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EDITORIAL

Nuestra mas sincera y merecida muestra de cariio a José Luis Lopez.

El pasado 12 de octubre fallecié José Luis Lopez, uno de los pioneros de la protedbmica en nuestro pais.
Desde esta modesta revista queremos rendirle un mas que merecido homenaje. Su humanismo superd con
creces su excelente trabajo como Profesor Universitario e Investigador, de lo que dan fe dos de las cartas
publicadas en este numero y de las que son autoras Esther Mosquera y Anabel Marina, quizas las personas
que mejor le conocieron en la doble faceta, la personal y la profesional.

La vida sigue, y nuestra Sociedad continiia con sus multiples actividades. Estamos en periodo de reno-
vacion de la Junta Directiva, y la eleccion del nuevo equipo Directivo tendra lugar en el proximo Congreso
de la SEProt de Pamplona. A pesar de su juventud, la sociedad la podemos considerar consolidada, tal y
como refleja Juanjo Calvete en su carta de despedida como presidente. El nimero de socios en la actualidad
ronda los 200, una cifra impensable hace un par de afios. No obstante, y tal y como se indica en el articulo
“Noticias de la SEProt” existen importantes retos y proyectos que abordar en este segundo mandato. Entre
estos proyectos hay que incluir el de la consolidacidon de la revista, cuyos nimeros ven la luz con cierto
retraso y gracias al trabajo de s6lo unos pocos. Desde aqui hacemos una llamada a todos los socios para que
nos envien contribuciones y a la vez agradecemos los trabajos y revisiones recibidas. Entre estas incluimos
la excelente revision sobre espectrometria de masas, firmada, como no podia ser de otra manera, por Joaquin
Abian, y a la que han contribuido Montse Carrascal y Marina Gay. He de reconocer que el nombre de Joaquin
Abian surge frecuentemente en nuestras reuniones de la Junta Directiva ya que le consideramos como una
de las personas claves en el quehacer de la SEProt. Aunque no esté entre los miembros de la Junta Directiva,
siempre ha atendido nuestras peticiones de colaboracion. Muestra de ello es no sélo la revision mencionada,
los cursos que imparte, y ultimamente, la elaboracion de una lista de términos y expresiones técnicas en
inglés y su traduccion recomendada al castellano, preparada en colaboracion con otro “insustituible”, mi
querido amigo Jesus Vazquez. Este documento serd, sin duda alguna, de gran valor y utilidad, en especial
a la hora de redactar tesis Doctorales.

La aplicacion correcta de la estadistica y métodos estadisticos es uno de los fallos mas generales en un
buen nimero de articulos de protedmica publicados hasta la fecha. Los evaluadores de nuestros trabajos
y la politica editorial de las revistas del area son mas estrictas a este respecto, tal y como se recoge en los
documentos MIAPE. La revision firmada por Ana Maria Rodriguez Pifieiro como primera autora sera de
gran ayuda a la hora de disefar y analizar correctamente los experimentos y datos, necesario para interpretar
y validar correctamente, y desde un punto de vista biologico, nuestros datos y conclusiones.

En este nimero aparecen, por ultimo, dos excelentes revisiones, la primera, firmada por Alfredo Sanz
Medel, sobre ICP masas, un area muy novedosa, y la segunda por Jordi Tamarit y colaboradores, sobre el
analisis de grupos carbonilo como marcadores de dafio oxidativo en proteinas.

En la contraportada aparece, como es habitual, la seccién poetdmica de Jestis Vazquez. ;Quién habla
de la separacion entre ciencias y letras, técnica y humanismo? Conociendo a personas como Jesus Vazquez
y Juanjo Calvete, dirilamos que no son apuestas alternativas, sino que van de la mano. Cuando sea mayor
quiero ser como vosotros.

Finalmente, dar la bienvenida a los dos nuevos miembros del equipo editorial de la revista Angel Garcia
(Universidad Santiago Compostela) y Antonio Martinez Ruiz (Hospital de la Princesa, Madrid). No sabéis
donde os habéis metido; en cualquier caso, gracias.

Jesus V. Jorrin Novo
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LA SEProt cumple 5 afios

El préximo trece de abril (Acta Fundacional) o
nueve de Diciembre (Registro de Asociaciones) nues-
tra Sociedad cumple 5 afios. Parece que fue ayer pero
hace ya cuatro afios que la actual Junta Directiva, la
primera elegida en Asamblea General durante el 1¢
Congreso de la SEProt celebrado en Coérdoba (13-17
Febrero 2005), dirige la marcha de nuestra Sociedad.
Atras queda también el 2° Congreso (Valencia, 10-14
2007) que consolido la decidida vocacién interna-
cionalista de la SEProt, tanto en el plano europeo
-contribuyendo actualmente de manera destacada en
los 6rganos de direccion y comités de la Federacion
Europea de Sociedades de Protedmica- como en el
ambito latinoamericano. El tercer Congreso que este
2009 celebramos en Pamplona tiene también un pun-
to de mira en el fortalecimiento de las relaciones entre
paises separados por el Océano Atlantico pero cultu-
ralmente cercanos. Hubo intentos de acercamiento
anteriores, incluyendo la posibilidad de creacion de
una red multinacional de tematica protedmica que
no prosperod por reticencias de alguna Sociedad de
Proteémica a un supuestamente encubierto “neoco-
lonialismo cultural”. No caer¢ en la tentacion de co-
mentar este sinsentido, aunque tampoco cejaré en
promover el fortalecimiento de lazos proteémicos
entre ambos lados del charco... En nuestro pais, en
este primer lustro de existencia de nuestra Sociedad,
se han consolidado algunos programas de educacion
a través de becas de asistencia a cursos nacionales e
internacionales de formacion en el ambito de la Pro-
tedmica, merced a la saneada economia de la SEProt,
consecuencia directa de la excelente gestion por parte
de nuestro Tesorero David Andreu de los ingresos por
cuotas individuales y corporativas.

Reconocer la excelencia investigadora premian-
do contribuciones de especial relevancia es una de
las tareas mas gratas de una Sociedad cientifica. Asi
lo han entendido también las empresas del ramo que
han apoyado esta iniciativa patrocinando diversos
galardones. Gabriel Padron (Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia, La Habana, Cuba) recibio
en Valencia el Premio SEProt-Promega “por su con-
tribucion al desarrollo de la espectrometria de masas
y su aplicacion a la revolucion protedomica”. Applied
Biosystems patrocino los Premios SEProt-ABI para

posters presentados por grupos no espafioles. Duran-
te el 3°" Congreso se otorgaran los Premios SEProt a
un articulo publicado durante el bienio 2007-2008 y
a un trabajo original presentado en forma de panel
al Congreso. Esta tercera edicion, al igual que las
anteriores, estd patrocinada por Bruker Biosciences
Espanola S.A. El 3. Premio SEProt esta dedicado
a la memoria de José Luis Lopez Rodriguez, en-
trafiable y excelente protedmico de Mytilus, de la
Universidad de Santiago de Compostela, que nos
dejo tempranamente el pasado 12 de Octubre. Sus
muchas virtudes han sido comentadas por quienes
mas le conocieron en el portal electronico de la SE-
Prot. Dando su nombre a nuestro galardon queremos
también rendir un sentido y publico homenaje insti-
tucional a nuestro compafiero José Luis.

Durante el pasado congreso, nuestra Sociedad
otorgd membresia de Honor a John B. Fenn, galar-
donado con el Premio Nobel de Quimica en 2002
por su trabajo pionero en el desarrollo de la ioniza-
cion de macromoléculas mediante electronebuliza-
cion (Protedmica 0:11-14, Julio 2007). Otra técnica
esencial de la Protedmica es la ionizacion mediada
por radiacion laser y asistida por una matriz (MAL-
DI). Este método de ionizacion fue desarrollado
simultanea- e independientemente por Koichi Ta-
naka (Shimadzu, Japén) y por Franz Hillenkamp
y Michael Karas (a la sazon en la Universidad de
Miinster, Alemania) durante los afios 80 del pasado
siglo. Los avatares del destino, quizas forzados por
la presion de la poderosa compaiiia japonesa, hi-
cieron que Tanaka compartiera con Fenn el Premio
Nobel que la Academia Sueca neg6 a los alemanes.
Nuestra Sociedad, nombrandoles Socios de Honor,
ha querido sumarse a la lista de Instituciones que
reconociendo esta injusticia histdrica han rendido
honores a Hillenkamp y Karas. Me alegra y enor-
gullece también que Peter Roepstorff, pionero de la
espectrometria de masas bioldgica, testigo y actor
privilegiado de la transicion Quimica de Proteinas-
Protedmica, y maestro de protedmicos, haya acep-
tado ser Miembro de Honor de la SEProt.

El Articulo 25¢ de nuestros Estatutos especifica
que “el nombramiento de los Socios de Honor co-



rresponde a la Asamblea General, a propuesta de, al
menos, diez Socios Ordinarios. El nombramiento se
refrendara en votacion secreta, debiendo alcanzar
un numero de votos favorables de, al menos, dos
tercios de la totalidad de los miembros de la Junta
Directiva. La decision favorable debera ser refren-
dada por la Asamblea General por mayoria simple”.
Quisiera desde esta tribuna proponer la candidatura
a Socios de Honor de dos pioneros de las técnicas
protedmicas, Jasna Peter-Katalini¢ (http://impb.
klinikum.uni-muenster.de/research/peterkatalinic/
index.html) y Pier-Giorgio Righetti (Electrophore-
sis 27 (8): 1435 - 1692 (No. 8 April 2006) Special
Issue: Dedicated to Professor Pier Giorgio Righetti
at his 65" Birthday). Jasna ha contribuido durante
los ultimos 25 afios al desarrollo de la glicoproteo-
mica; Pier-Giorgio, prolifico e imaginativo innova-
dor de las técnicas de separacion y su aplicacion a
la protedmica, ha publicado mas de 450 articulos
originales. A ¢l debemos la invencién de las tiras de
gradiente de pH inmovilizado o la reciente técnica
de “democratizacion” de proteomas complejos o
ProteoMiner comercializado por BioRad.

Suenan tambores que anuncian la necesidad de
renovacion. Y no solo porque asi lo marquen nues-
tros Estatutos, sino porque el funcionamiento de
toda Sociedad se rige por ciclos que garantizan el
progreso de las ideas. Seguimos siendo una So-
ciedad joven, muy joven, que necesita el apoyo de
todos sus socios. La Junta Directiva que surja de la
Asamblea General en Pamplona va a necesitar el
apoyo de proteomicos experimentados y aprendices
de brujo para seguir contribuyendo al desarrollo de
nuestra disciplina, en Espana y fuera de nuestras
fronteras. Muchos han sido los logros conseguidos
en este quinquenio, pero muchos siguen siendo los
proyectos iniciados que aun necesitan el espaldarazo
de la consolidacion. En Julio del 2007 vio la luz el
ntimero 0 de la revista Protedmica y unos meses
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después (Febrero del 2008) se publico el numero
1 con ocasion de las Primeras Jornadas Bienales
de Protedmica (Sitges, 21-22 Febrero 2008). Es-
tas iniciativas, revista y Jornadas, han tenido como
principales valedores a los Jesuses, Jorrin y Vaz-
quez, respectivamente. Conociendo el entusiasmo
que siempre han demostrado hacia la SEProt, seguro
que no yerro en el convencimiento de que ambos se-
guiran brindando su colaboracion en esos proyectos
de capital importancia para la SEProt.

Aprovecho esta ocasion para despedirme como
Presidente de la SEProt y desearle al nuevo Presi-
dente, que sera elegido por la Asamblea General
durante el 3 Congreso, las mismas satisfacciones,
sensacion de compaierismo que yo he experimen-
tado durante estos cuatro afios al frente de la Junta
Directiva. A Angela, Concha, David, Jesus J., Jests
V., José Manuel, Juan Pablo, y Fernando, mi recono-
cimiento y gratitud por vuestra dedicacion y apoyo.
jHaber trabajado con vosotros por nuestra Sociedad
compensa con creces el tiempo y esfuerzo robado a
otras actividades! A la nueva Junta Directiva le es-
peran nuevos retos, como la tarea de profesionalizar
la Secretaria Técnica de la Sociedad, incluyendo
asesoria fiscal, y la edicion de un libro en castellano
sobre Proteémica. Todos los que impartimos Cursos
de Doctorado, de Licenciatura, de especializacion,
Master, etc., seguramente coincidiremos en la ne-
cesidad de disponer de una monografia en nuestro
idioma que recoja la historia, el desarrollo de la
tecnologia, asi como los principios y aplicaciones
de la Proteémica. Podemos esperar a que alguien lo
haga o ponernos manos a la obra. Somos muchos
los que pensamos que podemos y debemos hacerlo
desde la SEProt. Como siempre, cualquier sugeren-
cia y ayuda seran mas que bienvenidas. ;Seguimos
hablando en Pamplona?

Juan J. Calvete
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Noticias de la SEProt

Del dia a dia de la Sociedad recibis puntualmen-
te informacién a través de correos electronicos y
de la pagina web (http://www.cbm.uam.es/seprot),
incluyendo noticias sobre cursos, congresos, talle-
res y otras reuniones cientificas, ofertas del trabajo,
convocatorias de becas. Seguidamente, llamaremos
vuestra atencion sobre algunos de los aspectos que
consideramos claves para la buena marcha y funcio-
namiento de la Sociedad. Dichos aspectos han sido
tratados en detalle en las tres reuniones que la Junta
Directiva ha tenido desde que salio a la luz el nume-
ro 1 de la revista. La primera tuvo lugar en Sitges,
el 20 de febrero, durante las I Jornadas Bienales; la
segunda en Valencia, el 14 de Junio, y la tercera y
ultima, en Madrid, el pasado 22 de diciembre.

Vaya por delante nuestra felicitacion a las or-
ganizadoras de las I Jornadas Bienales, Monte Ca-
rrascal y Marina Gay, por el éxito de la reunion,
y a todos los participantes por la calidad de sus
contribuciones. Cualquier duda existente respecto
al interés y conveniencia del proyecto ha quedado
disipada. Seguro que hay detalles que mejorar, tales
como el incrementar el tiempo dedicado a mesas re-
dondas y sesiones de discusion, pero las bases de las
futuras reuniones estan sentadas y los proximos or-
ganizadores tienen ante si un reto dificil de superar.
Por afiadidura, las Jornadas han tenido “superavit”,
lo que siempre viene bien a las arcas.

Siguiendo con el apartado de felicitaciones y
agradecimientos, le toca el turno a nuestro compafie-
ro y amigo Fernando Corrales, asi como a su grupo,
por la excelente organizacion del “Tercer Congreso
de la SEProt”. El programa, contenidos, y demas
detalles aparecen recogidos en la pagina web (http://
www.unav.es/proteomicsmeeting/index.html). La
participacion de grupos latinoamericanos, la organi-
zacion del curso precongreso, y la asistencia de cien-
tificos de gran relevancia han sido auténticos logros.
Entre estos ultimos cabe mencionar a los premios
Nobel Franz Hillenkamp y Michael Karas, asi como
a Peter Roepstorf, quienes han sido propuestos como
Socios de Honor de la Sociedad. Desde aqui nuestro
agradecimiento a todas las instituciones publicas y
privadas que van a colaborar en el evento.

Es hora de ir pensando donde va a tener lugar el
IV Congreso de la SEProt. Os animamos a que pre-
sentéis, a nivel individual o institucional, candida-
turas. En Galicia, Catalufia, Madrid, y otros puntos
de la geografia espafiola hay excelentes grupos que
serian candidatos idoneos.

En esta seccidn queremos reconocer la labor
realizada por FUNDECOR-UCO, concretamente
por Maria Teresa Montero, a cargo de la Secretaria
Técnica. {Ojala podamos seguir contando con ellos
en el futuro préoximo!

El proximo mes de febrero, coincidiendo con
nuestro Congreso, tendra lugar la votacion para la
renovacion de la Junta Directiva. Desde aqui anima-
mos a todos los socios a que presenten candidatura.
La nueva Junta Directiva tiene, ante si, importantes
retos, entre los que habria que citar, bajo nuestro
punto de vista, y como mas relevantes:

i) la consolidacion de la revista Protedmica;

ii) la edicion de una monografia en castellano
sobre protedomica en la que se incluyan:
aspectos historicos, fundamentos, metodo-
logias, protocolos y aplicaciones;

iii) la celebracion del proximo Congreso y las
Jornadas Bienales;

iv) potenciar la relacion con grupos latinoame-
ricanos de protedmica.

El llevar a buen puerto y consolidar dichos pro-
yectos depende en gran medida no tanto de quien
asuma el reto de la direccion de la Sociedad, sino
de la participacion activa de los socios, algo que por
ahora dista mucho de lo que seria deseable. Es por
ello que desde estas lineas hacemos una llamada a
todos los socios, sin cuya colaboracion la Sociedad
carece de sentido y significado.

Son muchos los ejemplos que se pueden citar
en favor de la relevancia de la Sociedad y del buen
hacer de la actual Junta Directiva, entre ellos, la
participacion de sus miembros en la Direccion de
la EuPA y sus distintos Comités, en ProteoRed,
en el Comité Editorial del Journal of Proteomics,
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en la organizacion de un buen nimero de cursos
y seminarios, asi como de diferentes proyectos
de investigacion nacionales e internacionales. El
reconocimiento de nuestra Sociedad queda refle-
jado, de nuevo, en nuestra presencia significativa
en la renovados Comités de la EuPA. Esto no es ni
mas ni menos que un ejemplo anecdotico del ex-
celente nivel que la protedmica esta alcanzando en
nuestro pais, con cada dia mas grupos implicados,
con un aumento en la membresia, en el numero de
publicaciones y su calidad. Lo podremos constatar
durante el Congreso de Pamplona, y de ello da fe
el niimero y calidad de articulos publicados en el
ultimo afio que optan al “Premio de la SEProt José
Luis Lopez”
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Una de las cosas que ha llamado negativamente
nuestra atencion es el poco eco que ha tenido, a pe-
sar de su difusion, la convocatoria de becas SEProt.
Tal es asi que en, hasta la fecha, solo hemos recibido
una solicitud. Esta Junta Directiva siempre ha tenido
como prioridad ayudar a los socios, en especial a los
mas jovenes, con medidas tales como la del progra-
ma de becas. Pero como dice el chiste, no te tocara
la loteria si no compras un numero. Entendemos
que afortunadamente, hoy en dia, existen muchas
convocatorias de ayudas y quizds en mayor cuantia
que la nuestra. Seguiremos con nuestro programa
de becas y en la medida de nuestras posibilidades
trataremos de aumentar la asignacion.

Junta Directiva de la SEProt
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El proceso de eleccion de la “nueva” Junta Directiva

Segun nuestros estatutos', el manwdato de los 1. En persona, y durante el Congreso. Se pondra a

miembros de la Junta Directiva tendra una duracion disposicion de los socios la papeleta de votacion
de cuatro afios, por lo que la renovacion de los car- y se habilitard una urna sellada, que se ubicara
gos ha de tener lugar el proximo mes de febrero de en la mesa asignada a la SEProt. Para votar sera
2009. Es por ello que, la actual Junta Directiva, en necesario presentar el DNI y el carné de socio.
su reunion del 4 de julio de 2008 (IBV-CSIC, Va- El plazo maximo para votar sera de 2 horas an-
lencia), acordd la convocatoria de dichas elecciones, tes de que empiece la Asamblea General.

lo que se comunico, mediante correo electronico, a

todos los socios. Tendran lugar en Pamplona durante

2. Mediante correo electronico dirigido al Secre-

el TTI Congreso de la SEProt. tario (bfljonoj@uco.es). Se anexara al correo

copia del DNI y del carné de socio. En el asunto
Se ha establecido el siguiente calendario: se pondra: “Elecciones SEProt”. En el texto se
indicara una de las siguientes alternativas:

Fecha tope Fase de las elecciones
. ) ) i) doy mi voto a la candidatura presentada
10 de julio de 2008 Comunicado a los socios . . )
por, seguida del nombre del candidato;
10 enero 2009 Envio, por parte de los so- ii) me abstengo en la votacion;

cios, de candidaturas a la iii) voto en blanco.

Secretaria
20 de enero de 2009 Proclamacion de candida- El plazol maximo para votar por correo electrd-
turas nico sera el 7 de febrero de 2009.
21 de enero de 2009 Envio de candidaturas a los 3. Mediante correo ordinario. En un sobre cerra-
S0c108 do, y firmado en la solapa, se introducird una
11-13 de febrero de 2009  Eleccion, que tendra lugar hoja en blanco en el que se indicara una de las
durante el 3° Congreso de la siguientes alternativas:
SEProt (Pamplona)
i) doy mi voto a la candidatura presentada
En la votacion participaran todos los socios de la por, seguida del nombre del candidato;
SEProt que estén al corriente en la cuota de pago. Se ii) me abstengo en la votacion;
podra votar mediante los siguientes sistemas: iii) voto en blanco.

1

La SEProt sera dirigida, representada y administrada por una Junta Directiva formada, al menos, por un Presidente, un Vicepresidente,
un Secretario, un Tesorero y dos vocales. Todos los cargos que componen la Junta Directiva son gratuitos, seran designados y revocados
por la Asamblea General Extraordinaria y sus mandatos tendran una duracion de 4 afios.

Nadie podra ser reelegido para el mismo cargo en dos cuatrienios consecutivos.

La Junta se renovara por mitades cada dos afos, alternando el cese de Presidente, Tesorero y la mitad de los vocales con los de Vicepre-
sidente, Secretario y la otra mitad de los vocales. Los candidatos podran ser propuestos por cualquier Socio Ordinario siempre que su
peticion sea apoyada por la firma de otros cuatro Socios Ordinarios y se reciba en la Secretaria, al menos treinta dias antes de la votacion
correspondiente. Asimismo la Junta Directiva podra proponer candidatos para las vacantes existentes. La relacion de candidatos que
cumplan los requisitos anteriores sera cursada por la Secretaria a todos los socios con voto, al menos veinte dias antes de la Asamblea
General. Durante ésta se elegira entre los asistentes una mesa electoral constituida por un Presidente y dos Vocales, de los que el mas
joven actuara como secretario de la mesa. La votacion sera secreta, considerandose los votos recibidos por correo y seran proclamados
los candidatos que hayan obtenido en cada caso el mayor niimero de votos. La Junta Directiva anunciara, al menos con dos meses de
antelacion, la convocatoria para renovar los cargos de la misma, asi como los de la Comision de Admisiones cuando corresponda. A
dicha convocatoria se acompanara un calendario electoral. Para facilitar el planteamiento de su labor futura, los cargos de Presidente y
Secretario se elegiran con dos afios de antelacion sobre el que corresponda a la renovacion efectiva. El Presidente y Secretario Electos,
durante el bienio comprendido entre su eleccion y su toma de posesion, podran asistir a las reuniones de la Junta Directiva con voz,
aunque sin voto.
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Dicho sobre se introducira en otro, acompaiiado
de copia del DNI y del carné de socio. Se firma-
ra en la solapa. Dirigir la carta a:

Jesus V. Jorrin Novo, Secretario de la SE-
Prot. Dpto. Bioquimica y Biologia Mole-
cular, Universidad de Cordoba. Campus de
Rabanales, Ed. Severo Ochoa, planta ba-
ja.14071 Cérdoba
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Se contabilizaran los votos que se reciban, como
plazo maximo, el 7 de febrero de 2009.

El proceso de recuento de los votos y la procla-
macién de la candidatura mas votada tendra lugar
durante la Asamblea General.
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José Luis Lopez: el amigo y el cientifico

Para muchos de nosotros el 12 de octubre de este
afio serd un dia dificil de olvidar, porque fue el dia
en que un gran amigo nos dejo. Empecé a trabajar
con José Luis cuando la protedmica no era atn la
protedmica, cuando mirar a los geles de electrofore-
sis bidimensional era, tal como decia Hochstrasser,
como mirar a las estrellas (“It’s like looking at the
sky, you see the stars but you don’t know which
ones they are”). Pero Jos¢ Luis no dejo de mirar las
estrellas, por el contrario, hizo que cada vez fuése-
mos mas los que no podiamos dejar de mirarlas.

Jose tenia vision, tenia tesén y sabia contagiar
como nadie la ilusion por las cosas. Nos contagio a
muchos la pasion por la protedmica cuando estaba
de moda y cuando todavia no lo estaba también.
Y asi fue enganchando a ese tren cada vez a mas
gente, y se fue encontrando por el camino con gente
maravillosa, muchos de vosotros, que seguiais el
mismo camino.

Os aseguro que los comienzos fueron compli-
cados pero Jose también era muy constante, por €so
no se rindié a pesar de que las cosas no le fueron
faciles. Ese era su espiritu “Coe”, porque Jose fue
un buen atleta del medio-fondo como deportista, fue
un buen atleta de la protedmica como investigador y
fue un gran atleta de la vida como persona. Ninguna
adversidad, ni siquiera su enfermedad durante este
afio y medio pudo erosionar ni un apice su ilusion, su
nobleza, sus ganas de vivir. Ha sido tremendamente
positivo y valiente hasta el final, os lo aseguro.

Desde aquellos inicios en la segunda mitad de
los 90 hemos alcanzado logros, superado dificulta-

Me han pedido que escriba unas palabras en re-
cuerdo a mi José (mi Josifo), pero es tan dificil...
y no porque no tenga miles de cosas que decir sino
porque nunca se me paso, ni por lo mas remoto de
mi imaginacion, hablar de ¢l en su ausencia.

Yo soy una de las afortunadas que le conocid
y una de las privilegiadas que puede decir que fui
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des, nos hemos reido tanto, hemos compartido tantos
momentos, tantas alegrias (también alguna que otra
tristeza)... y no s6lo a nivel profesional: os aseguro
que he aprendido de Jose y con Jose mucho méas que
protedmica y sobre todas las cosas me ha ensefiado
como un compariero puede convertirse en un amigo
y un amigo puede convertirse en un hermano.

Estoy convencida de que a todos aquellos que le
habéis conocido en mayor o menor medida, no os
resultara dificil reconocerle en mis palabras. Siem-
pre he dicho que tenia una tendencia natural a en-
gancharse a las ilusiones. Era una persona alegre y
vital a la que le gustaba la gente, era el fan nimero
uno de sus amigos y sobre todo adoraba la vida.
Tenia ademds una nobleza absolutamente inusual.
Todo ello hacia de José Luis una persona dotada
de un magnetismo especial. Era, como muchos de
vosotros me habéis dicho, muy facil de querer, era
casi imposible no cogerle carifio, a poco que se le
conociese.

