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Con la descripcién del genoma humano se ha abierto
una nueva manera de estudiar y entender los fenémenos
fisiopatologicos. El siglo xx nos permitid conocer multitud
de componentes de la célula de modo individual. Sin em-
bargo, el siglo xxi1 se inicia con un analisis global de los
componentes celulares. Gracias al desarrollo de diversas
tecnologias, como los chips de ADN, o la electroforesis
bidimensional, entre otros, ahora puede estudiarse la ex-
presion de miles de genes, o de las proteinas que codifi-
can, en pocas horas.

Ademas, la gendmica ha dado paso a la protedmica.
La mera enumeracién de los genes no informa de las fun-
ciones celulares, pues ninguna célula los expresa todos
simultaneamente, sino que, dependiendo del tipo celular
y de los estimulos que reciba, expresara una parte varia-
ble de su genoma. El resultado sera el proteoma, es de-
cir, un conjunto de proteinas que si son las responsables
de las funciones celulares en cada momento, y que es el
objeto de estudio de la protedmica.

En protedmica cardiovascular ha comenzado a descri-
birse el proteoma de las células cardiacas y algunas pro-
teinas nuevas, no identificadas previamente, que estan
alteradas en distintas miocardiopatias. Estas proteinas
estan implicadas en la produccién de energia, en res-
puesta al estrés, o pertenecen al proteasoma o al citoes-
queleto y pueden ser potenciales marcadores de riesgo y
constituir nuevas dianas terapeuticas en el futuro. La qui-
miogendmica aparece como una reciente metodologia
que posibilita generar nuevos farmacos a partir de los da-
tos gendmicos y protedmicos.

Palabras clave: Proteémica. Gendmica. Electroforesis
bidimensional. Espectrometria de masas. Enfermedad
cardiovascular. Miocardiopatia dilatada. Proteinas.

Proteomics and Cardiovascular Disease

The description of the human genome has opened new
venues for the study and understanding of pathophysio-
logical phenomena. In the 20th century, individual cell
components were studied. The 21st century began with a
global analysis of cell components. Thanks to the deve-
lopment of new technologies such as DNA chips, or two-
dimensional electrophoresis, we can now study the ex-
pression of thousands of genes, or the proteins they
encode, in a few hours.

Genomics has opened the way for proteomics. Impro-
ved knowledge of genes does not provide information
about cell functions, because any cell expresses all ge-
nes simultaneously. Instead, there is selective gene ex-
pression depending on the cell type and the stimuli to
which it is exposed. The result of this is the proteome, an
ensemble of proteins that are responsible for cell func-
tions at any given moment, which are the object of the
study of proteomics.

The description of the proteome of cardiac cells has be-
gun and some new proteins have been found to be dysre-
gulated in different cardiomyopathies. These proteins are
involved either in energy production or in the stress res-
ponse, or belong to the cell proteasome or cytoskeleton.
They may be potential risk markers or new therapeutic
targets in the future. In this sense, chemogenomics is a
new methodology for the development of new drugs using
genomic and proteomic data.
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INTRODUCCION

El siglo XX se caracterizé por grandes éxitos en el
conocimiento de muchos componentes de la célula, la
descripcién de receptores, de factores de transcripcion,
de genes implicados en diversos procesos fundamenta-
les (division celular, apoptosis) y patolégicos (oncoge-
nes, genes de susceptibilidad), pero todo ello de mane-
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ra individualizada. El siglo xx1 ha iniciado su andadu-
ra con un salto cualitativo de una enorme magnitud,
que probablemente no somos capaces de vislumbrar
en el momento presente. Actualmente podemos estu-
diar el conjunto total de los componentes de las célu-
las o de los tejidos, fundamentalmente referido a los
genes y proteinas, en un tiempo muy inferior al emple-
ado hace tan sélo unos afios en conocer un tinico com-
ponente!-3,

(Cudles son las razones que han originado este salto
tan importante? En primer lugar, la descripcién del ge-
noma completo de diversos organismos (desde bacte-
rias al ratén), y principalmente del genoma humano.
Ahora disponemos del listado total de los genes que
definen a la especie humana y que constituye una
fuente inestimable para el entendimiento de las funcio-
nes celulares, fisiologicas y patoldgicas. La disponi-
bilidad del genoma y de numerosas bases de datos ge-
némicos y de proteinas son herramientas esenciales
para una nueva visién de la célula y de los seres
vivos*. En segundo lugar, la difusién y accesibilidad
de numerosos navegadores y programas informaticos
sencillos que permiten obtener informacién de las ba-
ses de datos gendmicas y de proteinas. Hoy dia es po-
sible rastrear un genoma completo para localizar una
secuencia particular de una proteina o de un gen en
pocos segundos. Estas bisquedas se integran con otros
programas que, a su vez, predicen la funcién de las
proteinas identificadas, sus interacciones con otras
proteinas, etc.’. En tercer lugar, el desarrollo de los
chips de ADN, que contienen miles de secuencias de
cADN o de oligonucledtidos, en un porta de los utili-
zados en microscopia Optica (2 X 5 cm), permiten de-
tectar la expresion de miles de genes, simultdneamen-
te, en pocas horas. Podemos observar «el sistema
completo», el conjunto total de los genes expresados®.
Sin embargo, la informacién contenida en esos miles
de datos sobrepasa nuestra capacidad de interpretarlos
intuitivamente, y por este motivo se necesitan nuevas
herramientas que permitan integrar tales conjuntos in-
gentes de datos. Consiste en entender sistemas mas
que componentes individuales, relacionar estos siste-
mas y dar un sentido bioldgico a tal complejidad. Fi-
nalmente, la aparicién y desarrollo de la proteémica, o
gendmica funcional, ha comenzado a desvelar la iden-
tidad y funcién de las miles de proteinas codificadas
por los genes, que son las verdaderas moléculas que
llevan a cabo las funciones celulares’.

