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¿Qué define a un sistema biológico?
¿Genes o proteínas?

Claramente, un mismo genoma puede dar lugar a organismos completamente distintos.  Si bien la oruga y la 
mariposa podría considerarse un ejemplo extremo, pensemos en la diversidad de tipos celulares de nuestro 
organismo que comparten el mismo genoma.



Adaptado de Bodrova et al. (2012) The EPMA Journal, 3: 16 

Fenotipo y proteoma
Genoma:

“lo que podría pasar”

Transcriptoma:
“lo que puede estar pasando”

Proteoma:
“lo que está pasando”

Los ácidos nucleicos (DNA y RNA), en general, son biomoléculas cuya función es la transmisión de información.  
Por el contrario, las proteínas desempeñan multitud de funciones químicas, estructurales y de señalización.  
Por tanto, el fenotipo está determinado por el conjunto de proteínas presentes en un momento dado.



Diagnóstico molecular y biomarcadores

• El diagnóstico molecular pretende asociar la abundancia de determinadas 
biomoléculas con enfermedades concretas

• El análisis molecular tiene utilidad no solo en el diagnóstico sino que puede 
utilizarse para la clasificación de los pacientes, para inferir el pronóstico o 
para predecir la respuesta al tratamiento

• Todo ello es parte de la medicina de precisión y el análisis molecular es la 
base para poder alcanzarla

• Dado que la función de las proteínas contribuye decisivamente en el 
fenotipo asociado a cada uno de los aspectos relacionados con la medicina 
de precisión, el análisis de las proteínas es clave



Las proteínas como biomarcadores

La detección de proteínas es la base 
de gran parte de las pruebas 
diagnósticas

Inmunocitoquímica



Dificultades
La experiencia muestra que encontrar una única 
biomolécula como biomarcador de una enfermedad 
es difícil.  En parte, ello se debe a que el modelo de 
organización celular lineal en el que las 
perturbaciones producen un efecto al final de la ruta 
no parece ajustarse a la realidad en la mayor parte de 
los casos.
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Por el contrario, las evidencias indican que la 
organización celular es una red con un alto grado de 
interconectividad, interacciones y solapamientos de 
funciones.  Las alteraciones en cualquier punto de la 
red puede tener múltiples consecuencias o ser 
atenuada.

Por tanto, en muchas ocasiones un panel de varios biomarcadores 
puede ser más apropiado para describir un fenotipo concreto

Bensimon, A., et al. (2012) Annu Rev Biochem, 81: 379



Proteómica

• La proteómica es una tecnología ómica que se ha desarrollado para el 
análisis de proteínas

• Su principal técnica analítica es la espectrometría de masas

• Puede proporcionar información sobre las proteínas a escala masiva, 
dirigida a un reducido número de proteínas o centrada a aspectos muy 
concretos de algunas proteínas

• Algunos de los procedimientos desarrollados podrían ser de utilidad 
clínica

• Es ideal para analizar paneles de biomarcadores proteicos

• Puede proporcionar información funcional de proteínas individuales o de 
procesos y funciones celulares



Búsqueda e identificación de biomarcadores

Péptidos

Análisis diferencial de proteínas:
Proteómica bottom-up con una estrategia shotgun de identificación masiva 
de proteínas combinada con distintas técnicas cuantitativas

HPLC

Espectrometría de masas

Análisis diferencial:
• Sin marcaje
• SILAC
• iTRAQ/TMT
• Otras

Muestra:
• Biopsia
• Suero
• Otros



Búsqueda e identificación de biomarcadores

El análisis de cientos o miles de proteínas permite identificar las proteínas diferenciales con mayor potencial 
biomarcador a partir de las cuales se pueden definir paneles de proteínas con mayor capacidad para clasificar 
muestras patológicas.
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Proteoma digital

ccRCC: carcinoma de células 
renales de tipo células claras

Una de las aplicaciones es su capacidad para realizar perfiles 
de proteínas que después pueden asociarse a distintos 
fenotipos, grupos de pacientes, diagnóstico, pronóstico, etc.

