL
HCCA 1,8 mg/mL 1:Acetona/2: EtOH 50 10 0,5 uL+0,5 puL
2,5 DHB 5 mg/mL en ACN 20% y 0,1%TFA 50 10 TuL+1pL
2,5 DHB 10 mg/mL en ACN 20 % y0,1%TFA 50 10 luL+1pl
2,6 DHAP 1mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 50 10 Tul+1pL
HCCA 1,8 mg/mL 20% ACNy TCADB 0,5 M pH 4,5 70 8 10 uL +2 uL
HCCA 1,8 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 70 8 10 uL + 1 ul
HCCA 1,8 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 50 8 10 pL+2 pL
HCCA 1,8 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 50 8 10 pL+1 pL
HCCA 1,8 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 30 8 10 ul +2 uL
HCCA 1,8 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 30 8 10 pL+1 plL
HCCA 1,8 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 15 8 10 pl+ 1 pL
HCCA 1,8 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 40 8 10 ul + 1 pul
HCCA 1,8 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 20 8 10pL+1 plL
2,6 DHAP 1mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 40 8 Tul+1pL
2,6 DHAP 1mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 20 8 Tpl+1pL
HCCA 0,3 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 20 0,10 10 10/1 > 1puly 1 pl+1 pL
HCCA 0,3 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 40 0,10 10 10/1 > 1Ly 1 ul+l pL
HCCA 0,3 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 60 0,10 10 10/1 > 1Ly 1 ul+l pL
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Solucion Matriz

Solucion de Elucion

Combinacion M + E

Solucién de Lavado

TCADB
0,5M; pH=4,5

M: Sol. Matriz

ACN % | TFA % | Volumen |t. incubaciéon | E: Sol. Elucién
HCCA 0,3 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 70 0,10 10 10/1 > 1ply 1 pl+l pl
HCCA 0,6 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 20 0,10 10 10/1 > 1ply 1 pl+l pl
HCCA 0,6 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 30 0,10 10 10/1 > 1Ly 1 pl+l pL
HCCA 0,6 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 40 0,10 10 10/1 > 1ply 1 pl+l pl
HCCA 0,6 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 50 0,10 10 10/1 > 1ply 1 pl+l pl
HCCA 0,6 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 70 0,10 10 10/1 > 1Ly 1 pl+l pL
HCCA 0,6 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 30 0,50 10 1 min. 10/1 > 1Ly 1 pl+l pL
HCCA 0,6 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 30 0,50 10 1,5 min. 10/1 > 1Ly 1 pl+1 pL
HCCA 0,6 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 40 0,50 10 1 min. 10/1 > 1ply1lpl+lpl
HCCA 0,6 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 40 0,50 10 1,5 min. 10/1 > 1Ly 1 pl+l pL
HCCA 0,9 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 20 0,50 10 1 min. 10/1 > 1ply1pl+lpl
HCCA 0,9 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 20 0,50 10 1,5 min. 10/1 > 1Ly 1 pl+1 pL
HCCA 0,9 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 30 0,50 10 1 min. 10/1 > 1Ly 1 pl+l pL
HCCA 0,9 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 30 0,50 10 1,5 min. 10/1 > 1Ly 1 pl+l pL
HCCA 0,9 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 40 0,50 10 1 min. 10/1 > 1ply 1 pl+l pl
HCCA 0,9 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 40 0,50 10 1,5 min. 10/1 > 1Ly 1 pl+1 pL
HCCA 0,9 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 50 0,50 10 10/1 > 1pLy 1 pl+1 L TFA 0,1%
HCCA 0,9 mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 50 0,50 10 10/1 > 1ply 1 pl+l pl TFA 0,1%/ACN 10%
2,6-DHAP 1mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 50 0,50 10 30 seg. 1pL+1pL WS comercial
2,6-DHAP 1mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 70 0,50 10 30 seg. 1pL+1pl WS comercial
2,6-DHAP 1mg/mL 20% ACN y TCADB 0,5 M pH 4,5 30 0,10 10 30 seg. lpL+1pul Agua purificada 0,08%

HCCA: acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico, DHAP: acido 2,6-dihidroxi-acetofenona, ACN: acetonitrilo, TCADB: tampdn citrato de amonio dibasico,TFA: acido trifluoroacético
, M: solucién Matriz, E: solucidn de elucion, WS. Solucidn de lavado o “washing solution.
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El protocolo de prefraccionamiento recomendado por la casa comercial fue optimizado
variando las soluciones de lavado y elucidon asi como el tiempo de incubacién de la
soluciéon de elucion. También se optimizo la eleccidn de los solventes organicos en los
gue se disolvid la matriz, asi como la proporcién de los mismos y la concentracion final.
Los pasos que se siguieron fueron los siguientes:

- Lo primero que se probd fue la matriz HCCA a diferentes concentraciones desde
0,3 mg/mL hasta 1,8 mg/mL disuelta en una parte de acetona y dos de etanol,
como solucién de elucidon se utilizé 10 pL de ACN al 50%. También se probaron
diferentes combinaciones de volumen de matriz y extracto asi como el volumen
final que se depositaba en la placa Anchor Chip. Sin embargo no se consiguieron
espectros de la calidad adecuada en cuanto a intensidad y niumero de picos.

- Como solucion de elucidn se probd el ACN a distintas concentraciones (desde un
15 hasta un 70 %) y se probd la combinacién del ACN con TFA al 0,1 % ,0,5 %y 1%.
Se observé que a medida que aumentaba el % de ACN en la solucién de elucién,
en el espectro final se observaba una mayor intensidad de los péptidos mas
pequeiios (£1000). También se vio que a mayor % de TFA en el espectro final, los
péptidos entre 800 — 2000 Da presentaban una mayor intensidad y los
comprendidos entre 6000 — 9000 Da tenian una menor intensidad. La
combinacion que dio mejores espectros fue la utilizacion de matriz HCCA a 0,9
mg/mL con la soluciéon de elucion al 50% de ACN y 0,5% de TFA.

- El principal problema de los espectros era el apantallamiento producido por las
sefiales que aparecian a 1467 Da, 1352 Da y 905 Da que presentaban una gran
intensidad. Se realizaron pruebas para intentar disminuir la intensidad de estos

picos y para ello se disminuyd el volumen de solucién de elucion de 10 pL a 8 uL
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para concentrar mas los péptidos del eluido y asi obtener mas seial de las
proteinas de bajo peso molecular. Sin embargo, no se obtuvo ninguna mejora ya
gue de la misma forma que se concentraban las proteinas de bajo peso molecular,
también se concentraban los productos que generaban las sefales anteriormente
mencionadas en los espectros de masas, por lo que se dejé 10 pL como volumen
de la solucién de elucién.

- También se probd si disminuyendo el tiempo de incubacién de la solucién de
elucién con las bolas magnéticas unidas a péptidos, se conseguia disminuir la
intensidad de los péptidos predominantes. No se observd ninguna mejoria en la
calidad de los espectros, por lo que el tiempo de incubacion de la solucion de
eluciéon se mantuvo a 5 minutos.

- Otro paso de optimizacidon del protocolo fue la sustitucién de la solucion de lavado
comercial que proveia el kit comercial por una solucion de lavado conocida. Se
probd con TFA al 0.1% y la combinacién TFA 0,1%/ACN 10%, esta ultima mostrd

una ligera disminucién en la intensidad del péptido 1467 Da en el espectro final.

- Tras la optimizacion del protocolo utilizando la matriz HCCA, se probé el
mismo protocolo con la matriz 2,6-DHAP a la concentracidon de 1 mg/mL
disuelta en una solucién al 20% de ACN vy citrato de amonio dibasico 0,5 M,
pH 4,5. Como solucion de elucidn se probaron varias combinaciones
cambiando la proporcién de ACN a distintos %, se combind con TFA al 0,5 %
y 0,1 % vy también se probd el adicionar 0,08% de citrato de amonio
dibasico 0,5 M, pH 4,5. El volumen de solucién de elucion que se adicionaba
a las bolas magnéticas cargadas con péptidos fue de 10 pL y se dejé un
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tiempo de incubacién de 5 minutos. Como solucién de lavado se probd la
solucién comercial y agua purificada para HPLC. Los mejores espectros se
obtuvieron al utilizar la solucion de eluciéon con ACN al 30%, 0,1% de TFA y

0,08 % de citrato de amonio dibasico.

2.2.- Seleccion de la matriz

Con el fin de utilizar la matriz que mejor resultados podia proveer se probaron tres
matrices a concentraciones diferentes y se compararon los espectros obtenidos. Las
matrices valoradas fueron:

1.- El 4cido a-ciano-4-hidroxi-cinamico (HCCA): a concentracién 0,3 mg/mL, 0,6 mg/mL,
0,9 mg/mLy 1,8 mg/mL usando como solvente acetona/etanol en proporcion 1:2.

2.- El 4cido 2,5-dihidroxi-benzoico (2,5-DHB): a concentracidon de 5 mg/mL y 10mg/mL
usando como solvente acetonitrilo (ACN) al 20% y acido trifluoroacético (TFA) al 0,1 %.
3.- El acido 2,6-dihidroxi-acetofenona (2,6-DHAP): a concentracion de 1 mg/mLy 3
mg/mL usando como solvente el ACN al 20% y 8% de citrato de amonio dibasico al 0,5
M y pH de 4,5. La eleccion de los solventes utilizados en la disolucion de la matriz se
hizo en base a lo descrito anteriormente en el trabajo de Callesen et al. (17).

Las matrices se disolvieron, como se ha indicado, en solventes organicos susceptibles
de evaporacion. Para evitar diferencias de concentracion en las disoluciones debidas a
procesos de evaporacion, las matrices se prepararon antes de cada serie analitica y se

conservaron refrigeradas hasta el momento de su utilizacién.
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2.3.- Automatizacion de la fase analitica

Como se ha expuesto anteriormente (capitulo 2) uno de los objetivos de la presente
tesis es la automatizacion de la fase analitica para conseguir minimizar la variabilidad de
los resultados y aumentar el rendimiento del proceso. El proceso de pretratamiento y el
de mezcla del eluido con la matriz se automatizé mediante la utilizacién del sistema
robotizado Freedom Evoware de Tecan (Madnnedorf, Switzerland). La programacion de
este sistema robotizado se realizé de forma personalizada. Para trabajar con el robot se
utilizaron placas de 96 pocillos de forma cdnica (Thermo-Fast 96 PCR, ABGENE®). En
esta placa se realizé todo el proceso de pre-fraccionamiento de las muestras. El robot
empleaba puntas de 200 pL y de 10 ulL para poder aspirar o dispensar volimenes desde
1 uL hasta volumenes de 100 pL.

La mesa de trabajo del robot (ver figuras 7 y 8) constaba de una parte refrigerada
donde se depositaban, en contenedores desechables, las soluciones de elucion y matriz
para evitar la evaporacion de los solventes organicos. Ademas, en esta zona reposaba la
placa durante el proceso de incubacién con la solucidn de elucién. En otra fila se situaba
la zona de reposo de la placa de 96 pocillos, el soporte de las alicuotas de muestras y
particulas magnéticas, el “magneto” (placa magnética de soporte) y la placa
AnchorChip™, donde finalmente se depositaba la matriz y la solucién de eluido que
contenia los analitos. En otra fila se situaban las zonas de desecho tanto de solventes
como de puntas, y los contenedores con las soluciones de lavado y el tampdn de
incubacién. Por ultimo, en la mesa de trabajo se disponia de dos filas de puntas de 10
pLy 200 pL (Liquid Handling Disposable Tips- Standard Tray ref. 10612516 y 30000627)
de Tecan. Las figuras 7 y 8 muestran el esquema de la mesa de trabajo del robot asi
como la disposicién de todos los elementos.
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Figura 7: Esquema de la mesa de trabajo del Robot Freedom Evo Ware de Tecan.
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1)Soporte Placa: zona de reposo de la placa; 2) M: matriz y SE: solucion de elucidn; 3) Placa Mavil:
placa donde se realiza el proceso de pre-fraccionamiento; 4) MU: muestras, PM: particulas
magnéticas; 5) Placa Anchor Chip: placa para analisis en MALDI; 6) Magneto: placa magnética con
zonas imantadas;7) SL: solucion de lavado; 8) SI: solucion de incubacion; 9) Zona de puntas de 10

uL; 10) Zona de puntas de 200 pL.
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Figura 8: Representacion en 3D de la disposicidn de la mesa de trabajo del robot.
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El robot dispone de un brazo de 8 puntas y otro en forma de pinza para coger y mover
las placas. Al final del procesamiento de una fila de 8 muestras se consumia un total de
104 puntas de 10 pL y 64 puntas de 200 pL.

La automatizacion de la fase analitica permitido aumentar la velocidad y el volumen de
muestras procesadas. Sin embargo, una vez procesadas, las muestras depositadas y
secadas sobre la placa del MALDI se analizaron antes de que trascurrieran 24 horas
para evitar su deterioro. Dado que la cristalizacion con la matriz 2,6-DHAP proporciona
una muestra no homogénea en la placa del MALDI, no se pudo hacer una adquisicién
de espectros automatizada teniendo que hacerse manual para seleccionar las zonas de

disparo con el laser.
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Debido a ello, el nUmero maximo de muestras que se podian procesar en un dia se fijé
en 32, distribuidas de la siguiente forma: 2 alicuotas de control interno (suero control
humano de Sigma Aldrich (Sigma cat. n°® S7023) y 10 pacientes de estudio cuyas
muestras se analizaron por triplicado descongelando tres alicuotas de 100 uL. Al final
del proceso de extraccidon peptidica o pretratamiento, el robot depositaba 1 uL del
eluido sobre la placa soporte, y seguidamente depositaba sobre esa gota 1 uL de
matriz. La placa se dejaba evaporar a temperatura ambiente y, una vez seca, se
analizaba mediante el MALDI TOF MS.