De la genémica a la protedmica

Si la gendmica es el estudio del conjunto de los ge-
nes (genoma) de un organismo, la proteémica es el es-
tudio del conjunto de proteinas (proteoma) que puede
expresar un genoma (fig. 1). Si la expresion de miles de
genes de un organismo se ha conseguido analizar con
la utilizacién de los chips de ADN, ;por qué es necesa-
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Fig. 1. Esquema general de las relaciones entre genémica y protedmi-
cay su objeto de estudio. La genémica funcional pretende determinar
la funcién de cada gen, que en su gran mayoria la realizan las protei-
nas, que son las verdaderas moléculas efectoras de la célula.

ria la proteémica? Primero, porque cada gen, con fre-
cuencia, no genera una Unica proteina, sino varias. Por
religacién alternativa, lectura de los codones en diver-
sas fases o variaciones en los codones de parada, se ge-
neran diversas proteinas®. Segundo, porque las protei-
nas se modifican postraduccionalmente, mediante
fosforilacién, glucosilacion, prenilacion, acetilacidn,
sulfatacion, entre otras, y existen mds de 200 tipos de
modificaciones descritas. Estas modificaciones afectan
a la estructura, localizacion, funcién y recambio, e im-
plican funciones de activacién, regulacion, respuesta al
entorno, etc., y asimismo son criticas para controlar los
procesos de degradacion de las proteinas. Por ejemplo,
la fosforilacion de diversas proteinas conduce a su con-
jugacién con la ubiquitina que producird la degrada-
cién de la proteina por el proteasoma 26S. Por tanto,
muchas proteinas estdn presentes bajo multiples formas
moleculares (fig. 2). Esta informacidn, esencial, sélo se
obtiene estudiando las proteinas y no los genes. Terce-
ro, no hay una correlacién directa entre los niveles de
expresion de ARN (transcripcién) y de expresién de
proteinas®’. Un ARNm de vida media corta puede gene-
rar una proteina de vida media larga, y viceversa.
Cuando la proteina estd presente en la célula (y puede
detectarse) el ARNm ya no se detectarfa. La expresion
de un ARNm no informa de la actividad de la proteina
que codifica ni de las posibles combinaciones o inte-
racciones con otras proteinas que generan nuevas fun-
ciones, etc.!?. Finalmente, debe considerarse que la dia-
na del 90% de los farmacos son las protefnas'!.

El proteoma es una foto de la expresion
de proteinas

Cada una de nuestras células contiene el genoma
completo del ser humano. Sin embargo, no todos los
genes se expresan en todas las células. La diferencia-
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Fig. 2. Durante el ciclo de vida de una proteina, ésta puede presentar
diversas formas moleculares que estan presentes simultdneamente, y
generar una gran complejidad al proteoma (8).

cion celular para generar las distintas estirpes celulares
y tejidos se debe a una expresion diferencial de genes.
Asi, aunque todas las células expresan unos genes co-
munes, cuyas proteinas proporcionan funciones esen-
ciales (catabolismo de la glucosa, sintesis de ADN,
etc.), cada tipo celular expresard selectivamente aque-
llos que codifican las proteinas necesarias para realizar

Fig. 3. La expresion de proteinas de
cada célula esta influida por numero-

s Condidones de cultivo
sas condiciones ambientales, trata- SRt

mientos farmacoldgicos, etc., de forma
que el proteoma es cambiante y diné-
mico, y refleja la situacion real en cada
momento.
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las funciones que le son especificas. El proteoma de
cualquier célula, en un momento dado, representa s6lo
una fraccion de todas las proteinas posibles que puede
expresar el genoma. Esto no indica que el proteoma
sea mds simple que el genoma, sino todo lo contrario.
Las proteinas que se expresan o que se modifican va-
rian en funcién de las circunstancias, ataques del en-
torno, accién de farmacos, requerimientos energéticos,
etc. (fig. 3). El proteoma es un conjunto dindmico de
proteinas cambiantes frente a un cierto caracter estati-
co del genoma. Existe, por tanto, un genoma, pero
multitud de proteomas, y es el proteoma el que va a re-
flejar fielmente el estado celular en cada momento'>13.

Cuando se ha conocido el nimero total de genes de
diversos organismos se ha constatado que la compleji-
dad de un organismo y el niimero de genes que posee
no es una relacién simple. Puede sorprender que el ge-
noma humano sélo posea el doble de genes que el de
un gusano; sin embargo, la complejidad bioldgica no
procede simplemente del nimero de genes. El nimero
de dominios o unidades estructurales de las proteinas
que pueden generar los genes humanos es superior al
de organismos inferiores, lo que por combinacién ge-
nera un nimero superior de proteinas, con una regula-
cién mas compleja y una funcionalidad multiple. La
complejidad de nuestro organismo procede probable-
mente de la diversidad de proteomas que podemos ge-
nerar, mas que del nimero de genes que componen
nuestro genoma',

HERRAMIENTAS DE LA PROTEOMICA

Aunque conceptualmente la protedmica es simple,
la practica es compleja. La estrategia cldsica, comtin

Temperatura Interaccones
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Fig. 4. Representacion esquematica de la realizacion de una electroforesis bidimensional. Las proteinas de una muestra (tejido, células) se aplican
en un soporte o tira de electroenfoque y se separan segun el punto isoeléctrico al aplicar un campo eléctrico. Se deposita entonces la tira sobre un
gel de poliacrilamida y las proteinas se separan segin su tamafio molecular, en una segunda electroforesis, al aplicar un campo eléctrico perpendi-
cular al primero. Una vez tefiido, se obtiene un gel 2-D (véase figura 8 con un gel real).

en protedmica, consiste en separar y cuantificar las
proteinas de una muestra (célula, tejido o fluido) por
electroforesis bidimensional (2-D)!* o cromatografia
multidimensional'® (también por electroforesis capilar,
pero su uso estd menos extendido)!’, y posteriormente
identificar cada una de las proteinas mediante espec-
trometria de masas (MS)'8. La mera cuantificacién no
refleja el estado funcional de la proteina, ni su locali-
zacién o posibles interacciones con otras moléculas,
por lo que la protedmica abarca muchas otras estrate-
gias (caracterizacion de las modificaciones postraduc-
cionales por MS, andlisis estructural por difraccién de
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rayos X o resonancia magnética, localizacion intrace-
lular por microscopia confocal, etc.) que completan la
descripcién del proteoma!4,

Electroforesis bidimensional

La 2-D es una técnica de separacién de proteinas
que consiste en una sucesion de dos modalidades de
electroforesis distintas realizadas sobre una misma
muestra’®. El tejido o células que se han de analizar se
solubilizan en tampones que contienen agentes diso-
ciantes y detergentes que facilitan la separacion poste-
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rior de cada proteina individual. La primera dimensién
es un electroenfoque, en el que las proteinas se sepa-
ran en funcién de su punto isoeléctrico (pI) a lo largo
de un gradiente de pH (p. ej., pH 3-10), y la segunda
es una electroforesis en geles de poliacrilamida en pre-
sencia de un detergente (PAGE-SDS), en la que la se-
paracién se produce en funcién de la masa molecular
de las proteinas (fig. 4).

