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Prélogo Manual de Proteémica - Volumen Il

Hace ya cinco anos que salia a la luz la primera edicion del Manual de Protedmica
editado por la SEProt, el cual nacid con la intencion de ser un referente didactico en
castellano para estudiantes y jovenes cientificos con interés por adquirir conocimien-
tos basicos sobre protedmica. Esa primera edicion, fundamentalmente introductoria
y técnica, da paso ahora a una segunda muy enfocada a aspectos practicos y me-
todologicos avanzados de gran aplicacion, por ejemplo, en campos tan relevantes
como el de la protedmica clinica. Se cubren ahora, por tanto, apartados no explorados
anteriormente o0 que necesitaban ser actualizados. Asi, en la presente edicion se abor-
dan en profundidad distintas aproximaciones de protedmica cuantitativa, incluyendo
label-free, ademas de incluirse un capitulo dedicado a estudios top-down. El andlisis
de PTMs especificas mas alla de las tipicas fosforilaciones o glicosilaciones, como es
el caso de ubiguitinacion, acetilacion y metilacion, de gran relevancia en los sistemas
biologicos, sera abordado en detalle en otro capitulo que también se ocupara de ana-
lisis cuantitativos de PTMs basados en espectrometeria de masas y anticuerpos. Los
dltimos avances en microarrays de proteinas y MS imaging también tienen su espacio
en la presente edicion, asi como un capitulo dedicado a interactomica, todo ello de
gran utilidad por ejemplo para la busqueda de dianas farmacoldgicas y biomarcadores
en condiciones patologicas. Esto uUltimo encuentra su complemento ideal en un capi-
tulo dedicado a explicar la situacion actual del Proyecto Proteoma Humano (HPP) y los
principales logros conseguidos hasta la fecha, y en otro dedicado a la proteogenomi-
ca, poniendo énfasis precisamente en los estudios llevados a cabo en el contexto del
HPP. El Manual se completa con un par de capitulos metodologicos dedicados a frag-
mentacion peptidica y de proteinas por fotodisociacion, y a métodos de adquisicion
de datos en espectrometria de masas (DIA vs. DDA). En resumen, esperamos que
esta segunda edicion del Manual de Protedmica de la SEProt sea de vuestro agrado
y contribuya al objetivo de fomentar el interés y conocimiento sobre la investigacion
en el campo de la Protedmica en nuestro pais y en otros muchos de habla hispana.

Angel Garcia e Ignacio Casal

Presidente y Vicepresidente de la SEProt
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1. Introduccion.

El reciente desarrollo de la protedmica permite a los investigadores identificar un ele-
vado numero de las proteinas presentes en un sistema bioldgico con relativa facilidad.
Sin embargo, para conocer y entender con detalle los sistemas biologicos no basta
con saber cuéles son sus componentes sino que también es necesario saber la abun-
dancia de cada uno de ellos. Indudablemente, el andlisis diferencial de proteinas es
una estrategia experimental muy atractiva para los investigadores y ha estado presente
desde las etapas iniciales de la protedmica. De hecho, el flujo de trabajo desarrollado
inicialmente consistia en la separacion y cuantificacion de proteinas mediante electro-
foresis bidimensional (2-DE) seguido de la identificacion de las proteinas diferenciales
mediante huella peptidica.

La protedmica cuantitativa tiene por objeto determinar la abundancia de las proteinas
presentes en el sistema bioldgico objeto de estudio. La cuantificacion puede ser
absoluta, si se proporciona la abundancia de las distintas proteinas presentes en una
muestra, o relativa, si se proporciona el cambio de cada proteina en distintas muestras.
La cuantificacion de proteinas, sin embargo, no es trivial y supone un reto importante
para cualquier técnica analftica. La dificultad deriva, principalmente, de dos factores.
Por un lado, el amplio rango de concentraciones de proteinas presentes en una mues-
tra. Se ha estimado que, en células de levadura, la abundancia de proteinas puede
oscilar entre 50 y mas de un millén de copias por célula (1, 2). Por otro lado, el nimero
de proteinas distintas presentes en la muestra es elevado (3). El nimero estimado de
proteinas expresadas en una célula de mamifero es de 10000 (4). Sin embargo, el
numero de variantes y proteinas modificadas puede aumentar considerablemente este
numero. Por tanto, para abordar la cuantificacion del proteoma necesitamos técnicas
analiticas capaces de discriminar entre miles de especies quimicas distintas que se
encuentran distribuidas en un rango de concentraciones que abarca varios drdenes
de magnitud (5). Aunque la cobertura del proteoma que se obtiene con las técnicas
de protedmica aumenta de manera constante, todavia no es completa. El nimero de
proteinas que pueden ser cuantificadas es todavia menor ya que los requisitos para
cuantificar son mas exigentes que para identificar proteinas (6).
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Para abordar la cuantificacion de proteinas no hay un Unica metodologia sino que
disponemos de distintas estrategias experimentales. Como suele suceder, se trata
de estrategias complementarias, cada una con sus ventajas y limitaciones. Como se
ha mencionado anteriormente, la estrategia inicial de cuantificacion mas utilizada fue
la 2-DE. En este caso se cuantifican las proteinas de la muestra mediante un analisis
de las imagenes de los geles tras una tincion especifica de proteinas. Esta estrategia
lleva asociados algunos inconvenientes o limitaciones que han impulsado el desarrollo
de nuevas formas de cuantificacion. En la actualidad, la 2-DE es la principal estrategia
basada en la separacion y cuantificacion de proteinas completas. La mayor parte de
las estrategias alternativas se han desarrollado para analizar péptidos y obtener datos
cuantitativos mediante espectrometria de masas. Existen multiples métodos de cuan-
tificacion que se diferencian en su fundamento tedrico, tratamiento experimental de la
muestra, andlisis de los datos o en la informacion que utilizan para la cuantificacion.
Asl pues, podemos diferenciar los métodos sin etiqueta o label-free, que no introdu-
cen ningun tipo de modificacion quimica, de los métodos que utilizan un marcaje de
los péptidos con distintos isdtopos estables. La introduccion de etiquetas molecula-
res permite el multiplexado, es decir, la transmision de varias sefiales independientes
a través de un mismo canal. De esta forma, si marcamos los péptidos de distintas
muestras con etiguetas distintas se pueden combinar, realizar un Unico tratamiento ex-
perimental y analizar finalmente los péptidos procedentes de cada muestra de manera
individual. El multiplexado reduce considerablemente la variabilidad experimental. Sin
embargo, excepto en el caso del marcaje metabdlico, la introduccion de la etiqueta
implica un paso adicional en el procesado de la muestra y, por tanto, una posible fuen-
te de variabilidad y error. Ademéas, en ocasiones, las etiquetas comerciales pueden
incrementar el coste del experimento considerablemente. Otro criterio de clasificacion
podria ser el tipo de sefial que se utiliza para la cuantificacion. En este sentido, hay
métodos basados en la intensidad de las sefiales que llegan al detector del espectro-
metro de masas mientras que otros se basan en el nimero de péptidos o espectros
que se asignan a cada proteina identificada. Atendiendo al tipo de etiqueta que se
utiliza, hay métodos de cuantificacion que afiaden etiquetas quimicamente idénticas
que pueden tener la misma masa (isobaricas) o distinta masa (no isobaricas). En el
caso de las etiquetas isobéricas, la cuantificacion se realiza con la informacion de los
espectros de fragmentacion, en los que se observan iones reporteros especificos
de cada una de las etiquetas. Por el contrario, las etiquetas no isobéricas muestran
dobletes o tripletes en los espectros de masas. Estas diferencias tienen sus conse-
cuencias a la hora del andlisis de los datos e incluso en cuanto a los instrumentos con
los que se pueden analizar las muestras.

Cuando estamos interesados en cuantificar proteinas nos enfrentamos al problema
de decidir cudl de las estrategias experimentales disponibles debemos utilizar. Pues-
to que ninguna de las opciones puede considerarse como definitiva, es necesario
conocer los aspectos basicos de cada una de ellas, sus ventajas y limitaciones, su
implementacion en el flujo de trabajo del laboratorio o la informacion que pueden pro-
porcionar antes de seleccionar la que mejor se adapte a nuestras necesidades. Con
este objetivo en mente, en este capitulo se describen, sin pretender ser exhaustivos,
algunas de las estrategias de protedmica cuantitativa mas utilizadas.
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2. Cuantificacion mediante electroforesis
bidimensional: 2D-DIGE.

2.1. Introduccioén

La electroforesis bidimensional (2-DE) ha sido durante muchos afnos la técnica de
eleccion para la separacion de proteinas en los estudios de expresion diferencial de
proteinas. Esto se debe a su elevado poder de resolucion que se consigue utilizan-
do dos propiedades intrinsecas de las proteinas: en la primera dimension, su punto
isoeléctrico y en la segunda, su peso molecular. Para la separacion por punto isoeléc-
trico se utiliza un gradiente de pH y en la segunda dimension un gel desnaturalizante
de poliacrilamida (SDS-PAGE). La técnica descrita por O'Farrel en 1975 (7) ha sufrido
diversas modificaciones, como el desarrollo de los gradientes de pH inmovilizados o
tiras de immovilinas (IPGs) que han supuesto un aumento notable de la reproducibi-
lidad y versatilidad y han permitido la generalizacion de uso en los diversos estudios
protedmicos. Todos los detalles relativos a la electroforesis bidimensional han sido
revisados recientemente por diversos autores (8, 9).

El flujo clasico de trabajo para el andlisis de la expresion diferencial de proteinas me-
diante 2-DE es el siguiente: obtencion de varias réplicas bioldgicas de los extractos
proteicos de las condiciones de estudio, realizacion de un ndmero suficiente de geles
de cada una de las réplicas biolégicas para evitar problemas de reproducibilidad,
tincion de los geles, andlisis de las imagenes para su comparacion y la cuantificacion
relativa de las proteinas vy, por Ultimo, identificacion mediante espectrometria de masas
de aguellas proteinas que varian su abundancia relativa en las distintas condiciones de
estudio (10, 11). Este tipo de andlisis presenta ciertas desventajas, algunas de ellas
intrinsecas a la utilizacion de geles bidimensionales y otras relacionadas con la repro-
ducibilidad de la técnica vy las carencias de los métodos de deteccion o de andlisis de
imagen. Los problemas clasicamente relacionados con la 2-DE incluyen la dificultad
de separacion de proteinas muy grandes o muy pequenas, con pl extremos o muy hi-
drofdbicas. Se han desarrollado algunas modificaciones que mejoran la separacion de
algunos de estos tipos de proteinas, como proteinas de membrana o de pls extremos
(revisadas por Gorg (8, 12)). Los problemas relacionados con los sistemas de detec-
cion, como la baja sensibilidad de la tincion con azul de Coomasie o el limitado rango
dinamico lineal de la tincion de plata, asi como los relacionados con la reproducibilidad
han sido solventados sustancialmente con el desarrollo de la tecnologia 2D-DIGE.

2.2. Principios basicos de la tecnologia DIGE

La tecnologia 2D-DIGE (2-D Fluorescence Difference Gel Electrophoresis) es una tec-
nologia “‘multiplex” que se basa en el marcaje diferencial con flourocromos de mues-
tras proteicas a comparar para su posterior separacion en el mismo gel bidimensional.
Después de la electroforesis, el gel se escanea con distintas longitudes de onda
obteniéndo imagenes correspondientes a cada una de las muestras. De esta manera
se incrementa notablemente la reproducibilidad del experimento con respecto al flujo
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clasico de trabajo comentado anteriormente (13). El uso de este marcaje fluorescente
también aumenta la sensibilidad de la deteccion de proteinas (detectandose cantida-
des menores a 1 ng) y aumenta el rango dinamico lineal de la cuantificacion de las
proteinas (14).

Los fluorocromos estan disefados siguiendo unas caracteristicas determinadas: re-
accionan con el mismo aminoacido, tienen masas moleculares similares con o que
el aumento de tamano que producen en las proteinas a las que se unen es el mismo,
no modifican la carga del aminoacido con el que han reaccionado y ademas tienen es-
pectros de absorcion y emision facimente separables. Esto permite que las proteinas
(o isoformas proteicas) iguales, pero procedentes de distinta muestras, presenten la
misma movilidad relativa en el gel bidimensional independientemente del fluorocromo
con el que estén marcadas. Por tanto, estas proteinas pueden ser codetectadas en
el mismo lugar del gel y a la vez pueden cuantificarse en cada una de las muestras por
separado. Esto incrementa la reproducibilidad y mejora la cuantificacion relativa de las
proteinas en cada una de las muestras.

El primer conjunto de fluorocromos desarrollados son ésteres derivados de N-hidroxi-
succinimida que reaccionan con el grupo e-amino de los residucs de lisina de las
proteinas para formar una amida. Se utilizan para el denominado “marcaje minimo”. En
este tipo de marcaje solo se marca de un 2 a un 5% del total de residuos de lisina,
ya gue la unidon de muchas moléculas de flourocromo a una proteina provocaria un
aumento importante de su masa molecular y ademéas produciria problemas de solubi-
lidad. En un principio se desarrollaron dos fluorocromos de este tipo, Cy3 'y Cyb (13).
Mas recientemente se ha desarrollado un tercer fluorocromo para marcaje minimo,
Cy2, permitiendo separar tres extractos proteicos en el mismo gel (15). Este Ultimo
flourocromo se utiliza normalmente para incluir un “estandar intero” en todos los geles
del experimento, lo que facilita su comparacion y la normalizacion de las cantidades
de proteina suponiendo una mejora con respecto a la reproducibilidad de los datos
y su andlisis estadistico. Se ha descrito que con la inclusion del estandar interno se
aumenta el nimero de proteinas en las que se detectan cambios en su abundancia
relativa en muestras con una inherente variabilidad bioldgica (15, 16). Los primeros
florocromos Cy2, Cy3 y Cy5 para marcaje minimo se han comercializado por GE
Healthcare Life Sciences (CyDye® DIGE Fluors). También se han desarrollado otros
fluocromos con las mismas caracteristicas, por ejemplo 3Dye™ 2D DIGE (Lumiprobe)
0, mas recientemente, una tecnologia parecida denominada Refraction-2D® que se
basa en la union irreversible a las proteinas de un nuevo conjunto de fluorocromos:
G-Dye 200, G-Dye 300, G-Dye 100 (NH DyeAGNOSTICS).

Otro conjunto de fluorocromos se ha disefiado para el denominado “marcaje a satura-
cion”. Tienen un grupo reactivo maleimida que forma un enlace covalente con el grupo
tiol de los residuos de cisteina de las proteinas. Debido a que marcan todos los resi-
duos de cisteina de las proteinas se incrementa significativamente la sensibilidad del
método (ver apartado 2.4) (17). En el caso del marcaje a saturacion solamente estan
disponibles los fluorocromos, Cy3 'y Cyb, también comercializados por GE Healthcare
Life Sciences.

Los fundamentos v las aplicaciones de la tecnologia DIGE han sido revisados por di-
versos autores y los detalles practicos relacionados con el marcaje o el desarrollo de
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los experimentos pueden encontrarse en los manuales de uso de las casas suminis-
tradoras (11, 18-23). En este capftulo se describen los aspectos fundamentales para
la realizacion de un estudio de expresion diferencial mediante 2D-DIGE con marcaje
minimo, asi como sus ventajas e inconvenientes y algunas de las aplicaciones mas
actuales.

2.3. Utilizacion de 2D-DIGE con marcaje minimo en estudios de expresion
diferencial de proteinas

El marcaje minimo con los fluorocromos Cy2, Cy3 y Cy5 es el que se emplea en la
mayoria de los experimentos de 2D-DIGE. En este caso, lo mas habitual es utilizar Cy3
y Cy5 para marcar los extractos proteicos de las distintas condiciones a ensayar y Cy2
para el marcaje de un estandar interno que se carga en todos los geles para favorecer
la normalizacion de los datos. Los pasos a seguir en un analisis de este tipo son los
siguientes: a) disefio experimental, b) obtencion de las muestras, marcaje miimo vy
electroforesis bidimensional, ¢) cuantificacion relativa de las proteinas: deteccion y
andlisis de imagen, d) tincion de los geles e identificacion y validacion de las proteinas
de interés (Figura 1).

Extractos proteicos

Muestra A: Muestra B: Disefio experimental y
A1 A2 B1 B2 obtencién de muestra
A3 A4 B3 B4

Cy3 Cys Marcaje minimo

waUUss U wQy e
Estandar Mezcla de emuestras marcadas

A3—D —DB'I interno A;D —D B2 Gel 1: A1 (Cy3), B4 (Cy5) y estandar interno (Cy2)

Gel 1: B3 (Cy3), A2 (Cy5) y estandar interno (Cy2)

Gel 1: A3 (Cy3), B2 (Cy5) y estandar interno (Cy2)
— Gel 1: B1 (Cy3), A4 (Cy5) y estandar interno (Cy2)

!