Como placa soporte se empled una placa AnchorChip™ de 400 pum de Bruker
Daltonics. Se eligié la placa AnchorChip™ por la peculiaridad de que presenta una
superficie hidrofébica y unos “anillos” con propiedades hidrofilicas. Con estas
caracteristicas lo que se consigue es repeler las soluciones acuosas y solventes
organicos formando unas gotitas que se concentran en la superficie hidrofébica
favoreciendo el enriquecimiento de los péptidos en el centro del anillo. En la figura 9y

10 se muestra una placa Anchor Chip y su propiedad hidrofébica.

Figura 9: placa Anchor Chip.

Gotas formadas por 1 pl de eluido y 1 pL de matriz.
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Figura 10: Proceso de cristalizacion de una matriz
en una placa Anchor Chip.

Imagen tomada de http://www.ms-textbook.com/

El tamafio del Anchorchip dependerd del tipo de matriz utilizada. En nuestro caso se
eligié un anchor de 400 um que es el recomendado para matrices solubles en agua.
Ademds, las placas AnchorChip™ de 200-400 pum son las que poseen una mejor
sensibilidad ya que necesitan menos cantidad de matriz, obteniendo un mayor

rendimiento analito/matriz.

3- ANALISIS DE DATOS

3.1.- Pre-procesamiento de los datos

Tras la obtencion de los espectros con el software Flexcontrol (Bruker Daltonics) los
espectros se visualizaron con el software FlexAnalysis 3.3.74 (Bruker Daltonics). Cada
muestra de paciente se analizd por triplicado dando lugar a tres spots. De cada spot se
realizaron dos adquisiciones obteniéndose un total de seis espectros por muestra de
paciente. En el caso de las muestras SCH, se analizaron por duplicado dando lugar a
dos spots. De cada spot se realizaron tres adquisiciones, siempre que fuera posible,

para asi obtener un total de seis espectros al igual que con las muestras de pacientes.
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Mediante el software FlexAnalysis, se visualizaron de forma simultanea los seis
espectros obtenidos de cada muestra de paciente y se seleccionaron los 4 de mejor
resolucién.
Tras la seleccién de los espectros que se iban a utilizar en el analisis estadistico, se
realizé un paso previo de preprocesamiento para estandarizar dichos espectros. En
este paso se utilizé el software ClinProTools 2.2 (Bruker Daltonics) con el cual se
realizaron las siguientes acciones:

- substraccion de la linea de base. El punto de corte de la relacion sefial/ruido

se fij6 en 5.

- normalizacidon de los espectros

- recalibracion: a partir de un calibrador externo.

3.2.- Analisis estadistico de los datos.

Una vez estandarizados todos los espectros, el siguiente paso fue realizar un analisis
estadistico de los mismos comparando los espectros de los grupos de interés. Para ello
se utilizd la herramienta “peak statistic report” del software ClinProTools. Dicha
herramienta genera un resumen que contiene: el nimero de picos detectados, su
masa, la media del area de cada pico para cada grupo del estudio, la diferencia entre
dichas medias, la desviacion estandar de la media del area de cada pico en cada grupo
de estudio, el valor p de t-test (si la distribucion de la variable es normal), el valor p del
test de Wilcoxon (si la distribucion de la variable no es normal) y el valor p del test de
Aderson-Darling que nos indica si la distribucion es normal o no. En dicho informe se

ordenan de mayor a menor significacion estadistica todos picos que habian sido

- 67 -



MATERIAL Y METODOS

detectados en el espectro. Un ejemplo de “Peak statistic report” se puede ver en la

Figura 11.

Figura 11: ClinProt Peak Statistic l.Iq vs C.S. 0 horas.

ClinProt Peak Statistic G )
BRUKER

ClinProTools Version: 2.2 build 80 W

Number of peaks: 300

Sort Mode: p value wkw
S | Index Mass DAve PTTA PWKW PAD Avel | Ave2 | StdDevl | StdDev2 | CV1 Ccv2
X| 74 3264.49 | 26.04 | <0.000001 | <0.000001 0.18 12.63 | 38.67 9.14 14.17 72.36 | 36.64
X| 47 2155.24 | 2.12 | 0.00000691 | <0.000001 | <0.000001 | 3.18 | 1.06 1.96 0.8 61.66 | 75.7
X 39 1929.02 5.99 0.00145 <0.000001 <0.000001 6.94 | 0.96 9.26 0.26 13339 | 26.95
X| 130 SRR 0.59 | <0.000001 <0.000001 | <0.000001 0.22 | 0.81 0.12 0.54 5429 | 67.19
X| 73 3193.47 | 12.04 | <0.000001 | <0.000001 0.269 6.58 | 18.63 5.35 6.7 81.24 | 3595
X| 57 2555.08 | 6.93 | 0.0000354 | <0.000001 | <0.000001 | 10.73 | 3.8 6.91 45 644 | 118.49
X| 36 182221 | 247 0.00854 <0.000001 | <0.000001 | 3.63 | 1.16 4.72 0.47 130.16 | 40.71
X| 88 3953.88 | 19.99 | <0.000001 | <0.000001 | 0.0000113 | 7.17 | 27.16 8.02 13.55 111.94 | 49.87
X| 50 227223 | 5.24 0.000312 <0.000001 | <0.000001 | 6.68 | 1.45 6.86 0.71 102.68 | 49.42
X | 134 | 5906.67 | 4.87 | <0.000001 | <0.000001 | <0.000001 | 1.14 | 6.02 1.53 4.82 134.06 | 80.12
X| 114 5006.26 | 1.44 0.00026 <0.000001 | <0.000001 | 1.83 | 0.39 1.84 0.24 100.61 | 61.8
X 32 1692.91 3.63 0.00299 <0.000001 <0.000001 | 4.84 | 1.21 6.06 0.49 125.33 | 405
X 45 2091.09 6.55 0.00306 <0.000001 | <0.000001 8.16 | 1.62 10.92 2.13 133.81 | 132.13
X 34 1779.47 523 0.000265 <0.000001 <0.000001 6.89 1.66 6.72 0.61 97.49 | 36.84

Index: indice de los picos; Mass: masa en Daltons de los picos detectados; DAve: diferencia entre el
maximo y el minimo del drea media del pico/ intensidad de todos los picos; PTTA: valor “p” segtin la
t-test; PWKW: valor “p” seguln test Wilcoxon para distribuciones no normales; PAD: valor “p” del test
de Anderson-Darling da informacidn sobre la distribucion (0: distribucion no normal, 1: distribucién
normal); AveN: drea del pico/media de la intensidad para la clase N; StdDevN: desviacién estandar del
AveN; CVN: coeficiente de variacion en % de la clase N. Los 10 picos marcados en azul son los
estadisticamente mas significativos.

A partir del informe del “peak statistic report” los datos de las masas de los picos y la
media de las areas de los picos de cada grupo de interés se exportaron en un fichero
de texto en formato XML y se adiciond una columna donde se indicé de forma

numeérica a qué grupo de estudio pertenecian las muestras (0: sanos, 1: enfermos).
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Para el estudio de la reproducibilidad de los resultados, se utilizaron los datos
procedentes de las muestras de suero control humano (SCH). Estas muestras se
analizaron de forma manual y automatizada con el fin de comparar la reproducibilidad
obtenida por ambos métodos. El analisis de la reproducibilidad se hizo mediante el
calculo del coeficiente de variacidn a partir de las areas de cada uno de los picos (m/z)
obtenidos en el espectro.

También se analizd la influencia del género y la edad en los perfiles peptidicos. Para
ello se analizaron los espectros obtenidos en el grupo de voluntarios sanos que fueron
un total de 56 (18 hombres y 38 mujeres) con una edad media de 46 (17 — 85) afios.
Los espectros analizados contenian un total de 273 picos. La media del 4drea de cada
pico (m/z) se compard entre los grupos de ambos sexos usando el método estadistico
t-test ya que se trataba de comparar dos grupos de distribucién normal. Por otro lado,
para valorar la relacién entre la media del area de los picos y la edad se utilizé el
coeficiente de correlacion de Pearson. Este es un indice que mide la relacion lineal
entre dos variables aleatorias cuantitativas. A diferencia de la covarianza, la
correlacién de Pearson es independiente de la escala de medida de las variables. El
coeficente de correlacidon entre dos variables aleatorias X e Y es el resultado del
cociente de su covarianza dividido por el producto de las desviaciones estandar de

ambas variables:

Txy
Oy - Ty
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Donde @ X¥ es la covarianza de (X, Y) y Xy @Y las desviaciones tipicas de las

distribuciones marginales.

3.2.1. Diseio de un Modelo Estadistico

Para el analisis de los datos obtenidos tras la aplicacién del protocolo estandarizado a
los dos estudios clinicos (cadncer de pancreas e ictus isquémico) se decidié no utilizar
las herramientas del software ClinProTools, ya que se trata de un software cerrado y
cuyo funcionamiento no se conoce en profundidad.

Se disefid un modelo de regresién logistica binaria a partir del software SPSS 15.0 (SPSS
Inc, Chicago, Ill). Dicho modelo, utilizaba como variables estadisticas la media de las
areas de los picos para cada uno de los grupos del estudio. A partir del informe del
“Peak Statistic Report” se seleccionaron los 10 picos estadisticamente mas
significativos segun la p del test de Wilcoxon ya que los datos de la variable
presentaban una distribucién no normal segun la p de Anderson-Darling. En el modelo
estadistico no se utilizaron todos los péptidos estadisticamente significativos, para
evitar incluir demasiadas variables en el modelo y con ello evitar “ruido estadistico de
fondo”. Dicho modelo estadistico realizaba combinaciones con el objetivo de
encontrar el panel que, con el menor nimero de picos, pudiera discriminar entre los
grupos de estudio con una mayor sensibilidad y especificidad diagnodstica. La
combinacion de péptidos se realizé mediante el método de pasos hacia atras (razén de
verosimilitud), es decir, el modelo partia de la combinacién de los 10 picos
seleccionados e iba realizando combinaciones quitando cada vez un pico (el menos

significativo), hasta quedarse con la combinacién que con menor numero de picos
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tuviera la mayor sensibilidad y especificidad diagndstica. Antes de aplicar el modelo
estadistico a los datos de la media de las areas de los picos, estos se transformaron a
escala logaritmica para obtener una distribucion gausiana. Las diferencias entre los
grupos de estudio se calcularon utilizando el test de la x2 para variables categoricas y
el t-test para variables continuas. Una vez seleccionado el panel de biomarcadores, se
calculé su curva ROC para obtener el area bajo la curva o area under the curve (AUC)

junto con su intervalo de confianza del 95%.

4.- RECLUTAMIENTO DE LOS PACIENTES

4.1.- Controles sanos

Desde el servicio de extracciones del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau se
seleccionaron los candidatos a ser controles sanos (C.S.) mediante un cuestionario
previo que recogia datos demograficos y clinicos. Se descartaron las personas que
presentaban enfermedad cardiovascular y/o tumoral.

El reclutamiento se realizd siempre a la misma hora, entre las 8:00 y las 9:00 de la
manana. La extraccidon de muestras fue realizada por la misma extractora y los tiempos
de extraccidon fueron tenidos en cuenta para que los tubos de suero no se dejaran

coagular durante mas de 60 minutos.
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4.2.- Estudio de cancer de pancreas

Se incluyeron un total de 47 pacientes diagnosticados de cancer de pancreas por el
Servicio de Gastroenterologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau entre Enero de
2007 y Diciembre de 2008. El diagndstico de cadncer de péancreas se confirmo
histopatolégicamente en todos los casos.

Simultdneamente se reclutaron aleatoriamente un total de 55 pacientes con
pancreatitis crénica. El diagndstico de pancreatitis crénica se realizd en base a la

presencia de al menos uno de los siguientes criterios:

Dolor abdominal crénico y/o calcificaciones pancreaticas.

¢ Dolor abdominal y figuras morfoldgicas de distorsidon en pancreatografia ductal
* Insuficiencia pancredtica exocrina

e Observacion de cambios histopatoldgicos en casos en los cuales la reseccion

quirurgica fuese indicada.

4.3.- Estudio de ictus isquémico

Se incluyeron un total de 45 pacientes que fueron diagnosticados de ictus isquémico
(I.lg.) por el servicio de neurologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Estos
pacientes llegaron al servicio de urgencias del hospital con sintomas de déficit
neuroldgico agudo de menos de 6 horas de evolucidn desde el comienzo de los
sintomas. Ademas presentaban una puntuacion segun las escala del National Institutes
of Health Stroke Scale (NIHSS) mayor o igual a 5. El diagndstico de I.Iq. fue confirmado
ademas por neuroimagen mediante tomografia computerizada o resonancia

magnética.
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A 22 de los 45 pacientes de I.Ig. se les administré terapia trombolitica con el activador
del plasminégeno (tPA). En el resto de pacientes no se administrd ningun tratamiento
trombolitico debido a la recuperacién espontanea, el ingreso con mas de 3 horas
desde el comienzo de los sintomas, o bien por tratarse de un déficit neurolégico
menor.
Por otro lado, se reclutaron un total de 18 pacientes que llegaron al servicio de
urgencias con una enfermedad neuroldgica aguda (E.N.A.) pero cuyo diagndstico final
no fue ictus isquémico. El diagndstico de estos pacientes se realizé desde el servicio de
neurologia y los pacientes que se incluyeron fueron:
* 2 accidentes isquémicos transitorios con sintomas de déficit neuroldgico de
menos de 1 hora y neuroimagen negativa.
e 9 hemorragias intracerebrales (8 intracraneales y 1 subarachnoidea)
confirmado por neuroimagen.
e 1 traumatismo craneoencefdlico sin presencia de hematoma intra o
extraparenquimal.
e 1linfarto de miocardio

e 5crisis

A todos los pacientes de ambos grupos (l.Ig. y E.N.A.) se les extrajo muestras a tres
tiempos: en el momento del ingreso antes de poner el tratamiento (tiempo 0 horas), a
las 6 horas y a las 24 horas post-ingreso.