Y (sabéis qué os digo? Serd muy dificil de ol-
vidar el 12 de Octubre de este afio pero también
por fortuna, durante todo el tiempo que pudimos
disfrutar de su energia y su vitalidad, de su pasion
por la vida, por sus amigos, por la protedmica, por
la investigacion, por los Macintosh, por el atletismo,
por tantas y tantas cosas, Jos¢ Luis nos dejo la vida
tan llena de buenos recuerdos que lo que sin duda no
podremos hacer jamas es olvidarle a él. ;A que no
podéis pensar en Jose y no esbozar una sonrisa?

Esther Mosquera
(esther mosquera@merck.com)

su amiga, de las que le quisieron, de las que fui
querida. Hace 9 afios ya que durante mi anterior
baja maternal (es paraddjico que ahora también esté
en la misma situacién) me escapase para colaborar
en uno de los primeros cursos tedrico-practicos en
Protedmica que impartiamos en nuestro Servicio, a
las 6rdenes de mi querido jefe Jesus Vazquez. Por
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entonces apenas reparé en los alumnos porque mi
hermana pequena se encontraba muy enferma en
el hospital y mi cabeza andaba en otros Lares...
aun asi veo a José en clase consultando dudas y
haciendo preguntas. Esto fue solo el principio de
una fructuosa relacion profesional y una maravillosa
relacion personal.

Todos sabéis de sus “manos” para confeccionar
geles bidimensionales, habilidad que transmitié a
sus pupilos y con los que seguimos trabajando. Pero
esta era solo una habilidad laboral, sus habilida-
des y virtudes personales estaban muy por encima
de la media. José era una gran persona en el mas
amplio sentido de la palabra, modesto, educado,
respetuoso, detallista, elegante y un largo etc. de
calificativos que formaban parte de ¢l de modo in-
nato, natural. Era un “sefor”. Era mi amigo, pero
no un amigo cualquiera, fue el amigo que estuvo
a mi lado, muy, muy cerca, mas en mis malos que
en mis buenos momentos, apoyandome siempre,
alabandome, mimandome, jamas me abandon6 un
instante en estos 9 afios tan especiales. Yo era su
amiga la de “zumosol”, asi le gustaba llamarme
cuando necesitaba de mis consejos protedmicos;
le encantaba que le explicara los fundamentos de
la ionizacién por electrospray, con las repulsiones
coulombicas que generan gotas cada vez mas pe-

La noticia de la muerte de José Luis me ha im-
pactado enormemente. José Luis era una buenisima
persona, a quien, como ya han dicho sus buenos
amigos, era dificil no apreciar desde el primer mo-
mento. Nos visitaba frecuentemente en nuestro labo-
ratorio, donde analizdbamos por espectrometria de
masas las muestras que €l nos traia, y recuerdo que
aprovechaba la menor ocasion para coger su coche
en Santiago y plantarse en Madrid. Con José Luis
no cabian desanimos ni desasosiegos, era de un op-
timismo incorregible y contagioso y estaba siempre
maquinando nuevos experimentos e invitindonos a
participar en incipientes proyectos. Uno de nuestros
pioneros de la electroforesis bidimensional, de José
Luis y sus mejillones eran los mejores geles que
recuerdo, plagados de spots resueltos a la perfeccion
y de un enorme tamafio, que siempre nos llamaban
la atencion. Pero hoy en dia, que estan de moda los
péptidos proteotipicos y el PeptideAtlas, pocos re-
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quetias, o la transferencia de protones de la matriz
al péptido en la ionizacion MALDI. Recuerdo aquel
verano en la playa, en Galicia, pinto rojeando folios
que guardaba como un tesoro. Con ¢l vi. la puesta de
sol en Finisterre, conoci Galicia, su preciosa tierra,
acompanado por Sara, su perra fiel, adorable, como
todo lo que le rodeaba.

Han sido tantos buenos momentos, tantos re-
cuerdos, tantas vivencias compartidas...recuerdas
Esther?, qué bien lo pasamos en su oposicion con
aquel miembro del tribunal al que tuvimos que
acompaiar por todo Santiago a comprar un peluche
para su hija!!!

iQué oposicion tan dura le tenia preparada la
vida! Esta también la superd con “nota”. Nos dejo
a todos perplejos, yo nunca olvidaré la leccion de
fuerza y valentia, de ilusion con la que se enfrento a
su enfermedad. Se le ha llevado pero estad seguros
de que no le vencio.

Bueno, creo que ya no puedo escribir mas, esto
es demasiado duro para todos los que le queremos,
porque ¢l siempre estard en nuestro presente ya que
ocupaba demasiado espacio en nuestras vidas como
para dejarnos sin mas.

Anabel Marina

cuerdan que de José Luis fue la primera idea de usar
un péptido de la tropomiosina, que acababamos de
secuenciar, para determinar de forma absolutamente
especifica, frente a cualquier otra especie marina o
terrestre conocida, y usando una variante de lo que
ahora llamariamos MRM, la identidad de las tres
especies comerciales de mejillones mas importantes
de Europa.

Pero ahora no acierto a acordarme de aquellos
trabajos, donde a trancas y barrancas ibamos descu-
briendo, con sorpresas, el potencial de la tecnologia
que teniamos entre manos. S6lo me vienen a la ca-
beza los buenos momentos pasados en su compaiiia,
en Madrid o en Santiago. Y se me hace imposible
aceptar como es posible que su corta y prometedora
carrera, su generosa amistad y la alegria que nos
ofrecia se hayan podido truncar de esta manera.

Jesus Vizquez
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Queridos amigos, nunca pensé en enviar a los
socios de la SEProt una noticia tan dolorosa e im-
pactante como es la del fallecimiento, el pasado 12
de octubre, de José Luis Lopez Rodriguez, de la
Universidad de Santiago. Muchos de vosotros le
conocisteis, por lo que sobran las palabras. Para los
que no tuvisteis la oportunidad de coincidir con él os
diré que pertenecia a los que podiamos denominar
grupo de “pioneros espanoles de la protedmica”.
Particip6 activamente en todas las iniciativas que
desde el afio 2003 se pusieron en marcha y que
desembocaron en la creacion de la SEProt y otros
proyectos ya consolidados. De su calidad cientifica,
en especial en el campo de la electroforesis bidi-
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mensional, dan fe sus publicaciones, colaborado-
res y discipulos. Por encima de ello quiero resaltar
su humanidad y bondad, definiéndolo, “en el mejor
sentido de la palabra, bueno”. Los que le conocimos
y, en especial, los miembros de la Junta Directiva,
nos gustaria rendirle un mas que merecido y justo,
aunque insuficiente, homenaje. Es por ello que en
la pagina web del SEProt se va a activar un sistema
de envio de mensajes que pretendemos hacer llegar
a la familia. También pensamos rendirle publico
homenaje en Pamplona durante la celebracion del
proximo Congreso de la SEProt.

Jesus V. Jorrin Novo
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Introduccion a la Espectrometria de Masas para la caracterizacion de péptidos

y proteinas en Proteomica

Joaquin Abian, Montserrat Carrascal, Marina Gay

Laboratori de Proteomica CSIC/UAB, Instituto de Investigaciones Biomédicas de Barcelona I[IBB-CSIC,

IDIBAPS, Barcelona.

Resumen

La identificacion de péptidos y proteinas en mezclas complejas se lleva a cabo actual-
mente mediante una serie de procedimientos que, si bien pueden utilizar una instrumentacion
muy variada, se asienta en dos estrategias basicas: el denominado mapeo de masas peptidicas
mediante espectrometria de masas y la secuenciacion de péptidos mediante espectrometria
de masas en tandem. En el primer caso, la utilizacion de bases de datos de secuencias de
genes o proteinas es obligada, mientras que no lo es necesariamente en el segundo. En este
tutorial analizaremos las diferentes técnicas instrumentales utilizadas en estos procedimien-
tos haciendo hincapié en las ventajas e inconvenientes de cada una de ellas.

1. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (mass spectrometry,
MS) se introdujo en el ambito del analisis de bio-
moléculas al final de la década de los afios 70 del
siglo pasado con la aparicion de diversas técnicas
de ionizacién suave, como la desorcion por cam-
po eléctrico (FD), la desorcion por plasma (PD) y
la ionizacidén por bombardeo con atomos rapidos
(FAB) (Roepstorff y Richter, 1992). Estas técnicas
permitian la ionizacién de moléculas termolabiles
de gran tamafo, como los péptidos y las proteinas,
sin producir la extensiva degradacion caracteristica
de las denominadas técnicas de ionizacidon dura,
cuyo representante de referencia es el impacto elec-
tronico. En especial el FAB (Barber et al., 1981), de-
sarrollado a partir de las técnicas de espectrometria
de masas de iones secundarios (SIMS), constituyo la
herramienta basica para el analisis y secuenciacion
de péptidos durante mas de una década. Posterior-
mente, en el inicio de los afios 90, otros dos méto-
dos de ionizacion suave, el electrospray (ESI) y la
desorcion por laser asistida por matriz (MALDI),
tomaron el relevo al FAB y se constituyeron en los
pilares basicos de la espectrometria de masas en la
protedmica contemporanea.

El desarrollo de analizadores de masa (Figura
1) de creciente resolucion y velocidad de analisis
ha sido primordial en este proceso. En contraste con
los métodos de ionizacion por ESI y MALDI, con

una tecnologia que quedé préacticamente estableci-
da en los primeros afios después de su aparicion,
el incremento continuo de las prestaciones de los
analizadores de iones ha ido marcando y ampliando
los limites con los que el investigador ha podido
abordar el estudio del proteoma por espectrometria
de masas en los ultimos afos.

FUENTE

ANALIZADOR DETECTOR

TIEMPO DE VUELQ

“
‘——*I o

CUADRUPOLO

%HI%

TRAMPA DE IONES

Figura 1.- Analizadores de masa
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De los cuatro grandes grupos en que pueden
dividirse los analizadores de masas, vgr. analiza-
dores de sectores (eléctricos, E y/o magnéticos, B),
de cuadrupolo (Q), de tiempo de vuelo (TOF) y de
confinamiento de iones (lon Traps, Orbitraps, y ana-
lizadores de resonancia ciclotrénica de iones, ICR),
solo los primeros no tienen una utilizacion amplia
en protedmica (Figura 1). Las ventajas tnicas que
ofrecian en el pasado los sistemas de sectores en
cuanto a su resolucion y a su capacidad para llevar
a cabo colisiones de alta energia para la secuencia-
cion de péptidos, puede ser proporcionada ahora por
sistemas relativamente menos complejos, volumino-
s0s y costosos como los analizadores de tiempo de
vuelo provistos de reflectron (reTOF) o el Orbitrap.
Por otro lado, los sistemas actuales de ICR mediante
transformada de Fourier (FT-ICR), superan amplia-
mente las caracteristicas de los mejores sistemas
de sector, por lo que en definitiva estos ultimos han
dejado de ocupar un espacio visible en el area de las
aplicaciones en protedmica.

2. Analizadores de masa

2.1. Cuadrupolo

Los cuadrupolos son un caso particular de sis-
temas multipolares que, como los hexapolos u octa-
polos, estan presentes en casi todos los tipos de es-
pectrometros de masa modernos como filtros y guias
de banda ancha de iones. El funcionamiento de este
analizador fue descrito ya por Paul y Steinwegen
en 1953 (Paul y Steinwegen, 1953). Un cuadrupolo
consiste en cuatro barras paralelas de seccion hi-
perbdlica en la cara interna, generalmente de unos
15-20 cm de largo y 0.5 cm de radio, separadas
entre si unos 2 cm, a las que se aplica un potencial
combinado de corriente continua y de radiofrecuen-
cia que crean en su interior un campo denominado
cuadrupolar. Los iones generados en la fuente deben
atravesar longitudinalmente el recinto limitado por
estas barras para incidir en el detector. Estos iones,
que entran en el analizador a una energia de unos
pocos electronvoltios, son sometidos al efecto del
campo cuadrupolar que los hace oscilar y los desvia
en funcion de su valor m/z (masa por unidad de
carga) de forma que para una combinacion de poten-
ciales solo los iones en un estrecho rango de valores
m/z llega a incidir en el detector. Los analizadores
de cuadrupolo actiian por tanto como filtros de io-
nes y los espectros de masas en estos sistemas se
obtienen mediante un barrido del potencial aplicado
a las barras. En consecuencia, en cada instante solo
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una pequefia fraccion del total de iones es monito-
rizada mientras que el resto se desecha. Este modo
de funcionamiento repercute negativamente en el
limite de deteccion de estos instrumentos, especial-
mente cuando se requiere la obtencion de espectros
completos en rangos de masa amplios. Cuando a un
cuadrupolo se le aplica unicamente el potencial de
radiofrecuencia, este sistema actua como un filtro
de banda ancha mucho mas eficiente que los for-
mados por lentes electrostaticas en analizadores de
baja energia. Este modo de trabajo, conocido como
RF-only, es el que utilizan las camaras de colision
en los instrumentos de triple cuadrupolo y en otros
espectrometros en tandem que emplean colisiones
de baja energia. Ademas, en los sistemas de triple
cuadrupolo, cuando se realizan barridos convencio-
nales (MS) uno de los dos analizadores debe trabajar
también en modo RF-only.

2.2. TOF

El analizador TOF (Wiley y McLaren, 1955)
se basa en el hecho de que los iones acelerados por
un campo eléctrico adquieren distintas velocidades
segun el valor de su relacién m/z y por tanto tardan
distinto tiempo en recorrer una determinada distan-
cia. Considerando constantes la carga y la energia
cinética de los iones formados en la fuente, la medi-
da del tiempo de vuelo permite determinar de forma
muy precisa la masa de cada uno de estos iones. A
diferencia de los sistemas de cuadrupolo o de sec-
tores, que como se indicd anteriormente filtran en
cada instante grupos de iones dentro de un pequeno
rango de valores m/z desechando el resto de la po-
blacion de iones, el analizador TOF separa y detecta
en una escala de tiempo (tiempo de vuelo) el paquete
completo de iones procedente de la fuente. El siste-
ma trabaja por este motivo en régimen discontinuo
por lo que es un detector indicado para técnicas de
ionizacion de caracter pulsante como el MALDI. El
acoplamiento del TOF a fuentes de iones de produc-
cion continua como el ESI, se lleva a cabo mediante
sistemas de confinamiento de iones intermedios que
mediante campos eléctricos, acumulan e inyectan,
perpendicularmente a la trayectoria inicial, paquetes
de iones en el analizador en ciclos con frecuencia
del orden del KHz (Boyle y Whitehouse, 1992). El
TOF es un analizador relativamente simple, barato,
con un ciclo de barrido rapido y con un rango de
masas en teoria ilimitado. Debe indicarse que este
instrumento fue el primero en utilizarse en sistemas
acoplados para cromatografia de gases-MS (GC/MS)
en los afos 50 del siglo pasado (Gohlke, 1959) y el
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primero también utilizado para el estudio de biomo-
léculas mediante su acoplamiento a la ionizacion
por desorcion por plasma (PD) en 1974 (Thorgerson
et al., 1974). En general las técnicas de laser desa-
rrolladas entonces (PD, LD) se han utilizado casi
exclusivamente con analizadores TOF. Con algunas
excepciones, lo mismo puede decirse actualmente de
las fuentes MALDI.

2.3. Trampas de Iones

Este tipo de analizadores permiten el confina-
miento de iones dentro de una cadmara de pequeno
tamarfio utilizando campos eléctricos (Paul trap o ion
trap, Orbitrap) o magnéticos (analizador de resonan-
cia ciclotronica de iones mediante transformada de
Fourier, FT-ICR). Este tipo de analizadores permiten
almacenar, seleccionar y analizar los iones formados
en la misma trampa o en fuentes de ionizacion exter-
nas. Los iones pueden mantenerse en el interior de
la trampa durante tiempos prolongados con objeto
de favorecer la observacion de descomposiciones
metaestables o de fragmentos producidos por co-
lisiéon con moléculas de gas. Los iones fragmentos
generados en estos procesos pueden ser a su vez
seleccionados y fragmentados de nuevo en la misma
trampa de forma que el sistema equivale a un sistema
de espectrometria de masas en tdndem multiple.

El denominado ion trap o trampa de iones cua-
drupolar (QIT) fue inicialmente descrito por el pre-
mio Nobel de fisica Wolfgang Paul en la misma
patente en la que describia el cuadrupolo (Paul y
Steinwedel, 1960). Los principales avances en el
desarrollo de este analizador fueron llevados a cabo
por Finnigan MAT (Stafford et al., 1984) que en
1983 comercializo este analizador en sistemas para
GC/MS. En un QIT, el espacio donde se atrapan los
iones queda definido por las superficies hiperbolicas
de tres electrodos: un anillo circular central y dos
tapas laterales, estas ultimas provistas en su centro
de pequefios agujeros para la entrada de los iones a
la fuente y su salida hacia el detector (March, 1997).
Generalmente las tapas laterales estdn conectadas a
tierra o tienen aplicado un campo de corriente conti-
nua mientras que al electrodo anular se le aplica un
voltaje de radiofrecuencia que genera un campo de
tipo cuadrupolar en el interior del analizador. Los io-
nes que se introducen en la trampa quedan sometidos
a este campo de radiofrecuencia que los mantiene
oscilando en una orbita compleja formada por una
componente axial y otra radial. Para generar el espec-
tro de masas, los iones pueden extraerse de la trampa
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en funcion de su relacion m/z utilizando diferentes
procedimientos. El primer método utilizado en siste-
mas comerciales fue el modo de desestabilizacion se-
lectiva de masas (mass-selective instability) que hace
un barrido de la corriente de radiofrecuencia aplicada
al electrodo anular. El aumento de la amplitud de esta
corriente aumenta la energia de las oscilaciones de
los iones y desestabiliza sus trayectorias produciendo
la expulsion axial de la trampa de iones con valores
de m/z creciente (Stafford et al., 1984). Posterior-
mente el procedimiento se mejordé mediante el modo
de eyeccion resonante, donde se aplica un voltaje de
radiofrecuencia adicional a las placas laterales para
la desestabilizacion y expulsion de los iones.

Un rasgo adicional de la trampa es que ésta per-
mite aislar iones individuales que luego pueden, me-
diante la aplicacion de un voltaje de radiofrecuencia
a las tapas laterales, excitarse para su fragmentacion
por CID con moléculas de Helio introducidas en la
trampa. Para el aislamiento, primero se eliminan los
iones de valor m/z inferior al del 16n de interés, au-
mentando la amplitud de la radiofrecuencia aplicada
al electrodo anular tal como se indic6 anteriormente,
para seguidamente aplicar a éste un voltaje negativo
que produce la eliminacion en el eje radial de los
iones de m/z superior. Este proceso de aislamiento/
activacion puede realizarse repetidamente y si bien
en la practica del analisis protedmico raramente
se requieren mas de 3 de estas etapas, las trampas
ionicas comerciales son capaces de realizar MS®
con n=15.

El primer instrumento basado en el QIT dirigido
al analisis de biomoléculas (ESQUIRE) fue presen-
tado por Bruker Instruments en 1994. Este sistema
podia utilizar diversos métodos de ionizacion como
el ESI, el MALDI o el FAB y presentaba un limite
del rango de barrido de 6000 Th. En 1995, Finnigan
MAT por su parte introdujo su LCQ, sistema especial-
mente disefiado para ionizacion por ESI e ionizacion
quimica a presion atmosférica (APCI) con un limite
de 2000 Th. Para entonces el QIT habia superado
muchos de sus inconvenientes iniciales (rango de
masas bajo, limitacion al analisis de iones positivos)
y mostraba las ventajas Unicas que los sistemas de
confinamiento de iones aportaban, entre ellas, su ca-
pacidad de acumulacion de iones y de realizar analisis
en tindem multiple. La aparicion de las fuentes de
micro (Emmet y Caprioli, 1994) y nanospray (Wilm
y Mann, 1994) en 1995 hizo de estos sistemas uno
de los analizadores mas populares para el analisis de
biomoléculas en las tltimas dos décadas.
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2.4. Trampa de iones lineal

El confinamiento de iones puede también reali-
zarse en sistemas de cuadrupolo provistos en los ex-
tremos de sus barras de unos electrodos terminales
con la misma geometria que éstas pero mas cortos
y aislados eléctricamente. A estos electrodos se les
aplica un potencial que actiia como barrera para los
iones atrapados en su interior. Este tipo de analiza-
dores, denominados trampas ionicas lineales (LIT,
linear ion trap) o cuadrupolos de confinamiento
lineal (LTQ, linear trap quadrupole), mejord mu-
chas de las caracteristicas de los QITs aumentando
su capacidad de almacenamiento de iones, velocidad
de barrido y sensibilidad (Schwartz et al., 2002).
La trampa LIT puede utilizarse ademas como un
cuadrupolo convencional por lo que, situada como
el segundo analizador en sistemas de triple cuadru-
polo, permite trabajar en cualquiera de los modos
de espectrometria de masas en tindem posibles en
este tipo de instrumentos (barridos de precursores,
pérdidas neutras y de iones producto) ademas de los
modos propios de la trampa. Este tipo de analiza-
dores puede disponer de un detector situado axial-
mente, que es la configuracion convencional de los
analizadores de cuadrupolo, o bien de dos detectores
situados en posiciones opuestas en el eje perpendi-
cular del analizador. Dado que el modo de barrido
de las trampas implica la expulsion de iones en dos
direcciones opuestas, esta segunda configuracion
permite aprovechar la sefal producida por ambos
haces de iones y por tanto mejora la sensibilidad de
estos sistemas.

2.5. Orbitrap

El orbitrap fue desarrollado y patentado por
Makarov a finales de los afios 90 (Makarov, 2000).
Este analizador deriva de las trampas de Kingdon
y Knight (Knight, 1981) que utilizaban dos elec-
trodos, uno tubular externo y un filamento interno
coaxial, para atrapar iones en el campo electroesta-
tico formado entre ellos. En el orbitrap, el filamento
interno se ha convertido en una barra en forma de
huso y las paredes del cilindro que lo contienen han
adquirido esta misma forma (Hu et al., 2005). Los
iones introducidos de forma perpendicular en este
sistema adquieren un movimiento radial alrededor
del huso combinado con un movimiento axial pe-
riédico cuya frecuencia es una funcion de su valor
m/z. Este movimiento podria visualizarse como si
estuviéramos bobinando un hilo en un huso con-
vencional. En el orbitrap, el electrodo externo esta
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dividido en su centro y perpendicularmente en dos
mitades, de forma que el movimiento perioédico de
los paquetes de iones de un lado a otro de la cavidad
induce entre estas dos mitades una sefial imagen
cuya frecuencia puede medirse para determinar el
valor m/z correspondiente. En la practica, la senal
registrada es una sefial compleja o interferograma
formada por la combinacion de las senales senoi-
dales de distintas frecuencias (m/z) e intensidades
(abundancia) de cada uno de los iones. La aplicacion
a esta sefial de la trasformada de Fourier (Fourier
Transform, FT), método matematico que permi-
te separar los componentes de una sefial periddica
compleja, permite determinar la frecuencia derivada
de cada uno de los iones y obtener el espectro de
masas. El orbitrap es quizas el analizador de iones
mas joven en espectrometria de masas aunque, por
sus caracteristicas se ha introducido rapidamente
en el area de la protedomica (Scigelova y Makarov,
20006). Esta comercializado por una inica compaiia,
ThermoFisher, acoplado a un instrumento de trampa
lineal que se utiliza para la acumulacion de iones
y su inyeccion en el Orbitrap asi como para llevar
a cabo la fragmentacion de iones en alguno de sus
modos de espectrometria de masas en tindem.

2.6. FT-ICR

La espectrometria de masas de resonancia ci-
clotronica de iones con transformada de Fourier fue
introducida por Marshall y Comisarow en 1974 y
ya en 1989 Hunt y cols. mostraron su potencial en
el analisis de biomoléculas utilizando una fuente de
ESI (Henry et al., 1989). Debido a la complejidad,
tamafio y coste derivados en gran medida de los
imanes superconductores utilizados en los sistemas
FT-ICR, estos instrumentos quedaron restringidos
durante muchos anos a grandes laboratorios del area
de la fisica y de la fisicoquimica o de la industria
quimica. La continua disminucion en los costes de
los sistemas computacionales y electronicos que
gravan estos instrumentos, asi como la solucion de
diversos problemas inherentes a las estrictas condi-
ciones de funcionamiento requeridas por la celda de
ICR, ha permitido en los ltimos afios su introduc-
cion en otras areas de investigacion y hoy constituye
una de las herramientas mas potentes en el ambito
de la protedmica.

El centro del analizador FT-ICR es una trampa
de Penning, que consiste en un campo eléctrico cua-
drupolar combinado con un campo magnético homo-
géneo que permite confinar los iones en su interior
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(el campo cuadrupolar confina los iones axialmente
mientras que el campo magnético lo hace radialmen-
te). Esta celda ICR puede tomar diferentes formas
(cubicas, hiperbolicas, abiertas de segmentos cilin-
dricos...) con un numero variable de electrodos.

La FT-ICR se basa en la utilizacion del proceso
de resonancia ciclotronica para la determinacion de
la masa de un i6n. Una particula cargada en movi-
miento perpendicular a un campo magnético adquie-
re una trayectoria circular de una frecuencia de giro
(frecuencia ciclotronica) que depende de su relacion
m/z y del valor del campo. La aplicacion de una
senal eléctrica de frecuencia igual a la frecuencia
de giro de la particula hace que esta absorba energia
de forma resonante y aumente su radio de giro. En
las celdas ICR originales, este aumento del radio
de giro permitia a la particula alcanzar un detector
con el que colisionaba (Figura 2). Estas celdas eran
por tanto destructivas. En los sistemas FT-ICR, en
cambio, la frecuencia de giro puede medirse a partir
de la sefial imagen inducida capacitativamente por
la carga durante su giro en unos electrodos y a partir
de ella determinar la masa del i6n. En la practica,
cuando se trata de una mezcla de iones, el conjunto
se excita durante unos milisegundos con una sefial
de frecuencia variable lo que sitia a todos los iones
en orbitas cercanas a las placas detectoras que co-

diana

onl

0

filamento placa rf

Figura 2.- Celda ICR clasica. La ionizacion de las molé-
culas en el interior de la celda se lleva a cabo mediante
ionizacion electronica. Las placas frontal y trasera tienen
aplicado un potencial para el confinamiento de iones en la
direccion axial. Entre las placas superior e inferior se aplica
una seial de radiofrecuencia resonante con la frecuencia
ciclotronica del ion, llevandolo a una orbita que intersecta
con la placa detectora. El sistema de vectores incluye la
clave mnemotécnica de la regla de mano derecha para la
fuerza (F) que sufre una particula cargada positivamente en
movimiento (v) dentro de un campo magnético (B) (dedos:
¢, corazon; p, pulgar; i, indice)
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lectan el correspondiente interferograma. Tal como
se describiod en el caso del Orbitrap, esta sefial puede
entonces deconvolucionarse en sus componentes
mediante su analisis de FT para generar el corres-
pondiente espectro de masas.