Electroforesis bidimensional

Escaneado de los geles

Andlisis de imagen y andlisis estadistico:
Cuantificacion relativa de las proteinas y deteccion de
cambios significativos en su abundancia relativa

|

- 5= pteabed ;.«LH_ o
Corte e Identificacion de
las proteinas mediante MS

Tincién Validacién

Figura 1. Esquema de un experimento de un experimento de 2D-DIGE utilizando marcaje minimo.
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2.3. a. Disefio experimental

Uno de los puntos claves para obtener resultados adecuados vy significativos es un
diseno experimental adecuado. Es importante seleccionar adecuadamente la muestra
y las condiciones a comparar, asi como el nimero de réplicas bioldgicas de cada
condicion y con qué fluorocromos se van a marcar.

Respecto a la muestra, en todos los estudios de expresion diferencial de proteinas
es deseable la obtencion de los extractos proteicos con protocolos sencillos, que no
requieran muchos pasos de manipulacion o enriguecimiento; ya que éstos pueden
introducir variabilidad en el proceso. Segun este razonamiento, el anlisis de expresion
diferencial de extractos celulares totales seria mas adecuado que el de fracciones
celulares. Sin embargo, el andlisis de extractos celulares totales mediante electrofo-
resis bidimensional presenta como importante problema el amplio rango dinamico de
las proteinas en la muestra. Cuando existen proteinas de abundancias relativas muy
diferentes dentro de una muestra, las proteinas poco abundantes no se detectan; a
pesar de que se ha descrito que con 2D-DIGE se obtiene una respuesta lineal en un
rango dinamico lineal de 4 érdenes de magnitud (14). Teniendo en cuenta la importan-
cia de algunas de estas proteinas poco abundantes, como por ejemplo las proteinas
reguladoras, en muchos casos es recomendable el fraccionamiento de la muestra
(apartado 2.4).

El nimero de réplicas necesarias para tener resultados estadisticamente representa-
tivos no es facil de establecer. Debido a que con el DIGE la reproducibilidad de los
geles bidimensionales es bastante adecuada, no se realizan réplicas técnicas pero se
necesita un nUmero suficiente de réplicas biocldgicas. Se considera que entre 3y 5
réplicas bioldgicas pueden ser suficientes, pero depende de la variabilidad intrinseca
de la muestra (revisado en (23)). Asi, cuando se trata de muestras de pacientes, el nu-
mero de réplicas necesario puede ser mucho mayor. Se recomienda marcar la mitad
de las réplicas bioldgicas de cada condicion con Cy3 vy la otra mitad con Cyb; evitando
asi, posibles preferencias de los fluorocromos por proteinas determinadas (revisado
en (21)). El Cy2 se suele usar para el estandar interno que consiste en una muestra
gue se incluye en todos los geles y que suele estar formada por alicuotas de todas
las muestras existentes en el experimento, de forma que incluye todas las proteinas a
estudiar (15). Un ejemplo de disefio experimental se muestra en la Tabla 1.

| Cy2

e Cy3 Cy5 y Tabla 1. Disefio experimental de un estudio de
1 50 pg A1 50 g B4 50 g estandar intero 2D-DIGE con marcaje minimo. Se indica el fluo-
rocromo con el cual se marca cada una de las
2 50 pug B3 50 ug A2 50 pg estandar interno 4 réplicas bioldgicas de las muestras Ay By
- ) como se mezclan las muestras marcadas para
S 50 g A3 50 ug B2 50 pg estandar interno cargarlas en cada uno de los geles bidimen-
. ) sionales. El estandar interno esta formado por

4 50 pg B1 50 ugA4 | S0 pgestandarintemo | ajouotas de Al, A2, A3, Ad, BT, B2, B3y B4,

2.3. b. Obtencidén de muestras, marcaje minimo y electroforesis bidimensional

Ademas de realizar protocolos sencillos y reproducibles para la obtencion de los ex-
tractos proteicos, hay que tener en cuenta la limpieza de las muestras y no incluir en
el tampdn de muestra productos que interfieran con el marcaje. Para la limpieza de los
extractos proteicos se puede realizar un paso de precipitacion en el que se eliminan
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las sales y otros contaminantes que puedan interferir con el isoelectroenfoque de la
2-DE o con el marcaje. Es importante no incluir aminas primarias (como los anfolitos
de la 2-DE) en el tampon para resolubilizar las proteinas, ya gue como los fluorocromos
reaccionan con el grupo e-amino de las lisinas, las aminas interferirian con el marcaje.
Ademas, tampoco se puede usar agentes reductores (24). Respecto a la cantidad
de proteina, para un experimento de 2D-DIGE con marcaje minimo se recomienda un
minimo de 75 pg de cada una de las muestras: 50 g para marcar con Cy3 o0 Cy5 y
25 g para su utilizacion en el estéandar interno (ver Tabla 1). El proceso de marcaje
es muy sencillo. Las condiciones dptimas descritas para el marcaje minimo de las
proteinas son: 50 pg de extracto proteico a pH 8,5 y 400 pmoles de fluorocromo, en
frio y en oscuridad durante 30 minutos. La reaccion se para con un exceso de lisina
que reacciona con el fluorocromo libre. Con Cy2, se marcara suficiente cantidad de
estandar como para incluir 50 ug en cada uno de los geles del experimento (24).

Una vez marcados, cada grupo de 3 extractos proteicos que van a ser separados
en el mismo gel 2D segun el disefio experimental realizado (Tabla 1) se mezclan y se
cargan en una tira de isoelectroenfoque. Los geles bidimensionales se realizan de la
manera habitual, simplemente hay que tener en cuenta gue los sistemas de electrofo-
resis que permiten correr muchos geles a la vez son mas adecuados para los estudios
comparativos ya que los geles seran mas reproducibles. Ademas, si para detectar la
fluorescencia se va a utilizar un sistema en que el gel no se separe de los cristales hay
que tomar la precaucion de utilizar cristales de baja fluorescencia.

2.3. c. Cuantificacion relativa de las proteinas: deteccion y analisis de imagen

Una vez terminada la electroforesis, los geles se escanean para obtener las tres ima-
genes correspondientes a cada uno de tres fluorocromos. Se utilizan equipos con
al menos 3 laseres (488 nm, 532nm y 633nm) que pueden excitar cada uno de los
fluorocromos con uno de los laseres vy separar sus espectros de emision (19). Es
importante la calidad de estas imagenes, ya que en ellas se basa la cuantificacion
de las manchas proteicas del gel; por tanto, hay que aplicar suficiente intensidad de
laser como para detectar proteinas poco abundantes, pero evitar obtener fondo en la
imagen vy proteinas saturadas que no estarian dentro del rango dinamico lineal a la hora
de cuantificar. Las imagenes de los geles se analizan mediante softwares de andlisis
de imagen, cuantificacion y andlisis estadistico como por ejemplo: DeCyder 2D (GE
Healthcare Life Sciences), Progenesis SameSpots (TotalLab Ltd), Dymension 3 (Sy-
ngene, Imgen technologies), PD Quest 2D Analysis (Bio-Rad) o Delta?D (Decodon).
Estos programas tienen algoritmos que detectan las proteinas o manchas proteicas
de los geles, calculan su volumen segun la fluorescencia y normalizan los volimenes
obtenidos. También comparan los volimenes normalizados en el mismo gel y entre
geles distintos, para lo que tienen que hacer coincidir los geles. El estandar interno
facilita tanto este Ultimo proceso como el de normalizacion. Ademas, los softwares de
analisis calculan las manchas proteicas que aumentan o disminuyen su abundancia
relativa con una significancia estadistica en las distintas condiciones de estudio. Se
pueden realizar distintos tipos de andlisis estadisticos cuyas ventajas y desventajas
han sido revisadas recientemente por Minden y colaboradores (23).
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2.3. d. Tincion de los geles e identificacion y validacion de las proteinas de
interés

Para identificar las proteinas o isoformas proteicas, éstas se cortan de los geles. De-
bido a que con marcaje minimo la mayor proporcion de la proteina se encuentra sin
marcar y la union del fluorocromo provoca una peguena diferencia en la movilidad
electroforética, la mayor cantidad de proteina puede no co-localizar exactamente don-
de se detecta con los fluorocromos; por o tanto, para cortar las proteinas 1os geles
se tifen después de su escaneado. Se puede utilizar cualquier tincion compatible
con espectrometria de masas. Tras el corte del gel y digestion triptica, las proteinas
se identifican mediante espectrometria de masas por los metodos habituales: huella
peptidica (PMF) o fragmentacion.

Una vez identificadas una serie de proteinas o isoformas proteicas cuya abundancia
relativa varfa en el proceso biologico que estamos estudiando, al igual que en otros
tipos de estudios protedmicos de expresion diferencial, es de gran importancia validar
los resultados mediante otras tecnologias. Si se dispone de anticuerpos frente a esa
proteina, es frecuente la validacion mediante Western Blot en SDS-PAGE. Esta técni-
ca resulta muy adecuada excepto en el caso que se haya detectado incremento en
la abundancia de proteina en unas isoformas y disminucion en otras con distinto pl
(Figura 2), ya que todas las isoformas se detectarian en la misma banda del gel mono-
dimensional y se cuantificarian conjuntamente. En otros casos se validan los cambios
proteicos detectados, analizando los procesos bioldgicos en los que estan implicados
con distintos tipos de ensayos funcionales.

) has rojas y verde
En las zonas ampliadas se muestran 2 proteinas con al menos dos !
abunde relativa: mientras gue en una isoforma aumenta su abundk 1 relativa, en la otra disminuye. La ampliacion de la derecha
corresponde a dos isoformas de la enzima gliceraldehido-3-P-deshidrogenasa.
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2.4. DIGE: Ventajas, desventajas y diferentes aproximaciones experimentales

Las ventajas mas relevantes de la tecnologia 2D-DIGE frente a las aproximaciones
clasicas de los estudios de expresion diferencial basadas en geles bidimendionales y
tincion son: disminucion del nimero de geles, mejora en la reproducibilidad, aumento
del rango dinamico lineal de cuantificacion, mejora en la sensibilidad de deteccion y
mejora en el andlisis de imagen. Las limitaciones mas importantes de esta tecnologia
son limitaciones intrinsecas a la 2-DE v relacionadas con el tipo de proteinas que se
detectan. Normalmente, se detectan e identifican las proteinas solubles y mas abun-
dantes del proteoma de estudio que, en casos de extractos celulares, son proteinas
citosdlicas y metabdlicas mayoritariamente. Para detectar otro tipo de proteinas se
han descrito distintas estrategias de enriquecimiento. Por ejemplo, para disminuir la
complejidad de los extractos de células eucariotas se han descrito enriquecimientos
en organulos celulares especificos, como la mitocondria, seguidos de 2D-DIGE (25,
26). Otros estudios reducen la complejidad de las muestras a comparar con DIGE me-
diante técnicas de fraccionamiento como cromatografia de fase reversa de alta resolu-
cion (27) o iscelectroenfoque preparativo (28) permitiendo la deteccion e identificacion
de proteinas poco abundantes que sin enriquecimiento no habian sido identificadas.
Ademas, como se ha comentado anteriormente, existe otro tipo de fluorocromos Cy3
y Cyb que aumentan mucho la sensibilidad mediante el denominado marcaje a satura-
cion. Estos fluorocromos reaccionan con todas las cisteinas de las proteinas y se usan
para estudios de expresion diferencial de proteinas en casos en los que se dispone de
cantidades muy pequenas de muestra (17) como las obtenidas mediante microdisec-
cion por laser de células de tejidos neuronales o cancerosos (29, 30).

La comparacion entre los estudios de expresion diferencial de proteinas mediante
2D-DIGE v técnicas de expresion diferencial sin gel es dificil. Se han realizado pocos
estudios comparativos y, ademas, los resultados obtenidos de cada uno de estos
estudios dependen de los protocolos concretos, la experiencia y la instrumentacion de
cada laboratorio. Uno de los estudios mas importantes se ha realizado por el ABRF-
PRG (31). Este y otros estudios han sido revisados por Timmis y Cramer (21). En
general, la tecnologia 2D-DIGE v las técnicas basadas en espectrometria de masas
y marcaje isotdpico presentan la misma precision en la cuantificacion de proteinas.
Sin embargo, el 2D-DIGE presenta algunas ventajas como mayor rango dindmico de
deteccion y cuantificacion (21) y la capacidad de separar y cuantificar distintas isofor-
mas de una proteina (Figura 2). Por otro lado, en cuanto al tipo de proteinas a analizar,
las técnicas basadas en gel no son adecuadas para la identificacion y cuantificacion
relativa de proteinas poco solubles. Ademas, las técnicas de cuantificacion basadas
en espectrometria de masas a nivel de péptidos tienen una cobertura muy superior,
pudiéndose cuantificar varios miles de proteinas en un Unico experimento; en con-
traste las técnicas basadas en electroforesis bidimensional sdlo permiten cuantificar,
aproximadamente, un millar de proteinas. La mayoria de los autores coinciden en que
ambas estrategias son complementarias.

Para el estudio de complejos proteicos, incluyendo complejos de proteinas de mem-
brana, se utiliza una modificacion de la tecnologia DIGE: la combinacion del marcaje
con fluorocromos mediante DIGE y la separacion de los complejos mediante “Blue na-
tive/SDS-PAGE”. Esta aproximacion permite la comparacion sistematica y cuantifica-
cion relativa de las proteinas que forman parte de los complejos proteicos de distintas
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fracciones u organulos celulares (32, 33).

2.5. Aplicaciones

La tecnologia 2-DE DIGE se utiliza de manera rutinaria en estudios de expresion di-
ferencial de proteinas en laboratorios de todo el mundo. Se ha aplicado a la mayorfa
de los campos de las ciencias biolégicas o biomédicas. En abril de 20171 aparecian
en Pubmed 976 citas, incluyendo 44 revisiones, que la utilizaban o comentaban. Por
lo tanto, una revision exhaustiva de todos los campos de aplicacion seria demasiado
larga. En distintas revisiones se comentan algunas de sus aplicaciones (11, 18, 21).
Recientemente Minden y colaboradores han hecho un breve resumen de la utilizacion
del 2D-DIGE centrandose en distintos organismos modelo, sobre todo en estudios
de desarrollo 0 adaptacion a distintas condiciones ambientales, en andlisis de tejidos
de enfermos y fluidos celulares para la identificacion de nuevos biomaracadores y en
protedmica subcelular (23).

En la actualidad, uno de los campos de aplicacion en los que se contindian realizan-
do muchos estudios con 2D-DIGE es el estudio de enfermedades humanas como
cancer, Alzheimer, enfermedades pulmonares o enfermedades infecciosas. Se han
realizado muchos andlisis de distintos tipos de cancer mediante DIGE y algunos de
los mas recientes han identificado proteinas de interés clinico, como por ejemplo:
proteinas clinicamente relevantes en cancer de prostata (34), perfiles proteicos aso-
ciados con la diseminacion de células tumorales en cancer de cabeza y cuello (35) o
un panel de proteinas biomarcadoras para predecir la respuesta a terapia en pacientes
de mieloma (36). Tambien se ha utilizado recientemente la tecnologia 2D-DIGE para la
identificacion de nuevos biomarcadores para asma y enfermedad pulmonar obstruc-
tiva cronica (EPOC) (37), para el estudio de la enfermedad de Alzheimer en modelo
de ratdn (38) vy para el estudio de enfermedades infecciosas como la tuberculosis
pulmonar (39) o sus agentes etioldgicos: bacterias como por ejemplo Burkholderia
cenocepacia (40), hongos patdgenos oportunistas como Candida albicans (28) y pa-
rasitos como Leishmania chagasi (41). Ademas de las aplicaciones biomédicas, se
han descrito muchas otras, tanto en el campo de la bioclogia basica, como por ejemplo
en estudios de diferenciacion celular (42) o en protedmica de plantas (43), asi como
en otros campos mas aplicados como la contaminacion medioambiental (44).

3. Cuantificacion mediante espectrometria de masas.

3.1. Introduccién

Como se ha mencionado, existen distintas estrategias para la cuantificacion por es-
pectrometria de masas. Se han desarrollado métodos especfficos basados en el
empleo de distintos isétopos estables que los espectrometros de masas pueden dis-
criminar con gran precision y exactitud. La técnica de marcaje isotopico consiste en la
incorporacion de distintas etiquetas isotdpicas al conjunto de péptidos o proteinas de
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dos muestras que se quieren comparar. La introduccion de estas etiquetas produce
un cambio en la masa del péptido o de la proteina, sin afectar a sus propiedades bio-
quimicas y analiticas (45). Los marcajes se pueden realizar mediante la incorporacion
metabolica de isotopos estables en células en cultivo o en organismos enteros creci-
dos con medios complementados con aminoacidos (u otros nutrientes) marcados con
°H, 5C o "N (46), mediante reaccion quimica de péptidos o proteinas con un reactivo
de grupo marcado (ICAT (47), ITRAQ (48) o TMT (49), o mediante marcaje enzimatico
incorporando atomos de '#0 en el extremo C-terminal durante la protetolisis con tripsi-
na o proteasas analogas (50-52).