En ambos estudios, tanto voluntarios sanos como pacientes, firmaron un
consentimiento informado para poder utilizar sus muestras. El estudio fue aprobado
por el Comité FEtico del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
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1.- PROTOCOLO ESTANDARIZADO DE LA FASE PREANALITICA

1.1.- Seleccion del tipo de muestra: suero o plasma

La sangre es el fluido ideal para la busqueda de nuevos biomarcadores de diagndstico
ya que estd en contacto directo con todos los drganos y asi alberga proteinas que un
organo especifico puede expresar en condiciones patoldgicas concretas. La eleccidn
del tipo de muestra (suero o plasma) influye en la variabilidad de los perfiles
peptidicos. La comunidad cientifica no se pone de acuerdo en cual de los dos tipos de
muestra es mejor, por lo que antes de iniciar nuestro estudio, se realizd una parte
experimental con la finalidad de comparar los perfiles peptidicos, y elegir el tipo de
muestra que nos diera los espectros de mejor calidad. Para ello se partié6 de muestras
de dos voluntarios sanos tal como se ha comentado en el capitulo anterior.

Tras el prefraccionamiento de las muestras de suero y plasma correspondientes a los
dos voluntarios sanos, las mismas se analizaron por MALDI-TOF MS bajo condiciones
idénticas. Una descripcion mas detallada del proceso y condiciones utilizados esta
descrita en el capitulo de Material y Métodos. Adicionalmente la Figura 6 muestra de
forma esquematizada el flujo de trabajo llevado a cabo. En la Figura 12 se muestra un
ejemplo de los espectros obtenidos tanto para suero como para plasma de los dos

voluntarios.
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Figura 12: Espectros obtenidos a partir de muestras de suero y plasma de dos voluntarios sanos.
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Espectro obtenidos a partir del prefraccionamiento realizado con bolas magnéticas IMAC-Cu y el uso
de la matriz 2,6-DHAP. A: Muestras de suero del voluntario 1; B: Muestra de plasma del voluntario 1;
C: Muestra de suero del voluntario 2; D: Muestra de plasma del voluntario 2.

Cuando se compararon los espectros obtenidos en las muestras de suero con respecto
a los obtenidos a partir de las muestras de plasma, se observdé un mayor nimero de
picos en los espectros de muestras de suero, sobre todo en el rango de 800-5000 Da,
gue es el rango de interés. Adema3s, los espectros obtenidos en suero mostraron una
gran calidad, obteniéndose picos estrechos y con una buena relacién sefal/ruido de
fondo. Los mismos resultados se obtuvieron a partir de las muestras de los dos

voluntarios sanos confirmando dichos resultados.

1.2.- Efecto del tiempo de coagulacion y la temperatura en el perfil peptidico sérico

Otro factor que influye en la variabilidad de los perfiles peptidicos séricos es el tiempo

transcurrido desde que se extrae la muestra hasta que se centrifuga. Ademas, se debe
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tener en cuenta influye la temperatura a la que se mantiene la muestra durante todo
el proceso.

En la fase experimental se partié de las muestras recogidas a partir de los dos
voluntarios sanos descongelando dos alicuotas de 100 uL de cada uno de los cuatro
tiempos de coagulacién (30, 60, 120, 180 minutos), para realizar el andlisis por
duplicado. La metodologia empleada para evaluar el efecto del tiempo de coagulacién
y temperatura fue la misma que la empleada en el apartado 1.1.

En las figuras 13 y 14 se pueden ver ejemplos de los espectros obtenidos a partir de las

alicuotas de cada uno de los dos voluntarios sanos.

Figura 13: Espectros séricos del Voluntario 1.

= x104]
£ 1503
@ E|
S 3
21257

1.00 7

0757

050
0253

Intens. [a
@
|

2]
27
14
] b bt ol e M N [T

?xmq‘_
=42
E ]
2 104

0.8+

064

0.4+

o2 VN“MMM

" — b b
';x’\l')q’j
=2 ]
£ 2.5
= 3
E =

2.0]

157

1.0

057

0'07 T T T T T

0 2000 4000 8000 8000 10000

Espectros séricos obtenidos a partir de distintos tiempos de coagulacion. 30: tiempo de coagulacion
30 minutos; 60: tiempo de coagulacion 60 minutos; 120: tiempo de coagulacion 120 minutos; 180:
tiempo de coagulacion 180 minutos.
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Figura 14: Espectros séricos del Voluntario 2.
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Espectros séricos obtenidos a partir de distintos tiempos de coagulacion. 30: tiempo de coagulacion
30 minutos; 60: tiempo de coagulacion 60 minutos; 120: tiempo de coagulacién 120 minutos; 180:
tiempo de coagulacion 180 minutos.

En los espectros séricos adquiridos, se observé un mayor nimero de picos en aquellos
obtenidos a partir de muestras que se dejaron coagular durante 30 y 60 minutos. Sin
embargo, cuando las muestras se dejaron coagular durante 60 minutos, las
intensidades de los picos fueron el doble de la observada a los 30 minutos. A partir de
los 120 minutos, el ruido de fondo aumentaba demasiado disminuyendo la calidad de
los espectros

El tiempo de coagulacién que dio lugar a los mejores espectros fue el de 60 minutos.
En dichos espectros se observé el mayor numero de picos con intensidades adecuadas

y la mejor relacidn sefial/ruido de fondo, sobre todo en el rango de interés de 800 a
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5000 Da. Los mismos resultados se obtuvieron en ambos voluntarios sanos
confirmandolos.

Otro factor que también se estudid fue el efecto del paso del tiempo transcurrido
desde que se separaba el sobrenadante del suero hasta que este era congelado a -80
°C, ya que tal y como se ha descrito previamente en la literatura, también influye en el
perfil peptidico sérico (28, 29,30). Para ello se emplearon las muestras de suero de los
dos voluntarios sanos dejadas coagular durante 60 minutos, por ser las que
proporcionaban mejores espectros, y se congelaron transcurridos los siguientes
tiempos: 0, 30, 60 y 120 minutos. La metodologia empleada fue la misma que se utilizd
en los dos apartados anteriores.

En las figuras 15 y 16 se muestran los espectros obtenidos para ambos voluntarios

sanos.

Figura 15: Espectros séricos del Voluntario 1.
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Espectros séricos de distintos tiempos hasta congelacién a -80 °C. Muestra de suero dejada coagular
durante 60 minutos. Tras la coagulacién el sobrenadante fue separado y mantenido 0, 30, 60 o 120
minutos a temperatura ambiente hasta su posterior congelacion.

Figura 16: Espectros séricos del Voluntario 2.
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Espectros séricos de distintos tiempos hasta congelacién a -80 °C. Muestra de suero dejada coagular
durante 60 minutos. Tras la coagulacién el sobrenadante fue separado y mantenido 0, 30, 60 o 120

minutos a temperatura ambiente hasta su posterior congelacion.

Tras el analisis de las muestras y la obtencion de los espectros, se realizd la
comparacion. Se observd una disminucion de la intensidad de los picos en el rango
comprendido entre 800 -5000 Da a medida que aumentaba el tiempo transcurrido
desde la separacién del suero, hasta su posterior congelacién. Por otra parte los picos
cuya masa era superior a 6000 Da, aumentaron su intensidad con el paso del tiempo.
Este efecto fue evidente desde el tiempo 30 minutos y los mismos resultados se

obtuvieron en ambos voluntarios confirmando las observaciones.
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2.- PROTOCOLO ESTANDARIZADO DE LA FASE ANALITICA

2.1.- Fraccionamiento de las muestras

La muestra de suero es una muestra compleja desde el punto de vista protedmico, ya
gue presenta una gran concentracion de proteinas, donde el 99% de ellas son
proteinas mayoritarias y el 1% restante contiene las proteinas PBM que son
potenciales biomarcadores que, hasta el desarrollo de la metodologia e
instrumentacion con la sensibilidad necesaria, no se podian detectar. Sin embargo,
antes de su andlisis, es necesario simplificar al maximo las muestras con el fin de que
esas PBM no queden enmascaradas por las proteinas mayoritarias. Para ello existen
varias técnicas de fraccionamiento basadas en técnicas cromatograficas, que eliminan
las sales y seleccionan los péptidos y proteinas de interés.

En el presente estudio se eligid6 como método de fraccionamiento las particulas
magnéticas cuyo funcionamiento se basa en la cromatografia de fase sdélida. Se
compararon los espectros obtenidos con el kit MB-HIC 8 que utiliza particulas
magnéticas funcionalizadas con cadenas carbonadas C8 y el kit MB-IMAC Cu que utiliza
particulas magnéticas funcionalizadas con cobre (Cu). Una explicacion mas detallada
del proceso se recoge en el capitulo de Material y Métodos.

Tras el andlisis de las muestras de Suero Control Humano (SCH), se selecciond el kit
MB-IMAC Cu por ser el que daba espectros con un mayor nimero de picos y mejor
resolucion en el rango analitico de interés (800 — 5000 Da)

Una vez seleccionado el kit MB-IMAC Cu, se llevaron a cabo pequenas modificaciones
en el protocolo recomendado por la casa comercial con el objetivo de optimizar los

resultados. Dichas modificaciones fueron: se aumentd el tiempo de incubacién de las
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particulas magnéticas con la muestra, se sustituyé la solucidn de lavado del kit por
agua purificada y se cambid la solucion de elucidon del kit por una solucién que se
preparaba de forma manual cada vez que se realizaba una serie analitica. Solucion de
elucion contenia acetonitrilo (ACN) al 30%, 0,1% de acido trifluoroacético (TFA) y
tampodn citrato amadnico dibasico 0,5M al 0,08%.

En la figura 17 queda representado el proceso de extraccion peptidica y en la figura 18
se describen los diferentes pasos del protocolo optimizado de extraccién peptidica o

prefraccionamiento.

Figura 17: Esquema del prefraccionamiento de las muestras.
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Figura 18: Protocolo optimizado de prefraccionamiento.

2 - En un tubo eppendorf mezclar 5 pL de particulas magnéticas (PM) con 50 pL

del tampdn de incubacion.

22 - Mezclar 10 veces con la pipeta y después situar en la iman (las PM se quedan

pegadas a la pared del tubo eppendorf). Dejar 20 segundos para que todas las

particulas en suspension se peguen a la pared del tubo.

o - Eliminar el sobrenadante.

2 - Repetir los pasos 1-3 dos veces mas.

2 - Mezclar los 5 pL de PM lavadas con 20 pL de tampodn de incubaciéon y con 5 pL

del suero de la muestra. Mezclar 10 veces con la pipeta.

62 - Dejar incubar durante 5 minutos.

o - Sjtuar el eppendorf en el iman y dejar 20 segundos.

o - Eliminar el sobrenadante que contendra los péptidos no unidos.

2 - Realizar 3 lavados de las PM con 100 pL de agua milliQ. Para cada

lavado mezclar 10 veces mediante pipeteo y después situar durante 20 segundos el

eppendorf en el iman. Finalmente descartar el sobrenadante.

102 - Tras el ultimo lavado, aladir 10 pL de solucidn de elucion. Mezclar 10 veces

con pipeta y situar en el iman. Dejar 5 minutos y transferir el eluido a un tubo nuevo.

112 - Aspirar 1 pL del eluido que contendra los péptidos de interés y depositarlo en
un anillo de | a placa AnchorChip. Depositar 1pulL de la solucién matriz sobre la gota

de la solucion de eluido. Dejar secar.
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2.3.- Seleccion del tipo de matriz

Las matrices utilizadas en espectrometria de masas del tipo MALDI-TOF son moléculas
organicas de pequefio tamano que absorben la longitud de onda de la luz laser de la
fuente de ionizacién del espectrometro de masas y transfieren esta energia a los
analitos para que estos queden ionizados y puedan volar en un campo eléctrico.
Cuando se mezcla la muestra purificada con la matriz, esta ultima cocristaliza con los
analitos evitando que, cuando incide el laser, los péptidos de la muestra se
fragmenten. La eleccion del tipo de matriz dependerd de la naturaleza del analito que
se desee analizar.

En el estudio se probaron tres matrices: el acido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA) que
es la matriz adecuada para péptidos <10.000 Da, lipidos y nucledtidos; el acido 2,5-di-
hidroxibenzoico, matriz indicada para el analisis de péptidos, nucleétidos,
oligonucledtidos y oligosacaridos; y el acido 2,6-dihidroxiacetofenona (2,6-DHAP),
matriz especialmente indicada para el analisis de fosfopéptidos.. Las combinaciones
gue se probaron durante el proceso de optimizacion de la fase analitica se recoge en la
Tabla 5 del capitulo anterior.