Hace 25 afios que se conocen estas técnicas; sin em-
bargo, sélo muy recientemente se han conseguido so-
portes para el electroenfoque con gradientes de pH es-
tables, reproducibles y disponibles comercialmente.
En la actualidad existen tales soportes (son una peque-
fia tira de 0,5 X 18 cm) con una variedad de gradientes,
extendidos (pH 3-10) o expandidos (pH 4-5, 5-6,
etc.)’. Los geles bidimensionales (2-D) resultantes se
tifien con colorantes especificos de proteinas (Azul
Coomassie, tincién con plata, compuestos fluorescen-
tes, etc.), se escanean y digitalizan mediante progra-
mas de imagen (Melanie, PDQuest), y se obtiene el
conjunto de las proteinas de una muestra en un gel de
20 x 20 cm. En condiciones estandar, una muestra ce-
lular que contiene 100-300 pg de proteina total, genera
1.000-2.000 manchas (proteinas) y en condiciones par-
ticulares (geles de mayores dimensiones), en laborato-
rios especializados, hasta 10.000%.

Las proteinas presentes en muy baja concentracién
o de caracteristicas particulares (proteinas muy basi-
cas o de membrana muy hidrofébica) se detectan con
dificultad. La utilizacién de geles expandidos o el
fraccionamiento previo de las muestras (obtencién de
membranas o mitocondrias, citoesqueleto, etc.) para
estudiar subproteomas concretos evita esos inconve-
nientes e incrementa considerablemente los niveles de
deteccion.

Cromatografia liquida multidimensional

La cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)
es otra opcidn para la separacién y cuantificacién de
proteinas. Se trata de una técnica analitica que separa
las moléculas en funcién del tipo de soporte (columna
cromatografica) que se utilice (cambio idnico, fase re-
versa, afinidad, etc.). La HPLC en tindem, de forma
andloga a la 2-D, combina dos tipos diferentes de cro-
matografia mediante la conexion de dos columnas (fig.
5). Habitualmente la primera columna es de cambio
iénico (separacion por carga) y la segunda de fase re-
versa (separacién por hidrofobicidad)'®. Aunque este
sistema permitiria la separaciéon de mezclas de protei-
nas, se utiliza, por su mejor resultado, en la separacién
de péptidos. Por este motivo, una vez solubilizada una
muestra celular o un tejido, el conjunto de las protei-
nas se digiere con una proteasa (habitualmente tripsi-
na), y se produce una mezcla muy compleja de pépti-
dos (miles), que se separan en la HPLC. Actualmente
estos cromatdgrafos utilizan columnas capilares (75-
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Meals de proeies

Cromerooramh bitmesiomal
Separaconde péptitos

Fagmeniacon de péplilos
Sbencon de secue o)

ltlnal'ﬂiﬁﬂl:iﬁmT de proteinas

Fig. 5. Esquema de la separacion por cromatografia multidimensional
del conjunto de péptidos producto de la digestion de las proteinas de
una muestra (biopsia, células). SCX: columna cromatogréfica 1 (sepa-
racion por carga); RP: columna 2 (separacion por hidrofobicidad). Los
péptidos eluidos se analizan por espectrometria de masas, habitual-
mente por un sistema de electrospray (ESI) (véase figura 7), y se ob-
tiene su secuencia. Con ella, los programas de basqueda (p. ej., SE-
Quest) en las bases de datos identifican la proteina de la que procede
el péptido.

100 um de didmetro interno y 5-10 cm de longitud)
que permiten analizar muy poca cantidad de muestra
(picomoles, fentomoles o incluso menos) rapidamente.
Asi, por ejemplo, se consiguen identificar péptidos de
proteinas presentes en muy baja concentracién en la
célula, que normalmente no se detectan en los geles 2-
D. Ademas, la HPLC se puede conectar directamente a
un espectrometro de masas, lo que permite la identifi-
cacién automatizada de miles de péptidos —y, por tan-
to, las proteinas de las que proceden—, segin van elu-
yendo de la HPLC?.

Espectrometria de masas

Una vez separadas y cuantificadas las proteinas por
2-D o por HPLC es preciso identificarlas. Esto se lleva
a cabo con la MS, que es una técnica analitica que de-
termina con alta sensibilidad y precisién las masas
moleculares de compuestos quimicos o bioldgicos. A
partir de la masa pueden deducirse datos estructurales
e identificar los compuestos's. En MS se requiere la
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Fig. 6. Andlisis por espectrometria de masas con MALDI-TOF del con-
junto de péptidos generados por digestion con tripsina de una protei-
na. Los péptidos se vaporizan con un pulso de laser (ampliado en la
parte inferior) y se aceleran con alto voltaje (HV) hacia el tubo de vue-
lo. El ordenador recoge los datos del detector y presenta el resultado o
espectro de masas, en el que las masas (en realidad m/z) de los pépti-
dos y su intensidad se muestran ordenados de menor a mayor. Cada
proteina genera un espectro caracteristico o «huella peptidica» que
permite identificar la proteina en las bases de datos.

conversion de los compuestos (en nuestro caso, protei-
nas y péptidos) en iones en fase gaseosa, utilizando di-
versos procedimientos. Los iones se separan en fun-
cion de la relacion de su masa (m) y su carga eléctrica
(z) (m/z), utilizando un analizador de masas, y son
captados con detectores de una gran sensibilidad's.

En protedmica se utilizan fundamentalmente dos
tipos de espectrometros de masas. En el llamado
MALDI-TOF (MALDI, matrix assisted laser desor-
tion ionization- time of flight)** (fig. 6) la ionizacién se
logra combinando la muestra (conjunto de péptidos)
con compuestos orgdnicos (denominado matriz), que
cristalizan y que al someterse a un pulso (nanosegun-
dos) de laser vaporizan los péptidos. Estos se aceleran
en un campo eléctrico (20-25 kV) y se envian a un
tubo de vuelo (3 m), en cuyo extremo se sitda el detec-
tor. Para un voltaje de aceleracién dado (20-25 kV), el
tiempo de vuelo (TOF), del orden de microsegundos,
empleado en llegar al detector es proporcional a m/z.
Asi, las moléculas pequeifias vuelan mas rapido que las
mayores y se detectan en orden creciente de sus ma-
sas. El conjunto de las masas de los péptidos proce-
dentes de una proteina dada proporciona una «huella
peptidica» (fingerprinting) que permite compararla
con las masas tedricas de los péptidos que se produci-
rian al digerir las proteinas presentes en las bases
de datos. Esta comparacién permite identificar la pro-
teina®%.

