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ES 2322804 T3

DESCRIPCION

Empobrecimiento de proteinas de plasma.

Esta invencién se refiere a métodos de andlisis y, en particular, se refiere a métodos para el fraccionamiento pre-
liminar de muestras en las que estd presente una baja abundancia de moléculas de interés, por ejemplo de proteinas,
de polisacéridos o de dcidos grasos, junto con moléculas mas abundantes de bajo interés o sin interés. En particular,
la invencidn se refiere a métodos para el empobrecimiento de proteinas con elevada abundancia a partir de muestras
biolégicas empleandose un soporte de afinidad copulado con un anticuerpo de gallina IgY. El método es aplicable, de
manera particular, a muestras de fluidos biolégicos humanos tales como el suero, el plasma, las lagrimas, la saliva, el
fluido cerebroespinal, los lavados uterinos, el fluido amni6tico, el fluido cérvico-vaginal o la orina. Se considera que el
método de la invencién es especialmente 1til para las aplicaciones proteémicas que intervienen en el descubrimiento
de biomarcadores.

Fundamento de la invencion

Como consecuencia de haberse terminado con éxito la secuencia completa del genoma humano en el proyecto del
genoma humano (Human Genome Project) y de los éxitos correspondientes con otros genomas tales como el de ratén
y el de rata, existe una urgente necesidad en el sector de determinar la funcién de las proteinas que codifican estos
genomas, y de determinar cuales de estas proteinas son expresadas durante varios estados fisiolgicos y patolégicos.

La protedmica es un drea de investigacién que trata de definir la funcién y los perfiles de expresion relativa de
subconjuntos de proteinas codificadas por un genoma dado en un tiempo dado en una ubicacién celular dada. La
protedmica separa, identifica y caracteriza las proteinas expresadas, retenidas, secretadas o liberadas por una célula o
tejido con el fin de establecer su o sus funciones y su relacién potencial con el inicio, el tipo, el estadio y la progresién
de las patologias, asi como la respuesta a la terapia y/o la recaida.

La protedmica puede ser empleada para comparar muestras tisulares procedentes de poblaciones enfermas y sanas,
con objeto de identificar proteinas cuya expresion estd cambiada por la patologia. Las proteinas que estdn significa-
tivamente alteradas en su expresion, en su localizacién o en su modificacién postraduccién (PTM) en pacientes con
unja patologia, en comparacién con aquellas correspondientes a un grupo de individuos sanos, pueden representar
dianas proteicas para formacos o para descubrir marcadores biolégicos, por ejemplo, biomarcadores de punto final y/o
biomarcadores indirectos. Una aplicacién de la proteémica consiste en la busca de marcadores biolégicos del inicio,
de la progresion y del tratamiento de una patologia en elementos de la sangre, tal como el suero o el plasma.

Las proteinas del suero son herramientas de diagndstico utiles y la alteracion de la expresion de algunas proteinas
del suero es un signo inicial de una fisiologia alterada, que puede ser indicativa de una patologia. En los laboratorios
de diagnéstico rutinario, la identificacién de las proteinas en suero especificas, con baja abundancia, asociadas con
una patologfia, estd relacionada con métodos de inmunoensayo (RIA o ELISA) pesados que requieren mucho tiempo
y con radiomarcaje o con enlace enzimatico costosos que Unicamente tienen la habilidad de evaluar al mismo tiempo
un solo componente proteico. Como consecuencia de la naturaleza heterogénea de la mayoria de los desérdenes
fisiolégicos, se considera, en general, que un solo marcador no es capaz de hacer una prediccién suficiente de una
patologia de tal manera, que existe la necesidad de mds de uno candidato biomarcador para reforzar los ensayos de
diagndstico o de prondstico ya disponibles. Se ha sugerido que puede ser identificado un panel de marcadores multiples
de diagndstico/prondstico en el suero mediante la utilizacién de enfoques proteémicos que tengan la capacidad de
perfilar mailtiples biomarcadores (Daly and Ozols, 2002).

Una primera herramienta, empleada en los métodos protedmicos para la separacion de proteinas y para el analisis
de proteinas consiste en la electroféresis de gel bidimensional (2DE). Después de la separacién por medio de la
2DE, las proteinas son caracterizadas e identificadas, de manera usual, mediante el empleo de la interferometria de
desorcidn laser asistida por una matriz (MALDI), la identificacion de las huellas moleculares de la masa peptidica o
de otras formas de la espectrometria de masas avanzada, por ejemplo la espectroscopia de masa con electrospray (MS)
o espectrometria de tiempo-de-vuelo (TOF)/TOF MS, o espectrometria reforzada en superficie (SELDI-TOF MS),
espectrometria de masa de tiempo-de-vuelo con ionizacién por desorcidn ldser copulada con la investigacion de bases
de datos proteicos y genémicos.

Infelizmente, es muy dificil el andlisis mediante gel por medio de la 2DE de las proteinas en muestras de fluidos
bioldgicos, tales como suero y plasma. Esto se debe a la cantidad limitada de proteina disponible para ser resuelta por
medio de un gel, y a la gran variacion en la concentracién de las proteinas en muchas muestras. Esta variacion de con-
centracion se denomina frecuentemente como “rango dindmico”. Estos factores dan como resultado datos obtenidos
mediante la 2DE a partir de muestras complejas, tales como el suero y el plasma no fraccionados, que estdn dominados
por la presencia de proteinas, que se encuentran en gran abundancia en la sangre, por ejemplo la albimina del suero
humano, la inmunoglobulina G (IgG), la haptoglobina, el fibrin6geno, la transferrina, la a;-antitripsina, la a,-macro-
globulina, la IgA y la IgM. Seis de estas proteinas (la albiimina, la IgG, la IgA, la a-antitripsina, la transferrina y la
haptoglobina) constituyen entre el 85 y el 90% de la masa proteica en el suero sanguineo. En general, se considera que
se encuentran en una abundancia elevada las proteinas con una concentraciéon mayor que 1 mg/ml, y dichas proteinas
pueden representar entre el 2 y el 60% de la proteina total presente.
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De este modo, la aplicacién de las tecnologias protedmicas actuales estd limitada debido a la presencia de proteinas
en elevada abundancia “domésticas” tales como la alblimina y las inmunoglobulinas, que constituyen aproximadamen-
te entre el 60 y el 97% de la proteina total en suero (Georgiou et al, 2001). Tales proteinas impiden la deteccién de
cientos de proteinas con baja abundancia, algunas de las cuales pueden ser potencialmente relevantes para un estado
patolégico particular. Por otra parte, el modelo ampliamente extendido de albtimina y de inmunoglobulina en el gel
2-DE puede obscurecer, del mismo modo, a las proteinas con un PI similar y con un peso molecular similar. Tedrica-
mente, cuando se elimina la albimina y la inmunoglobulina, que constituyen conjuntamente entre el 60 y el 97% de
la proteina total en suero, podria analizarse entre 3 y 5 veces mds proteina. Si las tecnologias proteémicas deben ser
empleadas de manera rutinaria para fines de diagndstico, se requerird un procedimiento rdpido, econdémico y simple
para eliminar las proteinas en elevada abundancia.