Los espectros de mejor resolucidon, mayor nimero de picos y relacion sefial/ruido en el
rango de interés fueron los obtenidos con la matriz 2,6-DHAP a la concentracion de
1mg/mL usando como solvente el ACN al 20% y 8% de citrato de amonio dibasico al 0,5
My pH de 4,5. A pesar de que esta matriz proporciond los mejores espectros, presenta
una limitacion, su falta de homogeneidad en la forma de cocristalizar con la muestra.
Esta matriz cristaliza formando un anillo de pequefios cristales que dificulta la
automatizacién del proceso de adquisicidon de espectros, teniendo que seleccionar de
forma manual las zonas de disparo del I3ser.
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En la Figura 19 se muestra un ejemplo del anillo caracteristico que se obtiene con la

matriz 2,6-DHAP y con la matriz HCCA, cuya cocristalizacidon es mas homogénea.

Figura 19: Cristalizacion matriz HCCA y matriz 2,6-DHAP.

2,6 DHAP

Representacion de una cristalizacion homogénea obtenida con HCCA y otra en
forma de anillo con la matriz 2,6- DHAP.

2.4.- Automatizacion de la fase analitica

La programacion del sistema robotizado se realizé de forma personalizada adaptando
el robot al protocolo que previamente se habia optimizado de forma manual y que ha
sido explicado y discutido en detalle anteriormente. Una de las principales dificultades
del proceso de robotizacion fue el manejo de voliumenes inferiores a 10 puL. Ademas
existian pasos criticos de lavado y elucién en los que resultaba dificil no arrastrar
particulas magnéticas. Para asegurar que los voliumenes dispensados o aspirados eran
los adecuados, se llevd a cabo una comprobacién manual de cada paso realizado por el
robot mediante una pipeta semiautomatica aspirando y midiendo los volimenes de

forma manual. Algunos de los pasos criticos que se detectaron fueron los siguientes:
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- Durante la aspiracion de las particulas magnéticas el robot no siempre aspiraba
correctamente los 5 pL. Para mejorar este paso el robot se programé para que
aspirara los 5 pL cuando la punta bajaba al 50% del volumen que se ponia en
cada pocillo de la placa de 96 que se empleaba para realizar el enriquecimiento
de fosfopéptidos.

- Para evitar el arrastre de particulas magnéticas después de los pasos de
incubacién y de lavados, se ajustaron las coordenadas para que el robot tuviera
en cuenta que en las filas impares las particulas magnéticas quedaban pegadas
a la pared de la derecha del pocillo y por tanto la punta debia bajar y aspirar
pegando a la pared izquierda del pocillo para no arrastrar particulas
magnéticas. En el caso de las filas pares sucedia lo contrario, por lo que la
manipulacion de la muestra en las filas pares se programo para que la bajada y
subida de la punta tuviera lugar en la posiciéon contraria del tubo donde
quedaban adheridas las particulas magnéticas.

- Aumentar el tiempo que se dejaba la placa sobre el iman o placa magnética de
20 a 30 segundos. Al ampliar el tiempo de incubacion con la placa magnética se
aseguraba la total ausencia de particulas magnéticas en suspension, y todas las
particulas magnéticas permanecian pegadas al interior del pocillo que estaba
en contacto con la placa magnética.

- En los procesos de lavado con agua se cambi6 la forma de dispensacion de los
100 plL para homogeneizar mejor la muestra. En vez de dispensar el agua sobre
la pared donde estaban pegadas las bolas, se dispenso en el centro del pocillo
para asegurar una completa homogenizacién de las particulas magnéticas en la

solucion de lavado.
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- Se diferenciaron dos fases en el proceso analitico robotizado, una primera en la
que se realizaba la incubacidn de las bolas con las muestras y se realizaban los
lavados. Y una segunda fase que comenzaba con la dispensacién de la solucién
de elucidon y terminaba en la dispensacion de 1 ulL de solucién de elucidny 1 pL
de matriz. De esta forma las soluciones de elucién y matriz se preparaban
siempre frescas mientras se realizaba la primera fase y dichas soluciones se
colocaban en la zona refrigerada del robot cuando se acababa el proceso de
lavado de esta forma se evitaba la evaporacion de las soluciones ya que su

formulacidn contenia solventes organicos de rapida evaporacién a T.A.

3.- ESTUDIO DE LA REPRODUCIBILIDAD DE LOS RESULTADOS

La limitacién principal de los estudios de perfiles peptidicos séricos mediante MALDI-
TOF es la falta de reproducibilidad. La comunidad cientifica esta de acuerdo en la
necesidad de crear protocolos estandarizados que consigan minimizar esa falta de
reproducibilidad. Con esta finalidad, en el presente estudio se disefid un protocolo
optimizado y estandarizado. Para valorar la reproducibilidad de los resultados
obtenidos a partir de dicho protocolo, se partid del analisis de muestras SCH y se
calculo el coeficiente de variacidn interdia (CV) del drea de todos los picos que se
detectaron en los espectros.

En una primera fase, se analizaron de forma manual 58 muestras de SCH. En una
segunda fase, tras la automatizacién de la fase analitica mediante el sistema

robotizado Freedom Evoware de Tecan, se analizaron 67 muestras SCH.
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En el célculo del CV interdia se tuvieron en cuenta 210 picos (m/z) situados en el rango
de 800 — 15.000 Da. La media del CV interdia del area de los picos (m/z) fue de un 62%
para el método manual y de un 11,6% (Pyo = 23,9%) para el método automatizado. La
relacidon entre el drea de los picos y el CV fue inversamente proporcional, es decir,
cuanto mas pequefio era el area del pico, mayor era el CV y por tanto mayor

imprecision y peor reproducibilidad.

Figura 20: Coeficiente de variacidn versus area de los
picos.
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La descripcion de la obtencion de los espectros asi como el analisis estadistico de los

mismos se describe en detalle en el capitulo de Material y Métodos.

90



RESULTADOS

4.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL GENERO Y LA EDAD EN EL PERFIL
PEPTIDICO SERICO HUMANO

La influencia del género y la edad en los perfiles peptidicos séricos apenas se ha tenido
en cuenta en la literatura. Uno de los objetivos del presente estudio, fue analizar la
influencia del género y la edad en dichos perfiles. Para ello partimos de 56 muestras de
voluntarios sanos, 18 hombres y 38 mujeres de edades comprendidas entre 17 afios y
85 afios con una media de edad de 46 afos. Una descripcidon detallada de como se
llevd a cabo metodolégicamente este analisis se proporciona en la seccion 3.2 del
capitulo de Material y Métodos.

Tras el andlisis del efecto del género sobre los perfiles peptidicos séricos, se observo
gue en sélo 7 (2,6%) de los 273 picos habia diferencias estadisticamente significativas.
Por lo que se podria considerar despreciable.

Cuando analizamos el efecto de la edad en los perfiles peptidicos séricos se observo
que 31 (11,4%) de los 273 picos se correlacionaban débilmente con la edad segun el

coeficiente de correlacién de Pearson (<0,16; P<0,05).
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Figura 21: Andlisis del efecto del género en los perfiles peptidicos séricos.
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Panel superior: Espectro medio calculado para hombres (rojo) y mujeres (verde). Se observa que los
dos espectros medios se superponen casi perfectamente indicando que las diferencias debido al
género en el perfil sérico obtenido mediante la metodologia empleada son minimas. Panel inferior:
espectros de masas en vision tipo gel, y visualizacidon en pseudocolor de arcoiris de todos los pacientes
utilizados (y sus réplicas) para hombres (recuadro con rectangulo rojo) verde) y mujeres (recuadro con
rectangulo verde)

92



RESULTADOS

5.- RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS CLINICOS

Los resultados obtenidos han sido publicados en dos revistas internacionales e

indexadas:

1. Zapico-Muniz, E., Farré-Viladrich, A., Rico-Santana, N., Gonzalez-Sastre, F., & Mora-
Brugués, J. (2010). Standardized peptidome profiling of human serum for the detection

of pancreatic cancer. Pancreas, 39(8), 1293-1298.

2. Santana, N. R., Muiiiz, E. Z., Cocho, D., Bravo, Y., Mederos, R. D., & Marti-Fabregas, J.

(2014). Analysis of Peptidome Profiling of Serum from Patients with Early Onset

Symptoms of Ischemic Stroke. Journal of Stroke and Cerebrovascular Diseases, 23(2),

235-240.

Los articulos originales se encuentran al final del capitulo de Resultados.
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5.1.- Estudio de cdncer de pancreas:

El fin que se perseguia con el presente estudio era encontrar un biomarcador o panel
de biomarcadores que fuera capaz de discriminar entre cancer de pdncreas y
pancreatitis cronica. Para ello se aplicd nuestro protocolo optimizado y estandarizado
a las muestras de suero recogidas tal y como se detalla en el capitul de Material y

Métodos.

5.1.2.- Caracteristicas de los pacientes

Para el presente estudio se incluyeron 56 muestras de controles sanos (C.S.), 55
muestras de pacientes con pancreatitis crénica (P.C.) y 47 muestras de pacientes con
cancer de pancreas (Ca.P). Las caracteristicas demograficas de cada grupo se pueden

ver resumidas en la Tabla 6.

Tabla 6: Caracteristicas demograficas de los voluntarios sanos y pacientes
incluidos en el estudio.

Controles Sanos Cancer de Pancreas Pancreatitis Cronica
n=56 n=47 n=>55
Sexo (% hombres) 32 43 73
Edad * (afios) 46 (17 a 85) 74 (44 a 83) 52 (20 a 76)
CA 19.9 (U/mL) 13 (0,9 a 53,5) 938 (0,6 a 284.350) 15 (0,2 a 290)

* Mediana (minimo a maximo)

Los pacientes con Ca.P presentaban una media de edad mayor que el grupo de P.C. y el
C.S. (P<0,001). En cuanto al género, hubo un predominio del género masculino en el
grupo de pancreatitis crénica (P<0,001). En la tabla 6 también se muestran la

concentracion media del marcador tumoral CA 19.9 medido en los tres grupos de
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estudio, siendo mucho mayor en el grupo de pancreatitis crénica que en los otros dos
(P<0,001).
En la Figura 22 se muestra un ejemplo de los espectros obtenidos, en cada uno de los

grupos del estudio, mediante el analizador MALDI-TOF MS.

Figura 22: Espectros caracteristicos de los grupos de voluntarios sanos y pacientes incluidos
en el estudio
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En todos los espectros se tuvieron en cuenta un total de 273 picos en el rango de

masas de 800 — 15.000 Da.
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5.1.2.- Andlisis estadistico

5.1.2.1.- Comparacion de perfiles peptidicos de los grupos cancer de pancreas vs

pancreatitis cronica.

Al comparar los espectros de ambos grupos se encontré un total de 43 péptidos que
diferian en su intensidad de forma estadisticamente significativa (P<0,05). De los 43
péptidos, 26 presentaban una mayor intensidad en los espectros del grupo de
pacientes con Ca.P., mientras que los 17 restantes, presentaban una mayor intensidad
en los espectros del grupo de P.C. En la Tabla 7 se detallan los 43 péptidos con sus

masas, media del drea de cada pico y el valor “P” correspondiente a la significacién

estadistica.

Tabla 7: Comparacion Cancer de Pancreas versus Pancreatitis Crdnica.

AREA MEDIA
m/z P.C. Ca.P P
1929,65 2,83 1,13 0,0000277
1006,52 5,66 1,91 0,0000542
1804,39 1,49 2,39 0,0000725
943,09 5,34 1,43 0,000194
1866,51 10,33 3,9 0,00202
4962,71 0,43 1,04 0,00202
2,603,51 12,17 6,21 0,00249
1238,79 10,23 2,61 0,00319
1788,36 8,44 15,77 0,0039
921 4,89 1,93 0,0039
6189,83 0,21 0,29 0,00415
905,44 6,88 2,98 0,00437
4212,72 2,07 3,77 0,00437
2708,65 1,45 2,64 0,00437
6805,26 0,24 0,39 0,00437
6049,53 0,19 0,26 0,00465
3428,15 0,66 0,87 0,00606
2740,81 4,36 2,9 0,00731
6066,12 0,23 0,33 0,00799
8104,47 0,14 0,26 0,00799
2307,59 1,48 3,11 0,00943
4111,22 0,71 0,94 0,0104
885,41 2,55 1,38 0,0144
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AREA MEDIA
m/z Ca,P, P,C, P

7921,47 0,25 0,45 0,0144
2982,43 1,62 2,44 0,0177
1897,18 5,26 2,81 0,0177
1155,02 1,85 1,26 0,0177
8440,72 0,1 0,12 0,0177
1172,22 1,58 3,81 0,0217
9060,01 0,18 0,12 0,0234
3579,25 0,62 0,86 0,0236
1451,13 7,31 2,58 0,0283
1208,97 0,05 0,07 0,0304
8287,24 0,17 0,25 0,0321
8933,43 3,69 1,65 0,0355
3248,56 0,67 1,35 0,0355
5807,61 0,18 0,2 0,0355
5968,78 0,31 0,43 0,0398
5399,99 0,33 0,52 0,0428
1741,6 2,76 1,35 0,0452
1210,87 7,89 3,25 0,0458
6399,43 0,19 0,25 0,0465
4127,55 1,08 1,67 0,05

Area media de los picos con P<0.05. de los grupos Ca.P.: Cancer de Pancreas

y P.C.:Pancreatitis Crénica, P: grado de significacion estadistica

De cada uno de los 43 péptidos individuales se calculé el area bajo la curva o area

under the curve (AUC), la sensibilidad y especificidad diagndstica para diferenciar entre

los dos grupos de estudio. Sin embargo se vio que ningln péptidos conseguia mejorar

la capacidad diagndstica del CA 19.9 cuyo AUC era de 0,871, la sensibilidad diagndstica

de 75,5% y la especificidad diagndstica de 87,3%.

