64

kDa, siendo 3 de ellas fragmentos de proteinas mas
grandes, posiblemente productos de degradacion.

Conclusiones

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

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

La estenosis aodrtica (EA) degenerativa es una
enfermedad de elevada prevalencia en los paises
desarrollados y es la responsable del mayor nimero
de reemplazos valvulares aorticos. En la actualidad,
diversos autores han sefialado que comparte los mis-
mos factores de riesgo que la aterosclerosis'. Por
ello, parece esencial profundizar en el conocimiento
de la patogenia de la EA degenerativa como paso
previo para establecer medidas de prevencion de
dicha enfermedad.
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En la actualidad, el estudio de proteinas indi-
viduales, atin siendo esencial, ha sido desplazado
por las estrategias protedmicas que permiten el ana-
lisis global de las proteinas de una muestra®. Las
nuevas tecnologias (MALDI-TOF/TOF, LC-MS,
DIGE, MS-IMAGIN...) caracterizan miles de espe-
cies moleculares en cada andlisis y generan perfiles
conjuntos que reflejan la situacion general de una
muestra *. Debido a que las proteinas que componen
las valvulas adrticas son esenciales para el correcto
funcionamiento de estas, su identificacion y caracte-
rizacién mediante herramientas protedmicas es vital
para conocer mas sobre la fisiologia de la valvula
aortica y las posibles patologias de ésta.

Tras la aprobacion de la realizacion del estudio
por el Comité Etico del Hospital Virgen de la Salud
(SESCAM, Toledo) y solicitar el correspondiente
consentimiento informado se incluyeron en el es-
tudio pacientes (n=8) que fueron ingresados en la
Unidad de Cirugia del mismo hospital y que fueron
sometidos a cirugia de reemplazo valvular adrtico.
Como controles se utilizaron valvulas adrtias sanas
(n=8) procedentes de necropsias realizadas en el
Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital
Virgen de la Salud (Toledo).

Las valvulas fueron homogeniezadas en tampon
de extraccion?, centrifugadas y el sobrenadante ob-
tenido correspondiente al extracto proteico se cuan-
tificé cuantificado siguiendo el método Bradford-
Lowry. Posteriormente se llevd a cabo el analisis
protedmico mediante electroforesis bidimensional
diferencial (2D-DIGE). Las proteinas fueron mar-
cadas siguiendo las instrucciones de la casa comer-
cial (GE.Healthcare). Se llevd a cabo la primera
y segunda dimension y finalmente las imagenes
de los geles se capturaron mediante el escaner de
fluorescencia Typhoon 9400 (GE.Healthcare). El
analisis de las imagenes se realizo con el programa
DeCyder v6.5 (GE.Healthcare) que detecté 51 man-
chas proteicas diferencialmente expresadas con p<
0.05 entre valvulas adrtica sin estenosis y valvulas
aorticas con estenosis. Estas manchas proteicas fue-
ron recortadas de los geles, tefiidos previamente con
tincidn plata, digeridas con tripsina y analizadas con
el espectrometro de masas 4800 Plus MALDI-TOF/
TOF Analyzer (Applied Biosystems), seguido de
una busqueda de datos. Las 51 manchas proteicas
correspondian a 18 proteinas diferentes (Tabla 1),
que se clasificaron atendiendo a su funcién y se
validaron mediante WB e IHC.
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Figura 1. (A) Gel 2-DE con las proteinas de diferencia
entre EA y controles. (B) Validaciones de algunas de las
proteinas diferencialmente expresadas realizadas mediante
Inmunohistoquimica (izquierda) y Western-blot (derechay).
C) Clastificacion por Grupos Funcionales de las proteinas
identificadas usando 2-DE y MALDI TOF/TOF combina-
do con LC-MS/MS.
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Tabla 1. Proteinas identificadas por espectrometria de
masas (MALDI TOF/TOF) mostrando diferentes niveles de
expresion diferencial entre valvulas adrticas sanas y valvu-
las adrticas con estenosis, analizadas mediante DeCyder
software v 6.5 con p< 0.05.
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Introduction

Interleukin-1p (IL-1pB) is a proinflammatory
cytokine that acts as an arthritic mediator with
the capacity to drive the key pathways typically
associated with osteoarthritis (OA) pathogenesis.
This degenerative joint disease, characterized by
articular cartilage degradation, involve in its initial
stages an increased cellular proliferation and syn-
thesis of matrix proteins, proteinases, growth fac-
tors, cytokines and other inflammatory mediators
by cartilage cells. Therefore, research has focused
on the chondrocyte (the unique cell type of carti-
lage) as the cellular mediator of OA pathogenesis.
Chondrocytes of OA patients, as well as synovial
cells, produce increased levels of inflammatory
cytokines, such as IL-1P [1]. This cytokine shifts
the biology of the chondrocytes towards articular
cartilage degradation by increasing the expression

of matrix metalloproteinases while inhibiting the
expression of genes encoding essential components
of the cartilage extra cellular matrix (ECM).

We have recently used 2-DE technology to des-
cribe the intracellular proteome of normal and OA
human chondrocytes [2-3]. In the present work,
we have standardized the stable isotope labelling
by amino acids in cell culture (SILAC) technique
on primary culture human articular chondrocytes,
and have applied for the first time this strategy for
studying the chondrocyte extracellular matrix me-
tabolism in basal conditions and under the effect of
the proinflammatory cytokine IL-1p.

Methods

Cartilage obtained from patients undergoing jo-
int replacement was provided by the Tissue Bank at