El segundo tipo de espectrémetro vaporiza la mues-
tra (péptidos, proteinas) directamente de la fase liquida
en la que estd en disolucién mediante un «electros-
pray» (ESI, electrospray ionization) o nebulizador?
(fig. 7), de modo que se dispersa la muestra en micro-
gotas que contienen los péptidos ionizados. Es un me-
canismo similar al de los nebulizadores utilizados en
perfumeria, siendo un campo eléctrico la fuerza dis-
persante. Ademds de determinar la masa de los pépti-
dos, en estos aparatos (trampa idnica, Q-TOF) puede

Espectrometrode masas
Blectrospray [
i o e )
®
5 - Wy
e

e [ ‘ EETTTTY
wie :[ N, Qadrogob 1 e Qaaraob 3
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Fig. 7. Esquema de un espectrometro
de masas (triple cuadripolo) con un
sistema de electrospray (ESI) para va-
porizar la muestra. El disolvente de las
microgotas que contienen los pépti-
dos se elimina con una cortina de N, y
los péptidos se dirigen al analizador
de masas mediante campos eléctri-
cos. En la cdmara de colision pueden
fragmentarse los péptidos y obtenerse
el espectro de masas de los fragmen-
tos, lo que permite deducir la secuen-
cia del péptido.
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Fig. 8. Geles bidimensionales de cora-
zOn de rata normotensa e hipertensa
en la que se observan las proteinas
separadas y tefiidas. En la figura se
presenta sélo una fraccion del gel. En
la parte inferior se observa una am-
pliacién, comparada, de una regién en
la que 2 proteinas se expresan dife-
rencialmente. La figura procede del la-
boratorio de los autores, que vienen
desarrollando un proyecto de prote6-
mica cardiovascular desde hace un
afio. kD: kilodaltons; PM: peso mole-
cular.

Protzina 1101

Normotenso

seleccionarse un péptido de una cierta masa y romper-
lo en una cdmara de colisién en presencia de un gas.
Los fragmentos resultantes (o iones «hijos») se envian
al detector, y se obtienen sus masas, de las que puede
adquirirse la secuencia del péptido. A partir de la se-
cuencia de uno o mds péptidos, la bisqueda e identifi-
cacioén de la proteina en las bases de datos es univoca
y con una fiabilidad muy superior a la que proporciona
la «huella peptidica» obtenida con el MALDI-TOF?.

PROTEOMICAY ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

Las diversas enfermedades cardiovasculares pueden
estar reflejadas, colectiva o individualmente, en los prote-
omas del musculo cardiaco y en los de los diversos com-
ponentes del sistema cardiovascular, incluso las células
musculares lisas, endoteliales y células circulantes?-2,

Por ejemplo, los mecanismos moleculares de la dis-
funcién ventricular son desconocidos, pero es légico
pensar que existan alteraciones significativas en la ex-
presion de genes y proteinas del miocardio que carac-
tericen este proceso y condicionen su desarrollo y de-
senlace®®. Un estudio detallado de las proteinas y
genes responsables puede establecer las bases molecu-
lares de la disfuncién ventricular, y podrian proporcio-
nar nuevos marcadores diagndsticos y nuevas estrate-
gias terapéuticas. En situaciones patoldgicas crénicas
la expresion anormal de proteinas se refleja en concen-
traciones alteradas de éstas. Sin embargo, en condicio-
nes agudas, donde la respuesta rdpida no permite la
sintesis de proteinas, se refleja en modificaciones pos-
traduccionales de proteinas ya existentes. La proted-
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mica estudia estos cambios, que pueden identificarse
mediante diversas estrategias experimentales. Los
cambios en el conjunto de las proteinas expresadas
(perfil proteico)®® se detectan comparando las protei-
nas presentes en una muestra control frente a la pato-
l6gica, e identificando y cuantificando las proteinas di-
ferencialmente expresadas. En algunos casos no es
necesaria la identificacién de las proteinas. Por ejem-
plo, en estudios preclinicos, cuando se desea conocer
el efecto de un conjunto de farmacos, es suficiente con
constatar si el perfil de expresion proteico varia de ma-
nera similar con cada uno de ellos. Esto permite anali-
zar de forma rdpida las diferencias entre diversos trata-
mientos. Las modificaciones postraduccionales deben
estudiarse individualmente sobre cada proteina, y de
nuevo la MS supone un gran avance para la identifica-
cién y localizacién de estas modificaciones®.

Bases de datos de geles bidimensionales
y proteinas del corazén

Una herramienta imprescindible en el estudio del
proteoma cardiaco es establecer una base de datos que
contenga el conjunto de las proteinas del miocardio.
Un primer paso ha sido la elaboracién de bases de da-
tos de los geles 2-D con el inventario de las manchas
(proteinas) que han logrado separarse. Algunas de
ellas se han identificado posteriormente por MS3*+43,
En las imagenes de los geles 2-D puede seleccionarse
la proteina de interés («clicando» con el ratén del or-
denador) y obtener la informacién disponible (nombre,
nimero de acceso en las bases de datos, masa molecu-
lar, pl, secuencia de aminoécidos, etc.).
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Los primeros geles 2-D, con baja resolucién, de pro-
teinas de miocitos, al comienzo de la década de los no-
venta conseguian separar 200-250 manchas**. En
1994 se asignaron 1.500 manchas, segin su posiciéon
en los geles 2-D, usando el pl y su masa molecular a
modo de coordenadas*®°. Sin embargo, en 1996 se lo-
gré separar mas de 3.300 manchas con geles 2-D de
alta resolucién (24 x 30 cm)*!. Actualmente, en condi-
ciones estdndar, se separan 1.500-1.800 manchas (fig.
8) y mas del doble con geles expandidos de una uni-
dad de pH (pH 5-6 a lo largo de 24 cm) en la primera
dimensién. En la tabla 1 se recogen las principales ba-
ses de datos de geles 2-D de muestras cardiacas y su
direccién en Internet. Las bases de datos son federa-
das, esto es, deben cumplir una serie de requisitos, por
ejemplo, permitir el acceso remoto, estar conectadas
mediante enlaces, que exista un indice general con en-
tradas unicas, ofrecer accesibilidad a cada proteina a
partir de las imédgenes de geles 2-D, etc.’. Del total de
manchas (3.300), sélo se ha conseguido identificar
hasta la fecha, en el conjunto de las especies estudia-
das, un 10%*-%°. Esto da una idea de la dificultad en la
identificacion de proteinas, maxime en aquellas espe-
cies animales, como la rata y el perro, en las que el ge-
noma es escasamente conocido y existen multitud de
proteinas muy parecidas (pardlogas) que son muy difi-
ciles de distinguir entre si. En la tabla 2 se recoge una
gran parte de las proteinas que se han identificado en
tejido cardiaco, sobre todo en la zona ventricular. En
este proceso de identificacion de proteinas, la utiliza-
cién de anticuerpos (immunoblotting) ha sido de gran
ayuda’s+1:5053,