Clasificación basada en la 
cuantificación de ~2300 proteínas



La proteómica dirigida (SRM/MRM) permite 
cuantificar una o varias proteínas de interés 
en cualquier tipo de muestra con gran 
exactitud y sensibilidad

Proteómica dirigida: cuantificación de biomarcadores

Tiempo de retención

Abundancia del péptido en las muestras

Péptido proteotípico
(específico de la proteína de interés)

LC-MS/MS SRM/MRM



Proteómica dirigida: cuantificación de biomarcadores

El análisis de HER2 mediante proteómicadirigida
proporciona una mejor cuantificación que la 
inmunohistoquímica y pone de manifiesto 
diagnósticos erróneos



Proteómica dirigida: cuantificación de biomarcadores

Posteriormente se creó un clasificador integrando la 
cuantificación de 2 proteínas (LG3BP y C163A) con 5 factores de riesgo

Benigno

Medida simultánea de un panel de 13 biomarcadores 
para el diagnóstico de cáncer de pulmón



Monitorización funcional

Lian Yi et al. (2018) Anal. Chem. 90, 5256−5263 

La proteómica permite evaluar 
funciones y procesos complejos de 
interés que no están codificados en la 
secuencia genómica.
En este caso, mediante proteómica 
dirigida, se ha evaluado la activación 
de la ruta de señalización del 
receptor del factor de crecimiento 
epidérmico (EGFR).  Para ello se 
pueden cuantificar los residuos 
fosforilados claves de las proteínas de 
la ruta.



Imagen de espectrometría de masas (MSI)

Seeley, E. H., and Caprioli, R. M. (2011) Trends Biotechnol 29, 136–143

El análisis de preparaciones 
histológicas mediante 
espectrometría de masas 
permite estudiar la 
distribución de las moléculas 
en los tejidos

Bloque de tumor 
de mama

m/z 788 m/z 1275

Distribución 
molecular diferencial



Imagen de espectrometría de masas (MSI)

La imagen molecular permite identificar 
marcadores que, en este caso, agrupa a los 
pacientes con distinto pronóstico y supervivencia



Imagen de espectrometría de masas (MSI)

La combinación con las matrices de tejidos 
permiten el diagnóstico de los pacientes

Cáncer Negativo

Histología

MSI
(m/z = 1,406.9)



Proteómica Top-down: el análisis de las proteoformas

De cada proteína suelen existir variantes tanto debidas a causas genéticas como consecuencia del procesamiento 
celular.  Estas variantes se denominan proteoformas y tienen una gran importancia en la función de las proteínas y 
pueden participar en procesos patológicos.  Las modificaciones post-traduccionales son un ejemplo de la variabilidad 
proteica que modula la función de las proteínas.
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the basis for the creation of new reagents and tools, such as the two 
examples outlined below.

Proteoform synthesis for functional studies. Understanding the 
language of site-speci c PTMs remains a challenge, in part, because 
endogenous proteins are complex mixtures of related compositions, 
depending on their biosynthesis, functional regulation and subcel-
lular distribution. Tools and technologies for precision proteoform 
synthesis (i.e., the ability to produce useful quantities of proteins 
with de ned post-translational decorations for biochemical, mecha-
nistic and structural studies) have advanced recently via two main 
approaches. First, the installation of genetically encoded chemistry 
by co-translationally incorporating noncanonical amino acids site 
speci cally into proteins has a orded new advances (for example, 
phosphorylated amino acids)72–74. Furthermore, precision installa-
tion of glycans a ords chemically de ned glycoforms to study their 
structure and function. Recent e orts in glycoengineering of cel-
lular systems have also expanded our ability to reliably synthesize 
chemically de ned glycoforms75. Complementing these cell-based 
strategies (and emerging cell-free alternatives76) are well-established 
protein chemical synthesis and semisynthesis strategies for pre-
paring proteoforms containing a wide repertoire of PTMs77. For 
example, histone proteoforms harboring multiple PTMs have been 
generated for functional studies via semisynthesis. 

A nity reagents and assays. e need to understand and assert 
PTM function bene ts from antibody and mass-spectrometric 
methods working in a complementary and proteoform-informed 
fashion. For the development of a nity reagents, full-length pro-
teoforms or domains decorated with PTMs are needed as antigens 
for production and validation of high-quality a nity reagents 
using methods like phage display78. e use of multiple antibod-
ies, created using full-length antigens, can be deployed for cell-
type-resolved or spatial mapping using frontier methods like 
mass cytometry (CyTOF) or for targeted analysis of a few dozen 
epitopes using single-cell proteomics79. Combining these methods 
with proteoform information by creating a nity reagents based 
upon precise knowledge of protein composition would enable 
e orts to map the spatial information of proteoforms in distinct 
cell types within human tissues. In the long-term, it is crucial to 
generate recombinant antibody tools as monospeci c, permanent 
and renewable reagents to replace perishable animal-derived poly-
clonal or even monoclonal antibodies. Moreover, to detect proteins 
in their natural state, it is important that recombinant antibodies be 
generated to intact and folded proteins, because most high-a nity 
and speci c antibodies recognize tertiary, not primary, sequence 
determinants. To this end, the National Cancer Institute’s Clinical 
Proteomic Tumor Analysis Consortium’s (NCI–CPTAC) Antibody 
Portal (http://antibodies.cancer.gov) provides well-characterized, 
renewable antibodies against full-length protein antigens that are 
useful in development of targeted assays (e.g., immuno-MRM; 
http://assays.cancer.gov).