El FT-ICR utiliza imanes superconductores para
generar campos de entre 2 y 14 Teslas y que de-
terminan el grado de resolucion alcanzable en la
medida. Como en el caso del orbitrap, el FT-ICR se
utiliza acoplado a un sistema de inyeccion de iones,
generalmente una trampa LIT o QIT.

2.7. Caracteristicas de los diferentes analizadores

Los analizadores de iones pueden clasificarse
mediante diversas caracteristicas entre las cuales
podriamos destacar: su poder de resolucion, la pre-
cision de la medida, y el rango de masa accesible en
el analisis. Otros factores a tener en cuenta son su
rango dinamico, el ciclo de trabajo y su rendimiento
de transmision de iones (Tabla 1).

La resolucion determina el grado hasta el cual
un instrumento puede diferenciar entre dos iones ad-
yacentes en el eje de masas. La resolucion depende
de la masa y por lo tanto es conveniente disponer de
su valor a distintas masas para evaluar las caracte-
risticas del analizador. Existen diversos términos en
espectrometria de masas para expresar la resolucion.
La denominada resolucion a 10% de valle se define
como el cociente M/AM para dos picos iguales de
masa M y M+AM que se encuentran separados de
forma que la altura del collado entre ellos es igual al
10% de su altura maxima. La resolucion expresada
en términos de anchura de pico se define como el
valor M/AM para un pico de masa M y que presenta
un ancho AM a una altura determinada tipicamente
establecida a 0.5, 5 0 50% de su altura maxima. El
valor de resolucion a 50% de altura maxima es un
valor estandar frecuentemente utilizado en la des-
cripcion de la forma de distintos tipos de sefiales
incluida la espectrometria de masas y se indica con
el término FWHM (full widht half mass) (Price,
1991). Como referencia, cuando se trata de dos pi-
cos iguales y simétricos, la resolucion a un determi-
nado valor de porcentaje de valle es la misma que
a un porcentaje de altura maxima correspondiente a
la mitad de ese valor. En el caso de los analizadores
de cuadrupolo se ha utilizado frecuentemente el
termino de “resolucion unidad” que se refiere a que
en el rango de masas de trabajo este analizador es
capaz de resolver dos sefiales (generalmente a 50%
de altura de valle) separadas una unidad de masa.
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Tabla 1.- Resumen de caracteristicas de algunos de los analizadores comerciales actualmente en uso en proteémica .
En algunos casos los valores de la tabla se han recalculado con objeto de homogeneizar las unidades. NA= informa-
cion no disponible o no encontrada en las fuentes consultadas.

Rango de or L. 1 Ciclo de , . .o Rango  Etapas
INSTRUMENTO Barvido Resolucion Precision (ppm)’  MS/MS Barrido? Limite de Deteccion Dindmico MS"
QIT, LIT
FWHM (m/z 50-2200)
QIT 2580’_2620%% > 3700 a 26000 /s (bm?;[s’;;r?lo letgy CID-ETD 800'5/78’000 250 fg reserpina - en columna ~ >10°  5-11
> 8800 a 800 /s P
15200 250 fg reserpina - en inyector
LIT 50-2000  Max 40000 (ZoomScan) NA CID,ETD  4sc/s g reserp Y NA 15
S/N>100
200 — 4000
5-2800 en 120 1 pmol Mioglobin
<4,000 u/s LIT .
Q1/Q3 Mr 16951, ’ Q1 barrido completo (400- 5
QqLIT 50- 2800 en >3000 (m/z 609, 250 u/s) TurbolonSpray, CID <DZC,400 u/s RF/ 1800 amu) >10 NA
LIT Ql S/N > 6 para pico base
Orbitrap
50-2000 7500 - 100000 at m/z 400 <3 EC 0.5sc/sa 5
20 200-4000 (60000 a 1Hz) <21C cip R=10° < fimol Zaxlon 10
FT
9ES (m/z 400, 7.0 T)
30 100 - 10000 1.5E6 (m/z 400, 9.4 T) Sub-ppm ECD, CID, 2 scls < fmol 104 5
IRMPD
Mayora 12-15 T.
100,000 (m/z 400, 1 sc/s)
y ’ <12EC ECD,CID, Isc/sat |
31(77) 50 - 4000 > 750,000 m/z 400, < <11e IRMPD R=10° amol >4x10°  NA
1 sc/s)
5-40000 (TOF) .
40 5-6000 (QMg/ | Da para seleccion de 3 D <20scs NA 0 2
Precursor
MS)
<AMS 20 sc/s (MS)
41 25-20000 TOF <20,000 CID 10 sc/s (MS/ fmol-amol en columna 10° 2
2 MS/MS
MS)
20-1000,000
4 (TOF) 17500 (m/z 956) 2 CID 10 sc/s amol 10¢ 2
20-8,000 (Q)
17,500 FWHM a m/z 922 <2IC CID or s
43 50 to 20,000 a max sensibilidad <5EC 1SCD 20 sc/s amol 10 2
TOF-TOF
50 (Lineal) NA >1000 <100 2
50 (Reflector) 01to 500000 > 25,000 para péptidos <3 CID 200 sc/s 250 amol with S/N>100:1  10%-10* 2
Tioredoxina 1pmol
. >800a 11674 Da 500 at 11674 500 disparos, S/N >200:1
51 (Lineal) B > 852 66431 Da 10000 at 66431 1P NA BSA Ipmol NA 2
1000 disparos, S/N >80:1
>20.000 de 1000 a 3600 2.51C Neurotensina 250 amol
51 Reflector) NA Da 20 EC cib NA 400 disparos, SN>100:1 N2
Precursor: 1570.6774, Precursor: 1296.69
Shots: 500 1.5 fmol Disparos: 500
Fragmento Resolucion Fragmento, S/N Specific
51 (MS/MS) NA 175.1195 > 2000 <40 a 175-1441 CID NA 255.109 SN > 65 NA 2
1056.475 > 3500 784.411 S/N > 30
1441.634 > 5000 1183.601  S/N>70

1) EC: Calibracion Externa, IC: Calibracion Interna

2) u/s: unidades de masa/segundo, sc/s: barridos por segundo

notablemente mediante la adicion del reflectron y
las técnicas de extraccion retardada de iones (DE,
delayed extraction). El sistema de reflectron (reTOF)

La resolucion de un cuadrupolo o de un anali-
zador TOF es de aproximadamente 500-1000 a m/z
1000. La resolucion del analizador TOF se mejoro
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utiliza un espejo de lentes electrostaticas para corre-
gir la dispersion en la velocidad de los distintos iones
derivada del proceso de ionizacion. En comparacion
con el trabajo en modo convencional (denominado
“lineal”), que ofrece un rango de barrido comun-
mente calificado como ilimitado, el uso del reflec-
tron limita este rango a valores de hasta 5000-6000
Th (Tabla 1). Esta limitacioén es sin embargo poco
relevante en el ambito de la identificacion rutinaria
de proteinas donde, tal como veremos mas adelante,
el material a analizar (digeridos peptidicos) tiene
generalmente pesos moleculares menores de 5000
Da. El mismo objetivo de aumento de resolucion se
consigue mediante la DE que consiste en acumu-
lar los iones producidos en la fuente por el disparo
laser para enviarlos al tubo de vuelo en un paquete
compacto. Un analizador reTOF puede alcanzar re-
soluciones superiores a 20000 FWHM a este valor
de m/z, mientras que un QIT convencional o una
trampa lineal suelen ofrecer resoluciones cercanas a
5000 y 10000, respectivamente, en modo de barrido
completo, y en el entorno de 10000 y 40000 respecti-
vamente utilizando modos de barrido lento de rango
corto (ZoomScan y UltraZoomScan). En compara-
cion, un analizador orbitrap o un FT-ICR con campo
de 7 Teslas pueden alcanzar resoluciones del orden
de 100.000, mientras que un FT-ICR trabajando con
tiempos de analisis mayores o utilizando imanes mas
potentes puede alcanzar valores superiores a 106,

La precision de un analizador indica el error con
el cual puede medirse la masa de un i6n. La preci-
sidn esta relacionada con la reproducibilidad de la
medida y determina, junto con la resolucion, la ca-
pacidad de un instrumento para la medida de masas
exactas en mezclas complejas, que es el campo ha-
bitual del analisis protedmico. La determinacion de
masas exactas es una de las tareas mas recurrentes
en sintesis organica donde se persigue su caracte-
rizacion con un error inferior a 5 ppm como requi-
sito, un tanto arbitrario, para la confirmacion de la
composicion elemental de los compuestos descritos
en los trabajos de investigacion. Esta medida se ha
llevado a cabo clasicamente mediante espectrome-
tros de masas de sectores, frecuentemente mediante
ionizacion electronica o por FAB y puede llevarse
a cabo a nivel inferiores a 1 ppm (Hass, 1999).
Las medidas de masa exacta con estos instrumen-
tos requiere sin embargo la utilizacién de métodos
de calibracion interna como el peak matching o el
bracketing poco adecuados para su utilizacion en el
andlisis protedmico rutinario. Los analizadores TOF
en los sistemas modernos MALDI-reTOF permiten
la medida exacta de masa al nivel de los 5-10 ppm
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de forma rutinaria mientras que un orbitrap puede
alcanzar los 2-5 ppm. El limite inferior se consigue
de nuevo con los sistemas FT-ICR que pueden al-
canzar errores inferiores a 1 ppm para péptidos de
masa alrededor de 5 KDa.

La limitacion en el rango de barrido de los ana-
lizadores actuales no suele tener relevancia en los
procedimientos convencionales tipo “de abajo hacia
arriba” (bottom-up) utilizados para la identificacion
de proteinas mediante mapeo peptidico o secuen-
ciacion de sus digeridos enzimaticos, ya que, en
general, las sefiales a identificar producidas mediante
MALDI o ESI se encuentran mayoritariamente por
debajo de 4000 Th. En cualquier caso, la limitacion
de los cuadrupolos y trampas cuadrupolares y en
menor grado de los sectores en cuanto al maximo
valor de la masa analizable (max. 2000-8000 Da y
15000 Da, respectivamente) pas6 a un segundo plano
con la aparicion del ESI, método de ionizacion que
se caracteriza por la produccion de abundantes iones
multicargados (z>1). Estos iones presentan relacio-
nes m/z que son fracciones del peso molecular del
compuesto, por lo que moléculas con pesos molecu-
lares muy por encima del rango de estos analizadores
pueden igualmente ser analizadas y detectadas. Por
otro lado, el analizador TOF, que en modo lineal se
caracteriza por un rango de masas tedricamente ili-
mitado, puede también alcanzar limites superiores a
4-5 KDa en modo reflectron. En general, el analisis
de iones de masas superiores a 4-5 KDa implica una
pérdida de resolucion y exactitud de la medida. Aun
asi, los sistemas FT-ICR permiten alcanzar limites
de m/z superiores a 20000 con alta resolucion. Ya en
1995 se habian descrito, mediante MALDI-FTICR,
resoluciones de 90000 para la insulina bovina (Mr
5733.6) y de mas 10° para Arg®-vasopresina (Hunter
el al., 1994; Pastor et al., 1995) con errores inferiores
a 1 ppm en el calculo de masa.

3. Métodos de ionizacion

La mayoria de los métodos de analisis de iones
en fase gaseosa descritos anteriormente se conocian
y utilizaban hace ya decenios. El factor principal
que permitio la introduccion de la espectrometria
de masas en el analisis de biomoléculas no fue sino
el desarrollo en los afios 80 de diversas técnicas
de ionizacién suave que permitian observar iones
moleculares de compuestos de masa alta que de otra
forma sufrian degradaciones extensivas resultado
del exceso de energia que las otras técnicas deposi-
taban sobre ellos.
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ESI y MALDI, las dos técnicas de ionizacion
utilizadas de forma general en la actualidad en el
analisis protedmico, fueron el nticleo de una revolu-
cion que cambid nuestra forma de abordar el estudio
quimico de los sistemas biologicos. No obstante, a
partir de mediados de los 90 estas técnicas estaban
ya establecidas (Figura 3) y, excepto por diversos
avances en el campo de los sistemas basados en
chips, su evolucion técnica en los ultimos afios no
ha tenido la relevancia de la derivada del desarrollo
de los nuevos analizadores de iones. Por este motivo
entraremos muy por encima en la descripcion de
estos dos métodos de ionizacion.
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Figura 3. Filogenia de la familia del Electrospray

El1 ESI fue desarrollado simultaneamente por los
grupos de Fenn y Aleksandrov durante los anos 80
(Whitehouse et al., 1995; Alexandrov et al., 1995).
El ESI es una técnica de ionizacién a presion at-
mosférica en la que, mediante la aplicacion de un
fuerte campo eléctrico, se produce la nebulizacion
de una solucion del analito a su salida de un tubo
capilar. En este proceso los iones presentes en fase
liquida pueden son desorbidos a fase gaseosa de una
forma tan suave que se pueden conservar incluso
complejos moleculares derivados de interacciones
no covalentes existentes en la solucion. La ioniza-
cion por ESI de péptidos y proteinas genera iones
multicargados siendo la extension de la carga depen-
diente del pH de la solucion y del nimero de grupos
basicos (o acidos) de la molécula.

En los trabajos pioneros de Fenn y Aleksandrov
de 1985 se demostraba ya la capacidad del ESI para
el analisis de péptidos, presentandose resultados
obtenidos con la ciclosporina A (Mr 1203), la gra-
micidina S (Mr 1140), la bleomicina (Mr 1375), la
substancia P (Mr 1348) y la bradiquinina (Mr 1060).
Poco después se demostro la capacidad del ESI
para el analisis de proteinas de gran tamafio como
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la alcohol deshidrogenasa (Mr 40000) (Meng et al.,
1988), haciendo aparicion los primeros sistemas
comerciales. A partir de este momento la tecnologia
inicial se desarroll6é rapidamente para dar lugar a
interfases acopladas a la cromatografia liquida con-
vencional (ionspray) y capilar (microelectrospray,
Emmet y Caprioli, 1994) y a interfases para ana-
lisis off-line (nanospray, Wilm y Mann, 1994). La
utilizacion del sonoro término “nano” actualmente
engloba, probablemente de forma incorrecta, las in-
terfases de ESI para cromatografia capilar en linea.

Los sistemas de ESI se acoplaron inicialmente
a instrumentos de cuadrupolo simple y de triple
cuadrupolo y en menor medida a analizadores de
sectores. Su acoplamiento a los nuevos sistemas
QIT a mediados de los afios 90, que aparecieron
en paralelo con las nuevas fuentes de nanospray
comercializadas por Protana (actualmente MSD
Proteomics), dio un fuerte empuje al uso de este
tipo de espectrometros. El uso de la fuente ESI en
analizadores Q-TOF fue otra de las combinaciones
mas exitosas en protedmica ya que permitia obtener
espectros de alta resolucion. El ESI puede utilizarse
actualmente acoplado a cualquiera de los tipos de
analizadores de altas prestaciones descritos, espe-
cialmente a trampas lineales, orbitraps y FT-ICR.

El MALDI fue desarrollado por los grupos de
Karas y Hillenkamp (Karas y Hillenkamp 1988)
y del premio Nobel Koichi Tanaka (Tanaka et al.,
1988) a partir de las técnicas de desorcion por la-
ser aplicadas a la determinacion de la composi-
cion atdmica de superficies. La principal diferencia
entre el MALDI y estas técnicas es la utilizacion,
como en el caso del FAB, de una matriz quimica
para la deposicion de la muestra. Esta matriz esta
constituida por un compuesto quimico sélido con
capacidad de absorber radiacion a la frecuencia del
laser utilizado (UV o IR) y que juega un papel tanto
en la dispersion de las moléculas del analito con
el que se co-cristaliza (el primer paso hacia la fase
gaseosa) como en la absorcion de la energia laser
para producir, a través de reacciones fotoquimicas,
iones del analito.

La formaciéon de iones en MALDI es pulsante
por lo que se ha utilizado preferentemente acoplado
a analizadores TOF. Estos sistemas, como comen-
taremos seguidamente, han sido el paradigma de la
instrumentacion para identificacion de proteinas en
base de datos en protedmica. El MALDI se ha aco-
plado también a sistemas de QIT utilizando modali-
dades de ionizacion tanto a alta como a baja presion,
asi como a sistemas Q-TOF, orbitrap y FT-ICR.
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4. Identificacion de proteinas mediante
mapeo peptidico

Mediante la estrategia denominada mapeo de
masas peptidicas o huella de masas peptidicas, una
proteina aislada es convertida en péptidos de tamafio
medio mediante la accion de enzimas especificas,
tipicamente la tripsina, pero también V8, endolisina
u otras. El conjunto de péptidos derivados de una
proteina es una caracteristica propia de ésta y puede
utilizarse para su identificacion tal como mostra-
ron ya en 1977 Cleveland et cols (Cleveland et al,
1977). Asi, la determinacion de la masa de los pépti-
dos de digestion de una proteina permite hacer com-
paraciones con las masas teoricas del conjunto de
péptidos esperados para las secuencias almacenadas
en una base de datos y sugerir, en ultimo término,
aquellas que se ajustan mas a los datos experimen-
tales (figura 4). La capacidad de este procedimiento
para identificar proteinas en bases de datos fue de-
mostrada por Henzel et al en el congreso de la Pro-
tein Society de 1989 utilizando un espectrometro de
masas de sector con una fuente FAB (Henzel et al.,
1993). En 1992 Rosenfeld describio el método para
digerir proteinas separadas en geles de electroforesis
in-situ que sustituyd a los procedimientos clasicos
que requerian una electrotransferencia y la digestion
en la membrana (Rosenfeld et al., 1992). En 1993
los grupos de Henzel, Roepstorf, James, Yates y
Pappin describieron en paralelo la utilizacion del
mapeo peptidico para la identificacion de proteinas
en geles (Henzel et al, 2003) y el altimo de estos
autores fue el primero en acufar el término Peptide
Mass Fingerprinting (PMF) (Pappin et al, 1993).
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La identidad entre el repertorio de péptidos ex-
perimental y el calculado in silico se valora en fun-
cion del niimero de sefiales de masa identificadas y
de la diferencia entre la tedrica y experimental utili-
zando diferentes algoritmos matematicos (Tabla 2).

Tabla 2. Herramientas para la identificacion de pro-
teinas mediante mapeo peptidico o secuenciacion de
péptidos en bases de datos o de novo.

Mapeo Peptidico
Aldente www.expasy.org/tools/aldente
Mascot* Www.matrixscience.com
Mowse www.hgmp.mrc.ac.uk/Bioinformatics/Webapp/mowse
MS-Fit www.prospector.ucsf.edu
PepMAPPER wolf.bms.umist.ac.uk/mapper/
Pepsea* WWW.pepsea.protana.com
ProFound WWW.proteometrics.com

Secuenciacion de péptidos

GPM X! Hunter h201.thegpm

GutenTag fields.scripps.edu/GutenTag/index.html
EigenMS [Bern y Goldberg, 2006]
InsPectT peptide.ucsd.edu/
Mascot Www.matrixscience.com
MCPS ras-0.comp.nus.edu.sg/~msms/
MS-Tag www.prospector.ucsf.edu
OMSSA pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/omssa/
Pepsea WWW.pepsea.protana.com
PeptideSearch vHv;VHvl&;;;rer;izlr.embl-heidelberg.de/GroupPages/
Phenyx phenyx.vital-it.ch/pwi/
Popitam www.expasy.org/tools/popitam/
SEQUEST www.fields.scripps.edu/sequest
SHERPA www.hairyfatguy.com/Sherpa/
Sonar WWWw.proteometrics.com
SPIDER bif.csd.uwo.ca/spider/
XITANDEM www.thegpm.org/ TANDEM/

De Novo
DeNovolD prometheus.bre.mew.edu/denovoid/
DenovoX www.thermo.com/
Lutefisk www.hairyfatguy.com/lutefisk/
MSNovo msms.usc.edu/supplementary/msnovo
NovoHMM people.inf.ethz.ch/befische/proteomics/
OpenSea medir.ohsu.edu/ ~geneview.
Peaks www.bioinformaticssolutions.com/products/peaks/
PepNovo peptide.ucsd.edu/
SHERENGA [Dancik et al., 1999]

En un analisis por mapeo peptidico es por tanto ne-
cesario tener en cuenta diversos factores que deter-
minaran el éxito del analisis, entre ellos, el grado de
purificacion de la proteina, el nimero de péptidos
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de ésta obtenido en el proceso de digestion-analisis
(cobertura o coverage), la sensibilidad y precision de
la medida y la calidad de la base de datos utilizada.

El mapeo peptidico se lleva a cabo actualmente
casi exclusivamente mediante técnicas de MALDI-
reTOF. La rapidez y capacidad de automatizacion
de estos instrumentos permite analizar decenas de
muestras por hora de forma automatizada. Esta es-
trategia provee por tanto de un método sensible y
rapido que es actualmente la herramienta de primera
eleccion para identificar una proteina aislada en
solucion o separada por electroforesis en gel. En
un trabajo reciente se mostraba que en un muestreo
que cubria los afnos 2003-2007 en el 68% de las
publicaciones se utilizaba el mapeo peptidico para
la identificacion, si bien es también destacable que
solo en el 35% del total de los casos esta técnica
se utilizaba sola frente al 32% del uso tnico de la
aproximacion basada en la secuenciacion por MS/
MS (Damodaran et al, 2007).

Como ya se indic6, en PMF la identificacion
de una proteina en una base de datos a partir de la
huella dactilar de masas peptidicas se lleva a cabo
mediante programas informaticos. Existen diversas
herramientas de este tipo, tanto comerciales como
libres (Tabla II) que utilizan diferentes sistemas de
puntuacion para evaluar la bondad de la asignacion.
Los sistemas de puntuaciéon mas simples, utilizados
inicialmente, se basaban en determinar el nimero de
péptidos que se ajustaban a las masas esperadas con
un determinado error. Este es el caso del programa
Fragfit descrito en 1989 por Henzel y col (Henzel
et al., 1993) que, teniendo en cuenta el tamafio de
las bases de datos disponibles entonces, era capaz,
utilizando un computador VAX de buenas presta-
ciones, de completar una busqueda... jen menos de
5 minutos!. Esta busqueda simple fue mejorada con
la aparicion del programa MOWSE (“Molecular
Weight Search”), en el que se basan los puntuadores
actuales de MASCOT y Protein Prospector, y que
tenia en cuenta el numero de péptidos para cada
valor de peso molecular en la base de datos utilizada
(Pappin et al. 1994). Profound (Zhang y Chait, 2000)
utiliza una aproximacion diferente al problema apli-
cando un algoritmo de probabilidad bayesiano.

Independientemente del algoritmo utilizado, la
exactitud en la medida de masa es un factor determi-
nante en una identificacion por PMF. Los sistemas
MALDI-reTOF menos sofisticados utilizados en
protedmica permiten la medida de masas peptidicas
con errores inferiores a los 20-50 ppm mientras que
en sistemas de ultima generacion este error puede
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bajar de los 3 ppm. La probabilidad de una identifi-
cacion correcta y univoca del espectro con una se-
cuencia en la base de datos aumenta con el numero
de sefiales de la proteina detectables en el espectro.
En general una identificacion tentativa fiable requie-
re al menos 5 péptidos medidos con errores de 10 a
30 ppm (Clauser et al., 1999).

Por otro lado, dado que la masa de un péptido
viene determinada por la combinacidn de las masas
de cada uno de sus aminoacidos y que el nimero de
estos es finito, la masa del péptido no puede a su vez
alcanzar cualquier valor. En consecuencia la deter-
minacion precisa del valor m/z de una sefial permite
no solo determinar si esta sefal corresponde a un
péptido sino también su composicion aminoacidica.
A un valor de m/z entorno a 1005.4433 se calcula
existen cerca de 4000 combinaciones posibles de
aminoacidos que se ajustarian a esta masa con un
error de 10 ppm (Figura 5). Atn aceptando un error
méaximo de 0.5 ppm es posible encontrar todavia
20 posibles combinaciones (Spengler, 2004). Sin
embargo, s6lo un reducido niimero de las posibles
permutaciones del conjunto de 10-20 aminoacidos
que forman los péptidos generalmente analizados en
los digeridos enzimaticos estan presentes en un pro-
teoma. Esta circunstancia hace probable la identifi-
cacion de una proteina en una base de datos a partir
de la medida de la masa exacta de s6lo uno de sus
péptidos de digestion (en el supuesto de que se tra-
tara de un péptido convencional, no modificado). La
precision requerida para esta determinacion univoca
de la secuencia del péptido se calcula se encuentra
en el orden de 0.1 ppm, lo que pone esta estrategia
al alcance de los sistemas FT-ICR de alto campo.

En la practica, como se ha indicado anteriormen-
te, el procedimiento de PMF implica la medida de la
masa de varias sefales de la misma proteina con la
mayor exactitud posible. En los sistemas MALDI-
reTOF comuinmente empleados esto se consigue
mediante la calibracién del eje de masas con patro-
nes internos. Generalmente se lleva a cabo una ca-
libracion externa seguida de una calibracion interna
utilizando sefiales conocidas normalmente presentes
en todas las muestras, como las derivadas de los pép-
tidos de autodigestion de la tripsina. La calibracion
externa se realiza mediante muestras de calibrante,
situada muy cercanas a un grupo de muestras para
evitar errores derivados de la no planaridad de la pla-
ca de MALDI, y de las que se adquieren espectros
de referencia alternativamente al espectro de cada
muestra. Esta calibracion inicial situa el error de la
medida alrededor de 50-100 ppm en un sistema con-
vencional (Voyager DEPro de Applied Biosystems).
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La calibracion interna, finalmente, permite bajar el
error a 10-50 ppm en estos sistemas.

Cuando se utilizan algoritmos como el MOW-
SE, para una determinada base de datos, la pro-
babilidad de una identificacion correcta aumenta
con el nimero y el peso molecular de los péptidos
identificados y disminuye con la tolerancia de masa
aceptada y la necesidad de asumir factores extras
capaces de originar péptidos de masas diferentes a
las esperadas. Estos factores extras pueden derivar
del proceso de digestion, como por ejemplo la de-
gradacion proteolitica incompleta o las roturas no
especificas, o del tratamiento previo de la muestra
como es el caso de diversos artefactos quimicos que
incluyen la oxidacién de metioninas, deamidacion
y propionamidacion de la cisteina por la acrilamida
del gel. Estos factores, aunque de extension contro-
lable, estan siempre presentes en mayor o menor
grado y no es posible a priori determinar si las iden-
tificaciones de masas asignadas se deben realmente
a estos fendomenos o corresponden a la presencia de
sefales cercanas de otras proteinas contaminantes.