De manera particular, la presencia de estas proteinas abundantes limita severamente la utilidad de los métodos
empleados en andlisis a gran escala de las proteinas presentes en mezclas complejas de proteinas, tal como una elec-
troféresis monodimensional (IDE), una 2DE, una cromatografia liquida multidimensional y un espectro de masas
(MS). Estos métodos se utilizan frecuentemente en la investigacién de proteinas con baja abundancia tales como las
citocinas, las proteinas de transduccién de sefial, mediadores hormonales y biomarcadores de cancer. El problema de
rango dindmico estd ilustrado en la figura 1, que muestra los resultados de una 2DE de una muestra de plasma huma-
no, no fraccionada. Esto ilustra el problema que se plantea en el caso de las proteinas muy abundantes, tal como la
albumina, que estd comprendida en mds de un 80% de la proteina total presente en el plasma; véase el circulo en la
figura 1. Puesto que la cantidad total de proteina que puede ser cargada sobre un gel estd limitada de manera que debe
ser aproximadamente menor que 120 mg, la cantidad maxima de proteinas “no-albimina” que puede ser cargada esta
limitada a 36 mg aproximadamente, limitando de este modo la aptitud que tiene esta técnica para visualizar y para
identificar proteinas biomarcadores con baja abundancia que se suponen que son relevantes desde el punto de vista
clinico. Puede ser dificil, sino imposible, detectar las proteinas raras. De manera similar, se presentan problemas de
rango dindmico, ain cuando de una manera menos extrema, con el andlisis por medio de la 2DE de otros tipos de
muestras bioldgicas, tales como la orina, los extractos tisulares y los lisados celulares.

La publicacién WO 02/055654 se refiere a la eliminacion de las moléculas con alta abundancia a partir de muestras
que son analizadas a continuacién mediante el empleo de electroféresis de gel bidimensional. El método descrito en
la publicacién WO 02/055654 est4 relacionado con una etapa de purificacién por inmunoafinidad mediante el empleo
de anticuerpos animales.

Los autores Losso et al (Food and Agriculture Immunology, 1998, 10:47-56) describen el empleo de anticuerpos
de yema de huevo dirigidos contra albimina de suero bovino (BSA) e inmovilizados sobre gel de quitosano para el
aislamiento por inmunoafinidad y eliminacion de BSA a partir de leche de vaca sin afectar al perfil proteico de la
leche.

Un enfoque, para resolver este problema, consiste en desarrollar métodos para eliminar la albimina y otras pro-
tefnas con elevada abundancia a partir de muestras de la sangre tales como el suero y el plasma como paso previo al
analisis, de este modo se aumenta la sensibilidad del andlisis y se refuerza la posibilidad de identificar marcadores
biolégicos en proteina con baja abundancia. En particular, un método para la eliminacién de 50 a 100 de las proteinas
mads abundantes del plasma como paso previo al andlisis seria altamente ventajoso, con el fin de permitir la utilizacién
de carga de muestras de masa relativamente elevada.

Resumen de la invencion

Hemos encontrado ahora, de manera sorprendente, que puede ser empleado un procedimiento simple de inmunoa-
finidad, combinado con la utilizacién de soportes de captura por afinidad en fase sélida, existentes, para la eliminacién
rdpida de proteinas con elevada abundancia a partir de muestra biolégicas, dando como resultado una mejora impor-
tante en la separacién de proteinas con baja abundancia mediante la 2DE.

Debe entenderse claramente que mientras que la invencidn estd ilustrada, de manera especifica, con referencia a las
proteinas, podria ser empleado un procedimiento similar para la separacion de cualquier molécula con baja abundancia
a partir de una muestra compleja. Ademads de las proteinas con baja abundancia, el procedimiento puede ser utilizado
asi mismo para separar polisacaridos con baja abundancia o 4cidos grasos a partir de una muestra compleja.

Segtin un primer aspecto, la invencién proporciona un método para el empobrecimiento de una molécula proteica
con elevada abundancia a partir de una muestra bioldgica, cuyas etapas comprenden

a) el sometimiento de la muestra al empobrecimiento por afinidad mediante el empleo de un soporte de afini-
dad con elevada afinidad para una molécula con elevada abundancia, y

b) el inmunoempobrecimiento mediante el empleo de un soporte de afinidad copulado con un anticuerpo IgY
de gallina dirigido contra el suero completo o el plasma completo o contra cualquier fraccién del mismo.

Adn cuando es posible llevar a cabo las etapas en cualquier orden, hemos encontrado que cuando se lleva a cabo la
etapa (a) antes que la etapa (b) se requiere mucha menor cantidad de anticuerpo para la eliminacién substancialmente
completa de las moléculas con elevada abundancia. Por lo tanto es preferente este orden.
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De manera preferente la molécula con elevada abundancia es una proteina. De una manera mds preferente, la
proteina es albiimina.

De manera preferente, la muestra bioldgica es un fluido biolégico, tal como suero, plasma, linfa, fluido cerebroes-
pinal, fluido amniético, fluido cérvicovaginal, fluido uterino o fluido seminal. De manera alternativa, la muestra puede
ser medio acondicionado procedente de un cultivo celular o tisular, o puede ser un extracto tisular o celular, de manera
especial un extracto de un tejido altamente vascularizado.

La muestra bioldgica puede ser obtenida a partir de una especie mamifera, con inclusién de los seres humanos,
a partir de animales de compaiiia tales como perros y gatos, de animales domésticos tales como caballos, vacas y
corderos, o de animales de zooldgico tales como primates no humanos, felinos, caninos, bovinos y los ungulados. De
manera preferente, se obtiene la muestra a partir de un ser humano.

El mamifero puede ser de cualquier sexo, puede ser de cualquiera edad y puede estar o bien sano o puede sufrir
cualquier tipo de condicién patoldgica, con inclusion, pero sin cardcter limitativo, de infecciones, de cdnceres o de
condiciones degenerativas crénicas. En otras palabras, el procedimiento de la invencion es aplicable a cualquier si-
tuacién en la que sea deseable llevar a cabo andlisis con objeto de detectar una molécula con baja abundancia, o para
identificar si existe un cambio en el modelo de expresidon de dicha molécula en un mamifero.

El soporte de afinidad utilizado en la etapa (a) puede ser cualquier soporte que sea conocido por tener una elevada
afinidad a las albiminas, las inmunoglobulinas o para otras proteinas con elevada abundancia. De manera tipica, el
soporte es una resina para cromatografia de afinidad al tinte, en la cual se copula un soporte sélido con un tinte tal como
un compuesto de clorotriazina, con inclusién, pero sin cardcter limitativo, de los soportes de afinidad Cibacron blue
F3GA tal como el Affi-gel Blue (Bio-Rad Laboratories), o la Blue Sepharose (Amersham Biosciences). Otros ligandos
del tinte que podrian ser empleados también de manera alternativa para eliminar las proteinas de la sangre abundantes
incluyen Procion Red HE3B, Reactive Blue MRB, Reactive Green H4G, Reactive Green HE4BD, Reactive Green
HE4BD, Reactive Yellow M8G, y Reactive Brown M4R, pudiendo ser copulados todos ellos con soportes tales como
la Sepharose 4B y la 6B. Los tintes adecuados para ser utilizados en la cromatograffa de afinidad han sido tratados en
una resefia de Scawen (1991). Alternativamente, el soporte puede ser copulado con una proteina tal como una proteina
A, una proteina G o fusiones de proteina A/G. Las técnicas de cromatografia de afinidad son perfectamente conocidas
en el ramo y han sido resefiadas en Hage (1999) y Larsson (1987).

El empobrecimiento por afinidad en la etapa (a) puede comprender el empleo de perlas magnéticas tales como aga-
rosa (Dynabead M-280) a manera de soporte de la matriz en fase sélida para un ligando de afinidad para la separacién
magnética de las moléculas con alta abundancia a partir de las moléculas con baja abundancia.

De manera similar, puede ser utilizado en la etapa (b) cualquier soporte en fase s6lida que pueda ser copulado
con una inmunoglobulina para formar un soporte de afinidad; éstos incluyen, pero sin caracter limitativo, los geles de
agarosa tales como Sepharose 4B o Sepharose 6B (Pharmacia), la agarosa reticulada o las perlas basadas en acrilamida
y las perlas basadas en celulosa.

El anticuerpo utilizado en la etapa (b) puede ser un anticuerpo policlonal de primera generacién dirigido contra el
suero completo o contra el plasma completo, o contra cualquiera fraccién de estas mezclas proteindceas complejas,
y puede ser cultivado, de manera adecuada, mediante el empleo de un programa de inmunizacién que comprende
miultiples inyecciones de refuerzo.