On the roles of PTM complexity in human biology. Below, we pro-
vide some thoughts on the possible roles of proteoform diversity, 
rst through the evolution of complex traits and then on informa-

tion processing for complex systems like human cells. Although the 
potential complexity a orded to proteins by PTMs is enormous, the 
few studies available suggest that only a small amount of this com-
plexity is accessed in any given biological context. At the same time, 
di erent contexts may elicit diverse parts of proteoform complex-
ity, so large swaths of PTM combinatorial space could have been 
explored over evolutionary timescales. One way to think about the 
role of this complexity is that it o ers an ‘escape’ from the central 
dogma by accessing a far broader ensemble of protein compositions 
than can be realized from the genetic level alone80. PTMs thereby 

to highlight early examples44. In the domain of microbiology and 
infectious disease, the process of assigning proteoform function and 
obtaining clinical value is farthest along. In more complex human 
diseases across the spectrum of neurodegeneration, oncology and 
cardiovascular disease, functional assignment for combinations 
of events detected at the proteoform level are accruing, albeit at a 
slower rate.

In cancer epigenetics, there are several examples in which PTM 
crosstalk has been mapped de nitively (see also the top rows of 
Table 1)22,45–49. It has been estimated that ~1,000 H3 proteoforms 
above a 0.1% abundance threshold exist for each of three histone H3 
genes50. Such examples have been mapped in the context of multiple 
myeloma51 and di use intrinsic pontine glioma (DIPG)52. In each 
case, a global decrease in trimethylation of histone H3 on lysine 27 
(H3K27me3; normally ~20% abundance) could result in hundreds 
of dysregulated histone codes in the diseased epigenome. In other 
disease areas, including organ brosis, several examples exist in 
which a mutation at one site can a ect PTM pro les elsewhere on 
the protein53–55. In neurological disease and aging, modi ed proteins 
are the histopathological hallmarks of a number of diseases, such as 
SOD1 in amyotrophic lateral sclerosis (ALS)56,57, and a class of dis-
eases long referred to as the proteinopathies57, including tauopathies 
in Alzheimer’s disease58 and inclusions of amyloid- 59, -synuclein 
in Parkinson’s60,61 and multiple secondary ubiquitinopathies62,63. In 
heart disease, proteoform dynamics have been observed on pro-
teins such as cardiac troponin I64, apolipoprotein C-III65, and B-type 
natriuretic peptide, the latter a key regulator of blood pressure and 
also the gold standard biomarker for clinically assessing heart fail-
ure66. Within the eld of infectious diseases, proteoform-resolved 
approaches have been instrumental for understanding infectivity 
and dissemination of Salmonella typhimurium67, Corynebacterium 
glutamicum68 and Neisseria meningitidis69. Finally, the clinically 
deployed use of whole-protein MALDI–TOF MS for rapid identi-
cation of the species and strain of pathogenic bacteria has been 

adopted by thousands of hospitals and clinics worldwide70,71.

Deciphering the functions of pr oteoforms and their PTMs
With a far more precise understanding of protein composition and 
distribution in human biology, several advances can be anticipated. 
For compositional proteomics, the assignment of proteoform func-
tion and their combinations of PTMs can be made more e cient, 
as this is a holy grail in both basic and translational research. e 
use of proteoforms as protein-based biomarkers of disease is in its 
infancy (Table 1). To assign biological functions to proteoforms and 
their PTMs, a more precise map of protein composition would be 

Protein

network

Complex 

traits

Proteoform

family

Proteoform

Figure 5 | Proteoforms and their families underlie complex traits and 

molecular mechanisms operative in living systems. In nature, individual 

proteoforms (left), arising from variable sources of biological variation 

like PTMs, often exist in groups of related proteoforms. These dynamic 

‘proteoform families’ (middle lef t) are the true protein products from the 

same human gene that convey information within signaling and r egulatory 

networks (middle right) that underlie complex traits in wellness and 

disease (right). Discrete proteoforms and their families o er challenging, 

high-value targets for direct measurement by top-down proteomics.
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R. Aebersold et al. (2018) Nature Chemical Biology 14, 206-214

La proteómica Top-down analiza las proteínas intactas y 
permite identificar y diferenciar las distintas proteoformas



Proteómica Top-down: el análisis de las proteoformas

El análisis de las proteoformas de KRAS4B 
muestra que la presencia de mutaciones 
impide la nitrosilación de la proteína y su 
correcto funcionamiento y explica el 
efecto dominante de la mutación