Una vez realizado el marcaje, el conjunto de péptidos marcados con el isétopo pesa-
do se mezcla equimolarmente con el conjunto de péptidos marcados con el isétopo
ligero. La cuantificacion de los péptidos se realiza mediante espectrometria de masas
en espectros MS 0 MS/MS, apareciendo como iones de la misma intensidad pero se-
parados por la diferencia de masa que corresponde al marcaje isotopico. Los péptidos
diferencialmente representados en cada muestra mostraran ratios distintos al espera-
do 1:1, permitiendo la cuantificacion relativa de los cambios a su correspondiente nivel
de proteinas o la cuantificacion absoluta utilizando péptidos marcados isotépicamente
como estandares internos (53). Esta capacidad de multiplexado de las técnicas de
marcaje isotdpico reduce la variabilidad y el nimero de andlisis considerablemente.
Sin embargo, también tienen sus desventajas. Por ejemplo, excepto en el marcaje
metabdlico, es necesario someter las muestras a tratamientos quimicos, mas o menos
complejos y costosos, que en menor 0 mayor medida van a introducir modificaciones
no deseadas que alteraran la eficiencia de las identificaciones de los péptidos. Estos
pasos adicionales en el procesamiento de la muestra necesariamente aumentan el
tiempo de los experimentos y reducen el rendimiento global del proceso, 1o que en
numerosas circunstancias puede ser limitante.  En la mayor parte de los casos, la
cuantificacion producida por estas técnicas, sobre todo cuando se realizan a gran
escala, producen cuantificaciones relativas de proteinas individuales. Es decir, deter-
minan la variacion de cada proteina en distintas muestras. Sin embargo, no suelen
proporcionar informacion sobre la abundancia absoluta de cada proteina respecto al
total de proteinas de la muestra.

Paralelamente a las tecnologias de marcaje isotopico se estan desarrollando estrate-
gias de cuantificacion label-free que no necesitan ningdn tipo de marcaje, ampliando
asl las opciones de cuantificacion en protedmica. En realidad, esta aproximacion
fue la primera que se utilizd en las etapas iniciales de la protedmica. En estos expe-
rimentos, las proteinas se cuantificaban en geles 2D, sin ningln tipo de marcaje, vy
después se comparaba la abundancia de cada proteina en los distintos geles. Una
de las principales ventajas de estas técnicas es que no hay que tratar la muestra de
ninguna manera especial. Una vez adquiridos los datos de los experimentos de LC-
MS/MS, ya tenemos toda la informacion necesaria para realizar el andlisis cuantitativo.
Por tanto, los experimentos de shotgun que solian ser utilizados con fines Unicamente
descriptivos, pueden también ser analizados para obtener informacion cuantitativa.
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3.2. Métodos sin marcaje o Label-free

3.2. a. Métodos basados en la intensidad de senal

Bésicamente, hay dos estrategias generales para cuantificar mediante espectrometria
de masas sin marcaje. La primera de ellas se basa en la intensidad de las senales.
En estos métodos, la sefal correspondiente a cada péptido (0 méas correctamente,
a cada pico del espectro MS) se utiliza para construir un perfil cromatografico o XIC
(eXtracted lon Chromatogram). Esta forma de cuantificar podria equipararse a la cuan-
tificacion convencional mediante HPLC de multitud de compuestos. La diferencia es
que en este caso el detector conectado al HPLC es un espectrometro de masas. El
area del pico cromatografico es proporcional a la cantidad de péptido que hay en la
muestra en un amplio rango de concentraciones (54, 55). Tras una normalizacion
adecuada, las areas de los péptidos en distintas muestras pueden ser comparadas
entre si, 0 con un patrén si se quiere tener una cuantificacion absoluta. La intensidad
de sefial con la que se detectan los péptidos en el espectrometro de masas depen-
de fundamentalmente de su concentracion y sus propiedades fisicoquimicas. Por
tanto, no pueden compararse las areas de péeptidos distintos, sino las areas de cada
péptido en distintas muestras. Si bien esto es asi para los péptidos considerados in-
dividualmente, existe una relacion entre la intensidad de la sefial y la concentracion de
proteina. Se ha observado que la media de la sefial de los tres péptidos tripticos mas
intensos por mol de proteina se mantiene constante con un coeficiente de variacion
menor del 10 % (56). Por tanto, si consideramos Unicamente el promedio de las inten-
sidades de estos péptidos, si que podemos comparar entre distintas proteinas de una
misma muestra. Si, ademas, introducimos en la muestra proteinas con concentracion
conocida podremos establecer la concentracion absoluta aproximada de las proteinas
identificadas en un experimento de shotgun (57, 58). Probablemente, la razon de esta
relacion es que los péptidos tripticos que generan una mayor respuesta de la senal
MS tendrén una serie de propiedades fisicoquimicas similares, independientemente
de las proteinas de las que provengan. Por tanto, las sefiales que produzcan seran
comparables entre distintas proteinas y dependeran, fundamentalmente, de su con-
centracion. Una variante de este procedimiento, denominada iBAQ (Intensity-Based
Absolute Quantification) consiste en cuantificar las proteinas sumando las intensidades
de todos los péptidos asignados a una proteina y normalizando este valor por el nu-
mero de péptidos tedricos esperables en el rango de trabajo del espectrémetro (59).

El hecho de seleccionar y cuantificar picos de los espectros MS presenta ciertas ven-
tajas. Por un lado, permite realizar el andlisis cuantitativo sin necesidad de conocer la
identidad de los péptidos a priori. Dado que los experimentos de LC-MS/MS contie-
nen muchas mas sefales de las que finamente se analizan (60), el analisis cuantitativo
de dichas sefiales permite profundizar mas en el proteoma e incluir péptidos con se-
Aales débiles que normalmente no serfan identificados. Esta es la base de una estra-
tegia de protedmica diferencial mas racional denominada directed proteomics (61-65).
Esta consiste en realizar un primer experimento de LC-MS y comparar las diferencias
de las édreas de todos los péptidos detectados. Tras analizar estadisticamente los
datos, se seleccionan los péptidos diferenciales entre las distintas muestras. A con-
tinuacion se generan listas de inclusion con estos péptidos diferenciales y se realiza
un segundo experimento, esta vez de LC-MS/MS, para identificar Unicamente los
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péptidos diferenciales de interés. Por tanto, el proceso de seleccion e identificacion
se centra en los péptidos diferenciales, en lugar de hacerlo de manera indiscriminada
en funcion de la sefial. De esta manera se reduce considerablemente el sesgo hacia
péptidos mas abundantes de los experimentos de shotgun.

3.2. b. Métodos basados en el nimero de senales

La segunda estrategia de cuantificacion sin marcaje, denominada recuento de espec-
tros o spectral counting, se basa en la frecuencia con la que se detectan péptidos
de cada proteina. Por tanto, en este caso, la cuantificacion se realiza necesariamente
después del proceso de identificacion de proteinas. La idea béasica en la que se
fundamenta esta aproximacion experimental es que en un experimento LC-MS/MS
solo una fraccidn de los péptidos presentes en la muestra son seleccionados como
precursores para ser fragmentados. Por tanto, es razonable pensar que la probabi-
lidad de que un péptido sea fragmentado es mayor a medida que su concentracion
aumenta. Por supuesto, para este tipo de andlisis es necesario corregir por el tamafio
de la proteina ya que las proteinas grandes generan mas péptidos que las pequenas a
igualdad de concentracion molar. A diferencia de la intensidad de sefial, la frecuencia
de deteccion depende mucho menos de las propiedades fisicoquimicas que de la
concentracion de los péptidos. Es por ello que este tipo de andlisis permite la com-
paracion entre proteinas distintas de una misma muestra, proporcionando informacion
sobre la abundancia de cada proteina respecto al conjunto de proteinas de la muestra.
En realidad, es de los pocos métodos que nos permite tener informacion cuantitativa
de una muestra de manera independiente, en lugar de cuantificaciones relativas entre
varias muestras. En este sentido, se puede decir que estas técnicas proporcionan
una cuantificacion absoluta (66). La cuantificacion la podemos realizar contando tanto
los péptidos como los espectros asignados a cada proteina. Como acabamos de
decir, una proteina de mayor tamafio genera mas péptidos. Por ello, el nimero de
péptidos asignados a cada proteina ha de normalizarse y hay varias maneras de ha-
cerlo. La manera mas sencilla es normalizar por el tamafio de la proteina, como se
hace para calcular el NSAF (Normalized Spectral Abundance Index) (67, 68). En esta
técnica, los espectros MS/MS (SpC) asignados a cada proteina k son normalizados
por la longitud de la misma (L).

(SpC/L)k
E:l(SpC/L)i

(NSAF), =

El valor de NSAF representa la abundancia de la proteina k respecto al total de las pro-
teinas de la muestra (denominador, i). Tras la normalizacion, se ha demostrado que los
valores de NSAF son proporcionales a la concentracion de proteina (68). Otra forma
de normalizar es la que se utiliza en el calculo del emPAl (Exponentially Modlified Protein
Abundance Index)(69). En este método se tienen en cuenta la secuencia de las pro-
telnas y las restricciones impuestas por la configuracion del espectrometro de masas
y el gradiente cromatografico utilizado. En funcion de estos ultimos habra ciertos pép-
tidos observables y otros que no podran ser detectados. Asi, por ejemplo, Nno podrian
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observarse péptidos menores de 700 Da si el rango de andlisis del espectrometro de
masas es 350-2000 Thy seleccionamos iones con 2 0 mas cargas. De igual manera,
los péptidos muy polares o muy hidrofébicos no suelen eluir en los gradientes croma-
tograficos empleados normalmente. De esta forma, para calcular el emPAl se cuentan
los precursores Unicos de cada proteina y se normaliza por el nimero de péptidos
potencialmente observables en nuestras condiciones de andlisis (69):

NCX
PAI =—=2

obs

emPAI =10™ -1

donde NeXD son los peptidos asignados a la proteina y N_ . son los péptidos observa-
bles de la misma. Este indice de abundancia de proteinas es facil de calcular y hay
distintos algoritmos de busqueda, como Mascot v PeptideShaker, que lo calculan
de manera rutinaria vy 1o proporcionan junto con los resultados de las identificaciones.
Aunque la frecuencia de deteccion depende en mayor medida de la concentracion
de la proteina, las propiedades fisicoguimicas también influyen en el resultado final
de estos andlisis. Asi, estas propiedades determinan el rendimiento de cada péptido
durante las distintas etapas del procesamiento de las muestras hasta el andlisis final
en el espectrometro de masas. Igualmente, la sensibilidad con la que se detecta cada
péptido también esta influenciado por las propiedades fisicoquimicas de los mismos.
Por ello, los péptidos observables determinados en el calculo del emPAl resultan a
menudo una sobresimplificacion que hace que los resultados pierdan precision. Para
tener en cuenta la dependencia de las condiciones experimentales en el nimero de
péptidos observables se ha desarrollado un sistema alternativo mas complejo, deno-
minado APEX (Absolute Protein EXpression) (70). Este método se ha implementado en
el software de libre acceso APEX Quantitative Proteomics Tool (66). En este, se utiliza
un set de proteinas de referencia que estén en la muestra y que sean relativamente
abundantes. Mediante un algoritmo de aprendizaje automético de clasificacion se
calcula la probabilidad de deteccion de los péptidos observados del set de referencia
en funcion de distintas propiedades de los péptidos (70). A continuacion se utilizan
estos datos para calcular cuales son los péptidos observables mas probables de cada
proteina. Al final del proceso se determina un factor de correccion para cada proteina
con el que normalizar los péptidos observados. De esta manera, se corrige el posible
sesgo en la seleccion de los precursores como consecuencia del conjunto de condi-
ciones experimentales utilizadas.

Mas recientemente, se ha propuesto una metodologia resultante de la combinacion de
las dos estrategias de cuantificacion sin marcaje (71). Se evaluaron los principales pa-
rametros derivados de espectrometria de masas, de forma aislada o combinada, asf
como varios formas de normalizacion. Al final se llegd a la conclusion de que la com-
binacion del nimero de espectros (SC, el nimero de MS/MS por péptido), el ndimero
de péptidos Unicos vy la suma de las intensidades de los espectros de fragmentacion
(MS/MS) proporcionaban los mejores resultados. La normalizacion se realiza con la
suma total de las intensidades de los espectros de fragmentacion vy la longitud de la
proteina (L). Asi, el parametro cuantitativo propuesto es el indice espectral normalizado
(SI,, Normalized Spectral Index).
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SIN_k=1 =l )k

LY,
Jj=1
donde sc son los espectros de fragmentacion, / es la intensidad de los iones de frag-
mentacion del espectro j y k es un péptido de la proteina n. En resumen, se suman
las intensidades de todos los iones (/) de todos los espectros MS/MS (j) de todos los
péptidos (k) de la proteina (n) y se normalizan por la longitud de la proteina (L) y la suma
total de las intensidades de los iones de fragmentacion de todos los espectros MS/
MS. De esta manera, la reproducibilidad entre replicas experimentales y bioldgicas asf
como la exactitud de los resultados parece mayor.

3.2. c. Mejoras y propiedades de los métodos sin marcaje

Un problema del spectral counting es que nos basamos en las identificaciones hechas,
normalmente, mediante experimentos de descubrimiento o shotgun. En este tipo de
experimentos se suelen adquirir los datos de LC-MS/MS en modo dependiente de los
datos (DDA, Data Dependent Acquisition) en el que, como hemos mencionado, se
pierde mucha informacion. Se ha demostrado que solo una fraccion, relativamente
pequena, de los picos detectados por el espectrdmetro de masas son selecciona-
dos como precursores para fragmentar y obtener informacion de secuencia (60). Es
mas, de estos espectros MS/MS, solo una fraccion se pueden utilizar para identificar
péptidos. Es el mismo problema que tienen las técnicas de cuantificacion por marcaje
isobarico. Para aumentar la eficiencia de los experimentos shotgun se estan desarro-
llando métodos de adquisicion independientes de los datos (DIA, Data Independent
Acquisition), que se describe en el capitulo 5. En este modo de adquisicion se frag-
mentan todos los iones dentro de una ventana de seleccion de m/z predeterminada,
en lugar de fragmentar precursores seleccionados del espectro MS. Posteriormente,
se reconstruyen los espectros de fragmentacion baséndose en la co-elucion cromato-
grafica de los fragmentos v los precursores presentes en la ventana de seleccion. Esta
ventana de seleccion de precursores puede ir desde unas pocas unidades (72) a todo
el rango de m/z (73, 74), pasando por valores intermedios (75-77). Los experimentos
realizados de esta manera han mostrado, con mayor o menor éxito, un aumento de
las proteina identificadas y una mayor cobertura de las mismas, una reduccion del
sesgo hacia proteinas mas abundantes o sefiales mas intensas y un aumento de la
reproducibilidad entre experimentos. Todas estas ventajas mejoran significativamente
la cuantificacion tanto mediante spectral counting como mediante intensidad de sefial.
Sin embargo, su utilizacion no esta muy extendida porgue su implementacion todavia
no es trivial. La eleccion del método de adquisicion depende del instrumento vy del
software que utilicemos. La velocidad de escaneado v la resolucion son los principa-
les determinantes del modo de adquisicion. Aungue algunos grupos han desarrollado
software de andlisis propio (73, 75, 77), otras estrategias han sido desarrolladas por
casas comerciales y solo pueden utilizarse con sus instrumentos y su software.

Los métodos basados en spectral counting o en intensidades promedio son practi-
camente los Unicos que proporcionan informacion de cada proteina respecto al resto
de proteinas de la muestra. Por ello, estas estrategias son ideales para determinar la
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estequiometria de los componentes de complejos multiproteicos (78) y han sido em-
pleadas con frecuencia para su caracterizacion (67, 68, 79-83).

Comparado con las técnicas de marcaje que permiten el multiplexado, en las técnicas
sin marcaje cada muestra ha de analizarse por separado, lo que tiene ciertos incon-
venientes. El tiempo de andlisis y de utilizacion de los instrumentos se multiplica por
el nimero de muestras analizadas. En ocasiones disponer de este tiempo adicional
puede ser un problema o incrementar el coste del experimento significativamente si
el andlisis se esta haciendo en un servicio. Este factor de multiplicacion tambien
afecta al procesamiento de los datos, que es relativamente intenso, sobre todo en
los métodos basados en la intensidad de la sefal. En este caso, el procesamiento
de los datos incluye varias etapas para identificar los picos en los espectros, extraer
su cromatograma v, finalmente, calcular el area para cada uno de ellos. Para ello es
necesario el procesamiento de las sefales, tanto a nivel de espectro como de croma-
tograma, para suprimir el ruido, suavizar los registros, discriminar entre senales sola-
padas, etc. La reproducibilidad de los experimentos es esencial para poder comparar
los resultados y, aungue los experimentos se realicen en las mismas condiciones,
siempre existe cierta variabilidad experimental entre las muestras que complica el di-
sefio y andlisis de los experimentos. La comparacion de picos cromatograficos entre
muestras requiere realizar un alineamiento. Dado que la m/z suele determinarse con
mucha precision y, ademas, podemos saber la identidad de muchos picos y utilizarlos
como puntos de referencia, el alineamiento es menos complejo que en el caso de los
spots de un gel 2D. Aun asi, el alineamiento no es trivial y es esencial disponer de una
buena reproducibilidad en la cromatografia, que es la parte més variable. Por ello, esta
estrategia no es muy recomendable para experimentos complejos con separaciones
multidimensionales que aumentan la variabilidad de las fracciones finales analizadas
mediante LC-MS. Estas limitaciones no afectan a los métodos basados en el nimero
de péptidos o espectros identificados. En estos casos el procesamiento de datos es
mas sencillo, sin necesidad de alinear los cromatogramas ni determinar las areas. Por
tanto, en casos de muestras complejas con separaciones mas complejas, los méto-
dos de spectral counting parecen mas apropiados.