En caso necesario, la molécula con alta abundancia puede estar conjugada con una proteina de soporte con objeto
de incrementar la inmunogenicidad.

De manera mds preferente, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal de segunda generacidn, dirigido contra plasma
o suero que haya sido sometido ya, al menos, a una rutina de empobrecimiento por afinidad y a un inmunoempobre-
cimiento con IgY dirigido contra homdlogos de plasma o de suero. El anticuerpo puede ser producido y purificado
mediante la utilizacién de cualquier método convencional. Los métodos adecuados para la preparacion de la IgY estdn
descritos en las patentes norteamericanas No. 5367054, No. 5420253, No. 4550019 y No. 4056737.

Debe entenderse claramente que el procedimiento puede ser llevado a cabo como paso previo a cualquier tecnologia
de separacion. Las tecnologias de separacidon adecuadas incluyen, pero sin carcter limitativo, la electroféresis de gel
monodimensional (IDE), la 2DE, la electroféresis capilar, la espectrometria de masas, la cromatografia liquida de alta
presion (HPLC), la cromatografia de gases, la cromatografia liquida (LC), la LC multidimensional, o la LC/MS.

De este modo, segtin un segundo aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para la separacién o para
el andlisis de una molécula con baja abundancia en una muestra bioldgica, que comprende la etapa de efectuar el
empobrecimiento de la molécula con alta abundancia a partir de la muestra con el método del primer aspecto de la
invencion y, a continuacion, se somete a la muestra, tratada de este modo, a un método de separacion, tal como una
cromatografia, una electroféresis o una espectrometria de masas. Son preferentes los procedimientos de separacion,
que han sido descritos precedentemente.
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Breve descripcion de las Figuras

La figura 1 muestra los resultados de la 2DE de una muestra de plasma humano. El circulo indica manchas que
representan albimina.

La figura 2A es una ilustraciéon esquematica de un procedimiento para la obtencién de anticuerpos policlonales de
primera generacion y de segunda generacién en gallinas.

La figura 2B es una ilustracién esquematica de los procedimientos para la afinidad y el inmunoempobrecimiento
de proteinas procedentes de plasma humano.

La figura 3 es una transferencia de Western de una 2DE de una muestra de plasma humano completo. La transfe-
rencia se investigd con anticuerpo de gallina agrupado de primera rutina y de segunda rutina dirigido contra plasma
humano, y demuestra el rango de los antigenos de proteina abundante frente al cual se han aumentado las respuestas
de anticuerpo en las gallinas inmunizadas.

La figura 4 muestra los resultados de 1a 2DE de una muestra de plasma humano sometida a focalizacién isoeléctrica
4-7 TPG y 10% de SDS-PAGE acrilamida (Criterion gel Bio-Rad), y visualizada por medio de SYPRO Ruby®. La
figura 4A es una representacion de las proteinas que estdn presentes en el plasma humano no fraccionado. La figura
4B es una representacion de las proteinas que estdn presentes después del tratamiento del plasma humano con Affi-
gel Blue. La figura 4C es una representacion de las proteinas que estdn presentes después del tratamiento del plasma
humano con Affi-gel Blue y a continuacién con plasma antihumano (AHP)-Sepharose 4B.

La figura 5 es una representacion esquemadtica de un dispositivo en cartucho de conformidad con la invencién para
el procesamiento rapido de muestras de fluidos bioldgicos.

La figura 6 es un perfil de la 2-DE de (a) suero no tratado, (b) Affi-Gel Blue y (c) suero humano tratado con el
estuche Aurum. El suero humano se traté con Affi-Gel Blue o con el estuche Aurum durante 16 horas como paso
previo al andlisis mediante la 2-DE. Se cargaron 15 ug de proteina sobre cada gel. Los resultados son representativos
de tres experimentos independientes.

La figura 7 es una descripcion del perfil de referencia de todas las manchas de proteina identificadas por medio
de la 2-DE. (a) Manchas de proteina reforzadas 5 veces después del tratamiento con Affi-Gel Blue (en verde) y (b)
reforzadas 5 veces después del tratamiento con el estuche Aurum (en verde).

La figura 8 es una descripcién del perfil de referencia de todas las manchas de proteina identificadas por medio de
la 2-DE. (a) Perfil de proteinas tinicamente para el tratamiento Affi-Gel Blue en comparacién con el suero no tratado
(en rojo), (b) perfil de proteinas tinicamente para el tratamiento con el estuche Aurum comparado con el suero no
tratado (en rojo). Los resultados son representativos de tres experimentos independientes.

La figura 9 muestra la eliminacién, en funcion del tiempo, de la albimina después del tratamiento del suero humano
con Affi-Gel Blue o con el estuche Aurum. (a) La muestra de suero se trat con el estuche Aurum durante O minutos
(suero no tratado), durante 15 minutos, durante 1 hora, durante 5 horas y durante 16 horas. (b) La muestra de suero
fue tratada con Affi-Gel Blue durante O minutos (suero no tratado), durante 1 hora y durante 16 horas. Se cargaron 15
ug de proteina sobre cada gel.

Descripcion detallada de la invencion

Las formas singulares “uno”, “una” y “el”, “la”, tal como se utilizan en este caso, incluyen las correspondientes
referencias en plural, a meno que el contexto dicte claramente otra cosa. De este modo, por ejemplo, una referencia
a “una proteina” incluye una pluralidad de tales proteinas, y una referencia a ‘“una molécula” es una referencia a
dos o varias moléculas. A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados
aqui tienen el mismo significado que es cominmente entendido por un técnico ordinario en la materia, a la que
pertenece la invencion. Audn cuando puedan ser utilizados materiales y procedimientos de cualquier tipo, similares o
equivalentes a los que han sido descritos aqui, para llevar a cabo o para ensayar la presente invencion, los materiales y
los procedimientos preferidos son descritos ahora.

En las reivindicaciones, que siguen, y en la descripcién precedente de la invencidn, excepto cuando el contexto lo
requiera de otro modo como consecuencia del lenguaje expreso o de la implicacién necesaria, el término “comprenden”
o variaciones tales como “comprende” o “que comprende” es utilizado en un sentido inclusive, es decir para especificar
la presencia de las caracteristicas indicadas pero no presupone la presencia o la adicién de otras caracteristicas en
diversas realizaciones de la invencidn.

Para los fines de esta descripcion, el término “empobrecimiento por afinidad” significa la eliminacién de com-
ponentes a partir de una mezcla compleja basada en caracteristicas quimicas o inmunoldgicas por medio de agentes
especificos.
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El término “soporte de afinidad” se refiere a una matriz o soporte con los que estan enlazados o copulados agentes
especificos y que es utilizado para llevar a cabo el empobrecimiento de componentes a partir de mezclas comple-
jas.

El término “inmunoempobrecimiento” significa la utilizacién de anticuerpos dirigidos contra componentes espe-
cificos de una mezcla compleja para eliminar aquellos componentes a partir de la mezcla.

El término “inmunoafinidad” se refiere a la asociacién entre un anticuerpo y su correspondiente antigeno o
epitopo.

El término “alta afinidad” se refiere a la fuerza del enlace entre un anticuerpo y su correspondiente antigeno o
epitopo, y el técnico en la materia serd capaz, de manera sencilla, de determinar si un anticuerpo dado se enlaza de
una manera suficientemente fuerte con una proteina con elevada abundancia como para ser adecuado para los fines de
la invencién. En general los anticuerpos secundarios tienen una mayor afinidad que los anticuerpos primarios, de tal
manera que es esperable que los anticuerpos, obtenidos por una serie de dos o de varias inmunizaciones, tengan una
mayor afinidad que los que han sido obtenidos tras una sola inmunizacién.

Los términos “proteina con alta abundancia”, “molécula con alta abundancia” o “proteina altamente abundante” se
refieren a una protefna que estd presente en una concentracién mayor que 1 mg/ml en la muestra bioldgica.