Es posible realizar calibrados internos de la
muestra de forma iterativa utilizando los propios io-
nes de ésta que pueden ayudar a distinguir entre se-
fales propias de la proteina y posibles interferencias
0 asignaciones erroneas. Segun este procedimiento,
una vez obtenida una identificacién probable en la
base de datos, el espectro se vuelve a calibrar utili-
zando los péptidos identificados como referencia y
asumiendo que su masa correcta es la derivada de
la base de datos. En el caso de que las sefiales de
referencia correspondan realmente a la proteina en
cuestion se obtiene un calibrado excelente que per-
mite discriminar con mas precision entre las sefiales
propias y de otras proteinas. Este procedimiento
fué incluido en sistemas comerciales (Intellical de
Applied Biosystems).

Determinar cuando una identificacion es correcta,
entendiendo por este término que la mayor parte de
las sefales medidas corresponde a péptidos cuyas se-
cuencias estan contenidas en la de la proteina identi-
ficada, es raramente facil de llevar a cabo inicamente
en base al andlisis por PMF. El uso de las puntuacio-
nes (scores) y de cierto sentido comun para limitar
la poblacion de posibles candidatos es una practica
generalizada aunque poco estandarizada. Se han su-
gerido, por ejemplo, valores minimos de la puntua-
cién Mascot que oscilan entre 69 y 95 (Damodaran
et al, 2007) para aceptar como valida una identifi-
cacion, asi como métodos que utilizan valoraciones
combinadas entre dos algoritmos de busqueda como
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Figura 5.- Distribucion del numero de péptidos tecricos
posibles en un rango de cuatro unidades de masa alrededor
de 1000.42 Da. Se han tenido en cuenta la presencia de
los aminoacidos tirosina, serina y treonina fosforilados asi
como de metionina oxidada y cisteina carbamidometilada.
La figura es un histograma con un total de 500 divisiones
generada mediante un script Python.

Mascot y Profound que, al utilizar métodos de calculo
diferentes, aumentan la confianza en la valoracion
final (Naranjo et al., 2007). En cualquier caso, ante
una identificacion ambigua o con baja puntuacion
la estrategia comun es llevar a cabo un analisis de
secuenciacion mediante espectrometria de masas en
tandem tal como se describira mas adelante.

En términos de sensibilidad, una regla practica
que suele utilizarse y que es valida en la mayoria
de los casos, es que es posible identificar cualquier
proteina cuya mancha sea visible en un gel tefiido
con nitrato de plata (sin especial esfuerzo ni herra-
mientas de tratamiento de imagen, naturalmente).
La sensibilidad de los espectrometros MALDI-TOF
actuales es muy superior a las cantidades que esto
supone (se requieren entre 10 y 50 fmol de protei-
na en un gel para generar una banda observable),
situandose su limite de deteccion en unas decenas
de atomoles de material situados en la placa. En la
practica, sin embargo, el rendimiento de recupera-
cion de los péptidos de digestion puede ser relativa-
mente bajo, debido a las adsorciones en superficies,
al rendimiento de extraccion del gel, a la dispersion
de la muestra en la placa de MALDI, a las caracte-
risticas de la cristalizacion, etc.

La sensibilidad propia del analisis MALDI-re-
TOF ha sido mejorada mediante sistemas como el
AnchorChip (Bruker Daltonik, Alemania) (Schue-
renberg et al., 2000) o las placas con matriz prede-
positada (Qiagen, Alemania). Aunque se ha demos-
trado la utilidad de diferentes matrices y aditivos
para mejorar la respuesta del MALDI-TOF en casos
concretos (analisis de péptidos fosforilados, pépti-
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dos acidos), el abanico de matrices utilizadas en la
identificacion genérica de proteinas mediante PMF
no ha sufrido modificaciones en muchos afios y el
4cido hidroxicindmico sigue siendo la matriz pre-
ferida para este tipo de analisis. Pan and col. han
revisado los avances mas recientes en este sentido
asi como en los métodos de trabajo y tratamiento de
muestra utilizados en el analisis MALDI-TOF de
muestras biologicas (Pan et al., 2007).

Uno de los principales factores de éxito en re-
lacion a la matriz es la adecuacion de la cantidad
utilizada en funcion del tipo de muestra y el proce-
dimiento utilizado para su cristalizacion. Es ademas
imprescindible el uso de material de alta pureza.
El 4cido hidroxicindmico se degrada con el tiempo
con un efecto negativo sobre la sensibilidad, por
lo que es necesario prepararlo fresco. Hace pocos
aflos era comun, ademas, recristalizar la matriz en
el laboratorio para mejorar su pureza; sin embargo,
en la actualidad este material puede ya adquirirse re-
cristalizado y alicuotado en pequenas cantidades de
forma que se hace innecesario este procedimiento.

La ionizacion por MALDI es menos sensible a la
presencia de sales y otros contaminantes en el medio
que el ESI y, en muchos casos, es posible llevar a
cabo el analisis por PMF sobre el propio digerido
enzimatico. Sin embargo, excesos de sales o ciertos
aditivos comunes presentes en las muestras como
el Triton o el CHAPS pueden afectar la ionizacion
disminuyendo la sensibilidad del analisis (Zhang y
Li, 2004). Por este motivo, en analisis que requieren
alta sensibilidad o donde se haya observado una mala
cristalizacion, es aconsejable el desalado y concen-
tracion de la muestra. Para ello se utilizan general-
mente minicolumnas de fase reversa comerciales
como los Ziptip de Millipore o las de las empresas
New Objective y Proxeon. Estas minicolumnas, si-
milares a una punta desechable de pipeta, contienen
en su extremo un pequefio volumen de absorbente
cromatografico (0,05-1 puL) que permite desalar los
digeridos (aprox 20-50 pL) y concentrarlos hasta
0.5-1 pL. Este procedimiento puede ademas automa-
tizarse utilizando robots de digestion y/o deposicion
de muestra en placas de MALDI (spotters).

Uno de los pasos limitantes en el analisis me-
diante PMF es el de la digestion enzimatica de las
proteinas en el gel. Diversos autores han estudiado
los factores que determinan esta velocidad y se han
descrito condiciones que permiten reducir el tiem-
po de digestion hasta los 30 minutos (Havlis et al.,
2003). Se han utilizado ademas diversas estrategias
como la utilizacion de microondas (Pramanik et al.,
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2002) y ultrasonidos (Lopez-Ferrer et al, 2005) que
favorecen la difusion de las moléculas en el gel y su
extraccion y que permiten realizar la digestion en
menos de 1 minuto.

Por otro lado, se dispone de minicolumnas co-
merciales con tripsina inmobilizada que permiten dis-
minuir enormemente los tiempos de digestion a unos
pocos minutos. Estas columnas sélo son aplicables a
proteinas en solucion, situacioén que no es habitual en
la identificacion por PMF rutinaria y que mayoritaria-
mente se aplica a proteinas separadas en gel. Sin em-
bargo, los inconvenientes derivados de la utilizacion
de geles bidimensionales, y la popularizacion de las
técnicas de analisis del tipo “de arriba hacia abajo”
(top-down) podrian favorecer en el futuro un mayor
desarrollo de las técnicas basadas en el aislamiento
de proteinas en fase liquida. Los avances relacio-
nados con la utilizacion de soportes miniaturizados
o microchips que pueden aumentar la velocidad y
eficiencia del mapeo peptidico podrian también con-
tribuir a ello. Un ejemplo de estas nuevas tecnologias
son los sistemas uTAS de la empresa Gyros que se
han utilizado para la preparacion de muestra y como
placas de MALDI (Palm et al., 2001). Asimismo
Marko-Varga y col. han desarrollado un sistema de
identificacion de proteinas que incluye un digestor,
un depositador piezoeléctrico de muestra y placas de
MALDI con microceldas, todo realizado en obleas de
silicio (Ekstromm et al, 2000), y que permite realizar
el analisis PMF completo de forma automatizada a
una velocidad de 30 muestras/hora.

Los sistemas MALDI-TOF/TOF (Figura 6) per-
miten llevar a cabo analisis PMF combinados con
analisis de secuenciacion automadtica de uno o mas
de los péptidos en la muestra. La disponibilidad en
muchos laboratorios de este tipo de espectrometros
asi como la reciente introduccion de los sistemas
MALDI-Orbitrap y MALDI-FTICR estd generan-
do un cambio drastico en la aplicacion del PMF a
la identificacion de proteinas. Esta aproximacion
ofrece una gran fiabilidad en las identificaciones
obtenidas, permite el analisis de mezclas de pro-
teinas y elimina en muchos casos la necesidad de
recurrir a un analisis de secuenciacion posterior de
las muestras no identificadas. Este analisis doble
puede llevarse a cabo también en sistemas MALDI-
QIT que, si bien no pueden competir en cuanto a
la precision obtenida en la determinacion de masas
por MALDI-TOF, compensan esta limitacion con
una mayor resolucion en el aislamiento de los iones
precursores y una alta eficiencia en la fragmenta-
cion. El MALDI-QIT, sin embargo, tiene que lidiar
con la fragmentacion de iones monocargados que, a
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baja energia de colision, suelen dar fragmentaciones
menos informativas que los iones dicargados y tri-
cargados habitualmente encontrados en las técnicas
basadas en ESI (figura 7). Dado que la fragmenta-
cion en un sistema TOF/TOF se lleva a cabo a alta
energia mientras que en un QIT las colisiones son
de baja energia, ambos tipos de espectros muestran
diferentes tipos de fragmentos que, pueden ser ttiles
para la elucidacion de la secuencia en casos dudosos
utilizando la misma preparacion de muestra.
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Figura 6.- Sistema MALDI-TOF/TOF (Modificado de
Applied Biosystems

5. Identificacion de proteinas mediante es-
pectrometria de masas en taindem

En 1995 el grupo de John Yates III describia una
estrategia para identificar proteinas a gran escala me-
diante los espectros de masas en tandem obtenidos a
partir del i6n correspondiente a uno de los péptidos
de digestion de la proteina y su comparacion con
los espectros tedricos derivados de las secuencias
anotadas en una base de datos (Yates et al., 1995).
El procedimiento puede aplicarse tanto a la identifi-
cacion de una unica proteina aislada mediante cro-
matografia o electroforesis en gel, de forma similar a
como se describio6 para el PMF, o a la de una mezcla
compleja de proteinas mediante el analisis exhausti-
vo de la coleccion de péptidos obtenidos después de
su digestion (figura 4). Esta ultima estrategia es la
base de las técnicas de analisis de proteomas deno-
minadas shotgun proteomics (Figura 7).

Digerido 1 Prot A

Prateina | e -
rotéina
Proteina 2 Digerido 2 —» PMF =+ Prot B
--' Proteina 3 Digerido 3 —» y/o - ProtC
B -
- -

o Secuenciacion
Prateinan

Digeridon ProtZ

Saeparacion = Digestion = ldeniificacion (n analisis)

Péptido 1 Prat A

Péntido 2 Andlisis

p Prot B
-_. Digerido 1 —| Péptidn3 automatizado PratC

F;é';{‘do " LC(/LC)-MS/MS

ProtZ

Digestion > Separacian+identificacian ({1 analisis)

Figura 7.- Analisis convencional comparado con un analisis
shotgun de un proteoma.
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Los analizadores de masas mas frecuentemente
utilizados para la identificacion de proteinas me-
diante secuenciacion han sido las trampas de iones
y los sistemas hibridos Q-TOF y Q-LIT, si bien
cabe destacar que los trabajos pioneros del grupo de
Hunt a principios de los afios 90 se llevaron a cabo
mediante sistemas de triple cuadrupolo (Hunt et al.,
1992). Con este tipo de analizador y utilizando una
fuente de microelectrospray este grupo fue capaz
de secuenciar diversos péptidos de tamafios entre 8
y 11 aminoacidos en cantidades del orden de los 50
fmols. El “truco” utilizado para conseguir la mayor
sensibilidad posible del analizador era la reduccion
de la resolucion de los dos cuadrupolos, especial-
mente del primero, de forma que se aprovechaba
el mayor numero posible de iones correspondiente
al precursor a pesar de que su sefial podia alcanzar
alrededor 2 Th de ancho, lo que equivale a una re-
solucion inferior a... ;300 FWHM!

Las trampas de iones han sido uno de los sis-
temas mas utilizados para la identificacién de pro-
teinas tanto en formato de acoplamiento LC/MS
como mediante nanospray. Muchos de los trabajos
pioneros de shotgun proteomics fueron realizados
mediante este tipo de sistemas (Wolters et al., 2001).
Las trampas son analizadores estables, con una re-
solucion moderada pero que ofrecen un alto rendi-
miento de fragmentacion. En los procedimientos de
secuenciacion basados en el nanospray, comiinmen-
te utilizados a principios de la década, la capacidad
para acumular iones de muestras con sefiales muy
débiles hasta conseguir acumular suficiente sefial
para obtener un espectro utilizable, hacia de este
detector un sistema tinico.

Los sistemas Q-TOF permitian por su parte la
obtencion de espectros de fragmentacion a reso-
lucidn alta, con errores entre 2 y 5 ppm. Como en
otros sistemas que utilizan un cuadrupolo o trampa
como primer analizador, el i6n precursor puede asi-
mismo seleccionarse en una ventana relativamente
estrecha, en algunos casos inferior a 1 Da. Ambos
factores determinan la obtencion de espectros ade-
cuados para la buisqueda posterior en bases de datos.

El método de ionizacidn casi exclusivo para
llevar a cabo analisis de secuenciacion ha sido du-
rante muchos afios el ESI en sus diferentes forma-
tos. Mas recientemente, la disponibilidad de los
analizadores TOF/TOF (Figura 7) y de los nuevos
orbitraps y FT-ICR ha favorecido la reintroduccion
del MALDI como método de ionizacion en analisis
de secuenciacion.
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Figura 8.- Espectros de secuenciacion mediante MALDI-
TOF/TOF y ESI-QIT del péptido DTQVRFDSDAASOR
(M.Carrascal, Tesis de licenciatura, UB 2005).

El método de fragmentacion por excelencia en
espectrometria de masas es la disociacion inducida
por colision (CID), en el que se producen fragmen-
tos de las moléculas a analizar mediante colision
con atomos o moléculas de gases nobles como el Ar-
gbn o Xenon (triples cuadrupolos) o Helio (trampas
ionicas). Remitimos al lector a otros trabajos para
una descripcion mas detallada de la fragmentacion
peptidica mediante CID (Burlingame et al, 1994).
La utilizacion en los sistemas MALDI-reTOF de la
fragmentacion denominada PSD (Post Source De-
cay) no ha tenido relevancia en este sentido debido
probablemente tanto a la complejidad del proceso
de adquisicion, donde el espectro PSD se obtenia
por combinacion de varios espectros optimizados
cada uno de ellos en un rango de masas particu-
lar, como a la baja eficiencia de fragmentacion. El
primer problema se soluciond en parte mediante
reflectores con una distribucion hiperbolica de las
lentes electrostaticas que permitian un barrido del
espectro en una sola etapa y la automatizacion del
analisis. Un metodo para aumentar la eficiencia de
fragmentacion consiste en la derivatizacion de los
péptidos con el reactivo CAF (Chemically Activated
Fragmentation, General Electric). Este reactivo une
al grupo amino terminal un grupo cargado negati-
vamente que induce una fragmentacion PSD mas
extensa y simplifica ademas el perfil de fragmen-
tacion. Probablemente el inconveniente de afiadir
una etapa de derivatizacion que requiere un cuidado
especial en las condiciones de reaccion, el coste y
corta vida media del reactivo asi como la aparicion
de los sistemas TOF/TOF han sido responsables de
la poca difusion de esta herramienta.
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Recientemente se han introducido métodos de
fragmentacion basados en la irradiacion de la mues-
tra con luz laser, como en el caso de la disociacion
por haces de fotones infrarrojos (infrared multipho-
ton dissociation, IRMPD), o con electrones libres
o radicales quimicos, como en las denominadas
disociacion por captura electronica (ECD) y diso-
ciacion por transferencia electronica (ETD), res-
pectivamente, que ofrecen una informacion distinta
a la obtenida por CID. En el primer procedimiento,
la radiacion laser se utiliza para transferir energia
y fragmentar los iones del péptido. La ECD por su
parte utiliza haces de electrones de baja energia que
pueden ser absorbidos de forma resonante por los
iones del péptido. Este proceso produce principal-
mente fragmentaciones en la cadena lineal del pépti-
do, respetando en gran medida las modificaciones de
las cadenas laterales por lo que es un procedimiento
de interés en el analisis de PTMs y es especialmente
eficiente en el caso de polipéptidos con alto nimero
de carga y de tamafio grande. La ECD implica un
proceso de fragmentacion muy rapido en el que no
tiene lugar una redistribucion de la energia absorbi-
da en forma de energia vibracional en la molécula.
En consecuencia, y a pesar de una eficiencia de
fragmentacion relativamente baja, la ECD produ-
ce un perfil de fragmentacion mas homogéneo e
independiente de la secuencia aminoacidica, mas
rico en informacion de secuencia que los obtenidos
por CID. La necesidad de una nube de electrones
térmicos para la captura electronica no permite la
utilizacion de esta técnica con trampas del tipo QIT
o LIT debido a que los electrones adquieren rapida-
mente energia dentro del campo de radiofrecuencia
de estos analizadores. Para resolver este problema,
el grupo de Hunt, utilizando una vez mas su expe-
riencia en los procesos de ionizacion quimica en
fase gaseosa, desarroll6 el método ETD en el que
se utilizan radicales anidnicos capaces de interac-
cionar con los iones con carga positiva del péptido
y transferirles un electron produciendo un tipo de
fragmentacion parecido al de ECD, rico en iones ¢
y z (Syka et al., 2004; Chi et al., 2007).

Tanto el ECD como el IRMPD se encuentran
implementados principalmente en sistemas FT-ICR
ya que su uso no afecta al mantenimiento del alto
vacio necesario en estos analizadores. Otros proce-
dimientos como el CID o ETD deben realizarse fuera
de la celda ICR o bien utilizar técnicas como la CID
mediante irradiacion sostenida no resonante (SORI-
CID, sustained off-resonance irradiation collision-
induced dissociation) que implican el llenado de la
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celda con gas de colision y su posterior eliminacion
previa al analisis de los fragmentos. La disociacion
inducida por superficie (SID, Surface Induced Dis-
sociation), es otro procedimento de activacion que se
adapta bien a los FT-ICR especialmente combinado
con el MALDI y que se caracteriza por proveer de
una mayor informacion estructural que el CID. Aun-
que el SID ha sido objeto de atencion en los Gltimos
aflos (Laskin y Futrell, 2004; Fernandez et al, 2006)
su uso es todavia muy reducido.

La busqueda en bases de datos de las proteinas
en base a su espectro de fragmentacion se lleva a
cabo, como en el caso del PMF, mediante programas
informaticos (Tabla 2). En los trabajos pioneros de
Yates y Eng estos autores desarrollaron un algorit-
mo de correlacion que fue el origen del conocido
programa SEQUEST. Actualmente existen diversos
programas para realizar esta tarea (Ver Tabla 1). A
pesar de este abanico de herramientas, la valoracion
manual por un experto de las secuencias asignadas a
un espectro sigue siendo la validacion mas robusta
de esta asignacion. La complejidad del proceso de
identificacion difiere de forma importante entre un
procedimiento convencional donde se identifican
una o unas pocas proteinas aisladas en cada analisis
y donde frecuentemente se ha realizado un analisis
PMF previo y un analisis shotgun en el que deben
analizarse de forma exhaustiva grandes colecciones
de péptidos con objeto de describir los componen-
tes de la muestra. En el primer caso es frecuente
disponer de informacion sobre varios espectros que
apuntan a zonas distintas de la misma proteina vali-
dando por tanto la identificacion.

En los casos en los que la cantidad de material es
muy baja, es posible, sin embargo, que la identifica-
cion dependa de un unico espectro. Cuando se dispo-
ne de un analisis PMF que apunta hacia una proteina
con alguna secuencia coherente con el espectro de
fragmentacion este conjunto de datos puede permitir
validar definitivamente la asignacion incluso cuando
el espectro de fragmentacion por si solo no permite
inferir un subsecuencia (tag) utilizable. El proceso
inverso también es posible, es decir, que una iden-
tificacion obtenida mediante secuenciacion pueda
confirmarse mediante la localizacion de algunos de
los péptidos esperados para esa proteina en un es-
pectro de PMF que por algin motivo (interferencias,
error de medida) no resultd previamente en una asig-
nacion clara. En un analisis de tipo shotgun a gran
escala no es posible utilizar estos procedimientos de
valoracion ya que las proteinas han sido digeridas
previamente al analisis y el concepto de una familia
de péptidos agrupada en una determinada unidad de
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analisis (una mancha de gel o una fraccion cromato-
grafica) no es aplicable. Dado que los algoritmos de
busqueda pueden producir identificaciones de alta
puntuacion incluso con espectros de ruido y que la
validacion manual es sélo practicable con un ntimero
reducido de espectros, resulta dificil separar de forma
absolutamente fiable las asignaciones correctas de las
incorrectas, siendo este uno de los problemas mas
graves en este tipo de tareas. La utilizacion de filtros
de calidad de los espectros previa a la busqueda es
un factor vital para evitar la produccion de asigna-
ciones casuales y el uso de algoritmos diferentes de
busqueda permite aumentar la confianza en las asig-
naciones realizadas. La proporcion estimada de falsos
positivos en una poblacion de peptidos identificados
con una determinada confianza viene expresada por
la tasa de asignaciones incorrectas o FDR (false dis-
covery rate). La FDR puede determinarse de forma
eficaz determinando el nimero de asignaciones de
la misma confianza que se obtendria a partir de la
misma coleccion de espectros en una busqueda contra
una base de datos sefiuelo conteniendo secuencias
aleatorizadas o invertidas (“mock” o “decoy databa-
ses” (Elias y Gygi, 2007) (Figura 8). Cominmente
la colecciones descritas en la literatura se selecionan
con valores de FDR inferiores al 2%.

La identificacion de proteinas o péptidos en el
caso de especies con genomas poco o nada secuen-
ciados requiere el uso de métodos de secuencia-
cion junto con programas de interpretacion de novo
de espectros. En el analisis de novo las secuencias
o trozos de secuencia peptidica deben caracteri-
zarse mediante métodos de elucidacion manual o
algoritmos matematicos. La proteina o el posible
gen de origen deben identificarse en un segundo
paso mediante analisis de similitud de secuencias
mediante BLAST o técnicas similares. Cuando se
utiliza BLAST debe seleccionarse una matriz ade-
cuada para el analisis que tenga en cuenta el tama-
flo pequefio de las secuencias problema. Asimismo
debe tenerse en cuenta que la puntuacion de esta
herramienta valora la semejanza funcional de las
secuencias y no su semejanza quimica.

En general, los algoritmos disponibles actual-
mente para el analisis de novo producen resulta-
dos cuya bondad resulta a veces dificil de evaluar.
Algunos de los problemas asociados a este tipo de
blisqueda ya han sido comentados mas arriba en
relacion a los algoritmos de busqueda en bases de
datos. Todos los programas de bisqueda que hemos
podido utilizar tienden a producir una gran canti-
dad de secuencias no correctas y son frecuentes las
secuencias puntuadas con alta fiabilidad a partir de
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espectros de ruido que no corresponden a péptidos.
Los espectros de fragmentacion por CID no suelen
contener una informacion completa de la secuencia
lo que produce zonas ambiguas donde mas de una
combinacion de aminoacidos o un distinto orden de
estos es posible. Algunas herramientas de busqueda
como Lutefisk marcan estas zonas de secuencia con
el valor de su peso molecular mientras que otras,
mas voluntariosas, rellenan estos huecos siempre.
La problematica de esta estrategia se evidencia en
alguno de estos buscadores por secuencias asignadas
de alta probabilidad donde estos huecos se rellenan
con secuencias conteniendo un alto numero de W,
Cy Y. Aunque el triptofano es un aminoacido poco
frecuente, su alto peso molecular permite rellenar
los espacios vacios de forma maés efectiva, objetivo
final del algoritmo de célculo.
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Figura 9.- Utilizacion de los parametros Xcorr (SEQUEST)
v D (Peptide Prophet) para la determinacion de los valores
de corte (lineas discontinuas) que producen resultados con
un bajo porcentaje de falsos positivos (FDR < 2) en una
muestra enriquecida en fosfopéptidos. La base de datos
senuelo se ha generado a partir de la base de datos Uniprot.
Imagen superior: espectros que apuntan a secuencias “rea-
les” en la base de datos Uniprot. Imagen inferior: espectros
que apuntan a secuencias invertidas. (Carrascal et al. Jour-

nal Proteomics Research 7, 5167-5176, 2008).

El uso de instrumentos de alta precision en la
medida de la masa, tanto de los iones precurso-
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res como de los productos, supone una importante
ventaja para la asignacion de las secuencias co-
rrectas (Frank et al., 2007). Tal como se describid
previamente, la principal ventaja de los sistemas
tipo MALDI acoplados a analizadores TOF/TOF o
TOF-LIMS es la capacidad para llevar a cabo para el
analisis combinado por PMF y de fragmentacién en
ambos casos con errores en el calculo de masa del
orden de los 5 ppm. Este mismo tipo de estrategia
puede llevarse a cabo en sistemas orbitrap y FT-ICR
con precisiones aun mayores.

La eficiencia del analisis de secuencia puede
aumentarse utilizando datos espectrométricos com-
plementarios como la composicion de aminoacidos
obtenida a partir del analisis de los iones imonio o
de medidas de alta precision, o el uso de marcaje
isotopico. Uno de los métodos mas extendidos y
practicos es la combinacion de datos MS? y MS? del
péptido problema que pueden obtenerse en sistemas
QIT o LIT (Olsen y Mann, 2004). ECD y ETD
producen fragmentos con informacién de secuencia
que es complementaria a la obtenida mediante CID
(Creese y Cooper, 2007). McLafferty y cols desa-
rrollaron un programa para el andlisis conjunto de
la informacion obtenida mediante CID y ECD (Horn
et al., 2000). Mas recientemente esta estrategia se ha
aplicado en sistemas FT-ICR, produciendo espectros
CID y ECD alternativos para cada una de los iones
de interés (Savitski et al., 2005).

6. Identificacion “top-down” de proteinas

La nueva instrumentacion para espectrometria
de masas exactas o de alta resolucion introducida
en el campo de la protedmica (FT-ICR y Orbitrap)
permite la identificacion de proteinas sin necesidad
de la digestion previa de las muestras para pro-
ducir péptidos de pequefio tamano susceptibles
de ser fragmentados o analizados con las técnicas
convencionales. En estos instrumentos es posible
fragmentar el idn molecular de proteinas completas
con suficiente eficiencia como para, a partir de la
medida exacta de la masa del i6n molecular y de los
fragmentos producidos, identificar la secuencia de
procedencia. Esta estrategia, denominada de ana-
lisis de arriba hacia abajo (top-down proteomics),
fue descrita ya en 1996 por Mortz et al (Mortz et
al., 1996). Previamente, los grupos de Smith y Feng
habian demostrado la posibilidad de romper iones
multicargados de hasta 150 Kda mediante CID en
analizadores de triple quadrupolo (Fenn y Konishi,
1993) o por colision en la fuente de electrospray
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(Loo et al., 1990) y McLafferty habia aplicado con
el mismo objetivo la fragmentacion por SORI-CID
en un FTICR (Senko et al., 1994).