Perfil proteico de la miocardiopatia dilatada

Las miocardiopatias han sido un objetivo preferente
en los estudios protedmicos del drea cardiovascular,
tanto en tejidos humanos como bovino y cani-
no*#3:515461:63 T 4 miocardiopatia dilatada (MCD) es la
causa mas frecuente de trasplante cardiaco, y se conoce
que cada afio se presenta en 5-8 de cada 100.000 perso-

nas®. Sin embargo, su etiologia es desconocida, aun-
que se ha asociado a diversos factores, particularmente
genéticos®?26567 T os geles 2-D de biopsias humanas
en esta enfermedad revelan un menor nivel de expre-
sién en 88 proteinas en comparacién con el perfil de
expresion de muestras con cardiopatia isquémica*®#.
Entre ellas destaca la desmina, ATP sintasa, crea-
tincinasa, la cadena ligera 2 de la miosina y varios
miembros de la familia de heat shock proteins (HSP-60
y 70)50-52,

Entre los modelos animales, la MCD canina y, espe-
cialmente la bovina, presentan grandes similitudes con
la humana. De hecho, los estudios protedmicos en
musculo cardiaco de las tres especies son muy simila-
res, caracterizados por una menor expresion de un con-
junto de proteinas. En los modelos canino y bovino se
observan alteraciones en diversas proteinas mitocon-
driales implicadas en la produccién de energia (HSP-
70, piruvato deshidrogenasa, triosafosfato isomerasa,
B-enolasa, isocitrato deshidrogenasa, etc.) y proteinas
estructurales, como la desmina y la actina®*8,

En el modelo bovino de MCD hereditaria destaca
un incremento notable en la ubiquitina hidrolasa C-
terminal®, situacién que ha sido también verificada en
miocitos humanos de corazones con esta enfermedad.
La degradacién de proteinas por el sistema ubiquitina-
proteasoma ejerce un papel destacado en diversos
procesos celulares, incluyendo la regulacién del ciclo
celular, transcripcion, procesamiento de antigeno o re-
modelado muscular. Todos los corazones humanos
con MCD estudiados presentan un nivel de expresién
incrementado de diversas enzimas (E,, E,) de este sis-
tema. La ubiquitina C-terminal hidrolasa quintuplica
su nivel en corazones MCD respecto a los controles
sanos, hecho que ha sido confirmado histol6gicamen-
te con anticuerpos especificos. Esta hiperexpresion
conduce a un incremento en la ubiquitinacién de di-
versas protefnas cardiacas que ven entonces reducida
su expresion. Se considera que este incremento en la
protedlisis de las proteinas debe ser un factor critico
que ocasiona una pérdida de la actividad celular nor-

TABLA 1. Bases de datos de geles 2-D y proteinas de corazon humano y otras especies disponibles en Internet

y sus direcciones (URL) de acceso

Tejido Base de datos

Direccion Web-URL Institucién

HSC-2D PAGE
(Gltima actualizacion 1998)

Humano (ventriculo, células endoteliales)

Rata (ventriculo)

Perro (ventriculo)

Humano (auricula, ventriculo) HEART-2D PAGE

(Gltima actualizacion 1995)
HP-2D PAGE

(0ftima actualizacion 1997)

Humano (ventriculo)

RAT HEART-2D PAGE
(Ultima actualizacion 2001)

Rata (ventriculo)

Heart Science Centre
Harefield Hospital

www.harefield.nthames-nhs.uk/

German Heart Institute
Berlin
Max Delbriick
Center for Molecular
Medicine (MDC)
www.gelmatching.inf.fu-berlin.de/~pleiss/2d/  German Heart Institute
Berlin

www.chemic.fu-berlin.de/use/pleiss/

www.mdc-berlin.de/~emu/heart/
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TABLA 2. Proteinas cardiacas identificadas mediante estudios protedmicos y su asociacion con diversas
enfermedades en humanos y en diversos modelos animales