Las abreviaturas que han sido utilizadas en este caso, son las siguientes:
AHP anticuerpo de plasma antihumano

BPB azul de bromofenol

CHAPS  3-[(3-colamidopropil)-dimetilamino]-2-hidroxil-1-propano
DTT ditiotreitol

EDTA acido etilendiaminotetraacético

IgY inmunoglobulina Y

PEG polietilenglicol

TBP tributilfosfina

2DE electrofdresis bidimensional

En una realizacién preferente de la invencién, hemos encontrado que el empobrecimiento de la albiimina mediante
el empleo de soporte de afinidad basado en Cibacron Blue, reduce en gran medida el niimero de manchas de proteina
detectables mediante tincién con SYPRO Ruby® de geles para la 2DE. Mediante la utilizacién de esta etapa en con-
juncién con una segunda etapa de inmunoempobrecimiento con un soporte de inmunoafinidad copulado con una IgY,
reduce todavia mas el nimero de manchas, asi como también permite la deteccién de las manchas que previamente no
eran detectables.

El equivalente aviar de la IgG, que usualmente se denomina como la IgY, es significativamente diferente en cuanto
a sus propiedades quimicas y fisicas con respecto a la IgG. En particular, ademds de que tiene una composicion y
una secuencia diferente de aminoécidos, el IgY tiene una movilidad electroforética mucho mayor, un pH isoeléctrico
mucho menor, y un mayor peso molecular que la IgG y tiene una estabilidad quimica substancialmente diferen-
te. Bajo ciertas condiciones la IgY requiere estabilizacién mediante tensioactivos no idnicos, mientras que la IgG
es estable en ausencia de tensioactivos. Los detergentes i6nicos pueden inhibir la reaccién de la IgG con algunos
antigenos, pero estos antigenos tienen poco efecto sobre la habilidad de la IgY para enlazar antigenos. La IgY es
mondmera en NaCl 0,15 M (condiciones de baja salinidad), y es dimera en NaCl 1,5M (condiciones de alta salini-
dad), mientras que la IgG es mondmera tanto en condiciones de baja salinidad como en condiciones de alta salinidad.
Las propiedades de la IgY estdn descritas en detalle en la patente norteamericana US No. 4550019. Las diferen-
cias estructurales entre las dos moléculas indican que la regién bisagra, que estd presente en la IgG entre las partes
Fab, estd ausente en la IgY. Esta regién bisagra hace que la IgG sea menos estable que la IgY, y por consiguien-
te la IgG es ligeramente menos adecuada que la IgY para ser utilizada en los procedimientos de extraccién en fase
sélida.

La yema de los huevos, puestos por gallinas inmunizadas, es una fuente abundante de anticuerpos policlonales
(pAb). Los anticuerpos especificos producidos en gallinas ofrecen diversas ventajas importantes sobre los anticuerpos
producidos en otros mamiferos, tales como los que han sido citados precedentemente.
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Como consecuencia de la distancia filogenética entre las aves y los mamiferos, existe una gran probabilidad de
produccion de un elevado porcentaje de anticuerpo especifico dirigidos contra antigenos de mamiferos mediante la
inmunizacién de las gallinas que mediante la inmunizacién de otros animales. A veces las proteinas de mamiferos
altamente conservadas fallan a la hora de obtener una respuesta inmune humoral en animales, tales como los co-
nejos, que son utilizados de manera tradicional para generar anticuerpo policlonal. Puesto que la IgY de gallina no
interviene en una reaccion cruzada con la IgG de los mamiferos, y no enlaza receptores Fc bacterianos o de mami-
feros, se reduce el enlace inespecifico y de este modo se elimina la necesidad de las inmunoabsorciones de especies
cruzadas.

Para el fraccionamiento previo de suero o de plasma, como paso previo a la 2DE y a la representaciéon conse-
cuente de la proteoma con baja abundancia, fueron utilizados dos soportes de afinidad. El Affi-gel Blue ha sido usado
previamente para eliminar albimina y ciertas proteinas diferentes, a partir de muestras de suero. Sin embargo, de con-
formidad con nuestros conocimientos no se ha sugerido hasta el presente que el Affi-gel Blue pudiese ser adecuado
para la preparacién de muestras para el andlisis por medio de la 2DE. El Affi-gel Blue y los soportes similares, tal
como el HiTrap Blue P (Amersham Biosciences), son soportes de agarosa copulados con el tinte Cibacron Blue F3G-
A, que tiene una elevada afinidad no solamente para la albimina, sino también para el interferén, para un amplio rango
de enzimas que requieren nucledtidos, la @,-macroglobulina, los factores de coagulacién y las proteinas que enlazan
con el 4cido nucleico. Por consiguiente no solamente provoca el empobrecimiento de la albimina sino también de la
a,-macroglobulina y de los factores de coagulacion a partir del plasma.

En una técnica conocida como “cromatografia de afinidad a ligando de tinte” se utiliza una variedad de ligandos
basados en tintes sintéticos, tales como compuestos de triazina o de trifenilmetano. Los ligandos especificos, utilizados
en este procedimiento incluyen Cibacron Blue F3G-A, Procion Blue MX-3G o MX-R, Procion Red HE-3B, y azul
de timol o rojo fenol (Hage, 1998; Hermanson et al, 1992). Aln cuando todos estos compuestos son sintéticos y no
se presentan en la naturaleza, estdn clasificados como ligandos de afinidad puesto que interaccionan con y enlazan
con una gran cantidad de biomoléculas tales como las proteinas y los enzimas por simulacién de la estructura de sus
substratos, cofactores o agentes de enlace. Por ejemplo, el Cibacron Blue F3G-A estd constituido por un anillo de
clorotriazina que tiene varios substituyentes, uno de los cuales es una antraquinona que interactiia con enzimas que
tienen un punto de enlace para NAD+, NADP+ o ATP.

Estos ligandos de tintes pueden ser obtenidos en grandes cantidades y han demostrado un elevado grado de se-
lectividad y de reproductibilidad. Estas propiedades han hecho que sean adecuados para purificaciones a gran es-
cala de dehidrogenasas, cinasas, albimina, a-fetoproteina, enzimas CoA-dependientes, hidrolasas, IgG, lipoprotei-
nas, nucleasas, polimerasas, sintetasas y transferasas (Hage, 1998; Hermanson et al, 1992; Jones, 1991; Scawen,
1991).

La invencion se describird ahora en detalle haciéndose referencia inicamente a los ejemplos y dibujos siguientes
no limitativos.

Ejemplo 1
Produccion de anticuerpos policlonales para el plasma humano

Se produjeron anticuerpos policlonales de primera generacién para el plasma humano en gallinas hembra. El
procedimiento estd resumido en la figura 2. Las gallinas (cruces, con una edad de 14 semanas, de White Leghorn/Rhode
Island Red) se inmunizaron de conformidad con las recomendaciones de la vigésimo primera reunién del Centro
Europeo para la Validacién de Procedimientos Alternativos (21* European Centre for the Validation of Alternative
Methods) (ECVAM), utilizdndose 1 mg de proteinas de plasma/ave (12,5 ul de 80 mg/ml) suspendidos en solucién
salina (87,5 ul)/adyuvante incompleto de Freund (100 wl). Se inyectaron 100 ul de las proteinas de plasma total por via
subcutdnea a través del miisculo pectoral mayor, empledndose una aguja de calibre 25 en cuatro puntos (por ejemplo
50 ul por punto).

Las aves recibieron tres inyecciones de refuerzo como se ha descrito precedentemente, al cabo de 4, de 8 y de 12
semanas. Se recogieron los huevos antes de efectuar la inmunizacién y se almacené la yema a -20°C. Los huevos fueron
recogidos diariamente durante el programa de inmunizacion, hasta 30 dias desde la dltima inyeccién de refuerzo y las
yemas se extrajeron como se ha descrito en el ejemplo 2.