Una de las ventajas de este tipo de aproxima-
cion es que, al no fragmentar la muestra mediante
digestion enzimatica y trabajar sobre la molécula
proteica completa, se disminuye enormemente la
complejidad de la muestra y se eliminan las ambi-
guedades derivadas de la presencia de proteinas con
secuencias homologas caracteristica del analisis de
abajo a arriba aumentando por tanto la especificidad
de la identificacion.

Actualmente, las técnicas fop-down utilizan
ventajosamente métodos de fragmentacion como
el ETD o ECD que se han descrito anteriormente
y que se adaptan bien a los analizadores FT-ICR y
Orbitrap. Si bien la espectrometria de masas de alta
resolucion no estd actualmente al alcance de todos
los laboratorios, la rapida introduccion de estos ins-
trumentos va a tener una notable influencia en la for-
ma en que los laboratorios de protedmica abordaran
la identificacion de proteinas en los proximos afios.
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Resumen

En los estudios de protedmica, especialmente en los orientados a la busqueda de biomar-
cadores, resulta imprescindible el uso de métodos estadisticos. La protedmica conlleva un
tipo de experimentacion que implica en la mayoria de los casos el manejo de un gran nimero
de variables (los spots en los geles bidimensionales o los picos en los espectros de masas)
pero, por el contrario, un escaso nimero de muestras. Los conjuntos de datos obtenidos en
protedmica pueden tratarse mediante métodos univariantes, pero este tipo de técnicas incre-
menta la posibilidad de que aparezcan falsos positivos y no permite la deteccion de tenden-
cias. Por el contrario, su analisis mediante métodos estadisticos multivariantes resulta mucho
mas eficiente. Estos métodos permiten la reduccion de la dimensionalidad del conjunto de
datos, o la utilizacion de estrategias de validacion estadistica como la validacion cruzada o
las pruebas de permutacion siendo en general métodos mas robustos y menos susceptibles
a factores que induzcan confusion.

Por otro lado, un paso imprescindible en el establecimiento de marcadores es su valida-
cion biologica. Nuevamente, aqui, es necesario el uso de métodos estadisticos que permitan
conocer el valor o la utilidad que tiene una determinada proteina, o varias, a la hora de diag-
nosticar la enfermedad, utilizarse como indicador pronéstico o para seguir la evolucion de un
paciente. Basandonos en nuestra propia experiencia, en este trabajo se revisan los métodos
estadisticos, tanto univariantes como multivariantes, que se utilizan mas frecuentemente en

la busqueda de biomarcadores mediante 2-DE y en su validacion.

Palabras clave:

Estadistica, univariante, multivariante, electroforesis bidimensional, protedémica, bio-

marcadores.

1. Necesidad de la utilizacion de pruebas
estadisticas en protedmica: consideraciones
previas

La protedmica se considera, al cabo de mas de
10 afios de su definicion por Wasinger y Wilkins
(Wasinger et al., 1995; Wilkins et al., 1996), como
el estudio de proteinas a gran escala, incluyendo
su identificacidon, cuantificacion, localizacién, es-
tructura, modificaciones, interacciones, activida-
des y funcion. Aunque estos objetivos abarcan una
gran variedad de técnicas, los métodos proteémicos
por excelencia son la 2-DE? y la espectrometria de
masas. Ambas técnicas son ampliamente utilizadas

! Autor para la correspondencia

2 2-DE: electroforesis bidimensional.

debido a su gran resolucion, ya que permiten la
deteccion de cientos a miles de proteinas en un solo
analisis. Sin embargo, esto se traduce en complica-
ciones a la hora de evaluar conjuntamente la gran
cantidad de datos obtenidos y de ahi la importancia
de la aplicacion de las técnicas estadisticas correc-
tas, que permitan analizar esa ingente cantidad de
datos y obtener conclusiones significativas.

En particular, en los estudios de protedmica
orientados a la busqueda de biomarcadores, es de-
cir, proteinas concretas diferenciadoras de un estado
biologico (por ejemplo, una enfermedad), resul-
ta imprescindible el uso de métodos estadisticos.
Como ya han argumentado otros autores, aunque los
conjuntos de datos obtenidos en protedmica pueden
tratarse mediante métodos univariantes, este tipo de
técnicas incrementa la posibilidad de que aparezcan
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falsos positivos y no permite la deteccion de tenden-
cias (Dudoit et al., 2003; Karp et al., 2005; Wilkins
et al., 2006). Por el contrario, su analisis mediante
métodos estadisticos multivariantes resulta mucho
mas eficiente (Karp et al., 2005).

El desarrollo de este tipo de experimentacion
implica en la mayoria de los casos dos problemas
estadisticos que se han dado en llamar maldiciones
(de Noo et al., 2006). La primera es la “maldicion
de la dimensionalidad” (curse of dimensionality),
provocada porque el nimero de variables (los spots
en los geles bidimensionales o los picos en los es-
pectros de masas) esta en el orden de millares a de-
cenas de millares. La segunda es la “maldicion de la
dispersion del conjunto de datos” (curse of dataset
sparsity), debida a un escaso nimero de muestras.
Estos dos problemas afectan especialmente a los
métodos univariantes, y se traducen en ocasiones en
el descubrimiento de proteinas que discriminan las
poblaciones a estudio, aun cuando estas no son en
realidad diferentes. Este fenomeno se denomina “so-
breajuste” (overfitting), y da lugar a que el modelo
de discriminacion encontrado no funcione adecua-
damente cuando se analizan nuevas muestras. Para
evitar este inconveniente existen varias soluciones,
siendo una de ellas la reduccion de la dimensionali-
dad del conjunto de datos, o la utilizacion de estra-
tegias de validacion estadistica como la validacion
cruzada o las pruebas de permutacion (Smit et al.,
2007). Aunque las aproximaciones multivariantes
también se ven afectadas por estas dos maldiciones,
estos métodos son en general mas robustos y menos
susceptibles a factores que induzcan a confusion.

Por otro lado, un paso imprescindible en el es-
tablecimiento de marcadores es su validacion biolo-
gica. Estos estudios tienen, si cabe, una importancia
mayor cuando se trata de encontrar buenos marca-
dores en relacién con una determinada enferme-
dad. Nuevamente aqui, es imprescindible el uso de
métodos estadisticos que permitan conocer el valor
o la utilidad que tiene una determinada proteina,
o varias, a la hora de diagnosticar la enfermedad,
utilizarse como indicador pronoéstico, o para seguir
la evolucion de un paciente. Estas capacidades se
reflejan, en general, en la certeza con la que las
proteinas seleccionadas clasifican correctamente las
muestras en su verdadero grupo de origen.

Basandonos en nuestra propia experiencia
(Ayude et al., 2000; Rodriguez-Pifieiro et al., 2005;
Lemos-Gonzalez et al., 2007; Rodriguez-Pifieiro
et al., 2007) en este trabajo se revisan los métodos
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estadisticos, tanto univariantes como multivariantes,
que se utilizan mas frecuentemente en la busqueda
de biomarcadores mediante 2-DE. En general, la
estadistica esta presente en casi todas las fases del
analisis de datos, incluso cuando el investigador no
es consciente de ello (por ejemplo si esta empleando
programas especializados que “esconden” los pro-
cesos matematicos del andlisis). Sin embargo, en
esta revision nos centraremos en aquellos métodos
que el investigador emplea de forma “consciente”.
Por ultimo, dedicaremos un apartado a describir
las pruebas estadisticas que permiten determinar
la sensibilidad y especificidad de un marcador o su
capacidad de prondstico.

2. Analisis estadistico de mapas bidimen-
sionales de proteinas

Una de las ventajas de la utilizacion de la 2-DE
es que el proteoma puede visualizarse mediante ma-
pas en donde las proteinas aparecen como manchas o
spots, separadas en funcion de su punto isoeléctrico
y de su masa molecular. Un proceso fundamental
antes de su obtencion es un cuidadoso disefio expe-
rimental, lo que ayuda a reducir los errores sistema-
ticos, mejorando la precision de los analisis estadis-
ticos posteriores y disminuyendo el nimero de falsos
positivos. A este respecto, Chich et al. (2007) han
propuesto recientemente la utilizacion de un diseno
por bloques de muestras que sean robustos y la alea-
torizacion de las muestras en cada bloque.

Dada la complejidad de estos mapas, su analisis
ha de realizarse a través de un programa especifico
para imagenes 2D°. En general, estos programas se
basan en asignar, a cada uno de los puntos (pixeles)
detectados en un gel, unas coordenadas X e Y, que
corresponden a su posicion horizontal y vertical en
la imagen, y un valor Z que determina la densidad
optica. De esta forma, las coordenadas X, Yy Z de
cada mancha proteica vienen determinadas por las
correspondientes a los puntos que la forman. Esto
proporciona el area de cada spot, asi como su va-
lor de intensidad optica, y por lo tanto una medida
cuantitativa (volumen) de cada proteina.

Cuando las manchas proteicas son detectadas,
la imagen original del gel es filtrada y el volumen
de los spots se ajusta a un modelo gaussiano, sobre
el que se puede realizar la comparacion. En caso

3 2D: bidimensional/es.
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necesario, existen varios métodos con los que el
investigador puede estimar los datos perdidos, como
reemplazar los valores por 0, por un valor de den-
sidad minimo detectable en el gel, por la media de
las medidas del mismo spot en otras muestras, etc.
(Chang et al., 2004; Chich et al., 2007). A continua-
cion se suelen normalizar los valores de los spots en
todos los geles analizados, en la mayoria de los casos
obteniendo su volumen relativo, que es comparable
entre geles y que permite la aplicacion de los méto-
dos estadisticos. En relacion a este Gltimo paso, cabe
destacar el estudio de Randic et al. (2006), quienes
recientemente han demostrado que existe un nimero
maximo de spots, que ellos proponen ser los 300
spots mas intensos, a partir del cual no es posible
obtener mas informacion estadistica, es decir, que los
datos derivados de las restantes proteinas no aportan
mayor informacion sobre el mapa protedmico que se
quiere caracterizar. Esta afirmacion no es aplicable
en el caso de la busqueda de variaciones en proteinas
concretas, especialmente en la biisqueda de biomar-
cadores, que suelen ser proteinas de baja abundancia.
Sin embargo, si debe ser tenido en cuenta cuando se
pretende utilizar el propio mapa proteico para carac-
terizar a un grupo de poblacion.

Por otra parte, antes de realizar la comparacion
entre mapas 2D de diversas muestras poblacionales,
el investigador debe comprobar la reproducibili-
dad de la técnica, proceso en el que también esta
presente la estadistica ya que, por ejemplo, es ne-
cesario emplear métodos de regresion para estimar
el coeficiente de variacidon entre réplicas. Desde el
punto de vista estadistico cabe destacar que, a pesar
de la conocida variabilidad de la 2-DE, las réplicas
biologicas tienen mas valor que las réplicas técnicas
(Chich et al., 2007), y por ello son mas recomenda-
bles, especialmente en el caso de muestras comple-
jas como son las humanas. Con el fin de analizar
la utilidad de un disefio experimental, Hunt et al.
(2005) proponen, antes de comenzar un estudio, lle-
var a cabo estudios piloto con 3 muestras por grupo
y 3 geles por muestra, y una serie de herramientas
estadisticas para evaluar la potencia del disefio y
determinar el nimero minimo de muestras y geles
necesarios para el experimento definitivo.

Por ultimo, hay que recordar que los procesos de
escaneado de la imagen, el pre-procesado (normali-
zacion, filtrado, etc.) y la propia comparacion (ali-
neamiento de imagenes y spots) también conllevan
una serie de errores que, en gran medida, dependen
del tipo de densitometro empleado y del programa
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de analisis 2D, y que afectaran a los resultados de
los analisis estadisticos (Meleth et al., 2005). Los
distintos programas disponibles para 2-DE han sido
comparados por varios autores, y asi por ejemplo
Garrels et al. (1989) estimaron la reproducibilidad
del sistema QUEST en un 97,6%, y Rosengren et
al. (2003) determinaron que el PD-Quest derivado
de este sistema es mas fiable que otros programas
en el alineamiento de spots, con una menor tasa de
falsos positivos.

3. Tratamientos estadisticos para comparar
la expresion proteica

3.1. Métodos univariantes: comparacion de la ex-
presion de proteinas individuales en mapas 2D

De modo general, en la busqueda protedmica
de biomarcadores se consideran proteinas candida-
tas a aquellas cuya expresion (bien en términos de
cantidad absoluta o de volumen relativo) varia en
los mapas problema en relacion a los controles. Las
pruebas estadisticas univariantes que se emplean
en estos analisis de mapas 2D se pueden clasificar
como métodos de filtrado, que se aplican sobre los
datos pre-procesados (tratados como se ha descrito
en el apartado anterior), y que posteriormente se
pueden combinar con métodos de reduccion de la
dimensionalidad o de clasificacién, como se co-
mentara mas adelante. Las pruebas univariantes mas
comunes son las de significacion, generalmente con
el fin de comparar medias/medianas de las variables.
La prueba ¢ de Student compara diferencias entre las
medias del grupo de casos y del grupo control, asu-
miendo la normalidad de los datos (prueba paramé-
trica). Aunque este test se ha aplicado en numerosos
estudios protedmicos, los datos obtenidos a partir
de mapas 2D no suelen cumplir los requisitos pa-
ramétricos, es decir, que las variables medidas sean
continuas y presenten una distribucién normal, con
varianzas homogéneas en las dos muestras poblacio-
nales, y que los datos sean independientes. Por ello
es mas correcto emplear el test U de Mann-Whitney,
que no asume estos requisitos (prueba no paramétri-
ca). Para ambos tipos de test, se considera que una
variable difiere en los grupos significativamente
cuando el valor de probabilidad P asociado al esta-
distico es menor que un valor o (generalmente 0,05
para un 95% de confianza en el resultado, o 0,01
para un 99% de confianza). Estas dos pruebas son
las mas empleadas en 2-DE, ya que normalmente
las muestras a comparar no estan relacionadas. Sin
embargo, en algunos casos se trabaja con muestras
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relacionadas (como es el caso del analisis de tejidos
sanos y enfermos de un mismo paciente) y para
ellos existen pruebas especificas: la prueba ¢ para
muestras relacionadas (prueba ¢ dependiente) en el
caso paramétrico, y la prueba 7 de Wilcoxon en el
caso no paramétrico. Por otra parte, existen otros
tipos de analisis univariantes aplicables a los datos
de 2-DE, como por ejemplo el ANOVA* cuando lo
que se desea analizar es la varianza muestral.

Como se indic6 anteriormente, aplicar un valor
de o para un conjunto de muchas variables, las cua-
les son analizadas de manera univariada, conduce a
un incremento notable de la probabilidad de obtener
falsos positivos. Por ejemplo, analizando 1000 spots
con una prueba como la # de Student, y con un nivel
de confianza del 95%, se pueden seleccionar hasta
50 marcadores por azar. Por ello es necesario aplicar
a posteriori una correccion (Horgan, 2007). Uno de
los métodos de correccidn mas empleados es el de
Bonferroni, que fija un valor de a para el conjunto
de datos, y compara el estadistico obtenido para
cada variable con el valor [o/niimero de variables],
disminuyendo asi la tasa de falsos positivos (Smit
et al., 2007). Sin embargo, es necesario tener en
cuenta que la correccion de Bonferroni, considerada
como una “prueba familiar” (familywise) ya que
fija un valor de a idéntico para todas las variables,
puede ser contraproducente en el caso de grandes
conjuntos de datos, ya que puede llegar a anular la
significacion estadistica de variables que realmente
son significativas (Perco et al., 2006). Para estos
casos existen otras pruebas que consideran distintos
valores de a para cada variable, y que pueden ser
mas apropiadas para el calculo de la tasa de falsos
positivos (Smit et al., 2007).

Una consideracion necesaria en este tipo de
comparaciones es que, desde un punto de vista es-
tadistico, el analisis de un nimero limitado de mues-
tras de pacientes conlleva el riesgo de no detectar
algunas proteinas alteradas (lo que se denomina
“error de tipo II”’), pero eso no significa que, si se
incluyeran mas muestras en el estudio, proteinas
que se hubieran detectado mostrando una variacion
significativa en su expresion, no fueran nuevamente
detectadas (lo que seria un “error de tipo 1””) (Byr-
jalsen et al., 1999).

En nuestro grupo, hemos aplicado diversas téc-
nicas estadisticas univariantes para el analisis de

4+ ANOVA: analisis de varianza.
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mapas 2D. Por ejemplo, para la comparacion de
proteinas séricas de individuos sanos y de pacientes
con CCR?® hemos empleado la prueba de Mann-
Whitney (Rodriguez-Pineiro et al., 2004), mientras
que para la comparacion de tejido sano y tumo-
ral de pacientes se empleo la prueba de Wilcoxon
(Alvarez-Chaver et al., 2007).

3.2. Métodos multivariantes: comparacion de los
niveles de expresion de conjuntos de proteinas en
mapas 2D

Una estrategia diferente consiste en buscar no
una, sino un patrén o conjunto de proteinas que
varien o que contribuyan a la diferenciacion entre el
grupo de casos y el grupo de controles. Fundamen-
talmente, en el analisis de mapas 2D se utilizan dos
tipos de métodos multivariantes: los que permiten
la reduccion de la dimensionalidad del conjunto de
datos (apartado 3.2.1), y aquellos que permiten la
clasificacion de las muestras en diferentes grupos
(apartado 3.2.2). Por otra parte, los métodos multi-
variantes pueden ser empleados con dos finalidades:
en primer lugar, permiten seleccionar un conjunto
de proteinas cuya variacion combinada discrimina
los grupos analizados (apartado 4), proteinas que
mas tarde se valoran en la practica clinica median-
te otras técnicas distintas de la 2-DE; en segundo
lugar, las pruebas multivariantes pueden en si mis-
mas emplearse para extraer toda la informacion que
contiene el subproteoma visualizado en el mapa
2D, de forma que el propio mapa es la herramienta
discriminatoria de los grupos (apartado 5).

3.2.1. Métodos de reduccion de datos

3.2.1.1. Analisis de componentes principales
(ACP)

El ACP® es una clase de analisis factorial que
intenta identificar una serie de factores o variables
subyacentes a los datos obtenidos (variables predic-
toras), de forma que expliquen la mayor parte de la
varianza observada para el mayor niimero posible de
variables medidas. Cada uno de estos nuevos facto-
res, denominados componentes principales (CP7), es
una combinacion lineal de las variables originales,
cumpliendo ademds la condicion de ser ortonor-

> CCR: cancer colorrectal.
¢ ACP: analisis de componentes principales.

7 CP: componentes principales.
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males entre si, de modo que no existe correlacion
entre las CP, es decir, recogen distinta “parte” de la
informacion contenida en las variables originales.
E1 ACP genera un nimero de CP igual al nimero de
variables originales, y cada componente expresa en
orden decreciente un porcentaje de la varianza total
de los datos, de modo que a menudo bastan las tres
primeras CP para explicar una proporcion suficiente
de la varianza, reduciendo asi de forma efectiva el
numero de variables que es necesario manejar. Por
lo tanto, el ACP permite reducir un numero elevado
de variables (por ejemplo, el volumen relativo de
todos los spots comunes a controles y casos) a unos
pocos factores que permiten establecer diferencias
entre los dos grupos de poblacion. Esta prueba re-
quiere que los datos sean variables cuantitativas
(no categoricas), con una distribuciéon normal bi-
variada para cada pareja de variables, y que las
observaciones sean independientes. El modelo de
analisis factorial especifica que las variables vienen
determinadas por los factores comunes (los factores
estimados por el modelo) y por factores tnicos (los
cuales no se superponen entre las distintas variables
observadas); las estimaciones calculadas se basan en
el supuesto de que ningln factor Gnico esta correla-
cionado con los demas, ni con los factores comunes.

El ACP es uno de los analisis multivariantes mas
populares en 2-DE, y ha sido aplicado en numerosos
estudios, tanto en nuestro grupo (Rodriguez-Pifieiro
et al., 2007) como en otros: Kovarova et al. (2000)
lo aplicaron para caracterizar cambios en lineas
celulares de leucemia en respuesta a tratamiento;
Roblick et al. (2004) estudiaron las diferencias re-
lativas a la progresion del CCR analizando el pro-
teoma de tejido normal, polipos, adenomas, tejidos
tumorales y metastaticos; recientemente, Verhoec-
kx et al. (2005) combinaron DIGE con ACP para
corroborar las diferencias encontradas en mapas
analizados mediante técnicas univariantes. Por otra
parte, Marengo et al. (2003) describieron un nuevo
método denominado ACP de tres vias, que incluye
informacidn tanto sobre la intensidad como sobre la
posicion de los spots.

3.2.1.2. Minimos cuadrados parciales (MCP)

La técnica de MCP®, mas conocida como PLS
por sus siglas en inglés (partial least squares) es
similar al ACP, distinguiéndose de éste en que tam-

§ MCP: minimos cuadrados parciales.
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bién tiene en cuenta la covarianza de los datos a la
hora de buscar las relaciones con los grupos. De
esta forma, se pretende encontrar una variable pre-
dictora Y en términos de un conjunto de variables
X, es decir, las variables no se consideran de forma
independiente, sino que se dividen en variables de-
pendientes e independientes, y por ello es que se
incluye el estudio de covarianzas.

3.2.2. Métodos de clasificacion
3.2.2.1. Analisis discriminante (AD)

El AD? permite clasificar las muestras en una se-
rie de grupos previamente establecidos. Asi se obtie-
ne un modelo predictivo para pronosticar el grupo de
pertenencia de una muestra particular, a partir de las
caracteristicas observadas. Existen diversos tipos de
AD: lineal, cuadratico, regularizado y diagonal. En el
modelo lineal para dos grupos, usualmente empleado
en protedmica, se genera una funcion discriminante
basada en la combinacion lineal de las variables pre-
dictoras que proporcionan la mejor discriminacion
entre los dos grupos. La funcidn se genera a partir de
una muestra de casos independientes y mutuamente
exclusivos, cuyo grupo de pertenencia (unico) es co-
nocido, y posteriormente se puede aplicar a nuevos
casos no clasificados (siempre y cuando se disponga
de las medidas de las variables predictoras). Con-
cretamente, cuando se trata de mapas 2D se suele
aplicar el AD lineal a los valores de cantidad o de
volumen relativo de los spots comunes a todos los
mapas de los grupos analizados.

Una variante del AD que se esta haciendo cada
vez mas popular en protedmica se denomina AD de
componentes principales (ADCP, mas conocido
como PC-DA por sus siglas en inglés), y consiste
en la reduccién de datos mediante ACP, y la reali-
zacion de un AD posterior sobre las puntuaciones
asi obtenidas. Esta combinacion de métodos ha sido
empleada en proteémica bajo diversos nombres (re-
visado en Smit et al., 2007).

Otro método de reduccion de datos combinable
con el AD es el método de MCP, que en ese caso de
denomina AD-MCP (PLS-DA en inglés). Reciente-
mente, Karp et al. (2005) demostraron su utilidad y
complementariedad con métodos univariantes apli-
cados a la protedémica de expresion en bacterias,
aunque también existen numerosos ejemplos de su

® AD: analisis discriminante.
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utilizacidon en estudios de metabolomica (revisado
en Smit et al. 2007). En relacion a la busqueda de
biomarcadores, Verhoeckx et al. (2005) emplearon
este método en combinacion con técnicas univarian-
tes para estudiar efectos antiinflamatorios.

3.2.2.2. Otros métodos de clasificacion

El método denominado maquinas de vectores
de soporte (SVM en inglés) realiza la separacion de
los grupos construyendo un hiperplano que separa
los casos de los controles, asignando el grupo de
pertenencia de cada muestra segin en qué lado del
hiperplano se encuentre. También es combinable
con el ACP y el MCP. Esta técnica es bastante po-
pular en protedmica clinica, y especialmente se ha
empleado para discriminar varios tipos de cancer
(ver ejemplos en Smit et al., 2007).

La regresion logistica es un método de clasifi-
cacion basado en aplicar una regresion lineal para
ajustar los datos al logaritmo natural de la probabili-
dad de que una muestra de una clase esté fuera de esa
clase. Intuitivamente, este analisis realiza un proceso
similar al AD, y por ello también puede combinarse
con métodos previos de reduccion de datos. La re-
gresion logistica ha sido recientemente empleada en
protedmica del cancer (Smit et al., 2007).

Las redes neuronales artificiales son métodos
no lineales, en los que se construye un modelo con
una capa neuronal interna formada por los datos,
una o mas capas neuronales intermedias y ocultas,
que consisten en las transformaciones de los datos
de origen, y una capa neuronal externa que constitu-
ye la respuesta predicha. Este método también esta
adquiriendo popularidad en proteémica clinica (ver
Smit et al., 2007).

El método de los centroides reducidos mas
cercanos (nearest shrunken centroids) asigna las
muestras a aquella clase cuya mediana de clase es
mas cercana al valor de la muestra. Aunque su fun-
damento parece a priori demasiado simple para pro-
ducir resultados significativos, esta prueba ha sido
empleada con éxito por Kemperman et al. (2007)
para distinguir pacientes con y sin proteinuria.

Los arboles de clasificacion se basan en el uso
de un algoritmo que sucesivamente va dividiendo
los datos de cada “nodulo paterno” en subconjuntos
que constituyen los “nddulos hijos”, maximizando
la homogeneidad en los hijos mediante la eleccion
de la/las proteina/s que mas disminuyen la heteroge-
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neidad. En protedmica clinica, se pueden encontrar
ejemplos como la deteccion de pacientes con can-
cer de pancreas (Bhattacharyya et al., 2004), o del
efecto del tratamiento de pacientes con leucemia
(Albitar et al., 2006).

Los ensambles o conjuntos de clasificadores
(ensemble classifiers) combinan varios tipos de re-
glas de clasificacion (clasificadores basicos) para
construir un clasificador con mayor resolucion. Cada
muestra es clasificada primero por las reglas bésicas,
y la prediccion se realiza en forma de “voto por
mayoria”. Un ejemplo es el bosque de clasificacion,
donde se construyen multiples arboles de clasifica-
cion cuyos resultados se ensamblan posteriormente
(Tong et al., 2003).