Estudios comparativos (31) han demostrado que, si bien las cuantificaciones realiza-
das por métodos sin marcaje se aproximan mas a las concentraciones reales que los
métodos con marcaje, la variabilidad entre réplicas es mayor. Asimismo, los errores
de los métodos sin marcaje son mas homogéneos con proteinas y concentraciones
distintas. Por el contrario, la reproducibilidad de los métodos con marcaje parece ser
mayor.

Por Ultimo, mencionar que aungue en ocasiones se consideran las técnicas label-free
como opciones cuantitativas econdmicas por no requerir ninguna costosa etiqueta,
no esta claro que esto sea cierto. De hecho, si miramos las tarifas de los servicios
(por ejemplo en www.proteored.org), es mas costoso el andlisis por LC-MS/MS que
el marcaje. Por tanto, el mayor nimero de analisis de LC-MS/MS necesario en los
experimentos label-free supera, en ocasiones, el coste de las etiquetas.
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3.3. Protedmica dirigida: SRM/MRM

3.3. a. Introduccion

Una de las técnicas protedmicas cuantitativas que mas importancia esta adquirien-
do actuaimente es la denominada SRM/MRM (Selected/Multiple Reaction Monitoring)
(84). Conceptualmente, es distinta a la mayoria de estrategias cuantitativas que estan
basadas en experimentos shotgun. En estos Ultimos se analizan muchas proteinas
simultdneamente (miles), aungue no se sabe de antemano cudles. Por lo general, se
trata de proteinas relativamente abundantes que, ademéas, varian de un experimento a
otro. Frente a esta aproximacion experimental, los experimentos de SRM se centran
en un ndmero mas reducido de proteinas (decenas) seleccionadas antes de realizar
el experimento. Por ello, los experimentos de SRM se conocen como targeted pro-
teomics o protedmica dirigida. La reduccion del nimero de proteinas analizadas se
compensa con la precision, sensibilidad y rango dinamico en la cuantificacion de las
proteinas de interés. Estas propiedades convierten a los experimentos de SRM en
la aproximacion experimental mas adecuada para realizar cierto tipo de experimentos
(85). Asi, por ejemplo, los andlisis de SRM son uno de los pilares tecnoldgicos de
proyectos como el del Proteoma Humano (Human Proteome Project), cuyo objetivo es
la realizacion de un catalogo exhaustivo vy sistematico de proteinas (86, 87). En areas
de estudio como la biologia de sistemas, donde se requiere conocer con precision
la abundancia de las proteinas implicadas en determinados procesos de interés, los
experimentos de SRM estan mostrandose como herramientas de gran utilidad pro-
porcionando datos cuantitativos de gran calidad (2, 88-90). El andlisis y validacion
de biomarcadores es una aplicacion particularmente apropiada para el empleo de las
técnicas de SRM (63, 91-95). La exactitud y sensibilidad de la cuantificacion de esta
metodologia permite sustituir eficientemente, al menos en determinadas ocasiones, a
clerta técnicas inmunoldgicas de uso mas convencional, como ELISA (96) y western
blot (97, 98). La cuantificacion por SRM requiere la utilizacion de instrumentos tipo
triple cuadrupolo (QQQ), ya que se basa en un modo particular de funcionamiento de
estos instrumentos. Pese a que esta forma de andlisis se esta utilizando desde hace
varias décadas para el andlisis de moléculas pequenas, su empleo en protedmica
es mas reciente. En esta técnica se cuantifican de manera especifica una serie de
péptidos, denominados péptidos protectipicos, seleccionados por el usuario antes de
empezar el experimento. Se trata, en definitiva, de desarrollar métodos analiticos de
cuantificacion especificos para cada proteina de interés. Hay excelentes revisiones
explicando como establecer métodos de SRM (89, 99, 100).

3.3. b. Disefo de experimentos SRM

Para entender el funcionamiento de la cuantificacion por SRM, es conveniente ex-
plicar brevemente el funcionamiento de los QQQ vy su modo de funcionamiento en
los experimentos de SRM. Los cuadrupolos son fitros de masas que dejan pasar al
detector Unicamente iones de una determinada m/z, la cual depende de los voltajes
que se aplican. Por tanto, para hacer un espectro de masas es necesario hacer una
rampa de voltaje de manera que la m/z de los iones que van llegando al detector va
cambiando en funcion del voltaje concreto que se aplica en cada momento. Larampa
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de voltaje que se aplica permite cubrir el rango de masas deseado. Este tipo de instru-
mentos puede funcionar obteniendo espectros MS (aplicando una rampa de voltajes)
0 monitorizando uno o varios iones (aplicando voltajes determinados) a lo largo de la
cromatografia. Estas mismas opciones de funcionamiento se aplican a los cuadru-
polos anterior y posterior a la camara de colision de los QQQ. En los experimentos
de SRM, ambos cuadrupolos operan con voltajes discretos, en lugar de barridos. En
estos casos, el primer cuadrupolo se fija en la m/z correspondiente al péptido que se
desea analizar vy el tercer cuadrupolo se fija en la m/z de uno de los fragmentos, ge-
neralmente de la serie y, que se producen en la camara de colision. A la combinacion
precursor/fragmento se le denomina transicion. Una de las ventajas de este modo de
funcionamiento es el aumento de sensibilidad que se obtiene (101) debido a que el
instrumento esta mas tiempo acumulando sefial correspondiente al ion seleccionado
(comparado con la realizacion de un espectro). La contrapartida a este aumento de
sensibilidad es cierta pérdida de informacion. No tenemos confirmacion de la iden-
tidad del péptido seleccionado debido a que no hay un espectro de fragmentacion
que verifique la secuencia. Sin embargo, si se monitorizan varios fragmentos de cada
péptido, la especificidad de la medida aumenta considerablemente. En la préctica,
para cuantificar una proteina se analizan varios péptidos proteotipicos (de 2 a 5) y se
monitorizan mUltiples transiciones (de 2 a 5). El nimero de transiciones que pode-
mos analizar depende de varios factores. Por un lado hay que considerar el tiempo
dedicado a la deteccion de cada transicion (normalmente entre 10y 100 ms), del que
depende la sensibilidad de la medida. Por otro lado hay que considerar las medidas
con las que queremos definir el pico cromatografico, que afectara a la precision y
exactitud en la cuantificacion. Cuantas mas medidas adquiramos mejor definiremos
los picos y mas fiable sera la cuantificacion. Sin embargo, como es légico, cuantas
mas medidas realicemos de una transicion, menos transiciones podremos analizar.
Por tanto, el nimero de transiciones que podemos analizar dependera del equilibrio
que alcancemos entre el tiempo de medida dedicado a cada una 'y la frecuencia con
la que las analizamos. Asi, el nimero de medidas que utilicemos para definir el pico
cromatografico determinara la duracion de los ciclos de funcionamiento del espectro-
metro de masas mientras que el tiempo de medida que dediquemos a cada transicion
determinara las transiciones que se pueden analizar en cada ciclo.

Si consideramos un pico cuya duracion es de 20 segundos y queremos definiflo con
10 puntos experimentales, necesitamos ciclos de 2 segundos. Entonces podemos
analizar 200 transiciones de 10 ms (buena sensibilidad) o 20 transiciones de 100 ms
(excelente sensibilidad). Estos tiempos de andlisis son sensiblemente superiores al
tiempo dedicado a una masa concreta durante la realizacion de un espectro de frag-
mentacion. Si para cuantificar una proteina necesitamos analizar un minimo de 2 pép-
tidos y 2 transiciones por péptido, el calculo anterior indica que podemos analizar de 5
a b0 proteinas en un mismo experimento de SRM. Sin embargo, si tenemos en cuen-
ta que un pico cromatografico tiene una duracion de unos 20-30 segundos, resulta
muy ineficiente monitorizar las mismas transiciones a lo largo de toda la cromatografia,
cuya duracion suele ser de varias decenas de minutos.  Si disponemos de un sistema
cromatografico reproducible y conocemos los tiempos de elucion de los péptidos que
queremos analizar podemos optimizar el rendimiento de los instrumentos y aumentar
el nimero de transiciones analizadas. Para ello, podemos programar el andlisis de
cada transicion en una ventana de tiempo centrada en el tiempo de retencion de cada
péptido, aumentando considerablemente el nimero de transiciones que se pueden
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analizar en un mismo experimento. Por ejemplo, si realizamos una cromatografia en la
que los péptidos eluyen en un periodo de 30 min y programamos ventanas de 5 min
para cada transicion, estamos aumentando el nimero total de transiciones analizadas
por un factor de 6. Indudablemente, para realizar un experimento de SRM programada
(Scheduled SRM) debemos planificar cuidadosamente los experimentos y seleccionar
los péptidos apropiados.

¢+ Qué proteinas y qué péeptidos elegimos?  La eleccion de la proteina depende, ob-
viamente, del trabajo de cada investigador. Sin embargo, si que hay ciertos factores
que se deben tener en cuenta a la hora de seleccionar los péptidos proteotipicos que
se van a utilizar para cuantificar. Como en cualquier técnica analitica, el objetivo es
obtener la maxima especificidad y sensibilidad. En cuanto a la especificidad, hay que
tener en cuenta que la cuantificacion de proteinas por SRM se basa en la cuantifica-
cion de varios péptidos que van a ‘representar” a la proteina de interés. Por tanto,
idealmente, deben seleccionarse péptidos Unicos cuya secuencia no se repita en
ninguna otra proteina en la especie que estemos analizando. Esto puede ser proble-
méatico en determinadas ocasiones como ante la presencia de isoformas y proteinas
muy relacionadas, pudiéndose dar situaciones en las que no sea posible diferenciar
entre ellas. En cuanto a la sensibilidad, se deben seleccionar agquellos péptidos que
mejor se ionicen y proporcionen la maxima sefal. Dado que es dificil predecir la res-
puesta de cada péptido, con frecuencia se utilizan datos de shotgun para identificar
los péptidos de cada proteina que den las senales mas intensas. Existen diversas
bases de datos en Internet donde se puede buscar informacion sobre péptidos v
sus propiedades (http://www.srmatlas.org, http://www.peptideatlas.org, http://www.
thegpm.org). Ademas de estas consideraciones, hay una serie de propiedades que
debemos tener en cuenta para seleccionar los peptidos. Puesto que perseguimos la
maxima sensibilidad, resulta deseable que la mayor parte del péptido presente se con-
centre en una Unica especie idnica. Asi, deberfamos seleccionar péptidos en los que
la intensidad del ion secundario (generalmente triplemente cargado) represente menos
del 10 % de la intensidad del ién mayoritario (generaimente doblemente cargado) (89).
Si dividimos la cantidad de péptido presente en varios iones estamos disminuyendo la
intensidad v, por tanto, la sensibllidad de la medida. Ademas, estamos complicando
el andlisis cuantitativo, ya que deberiamos computar todas las especies correspon-
dientes a cada péptido. Por otro lado, no son aconsejables los péptidos susceptibles
de sufrir modificaciones, ya sean de origen bioldgico o como consecuencia del trata-
miento de la muestra, sobre todo porque se trata de un proceso poco controlado. Por
ejemplo, un péptido que contenga metionina podria estar presente en su forma normal
y oxidada. Por ello suelen excluirse péptidos que contengan metionina en cualquier
posicion o glutamina en posicion N-terminal. En ocasiones, los péptidos flanqueados
por pares de aminodcidos basicos (KK, RR, KR, RK) también son excluidos porque
con frecuencia se producen cortes tripticos incompletos (102). Otro factor a tener
en cuenta es el tamario del péptido, que debe estar en el rango adecuado para una
deteccion eficiente. Este rango puede estar entre 7 y 25 aminodcidos, aungue no
hay un rango claro establecido. Si bien es aconsejable seguir estas recomendacio-
nes, en la préactica es dificil cumplir todas ellas en todos los péptidos proteotipicos.
Respecto a los fragmentos a utilizar, los mas intensos y con mejor relacion sefal ruido
proporcionaran mayor sensibilidad y, por lo general, suelen ser de la serie y. Los frag-
mentos cercanos a la m/z del precursor suelen mostrar mas ruido. Por el contrario,
los fragmentos con m/z mayores que la del ion precursor suelen ser mas selectivos
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porque eliminan posibles contribuciones de contaminantes monocargados. Como
hemos mencionado, esta metodologia implica el desarrollo de un método analitico es-
pecffico para cada péptido. En este andlisis individualizado debemos optimizar todos
los parametros necesarios para obtener la maxima sefal en cada caso, sobre todo
cuando necesitamos el maximo de sensibilidad. Entre estos parametros, la energia
de colision debe ser optimizada para cada transicion. Suele haber una relacion lineal
entre la energia de colision éptima vy la m/z del precursor a fragmentar que depende
del tipo de instrumento. Los fabricantes suelen proporcionar esta informacion y se
ha observado que la diferencia entre la energia de colision calculada y la determinada
experimentalmente suele ser menor del 10 % (103). Otros parametros se optimizan
para el conjunto del experimento, como es el caso de las condiciones cromatogréfi-
cas y de ionizacion. En general, la ganancia conseguida con la optimizacion de estos
parametros es menor de un factor de 2 (85).

Una vez que se han seleccionado los péptidos vy las transiciones, es necesario vali-
darlas. Es decir, nos tenemos que asegurar de que realmente cuantifican lo que se
supone gue deben cuantificar. La utilizacion de péptidos sintéticos facilita mucho el
desarrollo del método analitico, sobre todo si estéan marcados con isétopos estables.
Su andlisis permite caracterizar con precision y facilidad las propiedades de ionizacion,
fragmentacion y cromatograficas de los péptidos de interés. De esta manera pode-
mos saber con exactitud los tiempos de elucion y, si es necesario, programar las ven-
tanas de tiempo de andlisis para cada uno de ellos. Si no disponemos de péptidos
sintéticos tendremos que basarnos en otros parametros. Un requisito imprescindible
para validar la identidad del péptido analizado es que todas sus transiciones muestren
una coelucion perfecta en la cromatografia. La probabilidad de observar coelucion de
transiciones inespecificas disminuye a medida que aumenta el nimero de transiciones
analizadas para cada péptido, pero aumenta con la complejidad de muestra. Igual-
mente, la relacion de las sefiales de las transiciones deberia ser la misma o similar que
la observada en los espectros de fragmentacion. Puesto que en un experimento de
SRM no se hacen espectros MS/MS de los péptidos analizados, es muy recomenda-
ble confirmar que la sefal observada es debida al péptido seleccionado y asi eliminar
posibles falsos positivos.  Si no es posible disponer de péptidos sintéticos, uno de
los procedimientos habituales en los experimentos preliminares de puesta a punto es
la realizacion de espectros MS/MS de los picos de interés. Los instrumentos suelen
disponer de procedimientos para realizar espectros MS/MS cuando detectan la elu-
cion de las transiciones programadas (104). Sin embargo, si la sefial es débil resulta
complicado obtener espectros con informacion suficiente para confirmar la secuencia
ya que la sensibilidad al realizar un espectro MS/MS es menor que el andlisis por SRM.
Sino es posible obtener un espectro MS/MS pero conocemos el tiempo de retencion,
podemos utilizarlo para confirmar, aunque sea de manera indirecta, el origen de las
transiciones observadas. Para determinar la utilidad de los métodos desarrollados en
muestras bioldgicas es importante determinar el efecto de la matriz en la deteccion de
los péptidos. Los problemas de supresion de sefal son frecuentes y pueden afectar a
la sensibilidad del método. Ademés, la complejidad de la matriz aumenta las probalbi-
lidades de aparicion de sefales inespecificas que puedan interferir con las medidas vy
dificultar la interpretacion correcta de los datos. Por ello, es necesario realizar medidas
con distintas matrices para determinar y cuantificar estos posibles efectos negativos.