Ejemplo 2
Extraccion de la IgY

Se separaron las yemas de huevo (10 por tanda) y a continuacién se suspendieron en 2 volimenes de tamp6n
de fosfato 100 mM (pH 7,6) en un vaso de precipitados de vidrio. Se afiadié un volumen idéntico de cloroformo y a
continuacion se agité durante 5 minutos a la temperatura ambiente. La emulsion resultante se transfirid, a continuacion,
a tubos de vidrio de 100 ml de centrifuga y se centrifugaron a 2.000 g durante 1 hora a 4°C. El sobrenadante se recogio
y se determiné su volumen. Se disolvié PEG 6000 (Sigma Chemical Company, St Louis, USA) en el sobrenadante
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a una concentracion final del 12% p/v, se incub6 durante 10 minutos a la temperatura ambiente y a continuacion se
centrifugé a 2.000 g durante 1 hora a 4°C. El sobrenadante se descargd y el pellet se volvié a suspender en tampén
de fosfato 100 mM, pH 7,6 (volumen 1/6 de la yema original) y se almacend a -20°C en forma de alicuotas de
1 ml.

Se recogieron las yemas de huevo durante cuatro semanas después de la inmunizacién final, se agruparon y se
extrajeron como se ha descrito precedentemente.

Se determinaron las caracteristicas de enlace de los anticuerpos extraidos mediante andlisis con ayuda de la 2DE
Western Blot como se ha descrito mds adelante. A continuacién se copularon los anticuerpos con Sepharose 4B de
conformidad con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 3
Copulacion de la IgY con Sepharose 4B

Se disolvié PEG 6000 en 2 ml de solucién de IgY (17,3 mg de proteina/ml), se incubaron durante 10 minutos a la
temperatura ambiente y a continuacion se centrifugaron a 2.000 g durante 1 hora. El pellet se volvié a suspender en
tampdn de copulacién (NaHCO; 0,1 M, pH 8,3, que contiene NaCl 0,5 M) hasta una concentracion final de 7,5 mg de
protefna/ml.

Se suspendié Sepharose 4B (Pharmacia; 1 g) activada con CNBr en 20 ml de HCI 1 mM. La suspension se lavé
a continuacién con 200 ml de HCl 1 mM sobre un filtro de vidrio sinterizado. El gel lavado se volvié a suspender en
la solucién de la IgY, y se mezclé en un mezclador giratorio durante 18 horas a 4°C. A continuacién se lavo el gel
con 5 volimenes de tampoén de copulacién y se incubd en tamp6én 0,1 M Tris-HCIL, pH 8,0, durante 2 horas a 4°C. El
gel se lavé 3 veces alternativamente con 5 voliumenes de tampén 0,1 M acetato, pH 4,0, que contiene 0,5 M NaCl,
y a continuacién con 0,1 M Tris HCI, pH 8,0, que contiene 0,5 M NaCl. El gel de Sepharose 4B (AHP-Sepharose)
anticuerpo de plasma antihumano se almacen6 a continuacién a 4°C en solucién salina tamponada con 0,01 M fosfato,
pH 7.4, que contenia un 0,05% de azida de sodio como agente para la conservacién.

Ejemplo 4
Preparacion de plasma sometido a empobrecimiento por afinidad y a inmunoempobrecimiento

Se sometié plasma procedente de seres humanos varones normales al empobrecimiento por afinidad mediante
la utilizacién de Affi-gel Blue y al inmunoempobrecimiento empleandose AHP-Sepharose. Se suspendié Affi-gel
Blue (suspensién de 5 ml de gel por ml de plasma) en columnas de polipropileno selladas de 10 ml (Econo-Co-
lumns; Bio-Rad) y se eluyeron con 2 volimenes de tampdn fosfato 20 mM (pH 7,1). Se mezclé plasma (500 ul)
con un volumen idéntico de tampén de fosfato 20 mM (pH 7,1) y se mezclé en un mezclador giratorio durante 4
horas a 4°C. A continuacién se afiadi6 esta solucién a la columna de Affi-gel Blue. La columna se tapond y se mez-
cl6 en el mezclador giratorio durante 18 horas a 4°C. Se retiraron el sello de punta de la y el tapdn, y se recogid
la corriente de salida. Se determind el contenido en proteina y se almacend la alicuota a -80°C para los andlisis
subsiguientes.

El plasma residual tratado con Affi-gel Blue se someti6 a continuacién a un inmunoempobrecimiento con AHP-
Sepharose de la manera siguiente. Se lavé AHP-Sepharose (100 ul) con 4 volimenes de tampdn de fosfato 100 mM
(pH 7,1) empledndose un filtro de vidrio sinterizado. El gel lavado se volvi6 a suspender en plasma tratado con Affi-
gel Blue (100 u) en un tubo para microcentrifuga de 2 ml y se mezcl6 en un mezclador giratorio durante 18 horas a
4°C. La suspension se centrifugd a 13,200 g durante 5 minutos a la temperatura ambiente y se recogi6 el sobrenadante,
se determind su contenido en proteina y la alicuota se almacend a -80°C para andlisis subsiguientes.

A continuacién se utiliz6 el plasma sometido a empobrecimiento por afinidad y sometido a inmunoempobreci-
miento como antigeno para obtener anticuerpos de segunda generacién en gallinas, empledndose el mismo programa
de inmunizacién que en el ejemplo 1. Los anticuerpos cultivados fueron evaluados individualmente y se agruparon
para la evaluacién de sus efectos sobre la eliminacién de proteinas a partir de plasma no tratado y a partir de plasma
tratado con Affi-gel Blue, respectivamente. El procedimiento para la preparacion del anticuerpo estd resumido en la
figura 2.

Ejemplo 5
Eliminacion de proteinas con alta abundancia a partir de muestras de suero humano

Se trataron muestras de suero humano con Affi-gel Blue mediante el siguiente procedimiento para la eliminacién
primaria de la albimina. Para las muestras de suero, se recogié sangre entera (2 ml) mediante puncién en vena en
tubos de recoleccion lisos, en los que se permitié que la sangre se coagulase a la temperatura ambiente durante 30
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minutos y a continuacién se procesd. A continuacién se centrifugaron las muestras a 2.000 g durante 10 minutos,
después de lo cual se recogid el suero. Para muestras de plasma, se recogi6 sangre entera de la misma manera en tubos
anticoagulantes de EDTA. Se retir6é una alicuota (100 ul) para la determinacion de la proteina total. Las muestras de
suero y de plasma se almacenaron a -80°C hasta su andlisis.

Las muestras se descongelaron hasta la temperatura ambiente y se incubaron con 5 volimenes de Affi-gel Blue
durante 16 horas a 4°C en una plataforma giratoria. A continuacion se centrifugaron las muestras a 2.000 g durante 10
minutos. Se recogid el sobrenadante, se retir6 una alicuota (100 ul) para la determinacion de la proteina total y para
el andlisis por medio de la 2DE, y la parte remanente de la muestra se sometié a incubacién bien con anticuerpo de
plasma antihumano de primera generacién o de segunda generacién copulado con Sepharose 4B, durante 4 horas a
4°C. Las muestras se centrifugaron a continuacion durante 20 minutos a 2.000 g a 4°C. Se recogio el sobrenadante, se
retiré una alicuota (50 ul) para la determinacién de la proteina total, y la parte remanente se almacené a -80°C hasta
que se someti6 al andlisis por medio de la 2DE.