4. Tratamiento estadistico para la seleccion
de proteinas candidatas como biomarca-
dores

Como se ha comentado anteriormente, una utili-
dad importante de los métodos multivariantes en el
analisis de mapas 2D es poder seleccionar proteinas
con potencial valor como biomarcadores, antes de
realizar los estudios de validacion biologica. Por
ejemplo, es muy frecuente que al comparar el pro-
teoma de individuos afectados (por enfermedad,
tratamiento, etc.) con el de individuos control se
detecte un numero elevado de proteinas cuya ex-
presion individual esta alterada. Estas alteraciones,
aun teniendo relacion con la enfermedad o situacion,
pueden no tener mucho valor como marcadores para
distinguir los dos grupos considerados, o incluso
pueden deberse al azar (error tipo 1). En estos ca-
sos, la aplicacion de métodos multivariantes sobre
el conjunto de spots cuya alteracion se ha detecta-
do mediante métodos univariantes permite agrupar
aquellas proteinas con mayor influencia en la distin-
cion de grupos, y seleccionar las que tedricamente
serian mas utiles en la practica clinica.

Nuestro grupo se ha beneficiado de esta aplica-
cion de las técnicas multivariantes para la seleccion
de potenciales marcadores (Rodriguez-Pifieiro et
al., 2007). En una comparacion de mapas 2D de
glicoproteinas séricas de individuos sanos y pa-
cientes con CCR, se aplicod primero la prueba U de
Mann-Whitney para seleccionar aquellas proteinas
alteradas por la patologia, encontrando 28 protei-
nas significativamente diferentes entre los grupos
comparados. Sobre ellas se aplicaron métodos de
reduccion de datos (ACP) y clasificacion (AD), re-
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duciendo el grupo de proteinas a los mejores can-
didatos a biomarcadores en base a su capacidad de
discriminacion de los grupos. Asi, finalmente se
pudo concluir que 3 de ellas (clusterina, factor I del
complemento y B-2-glicoproteina I) constituian un
potencial panel de biomarcadores para el CCR.

5. Utilizacion de los mapas proteicos como
herramientas diagnosticas

Las pruebas multivariantes también sirven para
determinar si los mapas 2D tienen en si mismos
utilidad diagnostica, es decir, si el proteoma de un
individuo enfermo contiene la informacion nece-
saria para su diagnostico, del mismo modo que los
patrones de expresion génica observados mediante
microarrays. En este caso, las pruebas multivarian-
tes se aplican a todo el conjunto de proteinas de un
mapa 2D para determinar si la informacion global
que contienen permite discriminar los grupos de
poblacion estudiados (si el fin es diagnoéstico, indi-
viduos sanos y pacientes).

Las diferencias entre los mapas de casos y con-
troles se pueden determinar basandose en un rasgo
cuantitativo como es la cantidad de proteina (vo-
lumen relativo), pero también puede hacerse utili-
zando un criterio cualitativo como es la posicion de
las proteinas en los mapas. Dentro de los estudios
realizados por nuestro grupo, hemos comprobado la
utilidad diagnostica de los mapas proteicos utilizan-
do ambos criterios, cuantitativo (Rodriguez-Pifieiro
et al., 2007) y cualitativo (Rodriguez-Pifieiro et al.,
2005). Resumimos, a continuacion, los resultados
de estos trabajos.

5.1. Comparando cantidad: ACPy AD

Cuando las pruebas multivariantes se aplican
a los valores de todas las proteinas comunes a los
mapas de casos y controles, sin tener en cuenta los
resultados en los analisis univariantes, se mejora la
deteccion de estados patologicos (en general, de los
casos) ya que puede ocurrir que proteinas que no
presentan por si mismas una alteracion significativa
contribuyan al estado patologico en combinacion
con otras proteinas (LaBaer, 2005).

En nuestro grupo, se han empleado el ACP y el
AD para determinar si el glicoproteoma sérico com-
pleto permitia distinguir a personas sanas de pacien-
tes con CCR (Rodriguez-Pifieiro et al., 2007). En
primer lugar, se aplicd ACP sobre todos los datos de
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volumen relativo (cantidad) de 363 spots comunes a
controles y pacientes. Esta prueba permitié reducir
el 100% de la varianza entre los grupos, dada ini-
cialmente por las 363 variables, a 9 CP. Sobre ellos
se aplico una prueba de homogeneidad de varianza
(mediante el estadistico de Levene), comprobando-
se que no existian diferencias significativas entre
las varianzas del grupo de controles y del grupo de
pacientes. Por ello, se aplicd una prueba de analisis
de varianza de tipo ANOVA, encontrando que el
segundo CP daba cuenta de las diferencias entre los
grupos. Esto se pudo corroborar graficamente.

Por otra parte, la aplicacion del AD a los 363
spots comunes permitid encontrar una funcion dis-
criminante (de clasificacion o diagnostica en este
caso) para los grupos control y paciente, que expli-
caba el 100% de la varianza muestral, obteniéndose
una puntuacidon para cada individuo que permite
clasificarlo en uno u otro grupo con un nivel de
confianza del 99,2%.

Estos resultados demuestran que, al igual que se
habia observado mediante ACP, es posible determi-
nar la condicion de un individuo en funcién de su
patron 2D de expresion de glicoproteinas séricas.
Sin embargo, cabe reconocer que los valores de
confianza obtenidos son mucho mejores cuando el
analisis se restringe a aquellas proteinas detectadas
previamente como diferenciales mediante técnicas
univariantes.

5.2. Comparando posicion: analisis de deforma-
ciones relativas

Aunque clasicamente los analisis de mapas 2D
se centran en la comparacion de intensidad, vo-
lumen o cantidad de proteina, o en la presencia o
ausencia de determinados spots, también es posi-
ble incluir variables de posicion (datos de masa y
punto isoeléctrico), como en el ACP de tres vias
propuesto por Marengo et al. (2003) y comentado
anteriormente. Dentro del estudio de la utilidad de
los mapas como herramienta diagnéstica, nuestro
grupo ha utilizado otro tipo de andlisis multivariante
que no tiene en cuenta la cantidad de proteina, sino
solo sus coordenadas de posicion en los ejes X e ¥
de los mapas 2D. Esta técnica podria considerarse
similar al ACP, y se denomina analisis de deforma-
ciones relativas (RWA! por sus siglas en inglés)
(Rodriguez-Pifieiro et al., 2005). Este método es de

10" RWA: analisis de deformaciones relativas.
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uso generalizado y ha sido ampliamente comproba-
do en morfometria aplicada a sistemas bioldgicos
(Bookstein, 1991; Rohlf, 1993).

En el estudio que realizamos comparando mapas
de suero de donantes y pacientes con CCR, la apli-
cacion de la morfometria geométrica nos permitio
la deteccion de una variacion local significativa en
punto isoeléctrico y masa molecular, que claramente
separaba el grupo control del grupo de pacientes con
CCR (Rodriguez-Pinieiro et al., 2005). Esta utili-
dad podria ser una futura aplicacion diagnoéstica del
método, de forma analoga al ACP y AD, ya que se
podrian almacenar los patrones de posicion de spots
de un grupo numeroso de muestras de individuos
sanos y de casos, y posteriormente comprobar es-
tadisticamente si una muestra desconocida, con un
patron proteico concreto, corresponde al fenotipo
de una persona sana o afectada por una patologia o
condicidn fisiologica.

Aun mas, el método permite la deteccion grafica
de aquellas manchas proteicas que contribuyen en
mayor medida a los cambios detectados entre los
grupos, tedricamente relacionados con la condicion
o enfermedad estudiada. Existen varios fenomenos
que explican las variaciones en posicion: modifica-
ciones post-traduccionales tales como fosforilacion,
glicosilacion, acetilacion, y otras; cambios en la
secuencia aminoacidica de una proteina (polimor-
fismos de aminoacidos, por ejemplo); la existencia
de formas proteicas truncadas; etc. Tanto la magni-
tud como la direccion de estos cambios se pueden
mostrar en forma de vectores en los mapas 2D, y
asi en nuestro estudio se pudieron identificar aque-
llas proteinas que mostraban grandes desviaciones
(alteraciones), junto con proteinas que mostraban
cambios menores o incluso proteinas que no varia-
ban en relacion a la condicion estudiada.

En comparacion con la estrategia de Marengo et
al. (2003), quienes aplicaron el ACP de tres vias para
diferenciar grupos en dos conjuntos de muestras de
controles y casos, el RWA separa la variacion local
de los efectos globales (Bookstein, 1991; Rohlf,
1993; Zelditch et al., 2004). Aplicado a mapas 2D,
corrige asi el sesgo debido a variaciones que afecten
a todas las manchas proteicas simultdineamente en
cualquiera de las dos dimensiones de separacion.
Esto tiene una especial importancia en el caso de la
2-DE, ya que los errores técnicos y otras variaciones
aleatorias tendrian probablemente un efecto en la
localizacion de todos los spots resueltos (al menos
en una de las dos dimensiones).

43

6. Métodos estadisticos empleados para la
validacion biologica de los marcadores.

6.1. Tratamiento estadistico para la validacién de
los biomarcadores

Otro campo dentro de la busqueda de biomar-
cadores que requiere la utilizaciéon de métodos es-
tadisticos es la validacion de los marcadores. Un
marcador para una enfermedad puede ser util en el
diagnostico, para determinar el pronostico del enfer-
mo, o en el seguimiento de la evolucion del paciente.
Para evaluar la utilidad del marcador en cada uno de
estos aspectos se requiere cuantificar la proteina (co-
munmente con métodos tipo ELISA'") en un nimero
amplio de pacientes y controles, o de pacientes en
diferentes situaciones (por ejemplo, con tratamiento
y sin tratamiento) y analizar los datos con diferentes
pruebas estadisticas. Sin embargo, antes de realizar
la comparacion debe observarse la distribucion de
los datos, por ejemplo aplicando la prueba de Kol-
mogorov-Smirnov para cada muestra poblacional, lo
que permite determinar si la poblacidn se ajusta o no
auna distribucion normal. A continuacion se aplica la
prueba de Levene para determinar si existe homoge-
neidad de varianza. Como se menciond anteriormen-
te, estas dos condiciones permiten aplicar pruebas
paramétricas, como la ¢ de Student de contraste de
hipotesis para dos muestras independientes.

En general, puede decirse que existen dos
aproximaciones estadisticas para evaluar biomarca-
dores. La primera modeliza el riesgo de enfermedad
(o el resultado de la enfermedad) con técnicas como
la regresion logistica; asi, un marcador es conside-
rado 1til si tiene un efecto importante en el riesgo.
La segunda evalua la efectividad de la clasificacion
dada por el marcador, utilizando parametros tales
como la sensibilidad, especificidad, valores predic-
tivos, y las curvas ROC'? (Pepe et al., 2007).

6.2. Estimacion de los parametros diagnosticos

La validez de la determinacion de los niveles de
una proteina sérica como prueba diagnostica para
una patologia se estudia mediante la elaboracion de
una curva ROC, siguiendo el procedimiento descrito
por Beck y Shultz (1986). En dicha curva se repre-
senta, para cada uno de los posibles puntos de corte
tomados en funcion de los niveles del marcador en

' ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima.

12 ROC: caracteristicas operativas relativas o para el receptor.
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la muestra poblacional de pacientes, el porcentaje
de verdaderos positivos (sensibilidad) en el eje de
ordenadas, frente al porcentaje de falsos positivos
(100-especificidad) en el eje de abscisas (Figura 1).
El porcentaje de verdaderos positivos se calcula en
funcion del niimero de individuos correctamente cla-
sificados como enfermos por la prueba, con respecto
al total de individuos de la muestra. El porcentaje de
falsos positivos se calcula en funcion del nimero de
individuos que, estando sanos, son erroneamente
clasificados como enfermos por la prueba, con res-
pecto al total de individuos de la muestra.

Curva ROC

Sensibilidad (%)

20 40 60 80 100
100-Especificidad (%)

Figura 1. Ejemplo de una curva ROC obtenida para un
marcador tumoral sérico. La grafica muestra en ordenadas
el porcentaje de verdaderos positivos (sensibilidad), y en
abscisas el porcentaje de falsos positivos (100-especifici-
dad). El area bajo la curva indica la eficacia diagnostica
del marcador.

Un test diagnodstico perfecto tendria un 100%
de especificidad y sensibilidad. Sin embargo, esto
es una utopia. Lo que ocurre en la realidad es que
si, utilizando la curva ROC, cambiamos el punto de
corte para aumentar la sensibilidad, disminuiremos
la especificidad y viceversa. La decision depende de
lo que se quiera conseguir. Por ejemplo, si queremos
confirmar la presencia de la enfermedad, el test debe-
ria tener una alta especificidad (es decir, pocos falsos
positivos); por el contrario, si quisiéramos descartar
la enfermedad, entonces el test deberia ser muy sen-
sible (es decir, presentar pocos falsos negativos).

Tanto la sensibilidad como la especificidad pro-
porcionan informacion acerca de la probabilidad de
obtener un resultado concreto (positivo o negativo)
en funcion de la verdadera condicion del individuo
con respecto a la enfermedad. Sin embargo, el cli-
nico normalmente desconoce si el individuo esta
enfermo o no, y el test debe ayudarle a discernirlo.
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En este sentido son utiles los parametros “valor pre-
dictivo positivo” y “valor predictivo negativo”. El
VPP! es la probabilidad de padecer la enfermedad si
se obtiene un resultado positivo en el test, mientras
que el VPN es la probabilidad de que un sujeto con
un resultado negativo en la prueba esté realmente
sano. No obstante, a pesar de su utilidad clinica hay
que tener en cuenta que estos parametros dependen
en gran medida de la prevalencia de la enfermedad
(Peng, 20006).

Finalmente, a la hora de validar marcadores
debe aprovecharse la circunstancia que ofrece la
proteémica al detectar simultaneamente varias
proteinas alteradas y por lo tanto candidatas. La
determinacion de parametros diagnosticos puede
hacerse combinando los valores de varios marcado-
res y aplicando pruebas multivariantes. A modo de
ejemplo, en trabajos realizados en nuestro laborato-
rio hemos observado que combinando los valores
determinados en suero para el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (SEGFR') y tres de sus
ligandos (EGF, TGF-a y anfirregulina) se mejora
enormemente la sensibilidad y la especificidad ob-
tenidas para cada marcador de forma independiente
(Lemos-Gonzalez et al., 2007). Por otro lado, me-
diante la aplicacion del AD, y con la combinacioén
de los niveles séricos del sSEGFR y de sus ligan-
dos EGF y TGF-aq, se clasificaron correctamente un
90,2% de individuos sanos y un 100% de pacientes
de cancer no microcitico de pulmén, mientras que
la aplicacion del modelo de regresion logistica, con
la misma combinacion de sSEGFR, EGF y TGF-a,
permitid clasificar correctamente un 100% de do-
nantes sanos y un 100% de pacientes de cancer de
cabeza y cuello.

7. Analisis estadistico en espectrometria de
masas

Aunque no haremos una revision detallada de
la estadistica en espectrometria de masas, queremos
recordar que los métodos estadisticos son también
relevantes en este campo de la proteémica. En ge-
neral, las pruebas descritas para 2-DE son también
aplicables sobre los espectros de masas, donde cada
pico de masas es una variable similar a los spots de
los mapas 2D.

13 VPP: valor predictivo positivo.
14 VPN: valor predictivo negativo.

15 sEGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico.
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Un proceso fundamental en el que la estadisti-
ca esta presente es la identificacion de proteinas a
partir de los espectros obtenidos. Asi, motores de
busqueda como ProFound estan basados en métodos
Bayesianos y utilizan filtros “finos” para establecer
las asociaciones entre los datos empiricos y las ba-
ses de datos. Otros motores, como SEQUEST, utili-
zan filtros mas “burdos” pero que requieren menos
calculos y son por ello mas rapidos aunque sin una
pérdida de fiabilidad. PeptideProphet es un progra-
ma que emplea pruebas como el AD lineal y la regla
de Bayes para convertir los resultados de SEQUEST
en una probabilidad (Alterovitz et al., 2007).

En ocasiones los datos de espectrometria de
masas no se emplean para la identificacion de pro-
teinas, sino para la busqueda de patrones diferen-
ciales, como en los experimentos de SELDI-TOF'®.
En estos casos, se suelen emplear métodos multiva-
riantes de reduccion de datos y clasificaciéon como
los anteriormente descritos, o analisis de correla-
ciones y distancias (Cox et al., 2005). Un ejemplo
de la aplicacion de métodos de reduccion de datos
se puede encontrar en el analisis de la localizacion
subcelular de proteinas de membrana presentado por
Sadowski et al. (2006). Por otra parte, las técnicas
de clasificacion han sido recientemente empleadas
por Meuwis et al. (2007), quienes han utilizado
SELDI-TOF para la deteccion de biomarcadores
séricos de enfermedad inflamatoria intestinal.

8. Conclusiones

La combinacion de técnicas estadisticas uni-
variantes y multivariantes es de gran utilidad en
la busqueda de biomarcadores mediante técnicas
protedmicas. No s6lo maximiza la informacion que
puede obtenerse a partir de mapas 2D, y mejora la
deteccion de cambios protedmicos verdaderos y re-
levantes como marcadores, sino que también ayuda
a su validacion biologica.
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Introduccion

A estas alturas ya nadie discute que la Espectro-
metria de Masas (EM) se ha convertido en una de las
técnicas clave, probablemente la mas poderosa por su
sensibilidad y aplicabilidad a problemas reales, para la
caracterizacion de proteinas. No es de extrafiar, pues,
que las técnicas de EM ya clésicas (e.g. MALDI-MS
y ESI-(MS)") sean hoy imprescindibles en estudios
de protedmica estructural y funcional. Asimismo, la
importancia y aplicaciones de la EM analitica crece
enormemente en los ultimos afnos también en el area
emergente de la biologia de sistemas.

En cualquier caso, tales técnicas “convenciona-
les” de EM proporcionan una informacién quimica

molecular, es decir, de las moléculas, de los aminoa-
cidos, péptidos y proteinas buscados. Mucho menos
conocida en el mundo de la Proteémica (mi asisten-
cia a congresos de Espectrometria de Masas en los
simposios dedicados a su aplicacion en proteinas asi
lo corrobora de forma irrebatible) es la Espectrome-
tria de Masas Elemental, que utiliza como fuente de
ionizacién un plasma inducido de radiofrecuencias
(el ICP-MS). En este caso, la informacion directa
obtenida es atdmica, es decir, de los elementos cons-
titutivos de la biomolécula. Por eso, para conocer
la naturaleza de la especie quimica concreta (bio-
molécula) donde se halla el elemento medido por
ICP-MS es preciso acoplar ese detector a un sistema
de separacion previa y potente de la biomolécula
estudiada (p.e. HPLC, CE o electroforesis 2D) en la
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cual se halla dicho elemento. Desde luego, “el tiem-
po de retencion” (p.e. en HPLC) da idea de la natu-
raleza quimica del compuesto que origina un pico
cromatografico dado y, por tanto, realizar un barrido
de la presencia del elemento en estudio en los picos
cromatograficos obtenidos (biocompuestos) con esta
deteccion por ICP-MS es rapidisimo. Por ello, la
técnica “hibrida” o acoplada HPLC-ICP-MS (ver
esquema tipico de la instrumentacion y del tipo de
cromatograma en la Figura 1) se ha desarrollado
con gran rapidez en el campo del analisis de trazas
metalicas en materiales biologicos. Dicha estrategia
ha demostrado recientemente poseer también un
extraordinario potencial para Protedmica, como una
herramienta complementaria a las otras técnicas de
EM moleculares. La capacidad excepcional del ICP-
MS de monitorizar y determinar cualquier “hetero-
elemento” (significando asi cualquier elemento en la
biomolécula excepto los mayoritarios: C, H, O y N)
de forma casi especifica, con pocas interferencias y
aniveles de ppt (ng.L"') en muestras reales esta hoy
bien documentada.

a) VIS-UV

Detector
de ICP -MS

19G T Alb
b) es000
1.} =

Ig6 = Inmunoglobulina Q5000
Tf = Transferrina O pestabisie S4F@
Alb = Albdmina w00 ) " . 51V(Al)

o 65Cu

1000 66Zn

U S0 11000 1500 2000i 2500 3000 3500

Tiempo (min)

Figura 1. a) Esquema del dispositivo instrumental tipico
de acoplamiento de una separacion por HPLC seguida de
una deteccion molecular (VIS-UV) y elemental (ICP-MS),
b) Un cromatograma tipico con deteccion “elemental” (por
ICP-MS), siguiendo la pista simultaneamente a S, Fe, V, Al,
CuyZn

Gracias al empleo de un plasma tan robus-
to como el ICP para ionizar (ver un esquema de
un ICP-MS completo en la Figura 2) en la zona
mas caliente de dicho plasma llegan a alcanzarse
los 10.000° K, de modo que es posible conseguir
el “screening” rapido y fiable de la presencia de
heteroatomos(con la relacion masa/carga ,m/z, de-
seada) de gran importancia bioldgica (e.g. metales,
semimetales, P, S, etc) y que son parte constitutiva
de las proteinas de interés.
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Figura 2. Un esquema de componentes de un ICP-MS cla-
sico (de cuadrupolo)

Concepto de Protedmica guiada por un
heteroatomo

Tras una separacion adecuada por HPLC y de-
teccion final por ICP-MS, mezclas muy complejas
de proteinas u otras biomoléculas (e.g. metalopro-
teinas o selenoproteinas en un tejido) se pueden es-
tudiar y determinar de modo rapido y con gran fiabi-
lidad ya que el ICP-MS solo “ve” el heteroatomo (o
hetero-is6topo, m/z) deseado en dicha biomolécula.
Esta estrategia de simplificar el problema inicial ha
dado lugar muy recientemente a un concepto nuevo
denominado “heteroatom(isotope)-tagged proteo-
mics” (Sanz-Medel, 2008). Dicha estrategia consiste
en la simplificacion inicial de las complicadas mez-
clas de proteinas, resultantes de un material biolo-
gico real, gracias a emplear un detector elemental,
el ICP-MS, que solo sigue la pista en tales mezclas
a un heteroatomo(is6topo) dado. Como se ve en la
Figura 3, que resume tal estrategia de trabajo, la
deteccion inicial por ICP-MS (detector mucho mas
sensible y robusto que los MS mas convencionales)
permite hacer el primer “screening” de la presencia
del heteroatomo deseado en cualquier biocompuesto
separado de la mezcla (1* etapa en la Figura 3). Si
existe en el pico (compuesto) dicho elemento, se
pasa a la 2° etapa, la de aislar tal especie y proceder
al escrutinio “molecular” de cada compuesto por
MALDI- y/o ESI-(MS)".

RO Detector de Bl

ICP-MS
|

1°* Etapa ‘

“Screening” (Si o No)
(hetero-dtomo/isétopo)

MALDI-TOF | __ Masa

>
molecular

Secuenciacién

Estructura
37 Etapa \

“Cuantificacién”
(precisa y exacta, por IDA)

Figura 3. Una estrategia general de trabajo en “heteroa-
tom-tagged proteomics”
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Finalmente, una vez identificada/caracterizada
la(s) biomolécula(s) de interés conteniendo el hete-
roatomo por tales técnicas, es posible proceder a la
3* etapa, es decir, la cuantificacion segura, fiable y
exacta de la masa absoluta de la proteina seleccio-
nada, sea por referencia a una curva de calibrado
(con estandares) o bien recurriendo a la técnica de
Disolucion Isotdpica.

La importancia del concepto de “heteroatom
(isotope)-tagged proteomics” (es decir, “protedmica
inicial guiada por la medida de un heteroatomo con-
creto”) se amplifica por la capacidad del ICP-MS para
medir con precision abundancias y relaciones isotopi-
cas. Esta facultad abre nuevos horizontes en estudios
cuantitativos (via analisis por dilucion isotdpica) asi
como en estudios de metabolismo con is6topos “mar-
cados” (que, contrariamente a lo que ocurre con los
radioisotopos, son estables, no emiten radiacion y pue-
den investigarse tras su administracion en humanos).

Desde luego, el uso del ICP-MS en dichas es-
trategias no excluye el empleo de los métodos de
EM ya clasicos (o “moleculares”). Por el contrario,
su papel como “detector elemental e isotopico” es
complementar a dichos métodos y técnicas “mole-
culares”, que siguen siendo indispensables para la
identificacion y caracterizacion de las biomoléculas
que contenian el heteroatomo (moléculas que, tal
vez, pudieron ser detectadas por primera vez utili-
zando el ICP-MS, debido a su gran sensibilidad).

La abrumadora importancia actual de las fuentes
MALDI- o ESI- (MS) en Protedmica no se eclipsa
por la aceptacion de una nueva fuente de idnes como
el ICP que viene a complementar a las que ya reci-
bieron la mitad del Premio Nobel de Quimica en
2002 (J. Fenn, por su introduccion del Electrospray
[ESI] y K. Tanaka por su trabajo con la “matrix-
assisted laser-desorption ionization” [MALDI]).

Algunas Aplicaciones ilustrativas

La importancia actual de esta “Proteémica guia-
da” por el ICP-MS (a través de un elemento o hete-
roatomo de importancia biologica) es cada vez mas
clara y trataré de ilustrarla brevemente, a tres nive-
les, con experimentos escogidos de nuestro propio
laboratorio:

a) “Screening” de metales en proteinas y en sus
mezclas complejas (e.g. leche humana).

b) Protedmica cuantitativa en modificaciones
post-traduccionales de proteinas (PTMs)
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“naturales”, p.e. en metaloprotedmica y
fosfoproteomica.

c) Finalmente, el potencial del ICP-MS en
PTMs realizadas “artificialmente”.

Una de las aplicaciones mas interesantes del
empleo de la estrategia HPLC-ICP-MS es, como
hemos adelantado ya, la posibilidad de llevar a cabo
un “screening” rapido y fiable de la presencia (o
ausencia) de metales de interés (e.g. toxicoldgico o
nutricional) en proteinas. Ejemplos ilustrativos de
dicha aplicacion se pueden ver en nuestros trabajos
sobre la distribucion y especiacion de nutrientes
esenciales en leche humana y sus proteinas (p.e.
Fe,Cu,Zn,Se, 1) y su comparacion semicuantitativa
con leches formula tipicas utilizadas en los hos-
pitales en alimentacién de bebés prematuros y a
término (Michalke et al., 2007). Dicho trabajo puso
de manifiesto la gran diferencia de composicion
molecular (“especiacion quimica” de los elementos
traza esenciales) entre la leche humana materna y
las distintas leches “formula” utilizadas en alimen-
tacion de recién nacidos prematuros y a término.

El empleo de la estrategia HPLC-ICP-MS en la
investigacion cuantitativa de PTMs “naturales” en
proteinas es otro campo de extraordinaria impor-
tancia y actualidad. Utilizando estrategias tipicas de
“especiacion de Fe” en suero humano (ver Figura
4), hemos desarrollado importantes metodologias
para la determinacion exacta de las “glicoformas”
de la transferrina. Tras un analisis por dilucion iso-
topica (IDA) en linea, que utiliza ’Fe enriquecido,
es posible realizar determinaciones absolutas de
la cantidad de cada una de las isoformas Fe-Tf del
suero humano por HPLC-(IDA)ICP-MS. En dichos
estudios se ha demostrado (3) que la cuantificacion
de tales isoformas individuales puede ser de gran
utilidad como “biomarcadores” de enfermedades,
p-e. en deficiencias genéticas en la glicosilacion de
proteinas (carbohydrate deficient transferrin, CDT)
y en el control analitico de alcoholismo (ver Figura
4 y del Castillo ef al., 2005).

