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particularly on high molecular weight proteins as
visualized on 2-DE gels. Finally, LMPC method
was checked by LC-MS/MS to assure correct layers
isolation. 22 and 38 proteins were identified from in-
solution digested preatherosclerotic coronary intima
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and media extracts, respectively. Although some
proteins are common between layers, due to similar
cell types present; differential proteins are specific
of contractile phenotype of VSMCs in the media and
proliferative in the intima.
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El cancer colorrectal (CCR) es el cancer con
mayor mortalidad en Espafia por su tardia diagnosis.
Actualmente, la herramienta de clasificacion del
CCR (clasificacion de Dukes) se basa en observa-
ciones histopatoldgicas como pueden ser la invasion
de la capa muscular intestinal, los ndédulos linfaticos
adyacentes o la progresién metastatica. Aunque se
han realizado diversos estudios gendmicos usando
microarrays de DNA no se ha conseguido obtener
una mejor clasificacion [1-2]. La identificacién de
proteinas que puedan revelar diferencias en los es-
tadios de diferenciacion neoplasica seria muy im-
portante para el conocimiento de la enfermedad, un
mejor diagnostico del CCR y para el descubrimiento
de nuevas dianas terapéuticas. Aunque se han iden-
tificado muchas proteinas como diferencialmente
expresadas en CCR utilizando diferentes técnicas
proteémicas [3] hasta ahora se han descrito muy
pocas como marcadores eficientes de CCR.

Los autoanticuerpos presentes en el suero de
pacientes con cancer son biomarcadores indicativos
de la enfermedad porque las proteinas modificadas
antes o durante la formacién del tumor pueden in-
ducir una respuesta inmune una vez liberadas [4-6].
Asi, la caracterizacion de la respuesta inmune en
pacientes con cancer constituye una nueva alterna-
tiva para la identificacion de biomarcadores especi-
ficos de CCR, ttiles para su diagnosis temprana

En este estudio, hemos usado una estrategia pro-
teomica alternativa a los microarrays de proteinas
recombinantes basada en el uso de microarrays de

fagos para identificar autoanticuerpos asociados a
CCR. Se construyeron cuatro librerias de fagos que
contenian cDNA de tejido de pacientes con CCR,
que fueron cribadas con sueros de pacientes con
CCR para identificar aquellos péptidos desplegados
en la superficie de los fagos reconocidos por autoan-
ticuerpos especificos de CCR. Se imprimieron un
total de 1536 fagos T7 en soportes de nitrocelulosa
y tras su cribado con 15 sueros normales y 15 tumo-
rales se identificaron 128 fagos inmunogénicos que
diferenciaban entre pacientes con CCR e individuos
sanos. El punto de corte del False Discovery Rate
se ajusto a 0.22. De los fagos que mostraron mayor
reactividad en pacientes que en sueros control, uni-
camente 55 fagos presentaron una secuencia unica.

La inmunoreactividad se verificé mediante ELI-
SA utilizando 5 fagos elegidos por su homologia
con una proteina conocida. Dichos 5 Fagos con-
tenian secuencias homoélogas a MST1, SLC33Al1,
SREBF2, SULF1 y GTF2i. MST1 se describid
como una proteina reactiva a autoanticuerpos de
pacientes con CCR en nuestro estudio previo rea-
lizado con microarrays de proteinas humanas [7].
Por otra parte, en un analisis de expresion diferen-
cial de genes SULF1 se observo sobreexpresada en
CCR [8]. Mediante ensayo de ELISA utilizando una
coleccion de 96 sueros, 50 de pacientes con cancer
colorrectal y 46 de individuos sanos, se obtuvieron
curvas de ROC (Receiver Operating Characteristic)
con areas debajo de la curva entre 0.57 y 0.63. Sin
embargo, su poder discriminatorio aument6 hasta
una especificidad y sensibilidad de 78.6% y 66%,
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respectivamente, con un area debajo de la curva
de 0.81 tras realizar diferentes combinaciones de
marcadores. Ademads, el uso de la proteina completa
MST1 aumentaba la especificidad hasta un 82.6%
(area debajo de la curva de 0.86). Un estudio de
competicion entre MST1 y el fago correspondiente
preincubando el suero con la proteina recombinante
redujo la unién de las IgG al fago MST1 hasta un
40%, indicando que el péptido desplegado en la su-
perficie del fago es un epitopo immunodominante de
la proteina completa. Por otra parte, mediante wes-
tern blot se determino que la presencia de autoanti-
cuerpos correlacionaba con una mayor expresion de
las proteinas en lineas celulares de cancer de colon
y de muestras tumorales.

En resumen, en este trabajo hemos verificado
un panel de péptidos desplegados en fagos que res-
ponden a autoanticuerpos de pacientes con CCR y
que poseen capacidad diagnoéstica de la enfermedad.
Finalmente, se han encontrado las mismas proteinas
reactivas a autoanticuerpos en diversas estrategias
protedmicas lo que confirma la conveniencia del
despliegue de péptidos en Fagos T7 para la iden-
tificacion de biomarcadores utiles en clinica para
diagnosis y tratamiento de cancer colorrectal.
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