Enfermedad Enfermedad
Proteina. Nombre Nivel asociada Observaciones Proteina. Nombre Nivel asociada Observaciones
Proteinas (citoesqueleto/contraccion) Proteinas (energia/metabolismo)
1. Desmina d MCDp PKCe 1. ATPasa sintasa (c, B) i MCDh,d,b
i MCDb 2. Citocina G oxidasa (VA, VIB) d MCDd,b
2. Actina i MCDd PKCe 3. Citocromo b5 d MCDd
PTM 4. Prot. unién A. Grasos d MCDd,b PTM
3. MCL2 (ventr.) PTM 5. 3,2-Transenoil-CoA iso. d MCDd
(auric.) i HRE 6. Dihidrolipoamida deshidrogenasa  d MCDd
PTM 7. Isocitrato deshidrogenasa d MCDb
4. MCL1 (auric.) i HRE PTM 8. Creatincinasa (3, m) d MCDb
c MCDh 9. OH-metil glut. CoA sin. d MCDd
5. SERCA 2A d MCDd 10. NADh ubig. oxi. reduc. HRE
6. Troponina T2 PKCe 11. Ubig. cit. C reduc. d MCDb
7. a-Tropomiosina PKCe 12. Piruvato deshidrogenasa (E1) i MCDd
8. Prohibitina PKCe 13. Triosa fosfato isomer. i MCDd PTM
9. GM130 PKCe 14. Fosfoglic. mut. (musc.) i MCDd
10. Vilina PKCe 15. Isocit. deshidrogenasa mitoc. (a) d MCDd
11. Lap2 PKCe 16. Fac. elon. tu (PreP43) a MCDd
12. Caveolina 3 PKCe 17. Per. red. tioredox. d MCDb
13. Adaptina B PKCe 18. Prot. union acil-CoA i MCDb
14. Miosina C. pesada 19. Piruvato deshidrogenasa E1-3
15. Emerina 20. HSP-70 constitutiva
16. Lamin A, C Proteinas (estrés/HSP)
17. Mioglobina 1. HSP-72 n HSC
Proteinas (sefalizacion) 2. HSP-70 inducible d MCDd PKCe
1. P13 cinasa PKCe 3. Precursor HSP-70 mit. d MCDb
2. P13 cinasa (p170) PKCe 4. Prot. estrés mit. (rel. 70) i MCDd
3. Conexina 43 PKCe 5. HSP-60 d MCDd
4. PyK2 cinasa PKCe 6. Prot. matriz mitoc. P1 d HRE PTM
5. SRC tirosincinasa PKCe 7. Chaperona cofactor a i HRE
6. LCK tirosincinasa PKCe 8. Cristalin o i MCDh,d PKCe, PTM
7. BMX. Citoplasm. PKCe 9. HSP-27 i MCDh PTM
8. PKBo/Akt. Estrés PKCe i HRE
9. p38MAPK. Estrés PKCe 10. Proteina 30-40 kD n HSC
10. MAPKA PK2. Estrés PKCe 11.iNOS PKCe
11. JNK1 (p46). Estrés PKCe 12.eNOS PKCe
12. JNK2 (p54). Estrés PKCe 13. COX-2 PKCe
13. MEK 1. Ruta ERK PKCe 14. Fac. inducible hipox. PKCe
14. ERK 1 (p44). Sefi. extrac. PKCe 15. Hemoxigenasa 1 PKCe
15. ERK 2 (p42). Sefi. extrac. PKCe 16. Aldosa reductasa PKCe
16. RAS. Transducci6n PKCe

En la tabla 2 se incluyen las proteinas descritas en las bases de datos de la tabla 1.
HRE: hipertrofia inducida por fenilefrina (miocitos de rata neonatal en cultivo); HSP: heat shock proteins; MCD: miocardiopatia dilatada; h: humana; b: bovina;
d: perro; p: cerdo; r: rata; MCL: cadena ligera de la miosina; nivel i: incremento; d: decremento; n: valor normal; a: presente en la muestra y ausente en el control;
PKCe: proteinas asociadas a la proteincinasa C €; PTM: modificacién postraduccional.

mal del miocito en el corazén MCD Yy, finalmente, fa-
llo cardiaco. De las 26 proteinas anormalmente ubi-
quitinadas identificadas, dieciséis se habian identifi-
cado previamente como proteinas con niveles
alterados en la MCD humana. De hecho, las dieciséis
presentan una expresion reducida. Con estos datos se
ha planteado la hipdtesis de que una conjugacion alte-
rada o inapropiada de la ubiquitina con enzimas regu-
ladoras clave, durante la respuesta hipertréfica, puede
alterar los procesos homeostaticos y constituir un me-
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canismo que contribuya en la transicién de una hiper-
trofia compensada a un estado de fallo cardiaco des-
compensado. Este conjunto de datos ha hecho consi-
derar a la ruta de la ubiquitina-proteasoma como una
nueva diana de intervencién terapéutica en la enfer-
medad cardiaca®.

Cuando se compararon las proteinas expresadas en
el ventriculo izquierdo de perros a los que se les ha-
bia inducido fallo cardiaco mediante la implantacién
de un marcapasos, con animales control, se observa-
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TABLA 2. Proteinas cardiacas identificadas mediante estudios protedmicos y su asociacion con diversas
enfermedades en humanos y en diversos modelos animales (continuacion)

Enfermedad Enfermedad

Proteina. Nombre Nivel asociada Observaciones Proteina. Nombre Nivel asociada  Observaciones

Otras proteinas 36. Phe-4-hidroxilasa d MCDh
1. Farnesil di-P far. trans. n  MCDd 37. Fosfofructocinasa d MCDh
2. Prec. a1-antiproteasa 1 i MCDb 38. Transferrina d MCDh
3. Prec. o1-antiproteasa 2 d MCDb PTM 39. Dihidrofol. reductasa i MCDh
4. Galact. 3(4)-fuc. transferasa d MCDd 40. Mios. reg. LC2 fragm. i MCDh
5. Receptor Fc 11 i MCDd 41. Vimentina i MCDh
6. Isovaleril-CoA deshidrogenasa d MCDb 42. Act. plasmindgeno (B)
7. Sindecan 2 d MCDd 43. Prot. relacionada RAS
8. Alergeno Can F1 d MCDd 44. CK-BB
9. Cistatina c d MCDd 45. Vinculina