Otra de las PTMs de extraordinaria relevancia
en Protedmica es la fosforilacion, una modificacion
que regula, entre otros, los importantes procesos de
sefializacion en las células y la eventual aparicion
de enfermedades relacionadas con disfunciones en
dicha sefializacion (e.g. cancer). Recientemente he-
mos demostrado los espectaculares resultados que se
pueden conseguir utilizando HPLC capilar acoplada
a un ICP-MS (que detecta el *'P) para la determi-
nacién de fosfopéptidos, resultantes de la digestion
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triptica de mezclas complejas de proteinas fosfo-
riladas (Pereira Navaza et al., 2007a). El impacto
de estas técnicas para llevar a cabo investigaciones
cuantitativas de pequeiios cambios de la fosfori-
lacion (Pereira Navaza et al., 2008) y, sobre todo,
en estudios de la cinética de dicha fosforilacion de
las proteinas en la célula ha sido reconocido muy
recientemente en el mundo de la Biologia Quimica
(Pereira Navaza et al., 2007b).
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Figura 4. Un cromatograma tipico HPLC-ICP-MS, con
deteccion de Fe y S simultaneas, de un suero humano (cada
pico cromatogrdfico observado corresponde a una glicofor-
ma diferente de transferrina)

Para terminar esta breve exposicion, solo
una mirada al futuro: la estrategia comentada de
“heteroatom(isotope)-tagged proteomics” solo pue-
de usarse de forma directa en proteinas naturales
que contienen los heteroatomos (e.g metales, Se,
P, S, etc.). Sin embargo, hoy existen amplios y va-
riados conocimientos sobre “bioconjugacion” que
permiten introducir artificialmente una “etiqueta”
o marcador elemental (i.e. un heteroatomo) en las
proteinas deseadas. Esta introduccion, mediante un
reactivo adecuado, haria que las proteinas sin he-
teroatomos pudieran también hacerse “visibles” y
“medibles” para el ICP-MS. Hoy es ésta una po-
sibilidad de futuro que podria ampliar el campo
de utilizacion de estas estrategias de Protedmica
“elemental”, aqui delineadas, a practicamente todas
las proteinas conocidas.

En resumen, los ejemplos ilustrativos expuestos
han sido seleccionados de los trabajos de mi grupo en
Oviedo, pero, desde luego, existen ya otros autores y
trabajos muy importantes en esta linea (Lobinski et
al., 2006) y todos ellos demuestran que el concepto
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y estrategias denominadas‘“heteroatom(isotope)-ta-
gged proteomics” ofrecen un interés y un potencial
extraordinarios tanto desde el punto de vista analiti-
co como bioquimico. En todo caso, si como parece
cercano, en el futuro es posible extender su campo
de accion a todas las proteinas (via “etiquetado”
o “marcado” con heteroatomos) este potencial se
muestra ya tan atractivo como para animar a los
“viejos” espectroscopistas atdomicos a adentrarnos
en un bosque nuevo tan atractivo, frondoso y lejano
anosotros como el de la Proteémica, particularmen-
te el de la Protedmica cuantitativa (del Castillo et
al., 2005; Pereira Navaza et al., 2007a). A su vez,
solo si nuestros colegas bioquimicos, bidlogos, mé-
dicos clinicos, etc. son conscientes y conocedores de
estas técnicas y estrategias, y sobre todo de sus apli-
caciones en Biociencia, dicho potencial de futuro
podra finalmente desarrollarse en toda su plenitud.
En todo caso, multidisciplinaridad y cooperacion
interdisciplinar es ahora la clave para hacer posible
y eficaz ese esperable y prometedor desarrollo.

Nota final

El objetivo de este resumen es solo dar a cono-
cer en el mundo de la Protedmica de habla hispana
el enorme potencial de estas metodologias de MS
Elemental, derivadas del empleo de un moderno
ICP-MS. El lector interesado en conocer mas a fon-
do las aplicaciones y el sentido exacto de las Figuras
(particularmente las Figuras 1, 4 y 5, que intentan
abrir una ventana a las aplicaciones mas ilustrativas/
interesantes) puede consultar los detalles en las re-
ferencias bibliograficas escogidas.
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Figura 5. Un cromatograma tipico HPLC-ICP-MS, con
deteccion de 31P (traza azul) y su comparacion con el cro-
matograma mas convencional HPLC-Electrospray (traza
roja). La expansion del péptido “a’ no es otra cosa que el
espectro MALDI-TOF de dicha fraccion “a” aislada (para

confirmar su identidad)
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Resumen

El estrés oxidativo se produce por un desequilibrio entre la formacion y la destruccion de
las especies reactivas del oxigeno. Una forma indirecta de determinar la existencia de estrés
oxidativo es la medida de los productos derivados de la reaccion de las especies reactivas del
oxigeno con biomoléculas. En este sentido, la formacion de grupos carbonilo en las proteinas
ha sido uno de los marcadores de estrés oxidativo mas estudiados debido a su estabilidad y
facil deteccion. Diversas herramientas protedmicas ofrecen un gran potencial para descubrir
nuevas proteinas susceptibles al estrés oxidativo, cambios cuantitativos en el perfil de estas
modificaciones bajo distintas condiciones bioldgicas, y para caracterizar el sitio exacto y
tipo de modificacion sufrida por una determinada proteina. En el presente trabajo se revisan
las diferentes aproximaciones utilizadas para la deteccion de proteinas carboniladas y las
herramientas protedmicas que permiten su identificacion.

Palabras clave:

Estrés oxidativo, oxidacion de proteinas, grupos carbonilo, DNPH, protedmica redox.

Introduccion

El estrés oxidativo se describe como una situa-
cion en la cual las defensas antioxidantes son insufi-
cientes para inactivar completamente a las especies
reactivas del oxigeno (ROS) [1]. Este desequilibrio
entre la produccion y la destruccion de ROS puede
afectar a gran parte de los componentes celulares,

incluyendo lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos
nucleicos [2-4]. Muchos de los cambios que ocurren
durante el envejecimiento y durante la progresion de
ciertas enfermedades son una consecuencia del es-
trés oxidativo [5-7]. Las proteinas se modifican oxi-
dativamente al ser uno de los blancos principales de
las ROS. Ello conlleva modificaciones estructurales
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que, en general, suponen la pérdida total o parcial
de su funcion [4, 8, 9]. En este sentido, la oxidacion
de proteinas juega un papel muy importante en el
desarrollo del proceso de envejecimiento y de una
lista muy extensa de enfermedades entre las que
podriamos destacar la ateroesclerosis, el cancer, y
diversas enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer o el Parkinson [10]. Muchos residuos de
aminoacidos de las proteinas son susceptibles a la
oxidacion por varias especies reactivas del oxigeno.
El producto de la oxidacion de proteinas mas am-
pliamente estudiado en los ultimos afios ha sido la
formacion de grupos carbonilo debido a su estabili-
dad y facil deteccion. Por tanto, su cuantificacion se
ha convertido en el método mas aceptado para medir
el dafio oxidativo en proteinas en situaciones donde
el estrés oxidativo juega un papel relevante.

Formacion de grupos carbonilo

El estrés oxidativo puede causar modificacio-
nes reversibles o irreversibles en las proteinas. Las
modificaciones reversibles, generalmente en los re-
siduos de cisteina, pueden ser reparadas mediante
enzimas especificos como las glutaredoxinas o tiore-
doxinas [11, 12]. De la misma manera, la metionina
se oxida facilmente a metionina sulfoxido pudiendo
ser reducida por la enzima metionina sulfoxido re-
ductasa [13]. Habitualmente este tipo de modifica-
ciones tienen la funcidon de proteger ante el dafio
irreversible o de modular la funcion de las proteinas
(regulacion redox). Las modificaciones irreversibles
no pueden ser reparadas, de forma que las proteinas
inactivas se acumulan o son degradadas. Un ejem-
plo de modificaciones irreversibles es el caso de la
carbonilacion de las proteinas [14, 15].

Los grupos carbonilo pueden ser introducidos
en las proteinas en diferentes sitios y por medio de
diferentes mecanismos. Por un lado, los carbonilos
son producidos en las cadenas laterales de los ami-
noacidos, especialmente en los residuos de prolina,
arginina, lisina y treonina los cuales son oxidados a
derivados aldehidos o cetonas [2, 16]. Este tipo de
modificaciones se producen habitualmente por el
ataque del radical hidroxilo (*OH), que puede ser
originado por radiacion ionizante o por la reaccion
de cationes metalicos con el peroxido de hidrégeno
(H,0,, reaccion de Fenton). En este sentido merece
la pena comentar que la mayoria de los carbonilos
formados en las proteinas mediante la oxidacion ca-
talizada por cationes metalicos son el semialdehido
glutamico derivado de la arginina y el semialdehido
aminoadipico derivado de la lisina (Fig. 1A) [17].
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Por otro lado, los grupos carbonilo pueden también
ser generados por proteolisis de las proteinas tras el
ataque de radicales *OH, via alfa-amidacion o tras
la oxidacion de las cadenas laterales de residuos
glutamilo, dando lugar a la formacion de un péptido
en el cual el aminoacido N-terminal estd bloqueado
por un derivado alfa-cetoacilo [16]. Existen también
otros mecanismos que pueden dar lugar a la carbo-
nilacién proteica como la reaccion con productos
generados durante la peroxidacion lipidica como
4-hidroxinonenal (4-HNE") (Fig. 1B), 2-propenal
(acroleina) y malondialdehido [18]. Este tipo de
reaccion denominada “Adicion de Michael”, conl-
leva la adicion de grupos aldehidos reactivos a las
cadenas laterales de los residuos de cisteina, histidi-
na o lisina. Finalmente, grupos carbonilo reactivos
pueden ser también generados por reacciones del
grupo amino de los residuos de lisina con azucares
reducidos o por la oxidacion de sus productos de
reaccion (glicacion/glicoxidacion), dando lugar a,
por ejemplo, carboximetil lisina [2, 3].

[0}
A Vj_ B & P
NH -CONHR, R N
| NAA
COR, P4 OH (e}
semialdehido glutamico S-P
RAA - T R K
™M, \/\/\o
NER, P-NH) OH
Hl;i d 4-HNE vs) R HN-P
COR, W\o
semialdehido aminoadipico OH
C N R,

\C=0

O,N NHNH, S
2 4@7 Derivatizacion Rz/Grupo Carbonilo
DNPH

NO2

R‘
OZN—G—NH—N=C< + H0
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Figura 1. Formacion de grupos carbonilo y derivatizacion
mediante DNPH. A: productos generados por el ataque del
radical *OH a las cadenas laterales de arginina (semialde-
hido glutamico) y lisina (semialdehido aminoadipico) [17];
B: la reaccion de 4-HNE con las cadenas laterales de los
residuos de cisteina, histidina y lisina conlleva la adicion de
grupos aldehidos reactivos a las proteinas [16]; C: forma-
cion de 2,4-dinitrofenilhidrazona tras la reaccion del DNPH
con grupos carbonilo.

Medidas de dafio oxidativo a proteinas:
carbonilos

Debido a que las ROS son generalmente muy
reactivas y tienen una vida media muy corta, una

' 4-HNE: 4-hidroxinonenal
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forma indirecta de determinar la existencia de es-
trés oxidativo es la medida de los productos forma-
dos por la reaccion de las ROS con biomoléculas.
Dado que en el caso de las proteinas uno de los
productos generado son los grupos carbonilo su
cuantificacion se ha convertido en un parametro
ampliamente aceptado de dafio oxidativo en con-
diciones de estrés. Los grupos carbonilo han sido
cuantificados de diversas formas. El método mas
comunmente utilizado es el basado en su reaccion
con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH?) para formar
2.,4-dinitrofenilhidrazona. Este método se basa en
que el DNPH es capaz de unirse covalentemente a
los grupos carbonilo -formando una base de Schi-
ff- para dar lugar a hidrazonas estables (Fig.1C). El
grupo dinitrofenilo (DNP?) puede ser detectado y
cuantificado espectrofotométricamente debido a que
exhibe un espectro de absorcion caracteristico con
una absorbancia maxima a 365-375 nm [8, 19]. Asi-
mismo, debido a que existen excelentes anticuerpos
comerciales contra el grupo dinitrofenilo [20, 21], la
deteccion de grupos carbonilo puede realizarse me-
diante western blot, dot blot, inmunohistoquimica o
ELISA. Se han desarrollado diversos métodos para
la derivatizacion y la preparacion de las muestras.
La deteccion mediante western blot ha sido comun-
mente denominada Oxi-blot. [10, 22-24].

Sin embargo otros métodos estan emergiendo
como alternativas al DNPH debido a que algunos
autores cuestionan la estabilidad de la 2,4-dinitro-
fenilhidrazona en condiciones alcalinas o durante
el almacenamiento prolongado. Entre los métodos
alternativos mas utilizados se encuentran los que
utilizan la quimica de la hidrazida. Las hidrazidas
reaccionan especificamente con los carbonilos de
proteinas (principalmente en su forma aldehido)
mediante la formacion de una base de Schiff, la cual
puede ser estabilizada por reduccion con cianoboro-
hidruro [25-27]. Las ventajas de esta aproximacion
no son so6lo una mayor estabilidad del producto
final de reaccion sino también la presencia de un
amplio catadlogo de grupos funcionales acoplados
a la hidrazida que permiten el disefio de diversas
estrategias para la captura o deteccion de las pro-
teinas carboniladas [28]. Entre estos grupos funcio-
nales encontramos biotina, digoxigenina y diversos
compuestos fluorescentes. De esta forma los grupos
carbonilo pueden ser derivatizados con digoxigeni-

2 DNPH: 2,4-dinitrofenilhidrazina
> DNP: 2,4-dinitrofenilo
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na-hidrazida, e identificados utilizando anticuerpos
contra digoxigenina [29]. Una técnica similar puede
ser utilizada derivatizando los grupos carbonilo con
biotina—hidrazida, identificando las proteinas deri-
vatizadas utilizando avidina marcada con fluorescei-
na [30]. Otro compuesto utilizado para la deteccion
fluorescente de grupos carbonilo es la fluoresceina-
S-tiosemicarbazida. El grupo tiosemicarbazida pre-
senta una reactividad frente a los grupos carbonilo
similar a la hidrazida [31].

Finalmente, otra aproximacion para medir el
contenido de carbonilos totales en una muestra bio-
logica es la determinacion de productos especificos
como el semialdehido glutamico y el semialdehi-
do aminoadipico mediante cromatografia de gases
y espectrometria de masas con dilucion isotopica.
Esta aproximacion fue desarrollada por Requena y
colaboradores y posteriormente utilizada para ca-
racterizar la naturaleza de los distintos productos
carbonilo presentes en muestras de enfermos de
Alzheimer [17, 32].

Identificacion de proteinas oxidadas me-
diante herramientas prote6micas

Podemos definir la “protedmica redox” como
el conjunto de aproximaciones protedmicas que
permiten la identificacion de proteinas modifica-
das oxidativamente. La protedmica redox ofrece un
gran potencial para descubrir nuevas proteinas sus-
ceptibles al estrés oxidativo, correlacionar cambios
cuantitativos en el perfil de estas modificaciones
con el estado de una enfermedad o con el envejeci-
miento, y para caracterizar el sitio exacto y tipo de
modificacion via analisis MS/MS [3, 33]. Este tipo
de aproximaciones pueden dar lugar a la identifica-
cion de grupos de proteinas selectivamente oxidadas
en determinadas patologias y por tanto contribuir a
aclarar los mecanismos moleculares involucrados
en ellas. En esta revision nos centraremos en la
identificacion de grupos carbonilo, uno de los pro-
ductos de la oxidacion de proteinas. Hasta la fecha
diversos estudios protedmicos han demostrado que
la carbonilacidn es altamente selectiva, debido a que
en diferentes modelos de estudio se han identificado
grupos de proteinas particularmente sensibles al
estrés oxidativo. A continuacién se revisan algunas
de las estrategias utilizadas para la identificacion de
proteinas carboniladas. Un resumen de los estudios
referidos puede encontrase en la Tabla 1, mientras
que en la Figura 2 se presenta una vision esquema-
tica de las principales estrategias utilizadas.
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Tabla 1. Estudios en que se identifican proteinas carboniladas

Referencia Organismo Modelo Compuesto Estrategia P di:;;i':tlisas
Sistemas basados en electroforesis bidimensional
[40] Levadura Deficiencia en frataxina DNPH 2DE Oxi-blot 14
[39]  Cerebro humano Enfermedad de Huntington =~ DNPH 2DE Oxi-blot 4
[38] Levadura Envejecimiento DNPH 2DE Oxi-blot 16
[37] Cerebro humano Alzheimer DNPH 2DE Oxi-blot 4
[31] Raton Envejecimiento Fluorescein-5-Tiosemicarbazida ~ 2DE/deteccion fluorescente 12
[30] Levadura H,0, Biotina hidrazida 2DE/avidina-fluoresceina 20
[25] Rata Diabetes Biotina hidrazida 2DE avidin blot 7
[48]  Arabidopsis thaliana  Ciclo de vida DNPH 2DE Oxi-blot 5
Sistemas libres de gel
[28] Levadura H,0, Biotina hidrazida Afinidad/LC/proteolisis/MS-MS 99
[26] Mitocondria derata ~ Basal Biotina hidrazida + iTRAQ Afinidad/proteolisis/iTRAQ/LC-MS-MS 200
[27] Cerebro de raton Envejecimiento Biotina hidrazida Afinidad/LC/proteolisis/LC-MS-MS 100
[43] Células tumorales Tratamiento fotodindmico Biotina hidrazida Afinidad/1DE/proteolisis/ LC-MS-MS 81
[47] Levadura H,0, Reactivo de Girard LC-MS/MALDI-MS-MS 36
[44] Tejido adiposo Obesidad Biotina hidrazida Afinidad/proteolisis/ LC-MS-MS 37
’ T ———— ‘ viamente derivatizada con este
compuesto [35-37]. Un ejemplo
boroatedios ' Noretegics, de este tipo de aproximacion se
R ‘ Extraccién de Proteinas ‘—+ muestra en la Figura 3. En otros
Marcaje de carbonilos Marcaje de carbonilos casos. los carbonilos reactivos
(DNPH, Biotina hidrazida) (Biotina hidrazida) ’
] " son marcados covalentemente
oo Purificacién por afinidad con biotina-hidrazida y detecta-
(avidina-agarosa) dos en el gel mediante avidina-
Tincién de Deteccién de l fluoresceina [30] o avidina-pe-
Proteina Carbonilos roxidasa [25]. El uso de geles

Digestion en gel de spots

Anélisis y cuantificacién
carbonilados

N.I;rcaje iTRAQ
MALDI-TOF MS o MS/MS

l

Identificacién de proteinas carboniladas

Digestion triptica

Identificacion de proteinas carboniladas

bidimensionales ha demostrado
ser muy util para la identificacion
de proteinas oxidadas, especial-
mente cuando se comparan dos
condiciones fisioldgicas [38-40].
Presenta la ventaja de poder con-
tar por un lado con las imagenes

LC-MS-MS

4_I<—

Figura 2. Vision esquematica de diversas estrategias ana-
liticas utilizadas para la identificacion y cuantificacion de
proteinas carboniladas.

Sistemas basados en electroforesis bidi-
mensional

La electroforesis bidimensional (2DE) ha sido
ampliamente utilizada para la identificacion de pro-
teinas carboniladas a partir de muestras complejas.
La deteccion de esta modificacion oxidativa se puede
realizar mediante western blot con anticuerpos que
reconocen directamente la modificacion carbonilo en
la proteina (por ejemplo: anti —-4-HNE)[34], o bien
con anticuerpos anti-DNP si la muestra ha sido pre-

obtenidas tras la deteccion del
grupo funcional unido a los carbonilos y por otro
con aquellas obtenidas tras la tincion de los geles
mediante colorantes de proteinas (tincion con plata,
Sypro Ruby, Coomassie Brilliant blue, etc.). Esto
permite la normalizacion de la sefial de carbonilo
respecto a la cantidad de proteina. Hay que tener en
cuenta que como en cualquier analisis protedmico, el
estudio de las proteinas carboniladas esta sesgado a
favor de aquellas proteinas mas abundantes. Por tanto
la determinacion del nivel de carbonilacion relativo
de una determinada proteina es mas informativo que
el contenido total de proteina modificada. De lo con-
trario, aquellas proteinas abundantes pero con bajo
contenido de carbonilos especificos pueden apare-
cer como predominantes en oxi-blots, mientras que
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proteinas poco abundantes pero con niveles altos de
carbonilacion especifica podrian pasar desapercibidas
[10]. Asimismo un cambio en el nivel de expresion
de una determinada proteina entre dos condiciones
de estudio podria identificarse erroneamente como
un cambio en el grado de dafio de dicha proteina.
En este sentido conviene destacar que diversos estu-
dios basados en geles bidimensionales han permitido
identificar proteinas poco abundantes como altamente
sensibles al estrés oxidativo. Un ejemplo serian las
chaperonas mitocondriales [40-42].
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el dafio a una proteina determinada. Sin embargo,
esta estrategia no se acostumbra a utilizar ya que
para resultar concluyente requeriria del desarrollo
de aproximaciones especificamente encaminadas a
ese fin. Una forma indirecta de validacion de los re-
sultados es la medida de las actividades enzimaticas
de aquellas proteinas identificadas como oxidadas.
Esta aproximacion ha sido utilizada con éxito en
diversos estudios [9, 38, 40], aunque su principal li-
mitacion se encuentra en el hecho de que solo puede
aplicarse a enzimas para los cuales exista un método
eficaz para medir su actividad

enzimatica.
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Figura 3. Formacion de grupos carbonilo y deteccion
mediante anticuerpos anti-DNP (Oxi-Blot). A: El ataque
de un radical *OH a la cadena lateral de un aminodcido
genera un grupo carbonilo. El DNPH reacciona especifi-
camente con el grupo carbonilo formandose una hidrazona
estable que puede ser detectada inmunologicamente por
medio de anticuerpos especificos anti-DNP. B: Deteccion
de proteinas carboniladas en extractos celulares de dos
cepas de levadura mediante 2DE y Oxi-Blot. C: La tincion
de proteinas mediante plata de la misma region del gel
bidimensional permite la normalizacion de los niveles de
carbonilacion. Puede observarse que diversas proteinas pre-
sentan un mayor grado de carbonilacion en la cepa Ayfhl
(para detalle ver ref. 40).

A pesar de la gran informacion obtenida me-
diante el analisis protedomico basado en geles, exis-
ten limitaciones de este tipo de aproximacion para
el caso de andlisis a gran escala asi como para la
identificacion de proteinas de membrana o proteinas
poco abundantes. Por otro lado, el uso de geles bi-
dimensionales presenta como principal problema la
validacion de los resultados obtenidos. La compara-
cion de las imagenes obtenidas mediante tincion es-
pecifica (anti-DNP, por ejemplo) y proteina total no
siempre es facil, y el criterio a seguir en cada trabajo
queda en manos del investigador. La doble tincion
fluorescente permite, en teoria, un mejor empareja-
miento entre las distintas imagenes obtenidas. La
confirmacion mediante MS de la presencia de pép-
tidos modificados podria ser una forma de confirmar

espectrometria de masas. Estas
aproximaciones permitirian en
teoria obviar algunas de las limitaciones de los siste-
mas basados en 2DE descritas en el apartado anterior.
Sin embargo la desventaja de estas aproximaciones
es que no permiten un analisis cuantitativo del grado
de carbonilacion de las distintas proteinas identifica-
das en diferentes muestras, lo que limita su utilidad
como herramienta para el estudio de cambios en el
patrén de oxidacion de proteinas en distintas condi-
ciones biologicas. El sistema mas utilizado para el
enriquecimiento de las proteinas carboniladas es la
cromatografia de afinidad de avidina, para carboni-
los previamente derivatizados con biotina-hidrazida.
Posteriormente las proteinas enriquecidas son dige-
ridas y los péptidos obtenidos son identificados me-
diante LC-MS/MS [26-28, 43, 44]. Utilizando esta
tecnologia Soreghan y colaboradores identificaron
100 proteinas carboniladas en un inico experimento
a partir de homogenados de cerebro de ratones de di-
ferentes edades. Entre ellas destacan receptores poco
abundantes y proteinas mitocondriales implicadas en
el metabolismo energético y en la respuesta a estrés,
asi como receptores con residuos de tirosina fosforila-
bles. Ademas, fueron capaces de observar carbonilos
en proteinas citoplasmaticas abundantes previamente
identificadas mediante electroforesis bidimensional
[27]. Una extensién de esta tecnologia utilizando
iTRAQ ha permitido distinguir las proteinas carbo-
niladas de aquellas con afinidad a la avidina. De esta
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forma se han logrado identificar 200 proteinas car-
boniladas en extractos mitocondriales de misculo
de rata, lo cual muestra la gran susceptibilidad de
este tipo de proteinas ante el estrés oxidativo [26].
Otra alternativa consiste en el fraccionamiento me-
diante LC de las proteinas derivatizadas con biotina-
hidrazida tras su purificacion mediante cromatografia
de afinidad de avidina y previamente a su digestion.
Utilizando esta aproximacion “top-down” Mirzaei y
Regnier identificaron 99 proteinas carboniladas en
levaduras tratadas con H,0, [28].

Identificacion del sitio de carbonilacion

En los ultimos afios se han intentado desarrollar
metodologias para identificar el aminoacido modi-
ficado oxidativamente. Esta informacion es impor-
tante para entender en profundidad los mecanismos
oxidativos por los cuales se estan produciendo los
grupos carbonilo, asi como para conocer los efectos
funcionales que una modificacion a un determinado
aminoacido puede causar en la proteina. Existen
diferentes estrategias analiticas para la deteccion
del aminoacido modificado. La mayoria de estas
metodologias estan basadas en la observacion de
la variacion de la masa molecular especifica de un
aminoacido modificado covalentemente, que es fa-
cilmente detectable mediante mediciones de espec-
trometria de masas. En algunos de los estudios en
que se ha usado la biotina-hidrazida para el marcaje
y purificacion de proteinas carboniladas, la identifi-
cacion de péptidos biotinilados ha permitido confir-
mar la modificacion oxidativa y asimismo conocer
su localizacion [28, 43]. Por otro lado, la reaccion
de 4-HNE con los residuos de lisina, histidina y cis-
teina puede ser monitorizada en proteinas intactas,
detectando los productos correspondientes con un
incremento de 156 Da. Asimismo, puede ser identi-
ficado el péptido especifico que lleva esta diferencia
de masa [3, 34, 45]. Existe otra aproximacion que
permite la identificacion mediante MALDI-TOF
de péptidos modificados oxidativamente mediante
la adicion de DNP por reaccion con 4-HNE. Los
péptidos carbonilados pueden ser identificados por
la diferencia de masa de 180 Da (correspondiente al
DNP) existente entre muestras derivatizadas y sin
derivatizar. Dada la baja estabilidad de la hidrazo-
na en las condiciones habitualmente utilizadas en
MALDI-TOF, esta estrategia requiere del uso de
DNPH como matriz de ionizacion [46]. Finalmente,
Mirzaei y Regnier utilizaron dos formas isotopicas
del reactivo de Girard (que contiene un grupo hi-
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drazida) para caracterizar el lugar de carbonilacion
de proteinas provenientes de extractos de levaduras
tratadas con H,O, [47].