Ejemplo 6
Electroforesis bidimensional
Separacion de primera dimension

Se diluyeron 2 ul de suero en 48 ul de tamp6n de la preparacion de la muestra (62,5 mM Tris HCL, 2% de SDS,
25% de glicerol, 0,01% de azul de bromofenol y 2,3% de DTT, pH 7,8) y se incubaron a 95°C durante 5 minutos. Se
mezclaron 15 ug (aproximadamente 7 ul) de la proteina del suero con tamp6n de solubilizacion para la focalizacién
isoeléctrica (7M urea, m2 tiourea, 100 mM DTT, 4% de CHAPS, 0,5% de anfolitos de soporte, pH 4-7, 0,01% de BPB
y 40 mM Tris) hasta un volumen final de 200 ul y se incubaron durante 1 hora a la temperatura ambiente. Esta mezcla
se aplicé entonces a una tira Ready (11 cm, pH 4-7, Bio-Rad) y se rehidraté activamente a 50 V y a 20°C, durante
16 horas. Las proteinas del suero se sometieron a focalizacién por via isoeléctrica a 250 V durante 15 minutos y a
continuacién a 8.000 V durante 150 minutos, y a continuacién se mantuvo a 8.000 V durante un total de 35.000 Vh/gel,
es decir con un total de 42.000 Vh por gel. Las tiras Ready se almacenaron entonces a -80°C hasta la realizacién del
procedimiento de segunda dimension.

Separacion de segunda dimension

Se equilibraron tiras Ready procedentes de la separacién de primera dimension en 6 ml de tampén equilibrado (50
mM Tris-HCI, pH 8,8, 6 M urea, 30% de glicerol, 2% de SDS, 0,01% de BPB, 5 mM TBP). Se enjuagaron las tiras en
tampon en circulacion de Tris-glicina SDS (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% p/v de SDS, pH 8,3) y a continuacién
se aplicaron sobre la parte superior de un Ready Gel (10% o entre 8 y 16% de acrilamida, Criterion Gel; Bio-Rad). Se
dispuso una capa de agarosa de bajo punto de fusién (0,5% de tampdn en circulacién que contiene BPB) sobre la parte
superior de la tira. Se insertaron en la agarosa dos mechas, a las que se habian aplicado marcadores del peso molecular.
Los geles se sometieron a electroféresis a 10 mA/gel durante 1 hora, a 20 mA/gel durante 2 horas y a continuacién a
30 mA/gel durante 30 minutos. Los geles se fijaron en metanol/acido acético (40%/10% en agua desionizada MilliQ
durante 1 hora a la temperatura ambiente y a continuacién se incubaron en Sypro Ruby® (Bio-Rad) durante 16 horas
a la temperatura ambiente sobre una plataforma oscilatoria. Se destintaron los geles durante 1 hora en metanol/acido
acético (10%/7% en dH,0). Los geles fueron revelados con el empleo de un revelador Bio-Rad FX con resolucién de
100 nM.

La figura 4 muestra una comparacion entre el nimero de especies de proteinas identificables por medio de la 2DE
que pueden ser detectadas cuando se utiliza agrupadamente

a) antisuero de gallina de plasma antihumano de primera rutina y de segunda rutina, en control, plasma hu-
mano no tratado,

b) plasma sometido al empobrecimiento por afinidad y al inmunoempobrecimiento, empledndose anticuerpo
policlonal de primera generacidn, y

¢) plasma sometido al empobrecimiento por afinidad y al inmunoempobrecimiento, empledndose anticuerpo
policlonal de segunda generacion.

Los andlisis de las manchas de proteina en la figura 4 estdn resumidos en la tabla 1. Esta muestra que el método
de esta invencién conduce a la eliminacién de la mayoria de las manchas de proteina que estdn presentes en el plasma
de control no tratado, no diluido (plasma puro), mientras que revela una proporcion muy elevada de proteinas que no
habian sido detectadas previamente.
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TABLA 1

Comparacién de las manchas de proteina identificadas mediante andlisis de revelado

de la representacion por medio de la 2DE de suero no tratado (puro), de suero tratado

con Affi-gel blue (AGB) y de suero tratado con AHP- Sepharose.

Puro

con

, \ Tratado |Tratado
COMPARACION DE LAS MANCHAS DE
, (no con AGB {AHP
PROTEINA
tratado) Sepharose
Nuimero total de manchas de proteina
248 152 157

representadas
Numero de manchas comin a ambas
representaciones de la proteina neta y de la{NA 127 130
proteina post tratada
Numero de manchas identificadas solamente ‘

] NA 25 27
después del tratamiento
Numero de manchas de proteina aumentado
en 5 veces 0 en una proporcidon mayor después | NA 9 9
del tratamiento comparado con el puro
Ntmero de manchas de proteina disminuido
en 5 veces o en una proporcion mayor después | NA 28 16
del tratamiento comparado con el puro
Mancha tnica de tratamiento especifico (AGB \

{NA 14 15

frente a AHP)
Numero de manchas de proteina que, en AGB,
eran > 2 veces mayores que en AHP|NA 12 -
Sepharose
Numero de manchas de proteina que, en AGB,
eran < 2 veces menores que en AHP|NA 20 -

Sepharose

NA: no aplicable
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Ejemplo 7
Dispositivo para el rdpido procesamiento de las muestras

El procedimiento y el producto de la invencién para la preparacién de muestras de suero o bien de muestras de
plasma destinadas a la representacién de un proteoma con baja abundancia puede ser empleado en la forma de un
cartucho de tipo Luer sellado, que es adecuado para ser utilizado junto con jeringuillas de pléstico. Se dispone una
resina de anticuerpo de plasma antihumano (0,5 ml) entre dos bandas (0,5 ml cada una) de resina Affi-gel Blue, o de
otra resina que enlace la proteina, en un cartucho de 1,5 ml. Se conecta una jeringuilla de 2,5 ml, que contiene 1 ml
de suero con un extremo del cartucho y se conecta una jeringuilla vacia de 2,5 ml en el otro extremo del cartucho.
Este dispositivo estd ilustrado en la figura 6. Se hace refluir 5 veces la muestra de suero a través del cartucho, y a
continuacién se recoge y se almacena para el andlisis por medio de la 2DE. El cartucho y la jeringuilla pueden ser
suministrados en un estuche.

Ejemplo 8
Comparacion del empobrecimiento con Affi-Gel Blue o con proteina A

Se sometieron muestras de suero humano normal a empobrecimiento por afinidad con Affi-Gel Blue o bien con
Affigel proteina A mas Affi-Gel Blue como paso previo a la realizacion del andlisis por medio de la 2DE.

Se recogi6 sangre humana a partir de voluntarios sanos (n = 6) en el Royal Women’s Hospital, Melbourne, bajo
la condicién de una declaracion de informacién del participante y con consentimiento informado. Se recogié sangre
entera (10 ml) mediante puncién en vena en tubos de recogida lisos para suero (se permitié que la sangre se coagulase
a la temperatura ambiente durante 30 minutos). Las muestras se centrifugaron a 2.000 g durante 10 minutos después
de lo cual se recogié el suero. Se retir6 una alicuota (100 ul) para la determinacién de la proteina total. El suero se
almacend a -80°C hasta su analisis.

Se determiné el contenido total en proteina mediante la utilizacién de un estuche comercial para el ensayo de
proteinas con patrones BSA de conformidad con las instrucciones del fabricante (Pierce, Rockford, IL, USA).

Se descongelaron las muestras de suero hasta la temperatura ambiente y se sometieron a incubacién con 5 vold-
menes de Affi-Gel Blue y se incubaron durante 1 hora o durante 16 horas a 4°C sobre una plataforma giratoria. Se
centrifugaron las muestras a 2.000 g durante 10 minutos. Se recogieron los sobrenadantes y se retiraron alicuotas (100
1) para la determinacién de la proteina total tras correccion por factores de dilucién.