10. Proteina rel. RAS i MCDd 46. Glutation-S-transferasa

11. Ubig. C term. hidrol. i MCDb 47. Prot. &cida glial fibr.

12. Nucleésido di-P cin. A i HRE 48. 6-Fosfofructocinasa

13. Inosina 5’-P deshidrogenasa d MCDd 49. Factor A de unién C-Arg

14. Superdxido dismt. mit. 50. F1 ATPasa (subun. B)

15. B-Enolasa d MCDb 51. Keratina 1-citoesqueleto

16. Prot. homol. 19160 52. HSP-71

17. F1 ATPasa i MCDb 53. NADH ubig. oxidored.

18. Seroalbiimina (HSA) 54. Proteina regul. glucosa

19. Creatincinasa cad. M 55. 3-0xoacil-CoA tiolasa

20. Creatincinasa sarcom. 56. Fosfolipasa C o

21. Prot. rab. unién GTP 57. Anhidr. carbdnica (eritro.)

22. Gluceraldehido-P deshidrogenasa 58. Anhidr. carbdnica (musc.)

23. Apolipoproteina A-I 59. Porina

24. B-Hexosaminidasa (prec.) 60. Colageno o

25. Endotelina 3 (prec.) 61. Fosfoglicerato cinasa

26. o1-antitripsina (familia) 62. B-Cetotiolasa

27. Hemoglobina (cad. o.,) 63. Fructosa-bis-P-aldolasa

28. Malato deshidrogenasa 64. Proteina MER5

29. HSP-90 65. Proteina union fosfatidiletanolamina

30. Aconitato hidratasa d MCDh 66. Transtiretina (prealbdmina)

31. Anhidrasa carbénica d MCDh 67. Enoil-CoA hidratasa (peroxis.)

32. Haptoglobina d MCDh 68. Precursor enoil-CoA hidrat. (mitocond.)

33. Lactato deshidrogenasa d MCDh 69. ES1 (P2)

34. MCL1 ventricular d MCDh 70. Flavoprot. transferasa electro. (precursor)

35. Miosina cad. reg. LC2 d MCDh 71. 3-Cetoacil-CoA tiolasa (mitocond.)

ron 62 proteinas, de un total de setecientas, con ni-
veles incrementados. De éstas, veintitrés pudieron
identificarse. Este estudio establece que el fallo car-
diaco se asocia con cambios en tres sistemas celula-
res: a) proteinas mitocondriales cuya expresion
estd muy disminuida; ) enzimas glucoliticas que in-
crementan su expresiéon (quizd para compensar la
pérdida de sintesis de ATP al estar afectadas las mi-
tocondrias), y c) alteraciones en las proteinas del ci-
toesqueleto®.

Andlisis de subproteomas cardiacos

Este tipo de estrategia experimental se centra en el
estudio de sélo una parte del proteoma total, de un
subproteoma concreto. Suele utilizarse cuando un
mecanismo molecular es parcialmente conocido y se
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han identificado algunas de las proteinas participan-
tes, pero no todas. Uno de los ejemplos mds notables
fue el uso de anticuerpos monoclonales frente a la
proteincinasa C (PKC), para coinmunoprecipitar to-
das aquellas proteinas implicadas en las cascadas de
sefializacién de la PKC y analizarlas por 2-D e iden-
tificarlas por MS. De manera que pudo identificarse
36 proteinas que se asocian fisicamente con la PKCe
durante el «precondicionamiento» miocéardico™. Se
habian acumulado datos que indicaban que la activa-
cién de la PKCe era un hecho esencial en el desarro-
llo del efecto cardioprotector del precondiciona-
miento isquémico, pero se desconocia su mecanismo
molecular. El andlisis proteémico ha puesto de mani-
fiesto la participacién de proteinas estructurales y
del citoesqueleto (a-actina, prohibitina, villina, des-
mina, lap-2, etc.), proteinas de sefializacion (SRC ti-
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rosincinasa, LCK tirosincinasa, JNK1, JNK2, ERK1,
ERK2, etc.) y proteinas de respuesta al estrés (iNOS,
eNOS, COX-2, HSP-70, HSP-27, cristalin af, etc.)
en este fendmeno. Ademads, se comprobd que la car-
dioproteccién mediada por la PKCe estaba asociada
no s6lo con unas concentraciones alteradas de las
proteinas antes citadas, sino también con modifica-
ciones postraduccionales en 23 de las 36 proteinas
estudiadas, aunque no fueron estudiadas’™. Sin em-
bargo, un estudio posterior ha podido demostrar la
presencia de fosforilaciones en la cadena ligera 1 de
la miosina en miocitos ventriculares de conejo, don-
de el precondicionamiento se indujo farmacolégica-
mente con adenosina’!. Los estudios con la PKCe
han llevado a formular la hipétesis del «mddulo de
sefializacién» como medio de explicar, a nivel mole-
cular, la cardioproteccion mediada por esta isoforma
de la PKC™.

Una estrategia experimental similar se ha utilizado
con células musculares lisas de conejo para identificar
15 proteinas que se unen a la fosfatasa 1, una enzima
que defosforila residuos de Ser y Thr en proteinas ac-
tivadas por fosforilacién. Estas proteinas controlan
procesos celulares clave, como el metabolismo y con-
traccion muscular o el ciclo celular y la expresion gé-
nica’®. Igualmente, el conjunto de las proteinas del ci-
toplasma o las que forman los miofilamentos son
subproteomas que han empezado a estudiarse, en mo-
delos animales (cerdo), por HPLC. En los corazones
en los que se les indujo fallo cardiaco, por ligacién de
arterias coronarias, 2 proteinas modifican notable-
mente su expresion, la troponina T y la cadena pesada
de la miosina”™. Muy recientemente ha comenzado a
estudiarse el proteoma mitocondrial de ratones nor-
males y de ratones knockout para algunas proteinas
clave, como la superéxido dismutasa mitocondrial.
Los ratones deficientes en esta proteina presentan un
fenotipo caracteristico de la MCD, con un conjunto
adicional de proteinas alteradas que estdn en proceso
de identificacion”. Se han llevado a cabo estudios si-
milares que analizan las proteinas mitocondriales de
ratones transgénicos deficientes en la enzima creatin-
cinasa’ y las proteinas de la membrana nuclear en la
MCD humana’’.

PROBLEMAS ACTUALESY PERSPECTIVAS
FUTURAS

El objetivo de la proteémica cardiovascular es cono-
cer las proteinas del miocito y del resto de los tipos ce-
lulares de este sistema e identificar su funcion, para asi
poder entender su papel en los procesos patolégicos.
En el momento actual se estd acumulando un gran nd-
mero de datos (tabla 2), con nuevas proteinas no impli-
cadas previamente en los procesos patoldgicos, aunque
todavia no existe una integracion fisiopatoldgica de ta-
les datos. Es mads, no esta estudiado el proteoma de las
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células involucradas en una enfermedad tan altamente
prevalente como es la aterosclerosis’. El conocimien-
to de las proteinas de las células que integran la placa
aterosclerdtica y de las células circulantes, como los
monocitos y las plaquetas, que interaccionan con ellas,
podria proporcionar una nueva visién molecular de
este proceso. De este modo, es probable que varias de
estas proteinas pudieran constituirse en nuevas dianas
terapéuticas en un futuro inmediato. Es mds, las varia-
ciones del patrén proteico en suero o en células circu-
lantes en esta enfermedad tendrian probablemente un
valor prondstico mucho mayor que el andlisis aislado
de una sola proteina, como es el caso de la proteina C
reactiva’”. La reciente aparicién de la quimiogenémi-
ca, que integra la bioinformética y la quimica combi-
natorial, se perfila como una potente metodologia para
generar nuevos farmacos a partir de los datos proted-
micos y gendmicos®,