Sin embargo, cuando se combind el CA 19.9 con los 43 péptidos y se aplicé el modelo

de regresion logistica binaria disefiado en el estudio, se obtuvo como panel de

biomarcadores 6ptimo, el formado por dos péptidos (1006.52 y 1929.65 Da) y el CA

19.9. Este panel mostré un AUC de 0,928, una sensibilidad diagndstica del 89,9% y una

especificidad diagndstica del 92,7%. En la tabla 8 se muestran las AUC, sensibilidades y
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especificidades diagndsticas individuales del CA 19.9, de los 2 péptidos seleccionados y

del panel formado por los tres componentes.

Tabla 8: Panel discriminante entre Cancer de Pancreas y Pancreatitis Cronica.

Biomarcadores AUC (95% ClI) Sensibilidad, % Especificidad, %
CA 19.9 0,871 (0,797-0,945) 75,5 87,3
1006,52 Da 0,820 (0,736-0,904) 73,5 78,4
1929,65 Da 0,796 (0,710-0,883) 69,4 70,9
PANEL 0,928 (0,874-0,982) 89,9 92,7

Ca.P: Cancer de Pancreas, P.C: Pancreatitis Crénica, PANEL: combinacién de CA 19.9, 1006,52 Da y
1929,65 Da.

Una vez seleccionado el panel constituido por el CA 19.9, el péptido 1006,52 Da y el
péptido 1929,65 Da como el mejor para discriminar entre Ca.P y P.C., el siguiente paso
fue el cdlculo de la curva ROC y su AUC. En la Figura 23 se puede ver representada la
curva ROC del panel. En esta figura se puede ver que el AUC es préximo a uno (0,928)
mejorando el AUC que se obtenia con el CA 19.9 (0,871) cuando se utilizaba sdélo, por

lo que se trata de un panel de elevada sensibilidad y especificidad diagndstica.
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Figura 23: Curva ROC del panel discriminante entre
Cancer de Pancreas y Pancreatitis Cronica.
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5.1.2.2.- Comparacion de perfiles peptidicos de los grupos enfermedad pancreatica

versus controles sanos.

En un segundo paso, se planted como objetivo buscar biomarcadores especificos de
enfermedad pancreatica.(E.P.). Para ello se unificaron las muestras de pacientes con
Ca.P.y P.C. formando el grupo E.P., y este se compard con el grupo de C.S.. Al analizar
los espectros se encontré que 223 péptidos de los 273 detectados en total,
presentaban diferencias en cuanto a su intensidad en ambos grupos de estudios.
Dichas diferencias resultaron estadisticamente significativas (P<0,05). La mitad (111) se
encontraron con intensidad superior en el grupo de E.P.

Al analizar la sensibilidad y especificidad diagndstica para cada uno de los 223 péptidos

de forma individual, se vio que 118 péptidos presentaron una mejor capacidad
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diagnostica que el CA19.9 por lo que se decidié no incluir el CA 19.9 en el estudio
estadistico para la busqueda del panel de biomarcadores éptimo.

Partiendo de los 118 péptidos nombrados anteriormente, se seleccionaron los 10
estadisticamente mas significativos y a estos se les aplicé el modelo de regresiéon
logistica binaria. Dicho modelo eligié como panel éptimo el formado por los 3 péptidos
de m/z 2028,2; 4154,78 y 1773,36 Da cuya sensibilidad y especificidad diagndstica
fueron de 98,2% vy 97,1% respectivamente. Una vez seleccionado este panel, se realizé
el cdlculo de su curva ROC que mostréo un AUC de 0,986 (0,969 — 1,000) mostrando
una gran capacidad diagndstica. En la figura 24 se puede ver representada la curva

ROC del panel de péptidos.

Figura 24: Curva ROC del panel diagnéstico entre
pacientes con Enfermedad Pancreatica versus
Controles Sanos.
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Una vez seleccionado el panel, se quiso ver el comportamiento de dichos péptidos en
cada uno de los grupos de interés. Para ellos se realizé un diagrama de cajas o box-plot
a partir de las dreas medias de los péptidos. En dichas graficas se puede observar que
los tres péptidos se expresan mads en los dos grupos de enfermedad pancreatica (Pa.C.
y Ca. P.) que en el grupo de controles sanos. Sin embargo, ninguno de los tres péptidos
presenta una diferencia significativa en cuanto a su expresiéon entre los grupos Pa.C. vy
Ca.P. En la Figura 25 se muestra el comportamiento de cada uno de los picos

individuales en los tres grupos de estudio.

Figura 25: Comportamiento de los picos 2028,92 Da, 1773,36 Da y 4154,78 Da en los tres grupos
de estudio: Controles Sanos, Pancreatitis Cronica y Cancer de Pancreas.
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5.2.- Estudio de ictus isquémico.

El objetivo del estudio fue encontrar un biomarcador o panel de biomarcadores de
diagndstico precoz de ictus isquémico (l.Iq.) y que fuera capaz de discriminar entre l.1g.
y enfermedad neuroldgica aguda (E.N.A.) con una buena sensibilidad y especificidad

diagnéstica.

5.2.1.- Caracteristicas de los pacientes

En el estudio se incluyeron muestras de voluntarios sanos, pacientes con ictus
isquémicos (l.Ig.) y pacientes con enfermedad neuroldgica aguda (E.N.A). Las

caracteristicas demograficas de los tres grupos de estudio se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: Caracteristicas demograficas de los grupos de estudio.

Controles sanos Ictus isquémico Enfermedad neurolégica aguda
n=56 n=45 n=18
Sexo (% hombres) 32 67 72
Edad * (afos) 46 (17 a 85) 73 (38 a 84) 76 (55 a 85)

*Mediana (minimo a maximo)

Los pacientes con enfermedad neurolégica presentaban mayor edad que el grupo de
voluntarios sanos (P<0,05) con una mediana de edad de 73 para l.Iq. y de 76 para
E.N.A.. En cuanto al sexo, sélo encontramos diferencias significativas entre los
pacientes neuroldgicos y los C.S. (P<0,05) no asi entre el grupo de L.Ig. y el de E.N.A.

(P=1). Los hombres fueron predominantes en el grupo de enfermos neuroldgicos.
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Todos los espectros obtenidos en el estudio presentaron un total de 300 picos situados
en el rango de masas de 800 — 15.000 Da. Los picos mas abundantes, asi como los de
mayor intensidad, se situaron en el rango de 800 — 5000 Da. En la figura 26 se muestra
un ejemplo de los espectros obtenidos en cada grupo del estudio. Tal y como se puede
observar en dicha figura, los espectros obtenidos a partir de las muestras de l.Ig y
E.N.A presentan un perfil peptidico aparentemente muy semejante. Sin embargo, los
espectros obtenidos a partir de las muestras de controles sanos presentan un perfil
peptidico diferente cuando se compara con los de llg y E.N.A. Las principales

diferencias se pueden observar en el rango de 2000 -5000 Da

Figura 26: Espectros representativos de los tres grupos del estudio.
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l.lg.: Ictus isquémico, E.N.A.: Enfermedad neuroldgica aguda; C.S.: Controles sanos. Espectros
obtenidos a tiempo 0 horas
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5.2.2.- Andlisis estadistico

5.2.2.1.- Comparacion Ictus Isquémico versus Enfermedad Neuroldgica Aguda.

En este estudio se tratd de identificar un panel, que con el menor nimero de péptidos,
fuera capaz de discriminar entre lLlg. y E.N.A. con una buena sensibilidad vy
especificidad diagndstica. Ademas, se queria ver la evolucion de dicho panel a lo largo
del tiempo.

Las muestras de ambos grupos se dividieron seglin el tiempo en el que fueron
extraidas: 0, 6y 24 horas después del ingreso del paciente.

Cuando se compararon las muestras de l.Iq. y E.N.A. a tiempo 0 horas, el modelo de
regresion logistica binaria generd un panel de 5 péptidos (2554, 9290, 2229, 5907 y
2820 Da) que discriminaba entre l.lg. y E.N.A. de forma estadisticamente significativa
(p<0,001). Este panel fue el que mejor sensibilidad (S) y especificidad (E) diagndstica
mostro con el menor nimero de péptidos siendo de 82,4% y 68,8% respectivamente.

A tiempo 6 horas, el modelo de regresion logistica binaria generé un panel de 3
péptidos (6305, 2820 y 10,630 Da) que discriminaba entre los grupo l.Ig. y E.N.A. de
forma estadisticamente significativa (p<0,001). Este panel discriminaba entre lIg. y
E.N.A. con una S del 100% y una E del 84,6%.

Por ultimo a tiempo 24 horas, el modelo de regresion logistica binaria generd un panel
de otros 3 péptidos (2390, 5066 y 1895 Da) que discriminé entre l.Ig. y E.N.A. de
forma estadisticamente significativa. Con este panel conseguiamos una S del 90% vy
una E del 89%.

Una vez seleccionados los paneles de biomarcadores mas dptimos en cada uno de los

tiempos, se calcularon las curvas ROC y las AUC para cada uno de ellos. En la Figura 27
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guedan representadas las curvas ROC de los tres paneles de péptidos: 0 horas, 6 horas

y 24 horas.

Figura 27: Comparacion l.lq.
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En esta figura se puede observar que a medida que avanza el tiempo los paneles

necesitan menos cantidad de péptidos para discriminar entre ambos grupos y sus

curvas ROC son mejores, con AUC mas préximas al valor de uno.
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En la Tabla 10 se muestra un resumen del AUC, la S y E diagndsticas obtenidas para
cada uno de los péptidos de forma individual, asi como de cada uno de los paneles de

péptidos seleccionados como éptimo para cada uno de los tres tiempos.

Tabla 10. AUC (Area Bajo la Curva), sensibilidad y especificidad diagnésticas de
los péptidos y paneles.

Masa/carga (Da) AUC p Sensibilidad % | Especificidad %
t= 0 horas
2554 0,670 (0,506-0,832) | 0,056 97,1 6,2
9290 0,314 (0,158-0,470) 0,036 94,1 25,0
2229 0,333 (0,166-0,500) 0,058 97,1 6,2
5907 0,335 (0,162-0,507) | 0,061 91,2 12,5
2820 0,700 (0,543-0,858) | 0,023 100 25,0
Panel 0,879 (0,769-0,988) | <0,001 82,4 68,8
t= 6 horas
6305 0,831 (0,707-0,955) 0,001 93,3 46,2
2819 0,769 (0,589-0,949) 0,005 100 23,1
10630 0,263 (0,094-0,431) | 0,014 93,3 30,8
Panel 0,962 (0,898-1,025) | P<0,001 100 84,6
t=24 horas
2390 0,878 (0,741-1,015) 0,001 95 66,7
5066 0,850 (0,712-0,988) | 0,003 80 44,4
1895 0,783 (0,591-0,975) 0,016 95 55,6
Panel 0,950 (0,877-1,023) | P<0,001 90 89

En esta tabla se puede observar que sélo hay un péptido que se repite en dos de los
tres paneles, es el péptidos 2820 Da que se encuentra formando parte del panel de
tiempo 0 horas y del panel de tiempo 6 horas. También se puede observar todos los
péptidos, de forma individual, presentan un buena S pero una baja E. Sin embargo
cuando se combinan para formar el panel, se mejora notablemente la E y en

consecuencia el AUC.
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5.2.2.2.- Pacientes con enfermedad neuroldgica (E.N.) versus controles sanos (C.S.)
En un segundo paso, se agruparon los enfermos de l.lg. y los de E.N.A. para
compararlos con el grupo de C.S., con la finalidad de encontrar péptidos especificos de
enfermedad neurolégica (E.N.). En esta comparacién, 223 péptidos de los 300
detectados, presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos de estudio (p<0,05)

Cuando se aplicoé el modelo de regresion logistica binaria, se obtuvo como mejor panel
discriminante el formado por 4 péptidos (2155, 1928, 2533 y 2604 Da). Todos los
péptidos presentaron un AUC > 0,90. Aplicando este panel, 48 de 49 pacientes con E.N.
se clasificaron correctamente y sélo 2 de 56 C.S. se clasificaron de forma errénea
dando una S del 98% y una E del 96,4%. Una vez seleccionado el panel, se calculd la
curva ROC y su AUC que fue de 0,993 (0,984-1,003). En la Figura 28 se puede ver la
curva ROC del panel y como la curva se aproxima a uno indicando una sensibilidad y
especificidad diagndstica proximas al 100%.

Figura 28: Curva ROC del panel discriminante entre
Enfermedad Neurolégica versus Controles Sanos.

2155 da
1928 da
2533 da
2604 da

Sensibilidad

AUC=0.993 (0.984-1.003)

Especificidad

107



RESULTADOS

5.2.2.3.- Ictus isquémico versus controles sanos sanos

Por ultimo se compard el grupo l.Ig. con el grupo de controles sanos. En esta
comparacion 220 péptidos de 300 mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,005). El modelo de regresion logistica binaria generd un panel que
con tan sélo un péptido (2155 Da) era capaz de discriminar entre l.Iq. y C.S. con una S
del 88,6 % y una E del 96,4 %. Si nos basabamos en las areas de este péptidos para
clasificar los grupos de estudio, el péptido clasificaba correctamente 31 de los 35
pacientes con l.Ig. y 54 de los 56 C.S..

Una vez seleccionado el péptido, se calculé la curva ROC y su AUC siendo de 0,945

(0,886-1,004). En la Figura 29 se puede ver representada la curva ROC de este péptido.