En funcion de nuestras necesidades podremos disefar los experimentos para realizar
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una cuantificacion relativa o absoluta.  En el analisis de los experimentos de SRM
se cuantifican las dreas de los picos cromatograficos de todas las transiciones que
hayamos programado. Con el valor absoluto de las intensidades, directamente, pode-
mos realizar una cuantificacion relativa, de forma label-free. Obviamente, para corregir
errores en la cantidad de muestra cargada en cada andlisis, posibles variaciones en la
estabilidad del spray a lo largo del experimento y otros factores dificiles de controlar, es
necesario una normalizacion de los datos. Una opcion es realizar una normalizacion
frente a la sefal total asumiendo que la mayor parte de los péptidos analizados no
varfa. También se puede anadir una misma cantidad de un estandar interno que nos
sirva de referencia para cada experimento. Este tipo de procesos de normalizacion
son efectivos para corregir desviaciones globales, pero no problemas individuales,
como podrfa suceder con una interferencia de la matriz con un péptido concreto. La
otra forma de cuantificar es utilizando estandares marcados con isétopos estables.
En este caso, la cuantificacion ya no depende de la intensidad absoluta de la sefal
sino de la relacion entre las dos versiones de los péptidos analizados, marcados vy sin
marcar. Aparte del aumento del coste del experimento por la obtencion de los estan-
dares marcados, también se reduce el nimero de péptidos que podemos analizar a la
mitad. Sin embargo, la calidad de la cuantificacion es significativamente mejor porque
elimina o reduce el efecto de muchas interferencias, sobre todo a nivel individual. La
mayor parte de las posibles interferencias (spray, matriz, etc.) afectan de igual manera
a los péptidos enddgenos vy a los estandares afadidos, que son quimicamente igua-
les. Lo normal en este tipo de experimentos es normalizar por la cantidad de muestra
de la que se parte, es decir, por la cantidad de proteinas en la mayor parte de los
casos. Sin embargo, la cuantificacion de proteinas no es un proceso que esté libre de
errores y, en general, No proporciona medidas muy exactas. Una forma de normalizar
de manera interna por la cantidad de proteina es cuantificar algunas proteinas, relativa-
mente abundantes, que supuestamente se mantengan constantes (las denominadas
housekeeping) (105). Si utilizamos unas 10 0 mas y tomamos la mediana de los va-
lores de cuantificacion, aunque alguna de ellas varie no afectara al resultado. De esta
manera tenemos un estandar de abundancia interno. Para realizar una cuantificacion
absoluta debemos saber con exactitud la cantidad del estéandar interno marcado que
anadimos. Realmente, este es el gran problema para obtener un valor preciso. La
precision de la cuantificacion dependera de la exactitud de la medida de la concen-
tracion del estandar utilizado. Esta cuantificacion no es trivial.  Si utilizamos péptidos
sintéticos, estos pueden estar cuantificados de manera precisa mediante andlisis de
aminoacidos, o cual encarece bastante los péptidos. Si usamos proteinas completas
(106) o péptidos concatenados (QconCAT) (107), determinar la concentracion con
exactitud puede resultar mas complicado.

La cuantificacion de proteinas por SRM se realiza a partir de la cuantificacion de unos
pocos peptidos representativos. Por tanto, la abundancia de los péptidos que llegan
al espectrémetro de masas debe ser una fiel representacion de la abundancia de la
proteina en la muestra. Para ello, hay que optimizar el proceso de preparacion de
muestras y cuantificar, lo mejor posible, el rendimiento de cada una de las etapas del
proceso. Siqueremos realizar una buena cuantificacion debbemos tener conocimiento
y, a ser posible, cuantificar cualquier pérdida de material, péptido o proteina, que se
haya podido producir en el procesamiento de las muestras. Si utilizamos estandares
marcados, su introduccion en el flujo de trabajo se debe realizar lo antes posible. Una
vez que estén presentes en la muestra, las pérdidas de material afectaran por igual
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a producto enddgeno vy al estandar y, por tanto, neutralizaran su efecto en la cuanti-
ficacion final. Uno de los pasos mas importantes en el procesado de la muestra es
la obtencion de péptidos, generalmente, mediante digestion triptica de las proteinas
de la muestra. Una digestion incompleta implica una relacion péptido proteotipico/
proteina menor de uno v, por tanto, producira una subestimacion de la concentracion
de la proteina de interés. En principio, la mejor opcidon para contrarrestar el efecto
de un digestion deficiente es la adicion a la muestra de proteinas enteras marcadas
isotopicamente (106, 108). Ademas, también corregira en gran medida las posibles
pérdidas de proteina en algunas de las etapas del procesamiento. Esta estrategia
asume que el grado de modificacion del estandar y de la proteina enddgena es similar.
Existen otras estrategias para tratar de corregir los efectos de una digestion ineficiente
basadas en la adicion de proteinas quiméricas con mlltiples péptidos proteotipicos
marcadas isotopicamente, denominada QconCAT (107), o la utilizacion de péptidos
extendidos con las regiones flanqueantes de la proteina (109).

Los métodos de SRM han mostrado un amplio rango dinamico y una razonable sensi-
bilidad, en el rango de attomoles (2). Sin embargo, el rango dinamico de las proteinas
en plasma vy la baja abundancia de algunas de ellas de interés clinico se escapan al
analisis directo por SRM. Una estrategia para aumentar la sensibilidad de los andlisis
de SRM es combinarla con la inmunopurificacion de los péptidos proteotipicos de
interés, denominada SISCAPA (Stable Isotope Standards and Capture by Anti-Peptide
Antibodies)(110, 111). Otras estrategias para mejorar la sensibilidad incluyen el enri-
guecimiento de subprotemas (112), como proteinas N-glicosiladas (113). Sin embar-
go, aumentar la complejidad del procesamiento puede anadir variabilidad y fuentes de
error indeseables. Ademés, la necesidad de generar anticuerpos para cada péptido
encarece, alarga el desarrollo del método analitico vy reduce el nimero de péptidos/
proteinas que se pueden analizar. Por otro lado, los desarrollos tecnoldgicos estan
aumentando continuamente los limites de deteccion de los instrumentos (114).

3.4. Métodos con marcaje

3.4. a. Marcaje metabdlico: SILAC

Como todos los métodos de cuantificacion mediante marcaje, pretende introducir una
etiqueta diferencial en cada muestra para permitir el multiplexado en las etapas de
preparacion y andlisis. El objetivo del marcaje metabolico es introducir esta etiqueta
de manera natural en los aminodcidos constituyentes de las proteinas que se van a
analizar. Inicialmente se realizd creciendo las células en medio minimo conteniendo
SN/'3C de manera similar a lo que se hace para RMN (115). Esta estrategia es sencilla
y relativamente poco costosa. Sin embargo, este procedimiento tiene varias limitacio-
nes. Por un lado, no todas las células pueden crecer en estas condiciones de medio
minimas ya que las condiciones de cultivo de las células eucariotas son mas comple-
jas. Por otro lado, la diferencia entre péptidos marcados y sin marcar sera diferente en
funcién de la composicion de cada péptido y es desconocida hasta que se identifica
el péptido, lo que dificulta el andlisis. Mas tarde, la estrategia desarrollada por el grupo
de Matthias Mann se baso en introducir en el medio de cultivo aminoacidos esenciales
marcados. El marcaje de las proteinas se realiza progresivamente a medida que las
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células cultivadas en estas condiciones van incorporando aminoacidos marcados en
las proteinas de nueva sintesis. El empleo inicial de leucina deuterada mostré algunos
inconvenientes. Uno de ellos es que el marcaje de los péptidos que se produce es
incompleto debido a que no todos los péptidos generados contienen leucina.  Ade-
mas, los andlogos deuterados se separan en cromatografia de los compuestos no
deuterados, lo que complica bastante el andlisis (116). Mas tarde se paso a introducir
la marca enlisina (117, 118) y arginina (116), e incluso otros aminoacidos (metionina:
(119); tirosina: (120)) con lo que se asegura que todos los péptidos tripticos produ-
cidos tendran marca. En ocasiones se han detectado problemas con la arginina y
la prolina (121). Pese a los posibles problemas, el SILAC es una de las estrategias
cuantitativas mas utilizadas actualmente. Incluso se han llegado a marcar organismos
enteros (122) como moscas e incluso ratones (123) o plantas (124). Cada vez se
estan desarrollando nuevas aplicaciones para el SILAC, como el Super-SILAC que se
utiliza para crear miles de estandares para analizar muestras humanas (125).

La principal ventaja del SILAC es que la etiqueta introducida no es ningdn grupo o
modificacion quimica que se introduzca en la proteina. Son los propios aminoacidos
de la proteina los que contienen los isétopos por lo gue no se altera ninguna de las
propiedades fisicas o quimicas de los péptidos producidos. Por tanto, no se espera
gue haya ningun tipo de cambio cromatografico o en sus propiedades de ionizacion
o fragmentacion. La otra gran ventaja de la técnica es que al realizarse el marcaje
durante el cultivo, las muestras a comparar se pueden combinar justo al inicio de la
preparacion de las muestras por lo que se reduce al maximo las posibles diferencias
debidas al procesamiento de la muestra. Sin embargo, es preciso optimizar el mar-
caje para cada tipo celular empleado para asegurarse de que las proteinas se marcan
en su totalidad. Por ejemplo, es conveniente determinar si las células utilizadas son
capaces de sintetizar arginina 0 no ya que este aminoacido no es esencial. En caso
afirmativo, se debe establecer la concentracion de arginina minima necesaria para
suprimir la sintesis de novo de este aminoacido (121). Lo normal es dializar los sueros
empleados en los medios de cultivo para evitar contaminaciones de aminoacidos no
marcados presentes en éstos. El problema es que hay células que no crecen bien
en suero dializado. Una posible solucion es mezclar un poco de suero no dializado
con dializado. Aunque se puede producir una pequefia contaminacion con isétopos
ligeros en la muestra pesada, se puede corregir posteriormente si se cuantifica esta
contaminacion (126). El marcaje total suele conseguirse con un minimo 5 pases.
Finalmente, otro inconveniente del método SILAC es que el procedimiento de marcaje
puede afectar al cultivo, ya que el medio conteniendo aminoacidos marcados nunca
es exactamente igual al original, y los cultivos celulares con frecuencia son muy sensi-
bles a pequefias variaciones en la composicion de los medios.

La metodologia SILAC es un ejemplo de cuantificacion en modo MS. Los espectros
de los experimentos de SILAC muestran dobletes o tripletes para cada péptido, segun
el disefio utilizado. Hay ocasiones en las que se utiliza una combinacion de atomos
ligeros y pesados en el mismo aminodcido. Por ejemplo, la arginina puede tener 6
atomos de *C vy 4 de "N, en cuyo caso la diferencia es de 10 Da. Otra opcidn es uti-
lizar una arginina con solo los atomos de C pesados de manera que la diferencia sera
de 6 Da. Se podria, por tanto, disefiar un experimento en el que se marcasen tres
tipos celulares distintos y después observar tripletes separados 6 y 10 Da respecto al
residuo sin marcar. En cualquier caso, el andlisis es complejo porque hay bastantes
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posibles combinaciones (sobre todo si no se usa tripsina) y porque se puede pro-
ducir un solapamiento de las envolventes isotépicas. Por tanto, es necesario utilizar
un instrumento de alta resolucion para obtener buenos resultados. Existen distintos
paquetes informaticos para analizar los experimentos de SILAC (ver Tabla 2). La cuan-
tificacion de los péptidos puede hacerse de dos maneras. Por un lado se pueden
usar las intensidades (o las areas) de los picos ligeros y pesados de los espectros de
masas para calcular los ratios o, por otro lado, se puede obtener el XIC de cada uno
de ellos e integrar el pico cromatografico y tener asf la informacion cuantitativa.

3.4. b. Marcaje quimico: iTRAQ/TMT

Las estrategias de marcaje quimico con isotopos estables tienen la ventaja de ser muy
flexibles en el sentido de que cualquier compuesto capaz de reaccionar con grupos
funcionales de una proteina y que sea susceptible de ser sintetizado con isdtopos
estables puede ser utilizado para cuantificar. Al igual que sucede con el SILAC, las
estrategias de marcaje quimico mas convencionales introducen dos versiones de un
mismo reactivo, pesada v ligera, que el espectrometro de masas es capaz de di-
ferenciar en modo MS. Sin embargo, el empleo de etiquetas de distinta masa (no
isobaricas) tiene algunos inconvenientes. Por un lado, la complejidad de la muestra
aumenta ya que existe una version pesada y otra ligera de cada péptido. Ademas,
esta duplicacion afecta inversamente a la intensidad de los picos correspondientes a
cada péptido ya que se divide a la mitad. Frente a esta estrategia se han desarrollado
una serie de reactivos especificos para cuantificar por espectrometria de masas que
evitan estos inconvenientes. Se trata de las etiquetas isobaricas, disefadas para
cuantificar en modo MS/MS o MS? , como el iITRAQ (isobaric Tag for Relative and Ab-
solute Quantitation (48)) o el TMT (Tandem Mass Tags (49)). El disefio de este tipo de
compuestos es tal que las distintas versiones de los compuestos tienen todas virtual-
mente la misma masa (de ahi su denominacion de isobéricas). Sin embargo, cuando
el péptido etiquetado se fragmenta en el espectrometro de masas, la etiqueta también
se fragmenta generando iones reportero cuya masa es especffica para cada version
del compuesto (Figura 3). La abundancia relativa que cada péptido fragmentado tie-
ne en las distintas muestras se puede determinar midiendo las dreas de los distintos
iones reportero en el espectro de fragmentacion.

La cuantificacion en MS/MS presenta una serie de ventajas e inconvenientes respecto
a la cuantificacion en MS que conviene tener en cuenta a la hora de disefiar los expe-
rimentos de cuantificacion. Impone restricciones en cuanto a los instrumentos que se
pueden utilizar. Asi, los péptidos marcados con etiquetas isobaricas no pueden ser
analizados con un MALDI-TOF o una trampa ionica tridimensional, pero si en un MAL-
DI-TOF/TOF o en un hibrido cuadrupolo-TOF ¢ un hibrido cuadrupolo-orbitrap. Si bien
la cuantificacion en modo MS tiene una mayor intensidad de sefial, los espectros son
mas complejos v la relacion S/N suele ser menor. Por el contrario, la cuantificacion en
MS/MS suele proporcionar una sefial mas sencilla y con una S/N mucho mayor. Por
ello, la cuantificacion es bastante sensible. Es cierto que puede haber impurezas o
fragmentos que podrian solaparse con los iones reporteros, pero estos efectos intro-
ducen mucha menos variabilidad que la variabilidad biolégica y no suponen desvia-
ciones significativas (127, 128). Los instrumentos de alta resolucion pueden eliminar
los problemas de solapamiento de picos con m/z similares en modo MS y mejorar
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Figura 3. Marcaje isobarico ITRAQ. En el panel superior se muestra la estructura del reactivo iTRAQ-4plex. En rojo, negro y azul se
indican el grupo reportero, equilibrador y reactivo, respectivamente. En el panel del medio se indica la composicion isotdpica de los
grupos reportero y equilibrador.  En el panel inferior se muestra un espectro de fragmentacion de un péptido marcado con reativos
TRAQ-8plex del que se puede dedusir su secuencia. La zona del espectro correspondiente a los iones reportero se muestra
ampliada en el recuadro rojo.

considerablemente la cuantificacion. Sin embargo, la seleccion de los iones que se
van a fragmentar no se puede hacer con tanta resolucion. Por tanto, es frecuente
que algunos iones contaminantes con m/z similares sean también seleccionados para
fragmentar. Puesto que tanto el péptido seleccionado como el contaminante generan
los mismos reporteros, la cuantificacion puede verse comprometida. Dado que la
mayoria de los péptidos no son diferenciales, esta contaminacion tiende a amortiguar
las diferencias. Este problema de contaminacion parece ser la principal causa del
apantallamiento de las diferencias experimentales esperadas (129). Obviamente, a
medida que aumenta la complejidad de la muestra, el efecto de la contaminacion es
mas aparente. Por ello, un mayor fraccionamiento contribuye a reducir el efecto de
apantallamiento.

~

% Manual de Protedmica 39



Se han propuesto distintas estrategias para corregir este efecto que van desde la
adquisicion de los espectros (129), trabajar en modo MS® (130) a correcciones en el
andlisis de los datos (131).

Una aparente limitacion de la cuantificacion en MS/MS es el nimero de estos espec-
tros que se obtienen en un experimento normal de LC-MS/MS.  Si bien todos los pi-
cos observables en MS podrian ser susceptibles de ser cuantificados, bien mediante
técnicas label-free 0 de marcaje isotdpico no isobérico, sdlo un porcentaje relativa-
mente reducido de espectros MS/MS son utilizables tanto para identificacion como
para cuantificacion (60). A pesar de ello, la comparacion de ITRAQ y otras estrategias
de marcaje no isobarico ha mostrado que el nimero de péptidos y proteinas identifi-
cados es igual o mayor utilizando ITRAQ (132). Esto se debe, fundamentaimente, a
dos factores. Por un lado, los péptidos de todas las muestras contribuyen a la misma
sefial (132, 133), lo que supone una ventaja para identificar y cuantificar péptidos poco
abundantes. Por otro lado, el aumento en la complejidad de la muestra al introducir
un marcaje isotdpico no isobarico hace que se produzca una mayor redundancia en
la fragmentacion. Es decir, se fragmenta mas veces un mismo idn porgue hay mas
versiones del mismo (pesada v ligera, por ejemplo), por lo que se produce un menor
muestreo del proteoma (132), 1o que no ocurre en el marcaje isobérico. Finalmente,
tanto ITRAQ como TMT son reactivos disefiados para mejorar la fragmentacion de los
péptidos, al introducir aminas terciarias que confieren una carga positiva adicional a
los péptidos.