A pesar de los grandes avances técnicos realizados
en los tltimos afios, persiste una serie de problemas.
Probablemente, el fundamental es la identificacion de
proteinas, que sigue siendo un proceso lento. La apa-
ricién de nuevos espectrémetros, altamente automati-
zados, como los denominados TOF-TOF, que propor-
cionan masas con gran exactitud y generan
secuencias de los péptidos, asi como la introduccién
de nuevos buscadores de Internet, basados en algorit-
mos complejos, pueden acelerar y mejorar estos pro-
cesos en un futuro préximo. Las bases de datos de
proteinas son cada vez mds completas y con menos
errores, lo que redundard en una mayor fiabilidad en
las identificaciones. La cuantificacién de proteinas en
los geles 2-D es otro aspecto que necesita mejorarse.
Se han descrito nuevas sondas fluorescentes, para el
marcaje de las proteinas en muestras control (en ver-
de) y patoldgicas (en rojo), que facilitan la compara-
cion de los niveles de expresién, al aplicar ambas
muestras en un unico gel y detectar las proteinas a
cada longitud de onda (método DIGE)®'. Han apare-
cido métodos similares, como el ICAT??#3, aplicables
cuando la separacién de proteinas se lleva a cabo por
HPLC. El estudio de los distintos subproteomas va a
proporcionar una enorme expansiéon del nimero de
proteinas conocidas actuales y de conexiones e inte-
racciones en multitud de sistemas intracelulares, de
sefializacion, regulacién, localizacién, etc. Por tanto,
a pesar de los problemas, la proteémica posee un
enorme potencial de futuro®.

Uno de los elementos que puede aportar mayor luz
préximamente en la enfermedad cardiovascular es la
comparacién de los datos gendémicos a partir de los
chips de ADN8, con los protedmicos, analizando la
correlacién o no, entre los genes, las proteinas expre-
sadas y sus modificaciones postraduccionales. Los pri-
meros datos comparativos han comenzado a conocer-
se”’, pero su descripcién queda fuera de los limites de
este trabajo.
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GLOSARIO

Proteoma: es un término que deriva de unir proteina
y genoma y hace referencia al conjunto de proteinas
expresadas (sintetizadas y que estdn presentes) por el
genoma de una célula (o tejido, plasma, liquido fisio-
16gico, etc.) en un momento dado, en unas condiciones
concretas. Debido a que las proteinas son las molécu-
las que realizan la mayoria de las funciones celulares,
el proteoma refleja, a nivel molecular, la situacién real
(normal o patoldgica) de la célula. Conocer un proteo-
ma implica establecer la identidad de las proteinas que
lo constituyen, sus modificaciones postraduccionales,
sus interacciones, localizacidén, actividad, estructura
tridimensional, entre otras. La proteémica tiene como
finalidad el estudio de los diversos proteomas. Existen
numerosas iniciativas internacionales para el estudio
de los proteomas humanos y animales.

Proteasoma/ubiquitina: las proteinas, en las células,
son degradadas y reemplazadas por nuevas proteinas
(por sintesis). La degradacién de proteinas en el ci-
toplasma se lleva a cabo por un complejo multimole-
cular de diversas enzimas, llamado proteasoma. Estd
compuesto por 28 subunidades, organizadas en 4 gru-
pos de siete, de forma que dejan una cavidad central
entre ellos, en la que estan los centros cataliticos de las
enzimas que van a degradar las protefnas. Estas se in-
troducen en la cavidad central y se fragmentan (pro-
tedlisis) en pequefios péptidos. La ubiquitina es una
pequefia proteina esencial en el proceso de degrada-
cién. Se une a las proteinas que se han de destruir for-
mando una cadena, o poliubiquitina, que es la sefial
que reconoce el proteasoma para degradar la proteina.

Las alteraciones de esta ruta proteolitica ejercen un
papel central en diversas enfermedades, especialmente
en las neurodegenerativas. En estas situaciones, agre-
gados ricos en ubiquitina (cuerpos de inclusién) se
acumulan en las células, que mueren por apoptosis. Se
han encontrado agregados similares en miocardiopa-
tias hereditarias.

Transcripcion/codones: cada cadena de la doble héli-
ce del ADN esta formada por unidades o nucledtidos.
En una regiéon dada del ADN (en el nicleo celular),
s6lo una de las hebras codifica una proteina. El proceso
por el cual la regién codificante se copia, mediante en-
zimas, a ARN mensajero (ARNm, que se desplaza al
citoplasma) se denomina transcripcién. Cada tres nu-
cledtidos (triplete), del ADN o del ARNm, es un codén
que codifica para un aminodcido. Qué aminodcido co-
rresponde a cada coddn constituye el codigo genético.
Las protefnas se sintetizan uniendo los aminoécidos
que son codificados por cada triplete o codén (proceso
de traduccién). De esta forma, la secuencia de codones
produce la secuencia de aminodcidos. La estructura (y
funcién) de cada proteina depende de su secuencia.

Modificaciones postraduccionales: una vez sinteti-
zada una proteina como cadena de aminodacidos, sufre
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una serie de modificaciones posteriores que consisten
fundamentalmente en la unién de diversos tipos de
moléculas a alguno de sus aminodcidos: adicién de
azucares o glucosilacién, de lipidos (palmitoilacion,
prenilacién, etc.), de grupos fosfato o fosforilacion,
entre otras. Estas modificaciones condicionan la loca-
lizacion intracelular, la activacién o inactivacidn, las
interacciones con otras moléculas, la vida media, entre
otras, y constituyen un elemento esencial en la funcién
de las proteinas. Tras las modificaciones, no puede de-
ducirse a partir del genoma cémo es una proteina en su
forma final, sino que debe estudiarse directamente so-
bre la propia proteina.

Ratones knockout: la funcién de los genes se ha es-
tudiado tradicionalmente observando los efectos de
mutaciones espontdneas en un organismo, y mds re-
cientemente analizando los efectos de mutaciones in-
ducidas en células en cultivo. Sin embargo, uno de los
mejores sistemas para conocer las funciones de un gen
particular es generar un ratén «mutante», que no ex-
prese el gen que se desea estudiar. Los ratones knoc-
kout tienen el gen de interés especificamente modifica-
do (y no se expresa la proteina correspondiente) y se
producen mediante diversas técnicas genéticas. La mas
habitual es inactivar en células madre embrionarias (in
vitro) el gen escogido, mediante recombinacién homo-
loga, y posteriormente estas células se introducen en
blastocitos de ratdn, los cuales se implantan en ratones
hembra. En una proporcién de los ratones producidos
en la descendencia estd presente el gen inactivado.
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