Figura 29: Curva ROC del péptido 2155 en la
comparacion entre Ictus Isquémico versus
Controles Sanos.
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Si comparamos esta curva ROC con otras obtenidas durante el estudio, vemos que el
AUC no es tan elevado como en otras ocasiones. Sin embargo, en el resto de casos se
necesitd un minimo 3 péptidos para conseguir una buena S y E. Ningun péptido por si

s6lo habia obtenido tan buenos resultados de AUC, Sy E.
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Por este motivo, se decididé analizar el comportamiento del péptido 2155 Da en el
grupo de Llg. y en el de E.N.A. con el paso del tiempo (0, 6 y 24 horas). Par ello se
realizé un diagrama de cajas donde se veia que en el grupo de l.Ig. los niveles de
expresion del péptido 2155 Da se mantenian, pero en el grupo E.N.A. la expresion
disminuia conforme avanzaba el tiempo. Una representacidon de este comportamiento

se puede ver en la Figura 30.

Figura 30: Box-Plot del péptido 2155 Da en los grupos Ictus Isquémico. versus Enfermedad

Neuroldgica Aguda con respecto al tiempo.
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DISCUSION

El estudio de perfiles peptidicos ha sido, desde el desarrollo de la instrumentacion de
espectrometria de masas, un campo prometedor. Sin duda es una metodologia
atractiva desde el punto de vista clinico, ya que permite trabajar con tipos de muestra
de facil obtencidn (sangre, orina, saliva, etc). Si bien algunos fluidos como la orina y la
saliva se pueden obtener de forma menos invasiva que la sangre, estos fluidos
presentan una gran desventaja, que es la dilucién en que se encuentran los analitos de
interés para la protedmica. La sangre es la muestra ideal, ya que es rica en proteinas,
estd en contacto con todos los drganos del cuerpo, su obtencidén no es invasiva para el
paciente y es facil de conservar.

El estudio de perfiles peptidicos séricos para la busqueda de nuevos biomarcadores
especificos de enfermedad, es un método que, a priori, parece prometedor. No
obstante, los estudios realizados en diferentes laboratorios han demostrado que
existen muchos factores que se deben considerar y definir antes de llevar a cabo un
estudio de busqueda de biomarcadores. En este sentido, Petricoin et al. (60) fueron el
primer grupo de investigacidon en encontrar patrones diferenciales de perfiles
peptidicos que permitian discriminar entre cancer de ovario y controles sanos, con una
sensibilidad y especificidad cercanas al 100%. Sin embargo, este estudio fue
cuestionado debido a diferentes interpretaciones sobre los calculos estadisticos de los
datos. También se puso en duda la reproducibilidad de la metodologia propuesta por
los autores. Desde la publicacion de Petricoin et al., se cred entre la comunidad
cientifica un cierto escepticismo sobre la aplicaciéon de la protedmica clinica en la
busqueda de biomarcadores de diagndstico, ya que varios grupos de investigaciéon

encontraron diferentes biomarcadores estudiando el mismo tipo de muestra y
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utilizando la misma tecnologia. Esto indicaba que existian variables relacionadas con la
recogida de la muestra, la preparacién de la misma, su analisis y posterior estudio
estadistico, que influian en los perfiles peptidicos y que requerian una estandarizacién
(61).

A partir de trabajos como el de Petricoin et al. se hizo patente la necesidad de disefar
protocolos estandarizados del manejo de las muestras y su procesamiento. Desde ese
momento, surgieron varios estudios enfocados a identificar los factores que influian en
la reproducibilidad de los resultados con la idea de optimizar los perfiles peptidicos
séricos (22,27,29-36).

Uno de los objetivos de esta tesis es el disefio de un protocolo optimizado vy
estandarizado para el estudio de perfiles peptidicos séricos que incluya las fases
preanalitica, analitica y postanalitica. Durante la fase experimental se tuvo en cuenta
todas las variables que podian influir en la reproducibilidad de dichos perfiles
peptidicos.

En la seleccion del tipo de muestra se valoré la posibilidad de utilizar suero o plasma. El
suero es el resultado de la extraccion de sangre y su recogida en un tubo sin
anticoagulante. El suero no contiene fibrindgeno ya que, ex vivo, se va a producir la
cascada de la coagulacion activando enzimas proteoliticas enddgenas que actuaran
sobre proteinas enddgenas, como el fibrindgeno, dando lugar a un perfil peptidico
sérico caracteristico. Algunos de los inconvenientes de la utilizacion del suero son: la
posible unién de proteinas al codgulo de forma incontrolada, la influencia de la
temperatura y el tiempo de coagulacion en el perfil peptidico sérico y la aparicién de
sefiales muy intensas en los espectros que pueden enmascarar la sefial de otros

péptidos enddgenos de bajo peso molecular (31). Como ventaja, el suero es la muestra
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mas frecuentemente recogida en todos los estudios clinicos y, de hecho, la mayoria de
de estudios publicados sobre la comparacion de perfiles peptidicos han sido realizados
con muestras de suero (61).

El plasma es la sangre extraida y recogida en tubo con anticoagulante. Al no activarse
la cascada de la coagulacion ex vivo, la muestra es mas estable. La eleccidon de un
correcto anticoagulante es importante: EDTA vy citrato son los recomendados por la
HUPO (31). Los inconvenientes de utilizar plasma para el estudio de perfiles peptidicos
estan relacionados con la presencia de plaquetas y su activacién. Se estima que el 14%
de los péptidos presentes en el plasma han sido liberados por las plaguetas o son
consecuencia de enzimas liberadas por las plaguetas. Por este motivo, se recomienda
retirar las plaguetas tras la extraccion para evitar dicha interferencia (31).

Los grupos de Baumann et al. (29) y West-Nielsen et al. (28) seleccionaron el suero
como muestra ideal para sus estudios ya que obtuvieron espectros con mayor nimero
de picos y de mayor intensidad sobre todo en el rango de 1000-3000 Da.

Findeisen et al.(30) y el “Specimen Collection and Handling Comittee (SCHC) de la
HUPO (31) recomiendan la utilizacién de plasma ya que conserva mejor el perfil
peptidico, evitando la accion proteolitica que se produce durante la cascada de la
coagulaciéon. Sin embargo Villanueva y Liotta (63,64) introdujeron una nueva teoria
segun la cual la cascada proteolitica producida en el suero daria lugar a perfiles
peptidicos séricos caracteristicos de la enfermedad. Villanueva et al. encontraron
evidencias de que el peptidoma sérico humano estd formado, en gran medida, por
péptidos obtenidos durante la fase ex vivo a partir de la accién de proteasas sobre
proteinas enddgenas durante la activacion de la cascada de la coagulacion y activacion

del complemento. En un primer paso, las endoproteasas actuarian sobre las proteinas
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dando lugar a péptidos sobre los que, en un segundo paso, actuarian exoproteasas
liberadas por las células “tumorales” dando asi un perfil peptidico sérico caracteristico
de la enfermedad. Este grupo selecciond como muestra ideal para sus estudios el
suero y no recomendaba la adicion de inhibidores de proteasa al suero (63).

En el presente estudio se analizaron los perfiles peptidicos obtenidos a partir de
muestras de suero y plasma de dos voluntarios sanos. Los perfiles peptidicos de suero
mostraron un mayor numero de picos en el rango de interés entre 800-5000 Da en
comparacion a los observados en las muestras de plasma. Los picos observados fueron
de gran calidad, obteniéndose picos estrechos y con una buena relacion sefal/ruido de
fondo. A partir de estos resultados, se seleccion6 el suero como la muestra ideal para
aplicar el protocolo de nuestro estudio.

Una vez seleccionada la muestra de suero, se estudiaron y optimizaron todas las
variables que podian influir en la reproducibilidad de los perfiles peptidicos séricos
como son: el tiempo de coagulacién, la temperatura y el tiempo transcurrido hasta la
congelacion del tubo de alicuota.

El tiempo de coagulacién es el tiempo que se deja coagular la muestra de suero a
temperatura ambiente. Algunos autores como Villnaueva et al. y Bauman et al. (29,40)
recomiendan como tiempo éptimo de coagulacion los 30 minutos.

Girolamo et al., Hsieh et al. y Zeng et al. (34,32,69) también analizaron el efecto del
tiempo de coagulacion, eligiendo los 60 minutos como el mas dptimo.

En el presente estudio se analizé el efecto de diferentes tiempos de coagulacion en el
perfil peptidico sérico, los tiempos que se estudiaron fueron: 30, 60, 120 y 180
minutos. Tras el analisis de los espectros obtenidos, se seleccioné como tiempo de

coagulacién optimo el de 60 minutos, ya que era el que daba un mayor nimero de
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picos y de gran intensidad. Los espectros obtenidos a los 30 minutos presentaban un
gran nimero de péptidos pero de menor intensidad que los obtenidos a 60 minutos. A
partir de los 120 minutos, al igual que lo descrito por otros autores (29,40), se obtuvo
un aumento del ruido de fondo que disminuia la calidad de los espectros obtenidos.
Tras estos resultados se selecciond como tiempo dptimo de coagulacién el de 60
minutos.

Otro factor que influye en la reproducibilidad de los perfiles peptidicos séricos es el
tiempo que transcurre entre que el suero es separado del codgulo hasta su posterior
almacenamiento a -80 °C.

En la fase experimental se realizaron pruebas dejando el suero en contacto con el
coagulo durante distintos tiempos: 0, 30, 60 y 120 minutos. En los espectros analizados
se observd un efecto claro desde el tiempo 30 minutos. Dicho efecto consistié en una
disminucion en la intensidad de los picos de masa comprendida entre 800-5000 Da y
un aumento de la intensidad de los picos cuya masa era superior a 6000 Da. Esta
observacion coincide con lo descrito anteriormente por Baumann et al. y West-Nielsen
et al. (28,29,). Tras los resultados obtenidos, se decidié que la separacién del suero y el
coagulo se debia realizar en un tiempo inferior a los 30 minutos para evitar efectos en
la reproducibilidad de los perfiles peptidicos séricos.

La muestra de suero es rica en proteinas pero tan sélo un 1% de la proteinas totales
son potenciales biomarcadores de diagndstico ya que hasta ahora, no se podian
analizar por falta de una tecnologia potente. Con la finalidad de evitar el
enmascaramiento de esas proteinas minoritarias, se debe realizar un enriquecimiento

de la muestra en las proteinas de interés.
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El objetivo de la presente tesis es disefiar un protocolo estandarizado y optimizado que
se pueda aplicar a la busqueda de biomarcadores de diagndstico precoz de cancer de
pancreas y de ictus isquémico. Con esta idea, se seleccion6 el fosfoproteoma como el
subgrupo de proteinas de interés ya que estd implicado en procesos tumorales y
neuroldgicos.

La fosforilacién de las proteinas es una de las modificaciones postraduccionales con
mayor prevalencia (70). Se trata de un mecanismo control de muchos procesos
celulares incluyendo sefiales de transduccion, expresion génica, ciclo celular,
regulacién del citoesqueleto y apoptosis, entre otros (71). El fosfoproteoma se genera
por la accion de kinasas y fosfatasas que participan en la fosforilacion y defosforilacidon
de proteinas en los residuos de serina, treonina y tirosina. La interrupcion de estas
rutas, puede dar lugar a procesos patoldogicos como el desarrollo de tumores (77-80).
Por este motivo se pensé que un enriquecimiento del fosfoproteoma seria adecuado
para la busqueda de biomarcadores de diagndstico precoz de cdncer de pancreas.
Ademas, los procesos de fosforilacién de proteinas también estdn implicados en el
correcto funcionamiento de las neuronas participando en la estructura, organizacién y
funcionamiento sindptico (83-85). El ictus isquémico es un proceso fisiopatoldgico
donde las neuronas de una parte concreta del cerebro, sufren un proceso de apoptosis
por lo que se planted como hipétesis que dichas neuronas pudieran liberar al liquido
cefalorraquideo fosfoproteinas y/o fosfopéptidos que podrian atravesar la barrera
hematoencefalica y ser asi detectables en sangre. El estudio del fosfoproteoma puede
ser, por tanto, de interés para la busqueda de nuevos biomarcadores de ictus

isquémico.

118



DISCUSION

En el presente trabajo se selecciond el método de cromatografia de afinidad a metal
inmovilizado (IMAC) como el éptimo para el realizar el enriquecimiento del suero en
fosfoproteinas. En concreto, se utilizod el kit IMAC-Cu (Bruker Daltonics) donde unas
particulas superparamagnéticas estan cubiertas con metal cobre (Cu), que interacciona
con el grupo fosfato de los péptidos reteniéndolos y posteriormente los péptidos son
eluidos. El protocolo de prefraccionamiento recomendado por la casa comercial, fue
modificado para optimizar los resultados, obteniendo espectros mas limpios y con
mayor numero de péptidos.

La automatizacion del proceso analitico consiguiendo los mismos resultados éptimos
gue de forma manual, era uno de los objetivos de |la presente tesis. El procesamiento
manual es una importante fuente de variabilidad debido al “factor humano” (40-
42,89). Por eso, una vez optimizado el proceso de prefraccionamiento de forma
manual, este paso se automatizé mediante el uso de un robot Freedom Evoware
(Tecan). La automatizaciéon permitié minimizar los errores debidos al procesamiento
manual de las muestras, se mejord la velocidad y el rendimiento en el andlisis de las
mismas. La programacién del sistema robotizado se realizé de forma personalizada
adaptando el robot al protocolo que previamente se habia optimizado de forma
manual y que ha sido explicado y discutido en detalle anteriormente.