Queda claro que las técnicas protedmicas estan
ayudando a profundizar en la deteccion, identifica-
cion y los mecanismos subyacentes en las modifica-
ciones oxidativas de las proteinas. Con ello se con-
tribuye a una mejor comprension de la trascendencia
de estas modificaciones a nivel celular. El impacto
de ellas sobre la fisiologia celular serd, sin duda, el
proximo reto, es decir, como se afecta el metabolo-
ma de la célula como consecuencia de la alteracion
en la funcion de determinadas proteinas.
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Introduccion

La glicosilacion de proteinas constituye una de
las modificaciones postraduccionales mas relevan-
tes y mayoritaria. Como modelo eucariota en el
estudio de la glicosilacion se ha utilizado la leva-
dura Saccharomyces cerevisiae. La mayoria de las
proteinas presentes tanto en la pared celular como
en las membranas fungicas estan glicosiladas. En
este trabajo se ha estudiado la expresion diferencial
de proteinas presentes en la fraccion de membrana,
enriquecida en proteinas glicosiladas, de una cepa
parental SEY 6210 respecto a un mutante defectuoso
en el proceso de O-glicosilacion (pmt4A). Debido
a la naturaleza de estas proteinas se seleccioné el
método de marcaje isobarico “iITRAQ”, no basado
en gel, para su estudio.

Materiales y métodos

Para la extraccion de proteinas de membrana se llevo
a cabo la eliminacion de la pared celular de la leva-
dura mediante la formacion de protoplastos. Tras la
rotura mecanica de los mismos y ultracentrifugacion
de la muestra en un gradiente de sacarosa se obtuvo
la fraccion enriquecida en membranas. El posterior
tratamiento de dicha fraccion con carbonato sodico
(abre vesiculas) y el detergente ASB, condujo a la
obtencion final de la muestra enriquecida en protei-
nas de membrana.

Puesto que la metodologia iTRAQ permite com-
parar hasta 4 muestras simultineamente, cada cepa
se marco por duplicado utilizando los reporters 114
y 116 para dos alicuotas de la cepa parental; y 115
y 117 para dos alicuotas de la cepa mutante. Asi

! Este trabajo se presento en las “I Jornadas Bienales de Protedmi-
ca” (SEProt, Sitges, 21-22 febrero 2008)

pudimos estimar la reproducibilidad del marcaje
sobre una misma réplica bioldgica, exactamente en
las mismas condiciones experimentales (Gan et al,
2007). La muestra resultante se separ6 mediante 2D-
LC off-line. El eluido, aplicado de forma automatica
sobre una placa, se analiz6 mediante MALDI-TOF/
TOF. Los espectros se enfrentaron contra la base de
datos SwissProt usando MASCOT como motor de
busqueda. Los ratios de interés se calcularon utili-
zando el area bajo la curva de cada ion marcador y
se normalizaron respecto a la mediana.

Resultados

De 458 proteinas identificadas (C1%>95%), s6lo
se consideraron aquellas con 2 6 mas péptidos: 240
(CI%>99.99%). Al enfrentar la muestra mutante
frente a la control, y teniendo en cuenta la reprodu-
cibilidad del marcaje, se observa que un porcentaje
importante de las proteinas del mutante han dismi-
nuido su expresion. Cabe destacar entre estas pro-
teinas subexpresadas en el mutante, proteinas impli-
cadas o relacionadas con el proceso de glicosilacion
como Ktr3p, Anplp, Dpmlp, Stt3p y Mnnlp.

En la actualidad se estan analizando nuevas ré-
plicas biologicas.
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Introduction

Blue-Native Polyacrylamide Gel Electrophore-
sis (BN-PAGE) is a powerful technique to separa-
te and analyse protein complexes from biological
membranes. The technique was developped to sepa-
rate protein complexes from mitochondria (Schég-
ger and Von Jagow, 1991) but has been extended
to the analysis of proteins of different membrane
systems (Heinemeyer et al., 2007). Regarding a
research project aimed in the study of the function
of maize chloroplastidial transglutaminase (chlT-
Gase) and the characterisation of protein post-trans-
lational modifications (PTM’s) mediated by this
enzyme (Villalobos et al., 2004; Carvajal-Vallejos
et al., 2007; Santos et al., 2007) we undertaken a
work to optimize the solubilisation of thylakoid
protein complexes from maize and characterize the
complexes by BN-PAGE and mass spectrometry
(MS). Using the non-ionic detergent n-dodecyl-f3-
D-maltoside (DDM), protein complexes could be
efficiently solubilised from thylakoid extracts and
separated by BN-PAGE. Protein bands were subjec-
ted to trypsin digestion and analysed by micro LC-
MS/MS. Thylakoid proteins could be identified and
the different complexes separated by BN-PAGE in-
ferred. We regard this approach of relevant analyti-
cal power to study the maize thylakoid membrane
complexes and modifications occurring in the subu-
nits of each complex upon environmental stimulus.
To the best of our knowledge this work represents
the first characterization of maize thylakoid protein
complexes by BN-PAGE and MS.

' This work was presented at the “I Jornadas Bienales de Proted-
mica” (SEProt, Sitges, 21-22 febrero 2008)

Materials and methods

Leaves from 20 day greenhouse growth maize
seedlings were collected and thylakoid enriched
fractions were obtained (Berthold et al., 1981).
Protein concentration was determined by Bradford
method. A first experiment was performed in which
thylakoid protein complexes were solubilized
with non-ionic detergent n-dodecyl-B-D-maltoside
(DDM) at 1.3% (w/v) (Heinemeyer et al., 2007), to
protein concentrations of 2, 3 and 6 mg /ml. Effi-
ciency of protein solubilization was assessed by
BN-PAGE (Heinemeyer et al., 2007). Results are
presented in terms of the ratio between detergent and
protein weight in the sample. A second experiment
was made to verify the effects of detergent concen-
tration (0.95%-1.8%) on BN-PAGE protein patterns,
taking as reference the most suitable solubilization
condition considered in the first experiment. Protein
bands from BN-PAGE gels were isolated, digested
according to Pandey et al. (2000) and analyzed by
micro LC-MS/MS (LTQ mass spectrometer, Thermo
Finnigan). Peptides were concentrated in a Peptrap
(ThermoElectron) and separated in a reversed-phase
column (ThermoElectron) with a linear gradient of
5% to 80% acetonitrile with 0.1% formic acid at
flow rate of 2ul/min. All product ion spectra were
searched using TurboSEQUEST (Bioworks 3.3.1,
Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA) against Uni-
prot database (downloaded from NCBI website,
5128948 protein entries). Peptide recognition take
in account a peptide probability superior to 0,01
and Xcorr correlation with charge state of 1.5, 2.0,
2.5 and 3.0 for 1+, 2+, 3+ and 4+ charged peptides.

Results

Proteins from thylakoid membranes were solu-
bilized with different ratios of detergent to protein
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and separated by BN-PAGE (Fig. 1). The lowest
ratio tested that allowed obtaining a clear BN-PAGE
pattern was 5:1. This BN-PAGE pattern is consistent
with the BN-PAGE patterns reported for other spe-
cies thylakoid membranes, which lead us to consider
this detergent:protein ratio appropriated for the so-
lubilization of thylakoid membrane complexes from
maize. Further increase in detergent to protein ratio
lead to changes in BN-PAGE pattern resulting in
the increase of the complex with approximately 242
kDa and the decrease of the high MW complexes
(Fig.1). In order to identify the complexes being se-
parated by BN-PAGE, protein bands were isolated,
subjected to in-gel trypsin digestion and the resul-
ting peptide mixtures analyzed by LC-MS/MS.

kDa
720 —

kDa

720 —
480 —

480 —
242 —

146 — 242

6 — & 146 —

Figure 1. Solubilization of thylakoid protein complexes
and separation by BN-PAGE. Solubilization performed at
a DDM to protein weight ratio of 1:1 (1), 2:1 (2), 5:1 (3),
6.4:1 (4), 8:1 (5) and 10:1 (6). Decrease (a) and increase
(b) in abundance of thylakoid complexes.

Distinct proteins that are part of the composition
of the major thylakoid protein complexes were iden-
tified (Fig. 2). With this information we could infer
the presence of the several complexes separated
in BN-PAGE and respective level of organization

(Fig.2).

BN-
PAGE band

KDa

Subunits identified Thylakoid complexes

-1 1 PSI-F; atpB; peth; Cab26; psaD; psbS; psbB; psbA ATPase; PSLLHCI, PSIL; oyt b6

20—

-2 2 psaA-B; Ihcal-3; psaD; psaF; atpA-B; psbD; psbB ATPase; PSI-LHCI; PSII

480 —
-3

-4
42— -5

psbA-E; petA-C; atpA; atpB ATPase; cyt béff, PSII
psbA-B; psbD; psbS psll

145 —
—8 Lhcb1-3; psbE; psbB; psbD; hcbd-5 LHCII-PSII

o o s o

"— Lhcbd-5; psbC; FTSH; PsbS; lhch2 LHCII-PSII

Figure 2. Protein identification by LC-MS/MS and
assessment of thylakoid complexes separated by BN-PAGE.
Underlined are the complexes that were reported also by
other authors.
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A general BN-PAGE pattern for maize can be
described that is in accordance with previous works
of BN-PAGE from thylakoid membranes of hig-
her plants. High similarity is verified with barley
thylakoid protein complexes separated by BN-PAGE
(Ciambella et al., 2005) consisting in the existence
of LHCII-PSII and LHCI-PSI supercomplexes (>
600 kDa), LHCI-PSI complex and PSII dimeric core
(band 2), Cyt b6/f dimer, ATPase and PSII monomer
core complexes (bands 3 and 4) and the trimer and
monomer LHCII (bands 5 and 6, respectively).

Conclusions

In this work we were able to establish a pro-
cedure to solubilize maize thylakoid protein com-
plexes. Blue-native PAGE allowed the separation
of complexes and further analysis by MS. Protein
identification was achieved and sequence informa-
tion of the several complex subunits obtained. This
approach allows a level of fractionation of thylakoid
membrane proteome suitable for a deeper characte-
rization of the subunits of the complexes including
LHCII proteins. Ongoing work consists in establish
the second-dimension from BN-PAGE in denaturing
conditions, the analysis of thylakoid proteins by MS
in conditions of chloroplastidial transglutaminase
activity and identification of post-translational mo-
difications mediated by this enzyme.
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Proteomics as a complementary tool for identifying unintended side effects
occurring in transgenic maize seeds as a result of genetic modifications'

Maria G. Egidi, Anna Maria Timperio, Sara Rinalducci, Giovanni Monastra*, Lello Zolla

Lab. of Proteomics and Genomics, Department of Environmental Sciences, University of Tuscia, 01100,
Viterbo, Italy. * Istituto Nazionale di Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione (INRAN), Roma, Italy

In order to improve the probability of detecting
unintended side effects during maize gene manipu-
lations by bombardment, proteomics was used as
an analytical tool complementary to the existing
safety assessment techniques. Since seed proteome
is highly dynamic, depending on the species vari-
ability and environmental influence we analyzed
the proteomic profiles of one transgenic maize va-
riety (event MON 810) in TS and T6 generation
with their respective isogenic controls (F5 and F6).
Thus, by comparing the proteomic profiles of F5
with F6 we could determine the environmental ef-
fects, while the comparison between F6 and T6
seeds from plants grown under controlled condi-
tions allowed us to investigate the effects of DNA
manipulation. Finally, by comparing T5 with T6
seed proteomes it was possible to get some indica-
tions about similarities and differences between the
adaptations of transgenic and isogenic plants to the

! This contribution was presented at the II Meeting (WG 2) of the
Plant Proteomics in Europe- COST Action FA 0603

same strictly controlled growth environment. Ap-
proximately 100 total proteins resulted differentially
modulated in the expression level as a consequence
of the environmental influence (F6 vs. F5), whe-
reas 43 proteins resulted up- or down-regulated in
transgenic seeds with respect to their controls (T6
vs. F6), which could be specifically related to the
insertion of a single gene into a maize genome by
particle bombardment. Transgenic seeds responded
differentially to the same environment as compared
to their respective isogenic controls, as result of the
genome rearrangement derived from gene insertion.
To conclude, an exhaustive differential proteomic
analysis allows to determine similarities and differ-
ences between traditional food and new products
(substantial equivalence), and a case-by-case assess-
ment of the new food should be carried out in order
to have a wide knowledge of its features.
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Lista de términos y expresiones técnicas en inglés y su traduccion recomendada

al castellano

Joaquin Abidn, Jesus Vazquez

Esta lista sera actualizada en los siguientes nu-
meros de la revista, de acuerdo a las sugerencias
recibidas por los socios. Esperamos vuestras contri-
buciones y comentarios, que podéis enviar a Joaquin
Abian (Joaquim.Abian.csic@uab.cat) o Jesus Vaz-
quez (jvazquez@cbm.uam.es).

Se recomienda usar las abreviaturas inglesas en
todos los casos. También se recomienda indicar la
traduccion al castellano la primera vez que se usa el
término o la expresion cuando se prefiera utilizar la
notacion inglesa original.

Término en Inglés

Traduccion recomendada al Castellano

hard/soft ionization

field desorption (FD)

plasma desorption (PD)

fast atom bombardment (FAB)

electron ionization (EI)

secondary ion mass spectrometry (SIMS)
electrospray ionization (ESI)
Microelectrospray

Nanospray

lonspray

matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI)
surface enhanced laser desorption ionization (SELDI)
time of flight (TOF)

ion trapping

ion trap (IT)

quadrupole ion trap (QIT)

3D-ion trap

Inear ion trap (LIT)

linear trap quadrupole (LTQ)

reflector (for TOF analyzers)

ion cyclotron resonance (ICR)

Fourier transform (FT)

Fast Fourier transform (FFT)

Orbitrap

ion monitoring

Sfull width half mass (FWHM)

delayed extraction (DE)

ionizacion dura/suave

desorcion por campo eléctrico

desorcion por plasma

bombardeo con atomos rapidos

ionizacion electronica o ionizacion por electrones
espectrometria de masas de iones secundarios
ionizacion por electrospray
microelectrospray

nanospray

ionspray

ionizacion mediante desorcion por laser asistida por matriz
ionizacion por laser inducida en superficie
tiempo de vuelo

confinamiento de iones

trampa ionica o trampa de iones

trampa i6nica cuadrupolar

trampa i6nica tridimensional

trampa ionica lineal

cuadrupolo de confinamiento lineal

reflectron

resonancia ciclotronica de iones
transformada de Fourier

transformada rapida de Fourier

Orbitrap

monitorizacion de iones

anchura de pico a media altura

extraccion retardada
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Término en Inglés

Traduccion recomendada al Castellano

bottom-up approaches

top-down approaches

on-line (with)

off-line

mass selective instability

(protein) band/spot

peptide mapping

peptide mass fingerprint

(protein identification by) peptide mass fingerprinting
(PMF)

(protein) sequence coverage
collision-induced dissociation (CID)
surface-induced dissociation (SID)
infrared multiphoton dissociation (IRMPD)
electron-capture dissociation (ECD)
electron-transfer dissociation (ETD)
sustained off-resonance irradiation collision-induced
dissociation (SORI-CID)

tandem mass spectrometry (MS/MS)
sequence tag

database search engine

mock or decoy database

post-translational modification (PTM)

shotgun analysis

métodos bottom-up o de abajo hacia arriba
métodos top-down o de arriba hacia abajo
on-line, en linea ¢ acoplado (a)

off-line, fuera de linea o desacoplado
desestabilizacion selectiva de masas
banda/mancha de proteina

mapeo peptidico

huella de masas peptidicas

identificacion de proteinas a partir de la huella de masas
peptidicas

cobertura de secuencia (de una proteina)
disociacion inducida por colision

disociacion inducida por superficie
disociacion por (haces de) fotones infrarrojos
disociacion por captura de electrones
disociacion por transferencia de electrones
disociacion inducida mediante colision por irradiacion
sostenida no resonante

espectrometria de masas en tandem

marca 0 etiqueta de secuencia, subsecuencia
motor de bisqueda en base de datos

base de datos sefuelo 6 aleatoria

modificacion post-traduccional

27*

* Animamos a los socios a presentar sugerencias para la traduccion al castellano de esta expresion. Las sugerencias

enviadas se discutiran en el proximo niimero de la revista.
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Instrucciones a los autores

65

Proteomica es la revista oficial de la Sociedad Espafiola de Protedmica. Su periodicidad sera semestral y
sera publicada por el Servicio de Publicaciones de la Universidad de Cordoba.

La revista publicara articulos originales y comu-
nicaciones breves de contenido cientifico o técnico,
asi como articulos de revision, tutoriales y opinio-
nes, notas o comentarios sobre cualquier aspecto
relacionado con la protedmica. Incluira informacion
sobre nuestra Sociedad y sobre los socios, grupos
e instituciones que la componen. El idioma sera el
castellano, aunque se admitiran contribuciones en
otras lenguas, preferentemente el inglés.

Aunque Proteomica se distribuira preferente-
mente en Espafia y Latinoamérica, pretende tener un
caracter internacional, extendiendo su distribucion
a otros paises. Esta revista se envia, sin coste algu-
no, a los socios de la SEProt, y a las instituciones
y organismos publicos o privados vinculados a la
SEProt o al campo de la protedmica. Existira una
version impresa, editada por el Servicio de Publi-
caciones de la UCO, y una version “on-line” que
aparecera en la pagina web de la SEProt y de la
Universidad de Cordoba.

Todas las contribuciones seran revisadas por el
comité editorial, y su formato debera ajustarse a las
instrucciones que se adjuntan. Los articulos origina-
les, las comunicaciones breves, las revisiones y los
tutoriales seran evaluados cientificamente por uno o
dos revisores elegidos por el comité editorial. Todas
las contribuciones reflejan la opinion de sus autores
y no necesariamente la opinion del Comité Editorial
ni de la Junta Directiva de la SEProt.

Los manuscritos se enviaran por correo electro-
nico, a la direccion bfljonoj@uco.es.

Los articulos originales, las revisiones y los tu-
toriales deberan ir acompanados de una carta de
presentacion del trabajo (cover letter) y tendran una
extension maxima de 15 paginas A4; las comunica-
ciones breves también deberan incluir una carta de
presentacion y tendran una extension maxima de
8 paginas A4; el resto de las contribuciones tendra
una extension maxima de 4 paginas. Para el calculo
de la extension se tendran en cuenta, ademas del
texto, las figuras, las tablas, las ilustraciones y las
referencias. No se considera la publicacion en color,
por lo que las ilustraciones, fotografias y graficos
apareceran en blanco y negro. Deberan enviarse, en

archivos separados, por una parte el texto y las tablas
(preferentemente en Word) y por otra las figuras (en
formato pdf, a 250-300 dpi de resolucion y al tamafio
de impresion final). Los autores deberan verificar
que los detalles de las figuras se imprimen a partir
de los ficheros con la calidad requerida y que el tex-
to que incluyan las figuras sea legible al tamafo de
reproduccion final. Las tablas y leyendas de figuras
deben ir al final del texto. El texto debe ajustarse al
siguiente formato: letra Times New Roman, tamafio
12, doble espacio, paginas y lineas numeradas, jus-
tificacion total.

Los articulos originales deben tener las siguien-
tes secciones:

Portada. Incluira el titulo, la lista de autores
(nombre y apellido(s)) y su afiliacion, y los
datos completos del autor con el que se man-
tendra la correspondencia. La afiliacion de los
autores, en el caso de que exista mas de una, se
indicard mediante un simbolo en formato supe-
rindice detras del nombre de cada autor.

Resumen (maximo de 250 palabras) y palabras
clave (maximo de 6, separadas por comas).

Introduccion. Debera evitarse una revision
demasiado extensa del tema y deberd justificar
adecuadamente el contenido del trabajo.

Materiales y métodos. Esta seccion debera ser
breve, limitandose a describir los procedimien-
tos que sean novedosos y referenciando aquellos
ya descritos. Las descripciones tendran el sufi-
ciente detalle para permitir la repeticion de los
experimentos.

Resultados.

Discusion. Los Resultados y la Discusion
podréan agruparse en una unica seccion.

Referencias
Agradecimientos

Las abreviaturas se incluiran como nota al pié
de pagina la primera vez que aparezcan en el texto.
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Como norma general, no deben incluirse abreviatu-
ras ni en el titulo ni en el resumen.

El sistema de citas bibliograficas y referencias,
a partir del nimero 3 de la revista, sera un formato
basado en la revista Journal of Proteomics. Las
referencias se citaran en el texto mediante numeros
entre corchetes cuadrados de acuerdo a su orden
de citacion: cita simple[1], cita de varias referen-
cias[2-4], cita de referencias alternadas[ 1, 3-5]. To-
das las referencias deben ser numeradas de forma
consecutiva. Las referencias a trabajos que no hayan
sido publicados no se incluiran en la seccion de Re-
ferencias; dichos trabajos deberan citarse, en el texto
y entre paréntesis de acuerdo al siguiente forma-
to: (Corrales F, Jorrin J, resultados no publicados),
(Corrales F, Jorrin J, manuscrito enviado), (Jorrin J,
Corrales F, comunicacion personal).

Las publicaciones seran citadas en la seccion
de Referencias segun su orden de aparicion y de
acuerdo a los siguientes ejemplos:

[1]  Storey JDy Tibshirani R. Statistical significance
for genomewide studies. Proc Natl Acad Sci U
S A 2003;100:9440-5.

[2]  OngSE, Blagoev B, Kratchmarova I, Kristensen
DB, Steen H, Pandey A, et al. Stable isotope
labeling by amino acids in cell culture, SILAC,
as a simple and accurate approach to expression
proteomics. Mol Cell Proteomics 2002;1:376-
86.

[3]  Stults JT, Henzel W], Wong SC y Watanabe C,
Identification of Electroblotted Proteins by Pep-
tide Mass Searching of a Sequence Database en
Mass Spectrometry in the Biological Sciences
(editores: Burlingame A.L.y Carr S.A.), Huma-
na Press, Totowa, New Jersey 1996, pp. 151-70.

[4] Kyte J. Mechanism in Protein Chemistry, Gar-
land Publishing, Inc., 1995.
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[5] Castillejo MA. Analisis de los cambios de expre-
sion producidos por un inhibidor de quinasas en
células endoteliales. Tesis Doctoral, Universidad
de Cordoba, 2005.

Con objeto de facilitar la edicion de los manus-
critos se ha preparado un fichero de estilo para el
programa EndNote denominado Proteomica.ens,
accesible desde nuestra pagina web. Para poder usar
este fichero hay que colocarlo en el subdirectorio
Styles del EndNote.

Las tablas y figuras llevaran numeracion arabica
y se citaran en el texto en el siguiente formato: ta-
bla 3, figura 2. Las tablas deberan llevar un titulo y
podran incluir notas a pie de tabla, que se referiran
al contenido de la tabla usando simbolos en formato
superindice. Todas las figuras deberan llevar una
leyenda conteniendo un titulo lo mas representativo
posible del contenido de la figura, en negrita, y un
texto explicativo lo mas conciso posible; la descrip-
cion detallada o la interpretacion de la figura, en su
caso, debera hacerse en el texto del manuscrito.

Las comunicaciones breves deben ajustarse al
mismo formato que los articulos originales, y con-
tendran un resumen (maximo 250 palabras), una
lista de palabras clave (maximo de 6, separadas por
comas), una unica seccion conteniendo el texto prin-
cipal, y las referencias y agradecimientos, ademas de
las tablas y figuras. El texto principal debera introdu-
cir adecuadamente el tema, explicar la metodologia
utilizada, y comentar y discutir los resultados.

Los articulos de revision y los tutoriales tendran
un formato libre pero deberan incluir un Resumen
(méximo 250 palabras) y una lista de palabras clave
(maximo de 6, separadas por comas). El resto de
las contribuciones tendra un formato libre. Todas
las contribuciones deberan respetar el formato de
los articulos originales en cuanto a tablas, figuras,
abreviaturas y referencias.






El ruido campa
Por edredones
De madrugada.
El ruido traza
De sombra y grana
Largos girones

En la manana.

El ruido alegre

Fragmenta en serio.

El ruido pierde
El agua duende
Y amonio entero.
Pero no tiene
Secuencia, anhelo

Mi ruido verde.

La nube es ruido
De azul prendido
Que al sol venera.
La nube llena
De azar fluido
Es un latido

De altura etérea.

Los cambios claros

Se ven a ojo
Mas los dudosos

No son tan raros.

Y el ruido, jes cojo?

Va retozando,
Cambios creando

De puro antojo.

POETOMICA
“"Review del ruido”

Umbral de gloria

Rozan espectros

Frente a los péptidos

Vueltos de cola.

Y aunque s€ asoman

Entre los ciertos
Ruido son, vértigo

De carambola.

Del ruido brota
La maravilla.
El ruido borda

De pliegue y roca

La cumbre alpina.
De ruido herida
Y arista rota,
La nieve explota

De luz, arriba.

La ciencia inquiere
Si el ruido puede
Copiar su esquema.
[ Tendré la idea
Cimiento fuerte
Si unidos crean
Azar y suerte
Indicio leve

De coincidencia?

El ruido es vida
Si se elimina
Su torbellino.

La vida es ruido

Con lente fina.
Mas con precisa
tecnologia
Salen del ruido
-iFourier, amigo!-
Las proteinas.

SEProt, pequenia,
Ta ya lo sabes,
El euro, ingrave,
Nos escasea.
Mas, eupera,
Tu joven gesta
Saldra adelante
Seguro, a base
De ruido y clase.

Llevan al ruido
Todas las rutas,
Donde se busca
Siempre escondido.
jPero mi ruido!
Ruido dormido,
Ruido que arrullas
Hasta en mi oido.

El ruido corre
Lleno de arrojos
Ante mis 0jos.
Y sin sonrojo
La tarde escoge
Para su pose
Fractales rojos.

Jesus Vazquez