A pesar de sus limitaciones, la cuantificacion con iITRAQ es muy precisa y sensible
aungue su exactitud sea inferior a la de otras estrategias (134). Ademas, actualmente
es la estrategia experimental que permite un mayor multiplexado, analizando un mayor
numero de muestras simultaneamente, hasta 8 muestras.  Asimismo, a diferencia de
las técnicas de marcaje metabdlico, la metodologia ITRAQ permite su utilizacion tanto
en muestras procedentes de experimentos in vivo como in vitro. Actualmente la tec-
nologia TMT ha superado iITRAQ permitiendo un multiplexado de hasta 11 muestras.

Las etiquetas isobéricas son caras y los protocolos de marcaje son relativamente
laboriosos. Por tanto, hay que trabajar de manera muy cuidadosa para obtener resul-
tados buenos y reproducibles (127). Tanto los reactivos de ITRAQ como las nuevas
versiones de los TMT utilizan derivados de ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) que
reaccionan con los grupos amino de los péptidos (N-terminal v lisina). Estos ésteres
se hidrolizan espontaneamente en solucion acuosa, sobre todo a pH basico. Puesto
que la reaccion de marcaje compite con la reaccion de hidrdlisis, se debe utilizar unas
condiciones experimentales que favorezcan la reaccion de marcaje sobre la de hidro-
lisis. Esta es la razén por la que el reactivo iTRAQ se prepara en etanol o isopropanol
y SuU concentracion de trabajo no debe bajar de un 70 % ¢ 60 %, respectivamente.
Asimismo, es importante mantener el pH de la mezcla de reaccion entre 7,5y 8,5 para
que la reaccion funcione correctamente. Este pH es una situacion de compromiso
que permite una reactividad del grupo amino adecuada (dependiente de la forma
desprotonada) con una hidrdlisis aceptable. A medida que las reaccion de marcaje
e hidrdlisis avanzan, los productos que se van formando acidifican el medio. Por ello,
es necesario que el medio de reaccion tenga suficiente capacidad tamponadora para
mantener el pH. Por razones obvias, hay que eliminar las sustancias que interfieran
con la reaccion de marcaje, fundamentalmente aminas primarias y secundarias, por
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lo que es frecuente precipitar las proteinas en las etapas iniciales del proceso. Aun-
que la reaccion es bastante especffica para grupos amino, los grupos tioles a altas
concentraciones pueden mostrar cierta reactividad. Por ello, se recomienda sustituir
el DTT por TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina) como agente reductor ya que no introduce
tioles. Al final del proceso de marcaje, la mezcla de reaccion tiene una elevada con-
centracion de sales que puede interferir con los procesos de separacion de péptidos
como el isoelectroenfoque o la cromatografia de intercambio cationico. Para evitar in-
terferencias suele realizarse una etapa de desalado en un cartucho o punta de pipeta
con C18 al concluir el marcaje. Los péptidos marcados, poseen unas caracteristicas
de hidrofobicidad diferentes a los no marcados. En consecuencia, puede ser nece-
sario modificar los gradientes cromatograficos utilizados habitualmente con peptidos
no marcados. A la hora de adquirr los datos, hay que aumentar la energia de colision
para obtener buena sefal de los iones reporteros. Sin embargo, hay que evitar aplicar
demasiada energia que pueda disminuir la sefial de los fragmentos del péptido v se
plerda eficiencia en la identificacion de proteinas. En los instrumentos de ABSCIEX,
que es la empresa que comercializa los reactivos ITRAQ, esta bastante optimizado,
pero se ha utilizado con éxito con instrumentos de otras casas comerciales. Los
iones precursores se deben seleccionar con una ventana lo mas estrecha posible
que permita una adecuada trasmision. De esta manera se reduce en cierta medida la
contaminacion por otros iones con m/z similar, la principal causa del apantallamiento
de los resultados.

3.4. c. Marcaje enzimatico con °0/'0

El marcaje isotdpico con O es un marcaje enzimatico realizado a nivel de péptido que
consiste en el intercambio de dos atomos de 'O por dos atomos de 0 durante una
reaccion catalizada por tripsina, aumentando asf el peso molecular del péptido en 4
Da (135). Durante el proceso de marcaje se generan dos nuevas especies guimicas
que contienen uno (B,) o dos (B,) atomos de '*O en el extremo C-terminal del pép-
tido, ademas de la especie quimica no marcada (B,) (Figura 4). El marcaje se realiza
incubando los extractos de proteinas con tripsina en condiciones que permiten la
digestion, conteniendo el medio de reaccion H,'®O para la muestra a marcar y H,"°O
para la muestra control. Aungue originalmente el marcaje enzimatico se llevaba cabo
durante la digestion triptica, existen diversos factores, como valores extremos de pH,

0] Rn+1 Hgo 0O l:*n+1
H H H H
.,.NW/U\NJ\H/N.._ L_ _,.N%OH " HzN)\n/N’"
R, H O Tripsina Bo R, 0
Proteina
H,'80 / Tripsina
*0 OH o)

H Tripsina H H

\HJ\wOH' ‘_T 80 \’)J\WOH

BZ Rn H,'80 Rn B1 Rn

Figura 4. Esquema de la reaccién enzimética de marcaje con '°O/'®0 catalizada por tripsina. En un primer paso se rompe el enlace
peptidico mediante una reaccion catalizada por tripsina en presencla de H,'°O, generando la especie quimica B,, con dos atomos
de '®O en el extremo C-terminal de péptido. En un segundo paso, la tripsina permite la incorporacion de uno o dos &tomos de
80 en el extremo C-terminal, generando dos nuevas especies quimicas: B,, con un atomo de '“O; y B, con dos atomos de 0.
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gue causan un intercambio de oxigenos con el medio (136). Hoy en dia los procesos
de digestion y marcaje se llevan a cabo de forma separada, cada uno de ellos en sus
condiciones optimas. (135, 137, 138).

Tradicionalmente la cuantificacion se realizaba considerando que la proporcion de
péptidos en la muestra no marcada (A) corresponde a la fraccion de especies qui-
micas no marcadas, mientras que los péptidos de la muestra marcada (B), da lugar
a especies mono- (B,) y di- marcadas (B,), calculandose el ratio como A/( B, + B2)
(138-142) . Pero durante el intercambio de oxigenos que tiene lugar en la reaccion
enzimética de marcaje, solo la mitad de la fraccion de especies mono-marcadas (B,)
da lugar a especies di-marcadas (B,) o volvera al estado no marcado (B,) (Figura 4)
(62, 143-145), determinandose la abundancia relativa de un péptido en cada muestra
como (A+B,)/(B,+B,).

Mediante consideraciones cinéticas puede demostrarse que la concentracion total de
peptidos de la muestra marcada, B = B, + B, + B,,, puede descomponerse en funcion
de la concentracion de cada una de las especies de la muestra marcada, utilizando
un parametro f que evalla la eficiencia de marcaje (57)

B,=B-f
B =B(B-f)
B,=B-2-f(1-f)

La relacion entre las concentraciones de las tres especies quimicas del péptido siem-
pre sigue estas tres ecuaciones, independientemente del porcentaje de enriqueci-
miento con "0 del agua utilizada y del posible intercambio de oxigenos en presencia
de agua no marcada. En la Figura 5 se muestra un esquema de la contribucion de
cada una de las especies en un espectro real. El control riguroso de la eficiencia de
marcaje permite determinar directamente las proporciones de Ay By controlar el mar-
caje de cada uno de los péptidos cuantificados en un mismo andlisis.

La cuantificacion de cada especie del péptido se calcula en funcion de la abundancia
(intensidad/area) de cada uno de los picos correspondientes a las envolturas isotopi-
cas determinadas por el detector del espectrémetro de masas. El ratio de los cinco
primeros picos de cada envoltura isotopica se calcula como:

. 16O IO
ratio % = Y Y MM
/ [1__2]_[1__2] y

-4+ —2
4 ,M0 0 2 A Mo Mo 0

donde /, 1,y I, son las intensidades relativas medidas del primer, tercer y quinto pico
de cada envoltura isotopica, y M, M, y M, corresponden a las intensidades relativas
tedricas de la envoltura isotépica del péptido. Este ajuste tedrico (M), de acuerdo con
la abundancia relativa de los isétopos C, O, H, Ny S existentes en la naturaleza, se
determina en funcion de la secuencia del péptido (52).

Un problema de la protedmica cuantitativa basada en MS es la resolucion. La dife-
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Figura 5. Estimacion de la eficiencia de marcaje con 160/180. Contri-
bucién a la envoltura isotdpica de cada una de las especies quimicas
del péptido (A: especie proveniente de la muestra no marcada; BO, B1
y B2: especies provenientes de la muestra sometida a marcaje en la
que se han incorporado ninguno, uno o dos atomos de 180, respec-
tivamente). La envoltura isotdpica se descompone en la suma de los
cuatro componentes, cuyo valor esta definido inequivocamente por la
concentracion de péptido en la muestra no marcada, A, la de péptido
en la muestra marcada, B, vy la eficiencia de marcaje, f.

Intensidad Relativa

rencia de masa entre la especie marcada y
la especie no marcada es muy pequefa (4
Da para un marcaje completo y 2 Da para un
marcaje incompleto). Ademas, cada especie
peptidica presenta tres picos isotdpicos prin-
cCipales separados 1/z unidades. Es por ello
que normalmente se usan equipos de media
y alta resolucion, como los analizadores de
masas FT-ICR (52, 135, 142, 143, 145, 146)
0 los analizadores de tiempo de vuelo (TOF)
(147-153).

Intensidad Relativa

En los equipos de baja resolucion, como la
trampa ionica (IT), es dificil diferenciar y cuanti-
ficar la envoltura isotdpica de los picos, sobre
todo en péptidos idnicos doble o triplemente
cargados (154). Aunque existen algunos tra-
bajos donde usan este tipo de equipos (140,
150, 1565, 166), no han sido utilizados de for-
541 542 543 544 ma hapitvu/al en proteémicq ,cgantitlativa hasta
miz la aparicion de la trampa idnica lineal (LTQ),

que presenta una velocidad de barrido supe-

rior a la trampa idnica tridimensional convencional (3D-IT) (157), y permite modos de
barrido de alta resolucion muy robustos en un rango de masas limitado (ZoomScan).
En una trampa iénica lineal se pueden programar ciclos de barrido que realicen dos
espectros, un ZoomScan centrado alrededor del doblete de envolturas isotdpicas que
se desea cuantificar y un espectro MS/MS para identificar el péptido (144, 158-161).

Intensidad Relativa

3.4. d. Estadistica de cuantificacion por marcaje isotépico

El nimero de datos que deben estudiarse en experimentos de protedmica diferencial
a gran escala es formidable. Esto hace que uno de los problemas principales de la
protedmica cuantitativa a gran escala sea el andlisis de datos.

Uno de los cuellos de botella fundamentales es ;cémo determinar si la diferencia
en abundancia de una proteina entre las muestras que se comparan es real, o si se
ha producido de forma artefactual? Los cambios de expresion en proteinas pueden
considerarse significativos si son cambios mayores que un cierto umbral fijo que se
establezca a priori, pero es preferible utilizar métodos estadisticos que establezcan la
significatividad estadistica basandose en criterios de probabilidad.
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En este sentido, los métodos estadisticos aplicados en protedmica cuantitativa estan
claramente menos desarrollados que los que se utilizan en el campo de microarrays.
La mayoria de las publicaciones de protedmica cuantitativa mediante espectrometria
de masas han heredado los métodos ya establecidos en geles de electroforesis bi-
dimensional, sin comprobar si estos métodos son realmente aplicables a las aproxi-
maciones de MS/MS. Todos estos tests asumen un muestreo independiente y que
los datos analizados siguen una distribucion normal, suposiciones que no han sido
demostradas en un contexto general.

Se emplean los Student's t-tests 0 ANOVA gue calculan los valores p de la cuantifi-
cacion de cada proteina de manera independiente. Es decir, la probabilidad de que
la cuantificacion de dicha proteina pertenezca a la distribucion normal del resto de las
proteinas del experimento solamente debido al azar (mientras mayor es la p, menos
confiable es el cambio en abundancia de dicha proteina). Se consideran estadistica-
mente significativos aguellos resultados que tengan una p menor que un cierto umbral
de error tolerable. Aungue dicho umbral se selecciona de forma bastante arbitraria,
suele emplearse una p<0.05. Esto significa que existe un 5% de probabilidad de que
una proteina que se expresa de forma diferencial entre dos muestras, lo haga sélo por
azar.

Sin embargo, en un experimento de protedmica de alto rendimiento, mientras mayor
es el nimero de proteinas cuantificadas a las cuales se les aplica el test estadistico de
forma independiente, mayor sera el nimero de valores que cumpliran con el criterio
de significatividad sdélo por azar, vy por tanto, mayor sera la incidencia de los llamados
falsos positivos (falsos cambios de abundancia de proteina). Por ejemplo, en un expe-
rimento con 10 000 proteinas cuantificadas, a una p<0.05, el 5% de los cambios sera
sdlo por azar, lo cual corresponderfa a 500 proteinas y seria un resultado inaceptable.
Para evitar esto, cuando se trabaja con grandes poblaciones de datos, a los valores
de p de cada cuantificacion se les realiza una correccion de tests mditiples (Multiple
testing correction) para mantener la tasa de error global por debajo de un umbral se-
leccionado por el investigador. Existen diferentes formas de correccion, pero la mas
aceptada es la FDR (False Discovery Rate) de Benjamini y Hochberg (162), la cual re-
presenta la proporcion de valores esperados que se desvian del resto de la poblacion
de proteinas (outliers) solo al azar frente al nimero total de outliers (163). Por ejemplo,
en un experimento con 10 000 proteinas cuantificadas, al cortar con p<0.001, se ob-
servan 200 proteinas que cambian en abundancia. Si se controla la FDR, se obtiene
que el 5% de esos cambios se debe simplemente al azar (10 000 x 0.001 = 10; 10 x
100% / 200 = 5%), lo cual corresponderia solamente a 10 proteinas.

Por otro lado, como se ha descrito anteriormente, en la mayoria de los métodos de
marcaje isotopico, las mediciones en el espectrometro de masas se realizan a nivel de
péptido, a partir de los cuales se cuantifica la proteina que dio lugar a esos péptidos.
Sin embargo, existen una serie de factores que pueden complicar este andlisis, como
por ejemplo, que una misma proteina se cuantifica a través de diferentes péptidos; un
mismo péptido puede pertenecer a diferentes proteinas; a su vez un mismo péptido
puede ser identificado con varias cargas, o con modificaciones post-traduccionales
o en diferentes fracciones después de un proceso de separacion multidimensional.
Frecuentemente se presentan co-eluidos o el péptido en cuestion se identifica mal.
Ademas, las diversas aproximaciones de marcaje isotopico pueden requerir el uso de
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Software Métodos

Resoluciéon o MS

Buscador

Estadistica

Publicacion

Spectral ) Mascot, SEQUEST No comparable porque es
APEX Counting Cualquiera (TPP) (TPP) label-free. (66, 70)
ASAPratio ICAT, cICAT, ‘
(PP) SILAC Cualquiera (TPP) (172)
Libra (TPP) iTRAQ Cualquiera (TPP) Utiiza el Interact de TPP para hacer No publicado
Exportador PP el rolling-up, pero no tiene en
pepXML2Excel de Cualquiera (TPP) cuenta los valores de No publicado
resultados cuantificacion.
Baja resolucion (datos
XPRESS (TPP) ICAT exportados a TPP) (176)
Rolling-up péptido-proteina por
MaxQuant SILAC Orbitrap, FF Cualquiera redundamcw_e} pephd\ga, _Cuantmca- 177)
(alta resolucion) cién por criterio
FDR Benjamini-Hochberg.
Criterios de exclusion basados en
Label-free, No especificado umbrales. Incluye un tratamiento de
MFPaQ SILAC, ICAT (importa datos mgf) Mascot péptidos identificados en fracciones (178)
consecutivas de un gel.
SILAC, *N Orbitrap, FT Se calcula un X?, y el roling-up se
MSQuant (con ayuda P, ” Mascot hace con medianas de los X de (165, 179)
(alta resolucion) o
de otro SW) los peptidos.
Alta resolucion (datos im- No comparable boraUs 65
MS-Spectre Label-free | portados: mzML, mzXML, No integrado P pord No publicado
label-free.
MZData)
Cualquiera, Su rolling-up no tiene en cuenta
Multi-Q iTRAQ Cualquiera preferentemente el error sistematico cometido en (167)
SEQUEST (pRatio) cada nivel.
muxQuant N FTICR TPP Uso de medianas para rolling-up. (180)
Maximum likelyhood. Basado en
N, "#C, . pesos estadisticos proporcional a
ProRata SILAC, ICAT, Thermo (LCQ-DEGA, SEQUEST SN ratio. No tiene en cuenta el error (169)
| LTQ, LTQ-FT) : o ) )
50 sistemético cometido en cada nivel.
No controla la eficiencia.
’ XlTandem (y
PVIEW Label-free Alta resolucion posiblemente otros, No comparable poraue es (181)
(XIC) label-free.
mzXML)
Quant TRAQ Cualquiera Mascot, SEQUEST | Ne 1ace realmene roling-up hasta (174)
proteina. Cuantifica péptidos.
Deteccion automatica de anchos
CICAT, Thermo (LCQ-DECA, de pico, eliminacion de back-
QU SILAC, "0 LTQ, LTQ-FT) SEQUEST ground. Prevencion de coeluidos. (182)
No estima la eficiencia en ®O.
RAAMS 0 T SEQUEST Estimacion de }a eﬁgleno\a similar a (145)
(no especificado) (51). Sin rolling-up.
Test de Dixon para identificar cuanti-
RolEx N, car | Themo LCQ-DECA, SEQUEST | ficaciones atibicas. Utiiza p-values, (189)
LTQ, LTQ-FT) » .
no valido para alto rendimiento.
Cualquiera
- basado en | Cualquiera (no todos pro- . PR ‘
Mascot Distiller ) Mascot Sin estadistica visible. No publicado
marcaje bados por los autores)
isotopico
SEQUEST, Mascot
Proteome y Z-core, Gombi- Uso de medialas para roling-ui
Discoverer TRAQ, TMT, Thermo (LOQ-DECA, nacion de todos Diversos errores er:3 desestirr?ac%n No publicado
SILAC, ICAT LTQ, LTQ-FT) los motores de P
(Thermo) . manual.
busqueda, aunque
FDR mal calculada.
Cualquiera (SE-
‘ QUEST y Mascot
Cualquiera .
basado en Cualquiera (probado en | son transformados
SanXoT . LTQ, Orbitrap y MALDI- | directamente, otros Ver texto. (158)
marcaje
BN TOF-TOF) son mapeados por
isotépico N
cualquier tabla de
datos)

Tabla 2. Comparativa de solftware de protedmica cuantitativa
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espectrometros de masa de diferente resolucion y con diferentes modos de fragmen-
tacion. En la Tabla 2 se muestra una perspectiva del software que puede encontrarse
actualmente en protedmica cuantitativa.