Otro objetivo de la presente tesis era analizar el impacto del proceso de
automatizacion en la reproducibilidad de los resultados. En la fase experimental se
partié de muestras SCH. Para valorar la reproducibilidad, se calculé el CV de la media
del area de cada uno de los picos que se detectd en el espectro (n=210 picos). Este el
el Unico estudio publicado donde, para valorar la reproducibilidad, se tienen en cuenta

todos los picos presentes en el espectro.
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Abrethsen (27) publicé una revision sobre la reproducibilidad de varios estudios de
perfiles peptidicos séricos realizados mediante MALDI TOF-MS, y encontré que los CV
interdia de los diferentes trabajos analizados oscilaban entre el 4 % y el 26%. Esta
dispersidn se puede deber a la diferencia en el nimero de réplicas, rango de masas y
numero de picos tenidos en cuenta para el calculo del CV.

En nuestro estudio, con el procesamiento manual del protocolo optimizado, se
obtuvieron espectros con un CV interdia del 62%. Tras la automatizacién de la fase
analitica, se volvieron a procesar muestras SCH obteniendo una importante mejoria en
la reproducibilidad de los resultados ya que el CV interdia disminuyd hasta un 11,6 %
(P90=23,9 %). En el ambito del diagndstico clinico el CV de un método se considera
aceptable cuando se encuentra entre el 1,5% y el 10%, incluyendo variaciones
interlaboratorios. Sin embargo, teniendo en cuenta que la variacién bioldgica de los
biomarcadores es muchas veces superior al 10%, el CV interdia de nuestro método se
puede considerar aceptable para ser aplicado en estudios bioldgicos (90).

El estudio de la influencia del género y la edad en los perfiles peptidicos séricos, es
otro de los objetivos de la presente tesis. Hay pocos estudios realizados al respecto,
Villanueva et al.(91) encontraron un efecto del género despreciable en poblacién
general. Sin embargo cuando estudiaron poblacidn joven, con edad inferior a 35 afios
si que encontraron una mayor influencia del género aumentando la capacidad
discriminatoria entre ambos sexos hasta un 70%. Miike et al.(92) encontraron
diferencias significativas en los perfiles peptidicos séricos seguin el género, pero en
este estudio se estudio también una poblacion joven de edades comprendidas entre

los 19 y 24 anos.
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El presente trabajo es el primero que analiza la influenza del género y la edad en un
rango de edades mas amplio (17 y 85 afios) con una mediana de edad de 46 afios. El
anadlisis de todos los picos presentes en el espectro, mostré que la influencia del
género y la edad en los perfiles peptidicos séricos era minima y se considerd
despreciable. Las caracteristicas en cuanto a edad y sexo de la poblaciéon control
estudiada en el presente trabajo, eran mas similares a los grupos de estudio (cancer de

pancreas e ictus isquémicos) que la poblacién estudiada por el grupo de Miike et al.

Uno de los objetivos clave de la presente tesis era aplicar el protocolo optimizado y
estandarizado en dos estudios clinicos para la busqueda de biomarcadores de
diagndstico precoz de Cancer de Pancreas (Ca.P.) y de Ictus Isquémico (l.Iq). Para
realizar el analisis estadistico de los resultados obtenidos en los dos estudios clinicos
realizados, se disefid un modelo estadistico basado en la regresion logistica binaria.
Dicho modelo estadistico trataba de buscar la combinacién de péptidos que, con el
menor numero de ellos, discriminara entre los grupos de estudio con una gran Sy E
diagnésticas.

El cancer de pancreas (Ca.P.) es uno de los canceres de menor incidencia pero con
peor prondstico ya que, cuando se diagnostica el tumor, el paciente suele estar en un
estadio avanzado y no se pueden aplicar terapias efectivas. La esperanza de vida a 5
afios es menor del 5% con una media de supervivencia de menos de 6 meses. En
Espana se calcula que hay unos 5.000 casos anuales, de los cuales 4900 mueren por
esta causa. El 90 % de los casos de cancer de pancreas es de tipo adenocarcinoma
ductal, siendo la Unica terapia posible la reseccién quirdrgica. Con este tratamiento la

esperanza de vida a 5 afios si el tamano del tumor es menor a 20 mm es del 40%, pero
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si es menor a 10mm la esperanza aumenta hasta un 75 %. Por eso es importante
diagnosticar el tumor de una forma precoz, no sélo para que pueda aplicarse la terapia
adecuada, sino para que ésta sea efectiva y la esperanza de vida sea elevada (43,44)

El diagndstico definitivo de cdncer de pancreas se basa en pruebas de imagen, sin
embargo a veces no resulta facil diferenciar entre cancer de pancreas y pancreatitis
cronica (43). Pero las pruebas de imagen son caras y lentas. En la actualidad no existe
ningun biomarcador sérico que haya mostrado una buena sensibilidad y especificidad
en el diagnodstico precoz del Ca.P.. El antigeno carcinoembrionario 19.9 (CA 19.9) es un
marcador tumoral relacionado con el Ca. P. sin embargo, las guias clinicas no
recomiendan el uso del CA 19.9 para diagndstico de cancer de pancreas debido al
elevado numero de falsos positivos (43,97). Ademas, no se observa un aumento del
antigeno CA 19.9 en estadios tempranos del cdncer o en los tipos de tumor de
pequefio tamafo con lo que este biomarcador no es util para el diagndstico precoz de
la enfermedad. Es necesario pues, encontrar un biomarcador o panel de
biomarcadores cuya S y E sean mayores y, adicionalmente, que detecten Ia
enfermedad de forma precoz para que la terapia pueda ser efectiva (43,47,98)

En el estudio de busqueda de biomarcadores de diagndsticos precoz de Ca.P., se
incluyeron muestras de Ca.P., pancreatitis crénia (P.C.) y controles sanos (C.S.). Se
trataba de encontrar un biomarcador o panel de biomarcadores que fuera capaz de
diferenciar entre Ca. P. y C.S pero también entre Ca. P. Y P.C. ya que son dos patologias
dificiles de discriminar.

A todas las muestras se les midié el CA 19.9 obteniendo una sensibilidad del 75,5% vy

una especificada del 87,3% , para diferenciar entre Ca.P. y P.C., que coincidia con lo
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descrito en otros estudios (99) pero que, tal y como se ha comentado anteriormente,
presentaba el problema de los falsos positivos.

Al aplicar el protocolo optimizado en este trabajo y comparar muestras de Ca.P. y de
P.C. encontramos que, 43 de 273 péptidos detectados mostraron intensidades
diferentes entre ambos grupos de forma estadisticamente significativa. Partiendo de
los 10 péptidos estadisticamente mas significativos e incorporando el CA 19.9 como
una variable mas, se aplicé el modelo estadistico de regresion logistica binaria para
buscar el biomarcador o panel de biomarcadores que discriminase entre ambos grupos
de interés con la mejor Sy E diagndstica. Como resultado se obtuvo un panel formado
por la combinacién de los péptidos 1006,52 Da, 1929,65 Da y el CA 19.9 que mejoraba
significativamente la sensibilidad y especificidad diagndstica del CA 19.9 cuando se
utilizaba sélo, aumentando la sensibilidad diagndstica de un 75,5 % a un 89,8 % vy la
especificidad diagnéstica de un 87,3 % a un 92,7 %. Este hallazgo mejora los resultados
obtenidos por otros autores que también analizaron perfiles peptidicos séricos para
buscar biomarcadores de diagndstico precoz de Ca. P. (44,100,101). Hay que remarcar
gue ninguno de estos autores incluyeron el CA 19.9 en sus algoritmos.

También comparamos el grupo de pacientes con enfermedad pancreatica (E.P.) (Ca.P.
y P.C.) frente al grupo de C.S. con la finalidad de encontrar un panel de biomarcadores
especificos de patologia pancredtica. En este caso 223 de 273 péptidos detectados
mostraron una intensidad estadisticamente diferente en ambos grupos de estudio.
Ademas, 118 de esos 223 péptidos mostraron una mayor capacidad diagndstica que el
CA 19.9 por lo que, en esta comparaciéon no se incluyo el CA 19.9 en el algoritmo. Al
aplicar el modelo estadistico de regresion logistica binaria a los 10 péptidos de mayor

significacion estadistica, se obtuvo un panel de 3 péptidos de m/z 2028,2; 4154,78 y
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1773,36 Da cuya S y E diagndstica fueron del 98,2% y 97,1%. La capacidad diagndstica
del panel de péptidos obtenida fue similar a lo descrito por otros articulos (46,103) y
claramente mejoraba la del biomarcador CA 19.9.

Cabe mencionar que la mayoria de estudios que se han llevado a cabo utilizando esta
metodologia, se han realizado comparando muestras de cancer de pdncreas versus
controles sanos (46,47,63,104-106). Obviamente, estos dos grupos son muy diferentes
ya que uno presenta enfermedad y el otro no. Lo realmente dificil, interesante y a la
vez desafiante, es poder diferenciar entre los grupos Ca.P. y P.C. que son dos grupos
fisiopatoldgicamente mas parecidos y donde las pruebas de imagen no siempre son
concluyentes. Hay pocos estudios que hayan comparado estos dos grupos (44,98,107).
A diferencia del estudio de Navaglia et al. (107), en el presente estudio si que
encontramos que la combinacién de perfil peptidico y CA 19.9 mejoraba la capacidad
diagndstica para diferenciar entre Ca.P.y P.C. .

En la comparacién de E.P y C.S se selecciond un panel de tres péptidos uno de los
cuales, el 4155 Da, es también uno de los seleccionados por Guo J. et. al. como
candidato para discriminar entre los grupos Ca.P., P.C. y C.S. Este hallazgo confirma
que dicho péptido es caracteristico de enfermedad pancredtico, ya que ha sido
seleccionado en nuestro trabajo y en el de otro grupo de investigacién utilizando la

misma metodologia.
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El segundo estudio clinico al que se aplicé el protocolo optimizado y estandarizado, fue
el de busqueda de biomarcadores de diagndstico precoz de ictus isquémico (l.lq). El
ictus es, segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la tercera causa de
muerte y la primera causa de discapacidad a largo plazo en los paises desarrollados. Es
por tanto, un problema de salud internacional. El ictus isquémico consiste en una falta
de aporte sanguineo a una determinada zona del parénquima encefalico, mientras que
el ictus hemorragico se debe a la rotura de un vaso sanguineo encefalico con
extravasacion de sangre fuera del lecho vascular. El 85% de los ictus son isquémicos
mientras que el resto son hemorragicos (108). Cuando se produce el ictus isquémico, la
zona queda hipoperfundida y por tanto sin aporte de oxigeno y nutrientes, esto da
lugar a un proceso de muerte celular, pero hay una zona adyacente hipoperfundida
llamada “penumbra isquémica” que durante un periodo de tiempo de 3 horas resulta
recuperable ya que presenta un metabolismo energético preservado y por tanto,
potencialmente viable. Ese periodo de 3 horas desde el comienzo de los sintomas se
denomina “ventana terapéutica” ya que, si durante ese tiempo se le aplica un
tratamiento trombolitico, ese paciente podrd recuperarse. Pero es importante
asegurarse de que el ictus es isquémico y no hemorragico, ya que si se le aplica un
tratamiento trombolitico a un ictus hemorragico las consecuencias pueden ser
devastadoras.

El Unico método diagndstico que existe hoy en dia es el realizado por pruebas de
imagen, mediante tomografia computerizada y/o resonancia magnética. Estos
métodos, ademas de caros y no disponibles en todos los centros, necesitan tiempo

para realizarse y este factor es limitante para los pacientes con ictus.
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Un biomarcador o panel de biomarcadores séricos seria la mejor opcion para este tipo
de pacientes ya que, ademas de no ser invasivo, se podria realizar de forma facil y
accesible a todos los centros sanitarios e incluso unidades moviles. Con este objetivo
se aplico el protocolo optimizado y estandarizado disefiado en el presente trabajo para
la busqueda de nuevos biomarcadores de diagndstico precoz de Ictus isquémico.

En este estudio se compararon los perfiles de los tres grupos de pacientes que
interesaba discriminar: pacientes con l.lg., pacientes con enfermedad neuroldgica
aguda (E.N.A.)y C.S..