Affi-Gel Blue mds Affi-Gel proteina A

Se trataron muestras de suero humano con los componentes de un miniestuche Aurum para la proteina del suero
(Bio-Rad Laboratories, USA). Este estuche utiliza columnas de spin que contienen una mezcla de Affi-Gel Blue
y Affi-Gel proteina A para enlazar y eliminar de manera selectiva la albimina y la inmunoglobulina. Se lavé dos
veces la matriz Aurum (Bio-Rad Laboratories, USA) en microcolumna de Bio-Spin con 1 ml de tampdn enlazante
(tampén de fosfato 20 mM, pH 7,0) por centrifugacién durante 20 segundos a 1.000 x g. Se afiadieron 16 ul de suero
a 180 ul de tamp6n enlazante y se mezclaron en torbellino. Se afiadieron 200 ul de la matriz Aurum. Tras incubacién
a la temperatura ambiente durante 15 minutos, durante 1 hora, durante 5 horas o durante 16 horas, la columna se
centrifugé durante 20 segundos a 1.000 x g para recoger el eluato. La columna se lavé con 200 p1 de tampdn enlazante
y se combind con el primer eluato para formar la muestra de suero empobrecida. Se determiné la concentracién en
proteina total del eluato combinado una vez tomados en consideracién los factores de dilucion. El eluato se almacend
a -80°C hasta su analisis ulterior.

Electroforesis bidimensional

Separacion de primera dimension: se diluyeron 50 ul de suero puro en tamp6n para la preparacion de muestras y se
incubaron a 95°C durante 5 minutos. Se sometieron 15 ug de la proteina de suero tratada o de tamp6n de solubilizacién
de la proteina de suero puro diluido a una separacién de primera dimensién como se ha descrito en el ejemplo 6. A
continuacidn, se almacenaron tiras Ready a -80°C hasta el procedimiento de segunda dimensién.

Separacion de segunda dimension: se sometieron tiras Ready procedentes de la separacién de primera dimension, a
una separacion de segunda dimension, como se ha descrito en el ejemplo 7, con excepcién de que se utilizé un 10% de
Tris-HCI Precast Criterion Gels (Bio-Rad Laboratories, USA). Los geles fueron analizados empledndose un programa
informatico PDQuest version 6. El programa informatico identificé manchas de proteina procedentes de las imagenes
digitalizadas del gel. Cada muestra de suero se repitid tres veces y se evalud la variabilidad entre los experimentos
sobre tres geles diferentes.

11
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Los rendimientos en proteina de suero obtenidos empledndose muestras no tratadas y tratadas con Affi-Gel Blue
o con el estuche Aurum estdn reunidos en la tabla 2. Ambos métodos de tratamiento eliminaron entre el 96 y el 98%
de la proteina total en suero en 16 horas, pero con una carga idéntica de proteina (-15 ug), no se observé ningin

cambio significativo en el nimero total de manchas de proteina detectables mediante el andlisis por medio de la
2-DE.

TABLA 2
Concentracion de proteina en suero y el numero de manchas de proteina obtenidos
antes y después del tratamiento con Affi-Gel Blue o con el estuche Aurum
Proteina total (mg/ml) Numero total de manchas
Tratamiento .
Gel 1 Gel 2 Gel 3 Gel 1 Gel 2 Gel 3
Notratada 589 1606 {709 |163 |74 |190
| Media | 63,46 + 3,8 175+ 7
Affi-Gel Blue 2,05 2,26 2,7 210 222 232
Media 2,34+0,33 2205
Estuche Aurum 0.8 083|126 142|151  |160
Media 0,96 + 0,26 ’ 1515
Los valores son la media + error estandar de la medicion (SEM) de tres geles
idiferentes realizados en tres dias diferentes.

Como se ha representado en la figura 6, un andlisis de gel 2-DE tintado con SYPRO Ruby de muestras de suero
revela un perfil tipico de suero en la 2-DE (figura 6a). La mancha de albtimina de 68 kDa aproximadamente estaba
presente en la muestra de control no tratada, pero estaba ausente en las muestras de suero tratadas durante 16 horas
con Affi-Gel Blue y con el estuche Aurum (figuras 6a, b y c).

La eliminacién de la albiimina dio como resultado un reforzamiento significativo de la intensidad de la tincion de
varias manchas de proteina, como se ha reunido en la tabla 3 y se ha ilustrado en las figuras 7a 'y 7b.
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TABLA 3

Recuentos del aumento de las manchas de proteina en suero tratado con Affi-Gel

Blue en comparacioén con suero no tratado.

Aumento de las manchas Numero de recuentos manchas
Dos veces | 5316

Cinco veces 315
| Diez véces 123

Veinte veces 6+1

| Los valores son la media + SEM de seis muestras diferentes de suero.

El tratamiento con Affi-Gel Blue dio como resultado el reforzamiento en 2 veces de 53 manchas de proteina, en 5
veces de 31 manchas de proteina, en 10 veces de 13 manchas de proteina y en 20 veces de 6 manchas de proteina (figura
7a). De manera paralela, el tratamiento durante 16 horas con el estuche Aurum dio como resultado un reforzamiento
de 2 veces, de 5 veces, de 10 veces y de 20 veces de 30 manchas de proteina, de 13 manchas de proteina, de 8
manchas de proteina y de 5 manchas de proteina respectivamente como se ha mostrado en la tabla 4 y en la figura
7b.

TABLA 4

Recuentos del aumento de las manchas de proteina en suero tratado con el estuche

{ Aurum en comparacién con suero no tratado.

Aﬁmento de las manchas | Numero de rééueﬁfds manchas
Dos veces | 306

Cinco veces 13+4

Diez veces 8§+4

Veinte veces 5+£2

Los valores son la media + SEM de seis muestras diferentes de suero.

El modelo de la visualizacién reforzada de las manchas de proteina con ambos métodos de tratamiento fue similar,
pero se revel6 un mayor niimero de proteinas cuando se sigui6 el tratamiento con Affi-Gel Blue.
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Otros andlisis mostraron que Unicamente se encontraron 28 manchas de proteina después del tratamiento con Affi-
Gel Blue, y no se visualizaron en el suero no tratado (figura 8a). En contraste, inicamente se encontraron 2 manchas
de proteina después del tratamiento con el estuche Aurum, lo cual es consistente con la pérdida de mayor proteina con
este método de tratamiento (figura 8b).

Estos resultados sugieren que el tratamiento con Affi-Gel Blue o con el estuche Aurum de suero humano da
como resultado la eliminacién de proteinas con elevada abundancia, tal como la albimina, con lo que no solamen-
te se aumenta la deteccién de las proteinas con baja abundancia, sino que también permite la deteccién de algu-
nas proteinas que no serian detectables de otra manera, que hubiesen permanecido obscurecidas en presencia de
albimina.

Se investigaron las variaciones individuales en el perfil de las proteinas de muestras del mismo suero preparadas
en tres dias diferentes y repetidas tres veces para eliminar factores de error que podrian deberse a la manipulacién de
las muestras. Se detectd una variacién no substancial en el perfil de las manchas de proteina procedentes de la misma
muestra repetida en dias diferentes (tabla 2).

Ejemplo 9
Eliminacion de la albiimina a lo largo del tiempo

Para determinar si la eliminacién de albimina con Affi-Gel Blue o con el estuche Aurum elimina manchas de
proteina diferentes de la albimina a medida que aumenta el tiempo, se llevé a cabo un estudio a lo largo del tiempo.
Se trataron muestras de suero humano con Affi-Gel Blue durante 1 hora y durante 16 horas y con el estuche Aurum
durante 15 minutos, durante 1 hora, durante 5 horas y durante 16 horas respectivamente. Se analizaron 15 ug de estas
muestras tras resolucion con ayuda del andlisis por medio de la 2-DE. En el transcurso de 15 minutos del tratamiento
con el estuche Aurum se produjo una pérdida del 98% de la proteina total en suero, con una disminucién acompafante
en la tincién de la albimina y un aumento en dos veces del nimero de manchas de proteina. Con el tratamiento durante
1 hora con Affi-Gel Blue o con el estuche Aurum, se alcanzé un empobrecimiento significativo de la albimina, con una
pérdida no significativa del perfil de proteina o del nimero de manchas de proteina. Sin embargo, el tratamiento con
Affi-Gel Blue o con el estuche Aurum durante 16 horas dio como resultado el empobrecimiento de la albimina, con
una pérdida del 35%, aproximadamente, del nimero total de manchas de proteina en comparacién con el tratamiento
durante 1 hora. Estos resultados estan reunidos en las tablas 5 y 6, y estdn ilustrados en la figura 9.