Para obtener la cuantificacion a nivel de proteina, se ha empleado la media de las
cuantificaciones de sus péptidos (164), asi como la mediana (Proteome Discoverer,
MSQuant (165)). También se ha utilizado la media ponderada (166, 167) v la correla-
cion ponderada (53). La ponderacion se realiza multiplicando la cuantificacion de cada
péptido por un peso estadistico, el cual generalmente depende de la intensidad del
espectro. Sin embargo, para decidir la mejor forma de integrar la informacion cuanti-
tativa desde el nivel de espectro, pasando por el nivel de péptido y hasta el nivel de
proteina, es necesario analizar la distribucion de datos a cada uno de los niveles. Es
decir, el tipo de distribucion, su simetria, si existen factores que alteran dicha distribu-
cion y la convierten en multimodal.

En la mayoria de los trabajos se asume que las cuantificaciones de los péptidos cum-
plen con una distribucion normal, con una media y varianza homogénea. Esta asun-
cion errdnea de normalidad podria explicarse por el teorema del limite central: mientras
mayor es el tamafio muestral, lo cual es tipico en los experimentos de protedmica
de alto rendimiento, mas se asemeja la distribucion de datos a una Gaussiana. Sin
embargo, en un experimento de prueba, en el cual se compard un proteoma contra
si mismo por marcaje con 80, se demostrd que aungue la distribucion es aparente-
mente simétrica, siguiendo la forma de una distribucion normal, al analizar la llamada
‘gréfica de normalidad” (que representa el valor normalizado observado de la variable
respecto al valor normalizado tedrico y que en casos de distribucion normal pura de-
ben producir una recta) (158), se hace patente una clara desviacion del comporta-
miento normal (Figura 6). De hecho, el comportamiento en los extremos de la funcion
representada en la Figura 6C indica que la distribucion estudiada podria ser fruto de
la superimposicion de diversas distribuciones normales con distintas varianzas (168),
cuyo resultado no es una distribucion Gaussiana. La razén de esta heterogeneidad de
varianza de las cuantificaciones se debe a que un mismo péptido puede cuantificarse

800+ A 17
%
_9600- B
Q
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3 400+
: e
S
L.

200+

log2(A/B)obs
o

-2 -1 0 1 2 2 0 2
log 2 (A/B) heor
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Figura 6. Andlisis de los resultados de un experimento de prueba asumiendo que en la hipdtesis nula los datos se distribuyen
normalmente (158). (A) Histograma de frecuencias de los ratios (expresados en logaritmo en base 2), y ajuste del histograma a una
distribucion gaussiana. (B) Distribucion acumulativa de frecuencias (en gris), mostrando la curva tedrica correspondiente al mejor
gjuste de los datos a una distribucion normal (en negro). (C) Gréfica de normalidad (la linea delgada representa los resultados espe-
rados para una distribucion normal).
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Figura 7. Calidad de los espectros. En el panel (A) se observa un espectro cuya una relacion senal/ruido es alta, en el que la cuan-
tificacion es muy precisa. En (B) se observa una cuantificacion del mismo péptido en un espectro con una relacion sefal/ruido muy
inferior, en el que la cuantificacion es mucho menos precisa y por tanto se lleva a cabo con mayor margen de error. Notese que los

valores de cuantificacion difieren notablemente.

a través de espectros de diferente relacion sefal/ruido, y por tanto con diferente pre-

cision (Figura 7) (131, 169, 170).

Aungue son pocos los autores que han abordado este problema de heterogeneidad
de varianza a nivel de espectro, ya se han propuesto algunas soluciones. Por ejemplo,
en el modelo WSPP (175) se ha introducido el concepto de peso estadistico del es-
pectro (v,), el cual aumenta con el cuadrado de la intensidad de la medida (reflejando
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Figura 8. Estratificacion de las medidas de cuantificacion diferencial en
poblaciones localmente normales de acuerdo a su peso estadistico (v,).
(A) Distribucion de los pesos estadisticos en funcion de los log,(ratio).
(A, interior) Resultados del test de normalidad de D’Agostino aplicado en
ventanas deslizantes de 200 puntos ordenados por el peso estadistico;
se muestran los valores del estadistico Y del test de D’Agostino, indican-
do los valores del 99% de confianza para una distribucion normal de 200
datos (2.9 a -5.6); comparense estos valores con el valor de Y obtenido
para el conjunto total de datos (indicado por un punto negro). (B) vy (C)
Gréficas de normalidad de una de las regiones de (A) tomada a modo de
ejemplo (delimitada por barras horizontales).

asi el efecto intensidad) y disminuye
con su desviacion cuadrética media
(reflejando asf el efecto de la bondad
de ajuste a la curva tedrica). Una vez
que se normalizan los espectros de
acuerdo a su calidad, los datos agru-
pados en ventanas deslizantes de
doscientas cuantificaciones siguen
una distribucion normal (Figura 8)
(175). Por otro lado, en MultiQ (167)
se intenta homogeneizar la varianza
a nivel de espectro trabajando con
cuentas espectrales por encima de
un determinado umbral, lo cual a su
vez compromete la profundidad de
analisis del proteoma. Recientemen-
te, a la intensidad de los espectros
de ITRAQ se aplicd una transforma-
cion muy utilizada en el campo de
los microarrays, como es la trans-
formacion logaritmica generalizada
mediante el software VSN (variance
stabilization normalization) (171). De
esta forma se logro estabilizar la va-
rianza, obteniendo homogeneidad
de varianza en todo el rango de in-
tensidades (131).

Los demas modelos desarrollados
para ITRAQ se centran sobre todo

4
\ ':_ % Manual de Protedmica 47



en el andlisis de la distribucion de los datos a nivel de péptido. Asi, ASAPratio (172)
y GPS Explorer (173) asumen normalidad de datos después de eliminar outliers me-
diante diferentes filtros, mientras que ProQuant asume una distribucion normal (174).
Muy pocos trabajos tienen en cuenta posibles fuentes de artefactos como la eficiencia
de marcaje (51, 145, 158, 167), la digestion parcial (158, 167) o la oxidacion de me-
tionina (158).

Actualmente no hay consenso en la literatura acerca de como tratar los datos prove-
nientes de los péptidos. El modelo méas avanzado descrito hasta la fecha es el modelo
WSPP (175), el cual es el Unico que cuenta con una hipdtesis nula a gran escala
validada y se ha demostrado su aplicacion en la practica en centenares de experi-
mentos usando el paguete SanXoT (158). En ese modelo jerarquico, el error final de
la medicion de una proteina se compone por la suma de los errores correspondientes
a cada nivel de medicion: espectro, péptido y proteina (Figura 9). La cuantificacion a
cada nivel se realiza a través de la media ponderada de las cuantificaciones corres-
pondientes del nivel inmediato inferior, de manera que las mediciones mas precisas
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espectroz, ) péptidoz. ) Proteinaz
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Figura 9. Consideracion de las distintas fuentes de error de forma separada en el andlisis de muestras marcadas por isétopos esta-

bles (1568). X Xw y X, son las cuantificaciones a nivel de espectro, péptido y proteina, respectivamente.

pesan mas en la media final (Figura 10).

Al expresar la medicion a cada nivel en unidades de desviacion estandar v al integrar
a nivel de proteina, los datos siguen una distribucion normal estandarizada, indicando
que los errores se han estimado correctamente (Figura 11A, inset). En el experimento
de hipotesis nula, de mas de 1200 proteinas cuantificadas se obtuvo 1 cambio de ex-
presion falso a una FDRg<56%, mientras que la aplicacion de los modelos estadisticos
clasicos, donde se asume una distribucion global normal de los datos, se obtenia un
elevado ndmero de falsos cambios de expresion, independientemente de los criterios
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Figura 10. Integracion de la informacion cuantitativa desde el nivel de espectro hasta el nivel de proteina segun el modelo propuesto
por (168). W, W,y W, son los pesos estadisticos (inversos de la varianza) de la cuantificacion a nivel de espectro, péptido y
proteina, respectivamente.

estadisticos de significatividad utilizados (p<0.056, FDR<5%) (175).

Segun el modelo WSPP (175), la varianza a nivel de espectro depende fundamental-
mente del espectrometro de masas en el que se ha realizado la medicion, mientras
que la varianza a nivel de proteina se ve influenciada por la forma de obtener la muestra
proteica. Por otro lado, la dispersion a nivel de péptido depende del procedimiento de
digestion de las proteinas y el marcaje de los péptidos resultantes. De esta forma es
posible detectar artefactos debidos a la digestion parcial, a la oxidacion de metioninas
0 a la eficiencia de marcaje, entre otros (175). Por ejemplo, como se observa en la
Figura 12, los péptidos que tienen digestiones parciales o metioninas oxidadas tien-
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Figura 11. Andlisis de (A) la hipdtesis nula y (B) de una muestra tratada con VEGF durante 8 h con el modelo estadistico de (158).
X,y Z, son los valores normal y estandarizado, respectivamente, de la cuantificacion a nivel de proteina. W, es el peso estadistico
(inverso de la varianza) de la cuantificacion de cada proteina. Los puntos negros representan las proteinas que cambian de expresion
a una FDRqg<0.06.
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Figura 12. Efecto de (A-C) la oxidacion de metioninas y de (D-F) la digestion parcial sobre la dispersion de los péptidos alrededor del
valor de la proteina correspondiente (158).

den a desviarse de la relacion 1.1 esperada, sugiriendo que estos peptidos no reflejan
de manera confiable la concentracion de la proteina de la que se derivaron. Por tanto,
el andlisis de los errores asociados a cada nivel de manera independiente permite
controlar los posibles artefactos en el protocolo que van desde la preparacion de la
muestra hasta la obtencion de datos en el espectrometro de masas (175).
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1. Introduccion.

1.1. Relevancia de las modificaciones post-traduccionales de proteinas en
los sistemas biolégicos

Las modificaciones post-traduccionales de las proteinas o PTMs (del inglés post-trans-
lational modifications) constituyen un mecanismo de regulacion fundamental en mul-
tiples procesos bioldgicos. Las PTMs permiten expandir la complejidad de las pro-
teinas al modificar de manera covalente las cadenas laterales de sus aminoacidos,
alterando su estructura y funcion. Hasta la fecha, se han descrito mas de 300 tipos de
modificaciones en proteinas(1). Entre todas estas modificaciones, la fosforilacion es
probablemente la PTM caracterizada a mayor escala a dia de hoy. Esto se debe prin-
cipalmente al temprano desarrollo de métodos de purificacion altamente especificos
para esta modificacion. Asi pues, numerosos trabajos han permitido determinar que la
fosforilacion afecta aproximadamente al 60% de las proteinas mediante la modificacion
covalente de mas de 300.000 residuos cuyas funciones regulatorias controlan practi-
camente todos los procesos celulares tales como la expresion génica, la sefalizacion
celular o el control del ciclo celular.

En lo que respecta al resto de modificaciones (metilaciones, acetilaciones, ubiguitina-
ciones...), se conocia poco sobre el impacto vy las funciones regulatorias que tienen a
nivel global en la célula, y las pocas funciones conocidas para las mismas habian sido
descritas principalmente en histonas. Sin embargo, recientemente, el desarrollo de an-
ticuerpos monoclonales altamente especificos para estas modificaciones ha permitido
expandir el catalogo de proteinas modificadas post-traduccionalmente. Gracias a esto
se han podido describir mdltiples procesos bioldgicos regulados por acetilaciones,
metilaciones y ubiquitinaciones de una forma similar a lo conocido hasta la fecha para
los mecanismos de fosforilacion. A lo largo de éste capitulo discutiremos brevemente
las funciones bioldgicas de algunas de estas modificaciones, como son la ubiquitina-
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cion, la acetilacion y la metilacion y explicaremos, en mayor detalle, las principales es-
trategias experimentales de inmuno-purificacion que permiten su estudio a gran escala
mediante técnicas protedmicas.

1.1.1. Ubiquitinacion

La ubiquitinacion es un proceso enzimatico que consiste en la conjugacion covalente
de una (mono-ubiguitinacion) o de varias (poli-ubiquitinacion) cadenas de la molécula
de ubiquitina en el extremo e-amino de lisinas. La molécula de ubiguitina es un poli-
péptido compuesto por 76 aminoacidos. El mecanismo de ubiquitinacion depende de
la accion secuencial de tres enzimas: enzimas activadoras de ubiquitina (E1), enzimas
de conjugacion de ubiquitina (E2) y ubiquitin ligasas (E3). La ubiquitinacion de protei-
nas es un proceso reversible puesto que puede ser regulado de manera transitoria
mediante las enzimas de-ubiquitinasas gue eliminan el residuo de ubiguitina.

Asimismo, la ubiquitinacion es una modificacion muy versatil ya que puede modificar
un mismo residuo con una o varias cadenas de ubiquitina. Las diferentes conforma-
ciones que adoptan las cadenas poliméricas de ubiquitina permiten regular con mayor
precision las vias de sefalizacion celular(2). Estas cadenas pueden ser reconocidas
de manera especffica por proteinas que posean dominios de union a ubiquitina(3), de
modo que la interaccion puede desencadenar procesos como la degradacion de la
proteina(4), la sefalizacion de las proteinas para su transporte (e.g. internalizacion por
lisosomas(b)) o la activacion de cascadas de sefializacion, como por ejemplo la ruta
de NF-kappaB responsable de procesos inmunitarios e inflamatorios(6).

1.1.2. Acetilacion

La acetilacion consiste en la adicion de un grupo acetilo al extremo e-amino de las
lisinas. Aunque se trata, principalmente, de un proceso enzimatico catalizado por las
lisina-acetil-transferasas (KATs, de lysine acetyl transferases), también se puede pro-
ducir de manera no enzimética si la concentracion de acetilCoA es muy elevada (e.g.
mitocondrias). La acetilacion es una reaccion reversible catalizada de manera enzima-
tica por las lisina-deacetilasas (KDAC, de lysine de-acetylases).

La acetilacion de una lisina provoca la neutralizacion de su carga positiva e incrementa
la hidrofobicidad de la cadena lateral. Este cambio modifica la forma en que la proteina
interacciona con otras proteinas. Asi, se ha descrito que esta modificacion esta impli-
cada en la remodelacion de la cromatina, ya que la de-acetilacion de las histonas favo-
rece la compactacion de la cromatina y, por tanto, el silenciamiento de la transcripcion.
Por esta razon las KATs y las KDACs se consideran entre los principales represores
epigenéticos. Ademas, se ha descrito la importancia de la acetilacion en el control de
ciclo celular o en la localizacion vy transporte de proteinas nucleares(7-9).
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1.1.3. Metilacion

Mediante el proceso de metilacion se transfiere uno o varios grupos metilo desde la
S-adenosil-metionina (SAM) a las cadenas laterales de la lisina o de la arginina. La
lisina se modifica por su extremo e-amino, y puede incorporar uno, dos o tres grupos
metilo. La metilacion de arginina sucede en el grupo guanidinio de su cadena lateral,
y puede tratarse de mono-metilacion si solo se modifica un grupo amino, o dimetila-
cion, la cual puede ser simétrica (si se modifican ambos grupos amino) o asimétrica
(si se ahaden dos grupos metilo a uno solo de los grupos amino). Se trata de una
reaccion enzimatica catalizada por las lisina-metiltransferasas (PKMTs de protein lysine
methyl transferases) y las arginina-metiltransferasas (PRMTs de protein arginine methy!
transferases). lgualmente, esta reaccion es reversible, y la eliminacion de los grupos
metilo esté catalizada por las demetilasas (PKDMSs, de protein lysine de-methylases y
PRDMs de protein arginine de-methylases).