En primer lugar se compararon los perfiles peptidicos séricos de los grupos l.Iqg. y
E.N.A. a diferentes tiempos (0, 6 y 24 horas) con la finalidad de buscar un panel que,
con el menor numero de péptidos, fuera capaz de discriminar entre ambos grupos con
una buena S y E diagndstica. Ademas se esperaba que dicho panel tuviera un
comportamiento de evolucién con el tiempo, observando un aumentando o
disminucion de las intensidades de los picos en cada uno de los tres tiempos (0, 6 y 24
horas). Al aplicar el modelo de regresidn logistica binaria en cada uno de los tres
tiempos, se obtuvieron tres paneles de péptidos diferentes, necesitando un mayor
numero de péptidos a tiempo 0 horas para poder discriminar entre ambos grupos de
estudio con una buena S y E diagndstica. Este resultado tiene sentido ya que, en las
primeras horas post-infarto, es cuando mas cuesta diagnosticar el l.Iq y diferenciarlo
de E.N.A. ya que en este grupo estan incluidas patologias que imitan la sintomatologia
del l.lg como por ejemplo: el ictus hemorragico, atague isquémico transitorio, crisis
comicial, encefalitis, migrafia con aura, etc. De los tres paneles obtenidos, sélo un
péptido (2820 Da) resultd seleccionado en dos paneles (0 y 24 horas), por lo que no

fuimos capaces de encontrar un Unico panel de péptidos que fuera capaz de
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discriminar con una buena S y E entre ambos grupos de estudio (l.Ig. y E.N.A.) y que
mostrara una evolucién con el tiempo. Esto se puede deber a que dentro del grupo
E.N.A. se incluyeron un gran nuimero de pacientes con ictus hemorragico cuya
fisiopatologia es muy semejante a la del l.lg. El poder diferenciar entre estas dos
patologias resulta interesante ya que el tratamiento trombolitico que se debe aplicar
en las primeras horas tras el l.Ig. es incompatible con el ictus hemorragico, por lo que
interesa encontrar un biomarcador o panel de biomarcadores que los discriminen.
Cuando se comparo el grupo de enfermedad neuroldgica (I.Ig. y E.N.A.) con el grupo de
C.S. y por otro lado el grupo l.lg. con el de C.S., el modelo estadistico de regresidon
logistica binaria encontré un péptido comun (2155 Da) en ambos paneles
discriminantes. Este péptido podria ser un buen biomarcador de diagndstico de l.1g. ya
gue, él sdlo es capaz de discriminar entre l.Ig. y C.S. con una S y E del 88,6% y del
96,9% respectivamente (AUC 0,980; 95% Cl 0,956-1,004; P<0,001)

Hasta la fecha, tan sélo hemos encontrado un estudio parecido al que aqui se
presenta, realizado con muestra de plasma y analizado mediante la tecnologia SELDI. El
estudio de Zhang et al. (51) compard muestras de l.lg. con C.S. y tras el analisis
estadistico de los datos obtuvieron un panel de 13 péptidos que discriminaba entre
ambos grupos con una sensibilidad del 84,4 % y una especificidad del 95%. En nuestro
estudio obtuvimos una sensibilidad y especificidad similar con tan sélo un péptido
(2155 Da). Esta diferencia en el nimero de péptidos seleccionados se puede deber a
variaciones en el protocolo utilizado ya que Zhang X. et al. partieron de muestras de
plasma, utilizaron un sistema de espectrometria de masas distinto (SELDI) y un método

de analisis estadistico diferente. Ademds este estudio no incorporé muestras de
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pacientes con E.N.A., por lo que no imita las condiciones reales en las que se debe
diferenciar un paciente que sufre l.lg.

Basandonos en nuestros resultados, el péptido 2155 Da podria ser un buen
biomarcador para diferenciar l.Iq. y C.S. Pero en el estudio nos propusimos dar un paso
mas y ver como se comportaba este péptido en los grupos l.Iq. y E.N.A. con el paso del
tiempo. Las graficas Box Plot mostraron variaciones en los niveles de dicho péptido en
ambos grupos de estudio con el paso del tiempo. Pese a la dispersion de los datos, en
el grupo E.N.A. el péptido 2155 Da muestra una clara tendencia de disminucién con el
paso del tiempo, mientras que en el grupo l.Ig. los niveles se mantuvieron mas o
menos constantes. Estos resultados no fueron estadisticamente significativos,
probablemente debido al pequeno tamafio muestral. Se necesitarian estudios
adicionales con un mayor tamano muestral para corroborar dicho hallazgo. El presente
trabajo es el primero donde se han comparado los perfiles peptidicos séricos de los
grupos llg. y E.N.A. estudiando muestras recogidas a distintos tiempos (0, 6 y 24
horas) para ver la evolucién de los péptidos con el paso del tiempo.

Como limitacién del estudio hay que comentar que en 22 de los 45 casos de Ictus
isquémico los pacientes recibieron tratamiento tromboliticos. Las muestras de tiempo
0 horas se obtuvieron antes de aplicar dicho tratamiento, pero el perfil peptidicos de la
segunda y tercera muestra (6 y 24 horas) podria verse afectado por la presencia de los
compuestos administrados durante el tratamiento trombolitico. Para proximos
estudios de validacion de resultados se deberian descartar muestras de pacientes que
hayan recibido tratamiento trombolitico.

En conclusidn, el péptido 2155 Da es un buen biomarcador peptidico para discriminar

entre l.lg. y C.S. Ademas podria ser un biomarcador peptidico de ictus isquémico ya
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gue presenta distinto comportamiento entre pacientes con l.Ig. y E.N.A. Sin embargo,
estos resultados deberian ser confirmados mediante validacion en un grupo de
pacientes no seleccionados y completado con un proceso de identificacién de dicho
péptido. Una vez realizada la identificacién, seremos capaces de disefiar un
inmunoensayo especifico que es el método mas usado para determinar biomarcadores

proteicos.
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6.1.- RESUMEN

El estudio de perfiles peptidicos mediante la tecnologia de espectrometria de masas
MALDI-TOF es una metodologia util y prometedora para la buUsqueda de nuevos
biomarcadores de diagndstico. Sin embargo, queda clara la necesidad de estandarizar
todas las fases del proceso desde la preanalitica, analitica y postanalitica para poder

mejorar la reproducibiblidad inter e intralaboratorio.

Existen muchos factores que pueden influir en la variabilidad de los resultados
obtenidos: tipo de muestra, conservacién de la muestra, método de
prefraccionamiento, deplecién o no de proteinas mayoritarias, tipo de matriz,
solventes utilizados, automatizacién del proceso, uso de calibradores, tipo de
analizador, método estadistico, etc. Realizar un andlisis previo de los factores que
pueden influir en la calidad de los espectros y disefiar un protocolo estandarizado que
sea Optimo para los biomarcadores que se busquen, es fundamental para no fracasar

en el estudio de investigacion.

En el presente estudio se ha disefiado un protocolo estandarizado para el estudio de
perfiles peptidicos séricos que incluye las fases preanalitica, analitica y postanalitica,
con el objetivo de poder ser aplicado a diferentes patologias en la busqueda de nuevos

biomarcadores de diagndstico precoz.

Tras analizar las variables que influyen en los perfiles peptidicos se selecciond la
muestra de suero como la mas idénea por ser la que daba espectros con mayor
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numero de picos y de mejor calidad. El tiempo de coagulacidon dptimo se establecio en
60 minutos y el tiempo maximo desde la extraccion de las muestra hasta la posterior
congelacion de las alicuotas, no debia superar las 2 horas. Como método de
prefraccionamiento se eligié el basado en cromatografia en fase sélida utilizando
particulas magnéticas funcionalizadas con cobre (IMAC-Cu), se selecciond la matriz
2’,6’,-dihidroxiacetofenona (2,6-DHAP) a la concentracion de 1mg/mL disuelta en
acetonitrilo (ACN) al 20% vy citrato de amonio dibasico 0,5 M y pH 4,5. Como solucién
de elucidn se eligid el ACN al 30% con 0,1% de acdio trifluoroacético y 0,08% de citrato

de amonio dibasico.

La fase preanalitica se automatizo siguiendo el protocolo previamente optimizado de
forma manual, para ello se empled el robot Freedom Evo Ware de Tecan. La placa
seleccionada para el andlisis fue la Anchor Chip de 400 um. El analisis por
espectrometria de masas se realizd con el analizador Autoflex Il (Bruker Daltonics)
basado en la tecnologia MALDI-TOF MS. Se utilizaron calibradores y controles antes de

cada serie analitica.

En el presente trabajo se evalud el efecto de la automatizacion de la fase analitica
sobre la reproducibilidad de los resultados a partir del calculo del CV interdia del area
media de cada uno de los picos presentes en el espectro. Las muestras analizadas para
dicho fin, fueron las muestras “suero control humano” (SCH) (Sigma Aldrich). El CV
interdia pasé de ser un 62%, cuando el proceso se realizaba de forma manual, a un
11.6% cuando se automatizo el proceso. Se concluye que, con la automatizacién del

proceso analitico, se consigue una importante mejoria en la reproducibilidad de los
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resultados, obteniendo un CV interdia en el orden de lo aceptable para un

biomarcador de uso diagnéstico.

En el presente trabajo también se ha analizado la influencia del género y la edad sobre
los perfiles peptidicos séricos llegando a la conclusidn de que el efecto de estas dos

variables es minimo y se puede considerar despreciable.

Para el analisis estadistico de los resultados, se disefid un modelo de regresidn logistica
binaria a partir del software SPSS 15.0 que, partiendo de los 10 péptidos
estadisticamente mas significativos, era capaz de buscar la combinaciéon que, con
menor nimero de péptidos, consiguiera discriminar entre los grupos de estudio con

una mayor sensibilidad y especificidad diagndstica.

El protocolo estandarizado y optimizado se aplic6é a la busqueda de nuevos
biomarcadores de diagndstico precoz de cdncer de pancreas comparando muestras de
cancer de pancreas (Ca.P.), pancreatitis cronica (P.C.) y controles sanos (C.S.). Cuando
se compararon los grupos Ca.P. y P.C,, al incorporar el marcador tumoral CA 19.9
como una variable mas del modelo estadistico, se obtuvo un panel discriminante
constituido por dos péptidos (1006,52 y 1929,65 Da) y el CA 19.9. Dicho panel
mejoraba notablemente la sensibilidad y especificidad diagndstica del CA 19.9 cuando
este se utilizaba soélo. Con el nuevo panel de biomarcadores, la sensibilidad
diagndstica pasaba a ser de un 75,5% a un 89,8 % y la especificidad diagnodstica

mejoraba de un 87,3% a un 92,7%.
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Cuando se compard el grupo enfermedad pancreatica (Ca.P. y P.C.) frente al grupo
C.S., el modelo estadistico selecciond un panel de tres péptidos y se descartd el CA
19.9 como variable, ya que presentaba una menor capacidad diagnostica que los
péptidos seleccionados. De los tres péptidos elegidos, el péptido 4155 Da habia sido
previamente descrito en la bibliografia como caracteristico de enfermedad pancreatica
(98) confirmando nuestros resultados. A partir de estos datos podemos concluir que el

péptido 4155 Da es caracteristico de enfermedad pancreatica.

El protocolo estandarizado y optimizado se aplicé también a la busqueda de
biomarcadores de diagdstico precoz de ictus isquémico. En este estudio se compararon
muestras de ictus isquémico (l.lg.), enfermedad neuroldgica aguda (E.N.A.) y controles
sanos (C.S.). Se recogieron muestras de los pacientes con l.lIg. y E.N.A. a distintos
tiempos: 0, 6 y 24 horas postinfarto. En la comparacién de las muestras de los grupos
I.Ig y E.N.A. a los distintos tiempos, no se consiguid un Unico panel de péptidos que
evolucionara con el paso del tiempo, aumentando o disminuyendo la expresion de sus
péptidos.

Sin embargo, tanto al comparar enfermedad neurolégica (l.Ig. y E.N.A.) frente a C.S.
como al comparar l.lg frente a C.S., el modelo estadistico selecciond un péptido en
comun en ambos paneles discriminantes: el péptidos 2155 Da. Utilizando sélo el
péptido 2155 Da, se consigue discriminar entre l.Ilg y C. S. con una sensibilidad y

especificidad diagndstica del 88,6% y del 96,9% respectivamente.

Ademas, al analizar el comportamiento del péptido 2155 Da en los dos grupos de

interés (l.Ig y E.N.A.), se observa una clara tendencia de disminucion, en cuanto a su
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expresion con el paso del tiempo, en el grupo E.N.A.. Sin embargo, en el grupo l.Ig. los
niveles del péptido 2155 Da permanecen mas o menos estable. A partir de estos datos
se puede concluir que el péptido 2155 Da puede ser un buen biomarcador de
diagnodstico precoz de I.Ig.. Este hallazgo debe confirmase en un estudio de validacion
realizado con nuevas muestras y con un mayor tamafio muestral para obtener

resultados estadisticamente significativos.
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6.2.- CONCLUSIONES

Del trabajo desarrollado en la presente tesis doctoral se obtienen las siguientes

conclusiones:

1.- Se ha obtenido un protocolo estandarizado y optimizado que se puede aplicar a
distintos tipos de patologia con el objetivo de encontrar biomarcadores séricos de

diagnostico precoz.

2.- La automatizacion de la fase preanalitica, mediante robotizacion, mejora Ia
reproducibilidad de los resultados consiguiendo un coeficiente de variacién interdia en

el orden de lo recomendado para un biomarcador de uso diagndstico.

3.- Se ha podido demostrar que el efecto del género y la edad en los perfiles peptidicos

séricos no es significativo.

4.- En los estudios de comparacion de perfiles peptidicos séricos para la busqueda de
nuevos biomarcadores de diagndstico precoz, es importante comparar no soélo
enfermos frente a sanos, sino también se debe tener un grupo de patologia similar a la

del estudio, con el fin de asegurar la especificidad de los péptidos discriminantes.

5.- En el estudio de cédncer de pancreas se ha conseguido mejorar la capacidad
diagnodstica del marcador clasico CA19.9 anadiendo los péptidos seleccionados en el
estudio (1006,52 Da y 1929,65 Da). De esta manera se mejora notablemente la
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sensibilidad diagndstica de un 75,5% a un 89,8% vy la especificidad diagndstica de un
87,3% a un 92,7%. Dichos resultados quedan pendientes de validacion e identificacion

de los péptidos seleccionados.

6.- En el estudio de cancer de pancreas también se concluye que el péptido 4155 Da es
caracteristico de enfermedad pancredtica. Dicho péptido queda pendiente de

validacion e identificacion.

7.- En el estudio de ictus isquémico no se obtuvo un panel de péptidos Unico que

evolucionara modificando su expresidon con el paso del tiempo.

8.- En el estudio de ictus isquémico se concluye que el péptido 2155 Da es un buen
biomarcador de diagndstico precoz con un sensibilidad diagndstica del 88,6% y una
especificidad diagndstica del 96,9% para discriminar entre ictus isquémico y controles

sanos.

9.- El péptido 2155 Da puede discriminar entre ictus isquémico y enfermedad
neuroldgica aguda al presentar diferente patron de expresion a lo largo del tiempo en
ambas patologias. Queda pendiente la validacion de este resultado asi como la

identificacion del péptido.
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