TABLA 5

Concentracion de proteina en suero a lo largo del tiempo y nimero de manchas de
proteina después del tratamiento con el estuche Aurum
Reduccién de la
. Concentracién de i Numero de
Tratamiento concentracién de proteina
proteina (mg/ml) manchas
(%)
i No tratado 62,3 0 ' 174
15 minutos 1,45 98 365
1 hora 1,02 99 | 337
15 horas 1,02 99 287
16 horas 0,92 99 221
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TABLA 6
Concentracién de proteina en suero a lo largo del tiempo y numero de manchas de
| proteina después del tratamiento con Affi-Gel Blue
) Reduccién de la
) Concentracion de Numero  de
Tratamiento concentracion de proteina
proteina-(mg/ml) manchas
(%)
No tratado 62,3 ‘ 0 174
1 hora 2,65 96 330
16 horas 2,20 96 220

Estas observaciones sugieren que, ain cuando la exposicién durante 16 horas del suero humano a Affi-Gel Blue o
al estuche Aurum puede dar como resultado un empobrecimiento significativo de albimina y, como consecuencia, un
aumento de algunas proteinas con baja abundancia, esta exposicion estd asociada asi mismo con una eliminacion no
especifica de proteina del suero distinta de la albiimina.

Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con Affi-Gel Blue y con el estuche Aurum da como resultado
la eliminacion de la albimina altamente abundante y, de manera simultdnea, el reforzamiento en la deteccion de otras
proteinas. Ambos métodos de tratamiento durante 16 horas eliminaron entre el 96 y el 98% del contenido total en
proteina del suero, pero no hubo diferencias significativas en el nimero total de manchas de proteina analizadas tras
el andlisis por medio de la 2-DE. Por lo tanto, hemos demostrado también que el tratamiento con Affi-Gel Blue y con
el estuche Aurum elimina albimina con elevada abundancia y que refuerzas varias veces la intensidad de la tincién de
diferentes manchas. De manera adicional, con una carga idéntica de proteina se detectaron, respectivamente, 28 y 2
manchas tnicas mediante el tratamiento con Affi-Gel Blue y con el estuche Aurum en comparacién con el suero puro.
Estas manchas permanecen obscuras en las muestras de suero puro no tratadas.

El tratamiento con el estuche Aurum da como resultado un mayor empobrecimiento de la proteina, puesto que su
componente de proteina A elimina asi mismo las inmunoglobulinas. El modelo de suero de la IgG (cadena pesada) se
encuentra aparentemente por encima del rango pl comprendido entre 6,5 y 8,3. Puesto que este rango queda compren-
dido dentro de los limites del rango pl empleado en este estudio, fue evidente en los geles un modelo menos definido
de la cadena pesada de la IgG. Un tratamiento durante 16 horas con Affi-Gel Blue o con el estuche Aurum dio como
resultado la eliminacion de proteinas diferentes de la albimina. La albimina es enlazada con elevada afinidad por el
Affi-Gel Blue y por el estuche Aurum pero también pueden ser enlazadas otras proteinas con la estructura anular plana
del tinte Cibracon Blue 3G, mediante una combinacién compleja de interacciones electrostaticas, hidréfobas y me-
diante puente de hidrégeno. Por lo tanto, no es sorprendente una eliminacién no especifica de una proteina diferente de
la albimina al cabo de un tratamiento de 16 horas con Affi-Gel Blue o con el estuche Aurum. Sin embargo, cuando se
utiliza esta etapa de empobrecimiento de la proteina durante 1 hora solamente, puede conseguirse un empobrecimiento
significativo de la albimina con una eliminacién minima de proteina no especifica. Mientras que tanto el Affi-Gel Blue
asi como el estuche Aurum son reactivos efectivos para el empobrecimiento de albiimina altamente abundante, puede
conseguirse mayor sensibilidad en el perfilado de la proteina sin una pérdida significativa de biomarcador de suero
potencial dnicamente si las muestras son expuestas a los reactivos durante un periodo de una 1 hora. Este enfoque
puede generar un modelo de perfiles de proteina independiente de la identidad de las proteinas individuales, y puede
ser empleado como un discriminador en un estado patoldégico particular.

Es evidente que puede combinarse una etapa de absorcion de proteina A, mediante el empleo del estuche Aurum u
otro soporte de afinidad a proteina A, con la etapa de inmunoempobrecimiento aqui descrita, como una alternativa al
Affi-Gel blue.

Nuestros datos sugieren que mediante la utilizacién del procedimiento de conformidad con la invencidn para el pro-

cesamiento de muestras como paso previo a la 2-DE o de otros métodos de andlisis de proteinas, puede incrementarse
la probabilidad para el descubrimiento de nuevos biomarcadores de elevada sensibilidad y de elevada especificidad.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para el empobrecimiento de moléculas con alta abundancia a partir de una muestra bioldgica,
cuyas etapas comprenden

a) el sometimiento de la muestra al empobrecimiento por afinidad mediante el empleo de un soporte de afini-
dad con elevada afinidad para una molécula con elevada abundancia, y

b) el inmunoempobrecimiento mediante el empleo de un soporte de afinidad copulado con un anticuerpo IgY
de gallina dirigido contra el suero completo o el plasma completo o contra cualquier fraccién del mismo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo IgY de gallina, empleado en la etapa (b), es un
anticuerpo policlonal de primera generacion.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1 o 2, en el que el anticuerpo IgY de gallina, empleado en la etapa (b), es un
anticuerpo policlonal de segunda generacién o de una generacién superior, dirigido contra el plasma o contra el suero,
que ha sido sometido ya, al menos, a una rutina de empobrecimiento por afinidad y/o a un inmunoempobrecimiento
con un soporte de afinidad copulado con la IgY dirigido contra plasma o suero homdlogo.

4. El procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa (a) se lleva a cabo antes
que la etapa (b).

5. El procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la molécula con alta abundancia
es una proteina.

6. El procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la molécula con alta abundancia
es albimina o inmunoglobulina.

7. El procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la muestra biolégica es un fluido
biolégico.

8. El procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la muestra biolégica es un medio
acondicionado procedente de un cultivo celular o tisular, o es un extracto tisular o celular.

9. El procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la muestra bioldgica es sangre
entera, suero o plasma.

10. El procedimiento seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que soporte de afinidad empleado
en la etapa (a) es una resina de cromatografia de afinidad a tinte.

11. El procedimiento segtn la reivindicacién 10, en el que el tinte es un compuesto de clorotriazina.

12. El procedimiento segun la reivindicacién 11, en el que el soporte de afinidad es un soporte de afinidad Cibacron
blue F3GA.

13. El procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el soporte de afinidad, utilizado
en la etapa (a), es una perla magnética y la separacién magnética se lleva a cabo con ayuda de medios magnéticos.

14. Un procedimiento para la separacién o para el andlisis de una molécula con baja abundancia en una muestra
bioldgica, que comprende la etapa del empobrecimiento de, al menos, una molécula con alta abundancia a partir de
la muestra con ayuda de un método segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, como paso previo a que
la muestra sea sometida a una o a varias separaciones o etapas analiticas para la separacidn o para el andlisis de la
molécula con baja abundancia.

15. Un procedimiento de identificacién de la expresion de una molécula con baja abundancia en un mamifero, que
comprende la etapa del empobrecimiento de, al menos, una molécula con alta abundancia a partir de una muestra bio-
16gica procedente del mamifero, con ayuda de un método de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 13, como paso previo a que la muestra sea sometida a una o varias etapas de andlisis para detectar la expresién de
la molécula con baja abundancia.

16. Un procedimiento segin la reivindicacién 15, que detecta un cambio en la expresién de la molécula con baja
abundancia.
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Figura 1
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Figura 7
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Figura 8
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