A diferencia de la acetilacion o la ubiguitinacion; la metilacion de lisinas no altera de
manera significativa las propiedades de carga o hidrofobicidad de la proteina. No olbs-
tante, se ha descrito que su presencia puede incrementar la estabilidad de la proteina
y la tolerancia a los shocks térmicos. La metilacion de lisinas es principalmente cono-
cida en histonas, en las cuales puede regular su interaccion con el ADN, participan-
do, por tanto, en mecanismos de regulacion epigenéticos(10). Entre las proteinas no
histonicas reguladas por metilacion destaca también p53, para la cual se describio un
mecanismo de metilacion/demetilacion que regula su interaccion con sustratos(11) o
su estabilidad (12). También se ha descrito una gran presencia de residuos metilados
en proteinas que forman complejos con acidos nucleicos, como las proteinas riboso-
males(13).

La metilacion de argininas, a diferencia de la metilacion en lisinas, tiene un impacto en
las caracteristicas fisicoguimicas de la proteina. La arginina posee un grupo guanidinio
susceptible de formar mUltiples puentes de hidrogeno que le permite interaccionar
con otras argininas de su entorno, con otras proteinas y, principalmente, con acidos
nucleicos(14). Es por ello que la metilacion de argininas esta muy presente tanto en
las proteinas que interaccionan con el ARN y ADN, como en las que regulan el splicing
alternativo(15).

1.2. Deteccion y andlisis de PTMs mediante protedmica basada en
espectrometria de masas

Debido a su alta sensibilidad y especificidad, la espectrometria de masas se ha po-
sicionado como la tecnologia con mayor potencial para el estudio de PTMs a gran
escala. Sin embargo, v a pesar de su relevancia en multiples procesos bioldgicos, las
proteinas que contienen PTMs se encuentran normalmente en proporciones sub-es-
tequiométricas respecto a su equivalente no modificado. Esto dificulta en gran medida
la identificacion global de residuos modificados mediante procedimientos estandar
de protedmica shotgun. Por tanto, antes de su andlisis por espectrometria de masas,
es necesario implementar estrategias dirigidas a enriquecer aguellas modificaciones
de interés. En ocasiones, este proceso de enriquecimiento se puede combinar con
métodos de fraccionamiento para reducir la complejidad de la muestra y aumentar asi
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el rango dinamico, la cobertura y la sensibilidad del andlisis.

Tradicionalmente, las modificaciones post-traduccionales se han estudiado de manera
dirigida para una determinada proteina. Para ello, se empleaban métodos clasicos de
biclogia molecular que dependian, en la mayoria de los casos, de la existencia de
anticuerpos especfficos frente a un aminoacido modificado en una posicion concreta
de la proteina. Aunque esta aproximacion todavia es ampliamente utilizada, no permite
abarcar la enorme complejidad que poseen las modificaciones post-traduccionales
a nivel global, por ejemplo, durante la activacion de vias de sefalizacion. El recien-
te desarrollo de métodos de purificacion para determinadas modificaciones ha sido
clave para el estudio de PTMs desde una perspectiva protedémica. En este sentido,
como se mencionaba anteriormente, la fosforilacion es probablemente la modificacion
post-traduccional mejor caracterizada, en gran parte, consecuencia de la implementa-
cion de métodos que permiten purificar péptidos fosforilados en muestras complejas
de manera muy especifica y con una alta sensibilidad. El método de purificacion de
fosfopéptidos explota las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos fosforilados: el
grupo fosfato, cargado negativamente, aumenta la afinidad de los péptidos con resi-
nas de Oxidos metalicos (e.9: TIO,(16)) o metales quelados (e.g: Fe-IMAC(17-19)). No
obstante, otro tipo de péptidos, como los que son muy acidos(20) o los gue contienen
acido sialico también poseen cierta afinidad por estas resinas(21) y pueden competir
con los péptidos fosforilados durante los procedimientos de purificacion.

Sin embargo, el estudio de otras modificaciones post-traduccionales mas alla de la
fosforilacion se ha desarrollado a un ritmo méas lento, principalmente debido a la au-
sencia de meétodos de purificacion altamente especificos. Por ello, el estudio de estas
PTMs no despuntd hasta el desarrollo de los anticuerpos “pan-especfficos”. Estos anti-
cuerpos, a diferencia de los comunmente usados en biologia molecular, no reconocen
una proteina o péptido concreto, sino que son capaces de identificar una modificacion
independientemente de la secuencia de aminoacidos de su entorno. El desarrollo de
estos anticuerpos, junto con las mejoras de tecnologias de espectrometria de masas
cada vez mas sensibles, han permitido por primera vez describir en profundidad la
magnitud y la compleja regulacion de otras PTMs como son la acetilacion, ubiguitina-
ciony la metilacion en sistemas celulares complejos.

Uno de los ejemplos mas ilustrativos sobre el potencial del uso de anticuerpos para
estudiar estas modificaciones a gran escala lo encontramos en Choudhary et al.(8) En
este trabajo se realizé la purificacion de péptidos acetilados en lisinas mediante anti-
cuerpos pan-especificos y su analisis mediante espectrometria de masas permitiendo
la identificacion de 3.600 lisinas acetiladas en una linea celular humana. Este trabajo
sentd las bases de una metodologia que ha continuado optimizandose desde enton-
ces. En 2012, Lundy et al(22) describid 15.474 lisinas acetiladas en 4.541 proteinas
en tejidos procedentes de rata. Este campo se encuentra en constante progreso v,
recientemente, se ha hecho disponible de manera comercial una combinacion de sie-
te anticuerpos monoclonales complementarios, disenados para aumentar la cobertura
del acetiloma(23).

En el caso de la ubiquitinacion, no fue hasta 2010 cuando se publico el primer es-
tudio en profundidad de un ubiguitnoma mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)(24). En este trabajo, los autores
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desarrollaron un anticuerpo monoclonal capaz de reconocer aquellos péptidos que
contuviesen dos residuos de glicina (diGly) unidos a la cadena lateral de una lisina.
Este residuo diGly resulta de digerir la molécula de ubiguitina con tripsina. De este
modo, se consiguieron identificar 374 sitios de ubiquitinacion en células HEK293. No
obstante, en 2011, empleando la misma metodologia, Kim et al identificaron 19.000
sitios de ubiquitinacion en 5.000 proteinas, activados en respuesta a la inhibicion del
proteasoma en una linea celular humana(25).

A diferencia de la acetilacion y la ubiquitinacion, el estudio masivo de la metilacion
en proteomas complejos es mucho mas reciente. Esto se debe a que inicialmente
los estudios de MS dirigidos frente a esta modificacion sufrian de muy baja eficiencia
en el enriguecimiento de péptidos modificados. En 2004 se publico el primer trabajo
que identificaba sitios de metilacion mediante espectrometria de masas(26) en el que
los autores empleaban un marcaje metabdlico con un grupo metilo ‘pesado’ que se
incorporaria en aguellos aminoacidos susceptibles de ser metilados, permitiendo de
esta forma identificar Unicamente 59 sitios de metilacion. Otro ejemplo es Uhimann et
al(27) en el que identificaban argininas metiladas mediante el uso de HILIC (Hydrophilic
interaction chromatography) como forma de enriquecer en péptidos altamente béasicos
e hidrofilicos, caracteristicas propias de los péptidos metilados. No obstante, esta
aproximacion solo describid 249 sitios de metilacion de argininas. La ausencia de mé-
todos de purificacion altamente especificos en estos estudios, hace que estas apro-
ximaciones carezcan de sensibilidad y sean poco eficientes. Sin embargo, en 2014,
el uso de marcaje isotdpico con SILAC (Stable isotope labeling by amino acids in cell
culture) junto con anticuerpos anti-monometil-arginina, lo cuales habian sido descritos
previamente por primera vez ese mismo ano(28), permitié describir hasta 2.502 sitios
de metilacion de argininas(10), aumentando en un orden de magnitud, el nimero de
sitios descritos anteriormente. Mas recientemente, Larsen et al describieron el que
es hasta la fecha el metiloma de argininas mas completo para células humanas, con
8.300 residuos descritos para 3.300 proteinas. Ademas de la informacion derivada de
este estudio, los autores pudieron observar que la reaccion de metilacion por PRMT
no es dependiente de la secuencia.

Para finalizar, en este primer blogque hemos descrito brevemente la evolucion de la
metodologia experimental que nos permite actualmente estudiar de manera extensi-
va y sistematica el acetiloma, el ubitinoma y el metiloma entre otras modificaciones.
Pero las posibilidades no finalizan aqui, la tecnologia descrita en este capitulo permite
también estudiar no solo cada modificacion independientemente sino que tambien
posibilita obtener informacion acerca de como estas modificaciones interactlan entre
sf, pudiendo regular otras modificaciones diferentes y no sdlo aquellas semejantes
(e.g: cascadas de fosforilacion). Este proceso, conocido como cross-talk entre modi-
ficaciones, aumenta la complejidad de los sistemas de sefializacion presentes en los
sistemas bioldgicos. Por ejemplo, Swaney et al(29) emplearon espectrometria de ma-
sas para estudiar como se co-regulan los sitios de fosforilacion y ubiquitinacion de 466
proteinas de Saccharomyces cereviseae. De este modo consiguieron identificar sitios
de fosforilacion co-regulados por sitios de ubiquitinacion, los cuales estan altamente
conservados en levadura. Otro ejemplo destacable es el estudio realizado por Elia et
al; en él evaluaron de manera conjunta el fosfoproteoma, el ubiquitinoma y el acetiloma
en celulas sometidas a estrés replicativo. La metodologia para estudiar varias PTMs
conjuntamente puede variar. Mientras que en el caso de Elia et al(30) la purificacion de
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cada modificacion se realizd de manera independiente, también es posible realizar un
enriquecimiento secuencial en el sobrenadante del primer enriguecimiento que sirva
de material de partida para el siguiente, y asf sucesivamente(31).

2. Estrategias experimentales basadas en
anticuerpos para el analisis de PTMS.

El andlisis de cada modificacion post-traduccional tiene unas particularidades que de-
penden en gran medida del tipo de muestra que se va a analizar y, por tanto, el proto-
colo experimental debe ser cuidadosamente evaluado en cada caso para maximizar
la eficiencia de la inmunopurificacion. En lineas generales, el proceso experimental
descrito en este capitulo es faciimente trasladable a todos los estudios en los que se
emplea un anticuerpo para purificar PTMs (Figura 1). El protocolo de analisis de PTMs
mediante espectrometria de masas consta de varias etapas: () lisis celular y extrac-
cion de las proteinas, (i) digestion enzimatica, (iii) inmunopurificacion de los péptidos
modificados, (iv) andlisis mediante LC-MS/MS vy (v) andlisis de datos. En esta seccion
detallaremos las particularidades de cada una de estas etapas.

PREPARACION DE MUESTRA INMUNOPURIFICACION

Diluir péptidos en bufer IAP Preparar AB BEADS

x500ul bufer IAP
4) 2.000930sec

CENTRIFUGAR o .
12 rpm 40 min & Anadir péptidos al AB
reoucaon b S T
ALQUILA PROTEINAS 1 h Temperatura ambiente 4°C
™ 4h Rotacion
SDC y TCEP son incompatibles con algunos
CUANTIFICACION métodos de cuantificacion de proteinas. LAVADOS Q 2,000 g 30 sec
2x 1ml IAP buffer
Diluir 5x TrisHCI 2x1ml PBS 4C
A | 1x 1ml H20
12 digestion LysC 1:2200 4 h Temperatura ambiente 1x400ul H20
22 digestion tripsina 1:100 12 horas 37°C ELUCION
+2‘TFA La acidificacion con TFA sirve para precipitar el 25°C
SDC presente por el bufer de lisis. 1400 rpm 10 min
También es necesario acidificar los péptidos 2X50ul0.5% TFA
previamente al desalado mediante C18.
CENTRIFUGAR
16,0009 15 min &
C18 SepPak C18Stage tip
LIOFILIZACION MS andlisis

Figura 1. Protocolo experimental de un procedimiento estandar de purificacion de péptidos modificados post-traduccionalmente
empleando anticuerpos.
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2.1. Lisis y extraccion de proteinas

Como en la mayoria de protocolos de protedmica shotgun, la lisis celular debe realizar-
se en condiciones desnaturalizantes para romper la estructura terciaria de las proteinas
y asli facilitar la digestion enzimatica de las mismas. Por esta misma razén, los puentes
disulfuro de las proteinas deben ser previamente reducidos y alquilados. Un punto
fundamental en esta etapa consiste en evaluar la composicion de los distintos buferes
y reactivos que van a ser usados. Ciertos compuestos pueden inducir modificaciones
artefactuales en la muestra que pueden provocar una disminucion de la selectividad
y/0 sensibilidad de la inmunopurificacion. Por ejemplo, en Martinez-Val et al se describe
como la carbamilacion artefactual de la muestra debido a la presencia de urea durante
la preparacion reduce en gran medida la eficiencia del enriguecimiento de péptidos
acetilados(32). La carbamilacion de lisinas es estéricamente muy similar a la acetila-
cion. Por ello, en estas condiciones, la alta concentracion de péptidos carbamilados
competira con los péptidos acetilados disminuyendo la eficiencia y especificidad de
la inmunopurificacion. Otro ejemplo de como las condiciones experimentales pueden
afectar al resultado de una inmunopurificacion se describe en Nielsen et al(33). En este
trabajo se muestra como el empleo de iodo-acetamida (IAA) como agente alquilante
puede generar un aducto de dos moléculas de IAA en lisinas, que posee exactamente
la misma masa que el residuo diGly de la ubiquitina, vy por tanto seria indistinguible para
el motor de busgueda. También se ha descrito que la presencia de ciertos alcoholes
(i.e. metanol o alcohol isopropllico) durante la preparacion de la muestra puede inducir
la metilacion artefactual en la misma, afectando principaimente a residuos de &cido
glutamico vy aspartico(34,35).

2.2. Digestion enzimatica

Es importante destacar que el enriquecimiento de PTMs para su posterior analisis
mediante espectrometria de masas se realiza normamente a nivel de péptido. Esta
estrategia favorece la accesibilidad del anticuerpo a la modificacion, aumentando por
tanto la sensibilidad de la técnica y permitiendo la localizacion exacta del residuo mo-
dificado en la secuencia proteica. Debido a su alta eficiencia y selectividad, la enzima
méas usada en estudios de protedmica es la tripsina. La tripsina digiere las proteinas
por el extremo C-terminal de lisinas y argininas. En el caso de péptidos ubiquitinados,
este paso de digestion triptica es esencial para su purificacion, ya que la digestion con
esta proteasa permite cortar la molécula de ubiquitina por la arginina en posicion -3y
generar asf el epitopo Lys-diGly reconocido por el anticuerpo.

No obstante, en un andlisis de PTMs se debe considerar que la modificacion en un
residuo puede alterar la efectividad de la digestion, lo cual puede tener como resultado
la generacion de péptidos no dptimos para espectrometria de masas. Esto es espe-
cialmente relevante en las modificaciones tratadas en este capitulo, las cuales afectan
a residuos de lisina y arginina, residucs tras los cuales digiere la tripsina. Es posible,
por tanto, que la eficiencia de la tripsina se vea disminuida por la presencia de lisinas
y argininas modificadas. Por ello, en ocasiones puede ser de utilidad emplear otro tipo
de enzimas para digerir la muestra. Por ejemplo, la Asp-N, la Glu-C o la quimotripsina
pueden ser Utiles como sustitutos de la tripsina. Ademéas de solventar la pérdida de efi-
ciencia por un posible impedimento estérico, el uso de enzimas complementarias a la
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tripsina, es decir, que digieran la proteina por otros residuos, puede permitir incremen-
tar la cobertura de ciertas modificaciones, las que por su distribucion en la secuencia
de amino&cidos no puedan ser abarcadas con una digestion triptica.

2.3. Inmunopurificacion
Como hemos mencionado anteriormente, la purificacion de péptidos acetilados, me-

tilados y ubiquitinados es posible gracias al desarrollo de anticuerpos pan-especificos
capaces de reconocer dichas modificaciones. Algunos de los anticuerpos comercia-

les disponibles para la purificacion de estas PTM estan listados en la Tabla 1.

Referencia anticuerpo

comercial

Empresa

Mono-Methyl Arginine Motif

PTMScan® Cell Signaling

conjugated agarose beads

Monometilacion en arginina [mme-RG] Immunoaffinity Beads ‘

#10035 Technologies
Dimetilacion asimétrica Asymmetric Di-Methyl Arginine PTMScan® Cell Signaling

en arginina Motif [adme-R] Kit #13474 Technologies
IR . Symmetric Di-Methy! Arginine PTMScan® Cell Signaling

Dimetilacion simétrica en arginina Motif [sdrme-RG] Kit #13563 Technologies
Mono, diy trimetilacién en lisina | Pan-Methyl Lysine Kit #14809 PTMScan® Cell Signaling

Technologies

Pan anti-mono/di-methyllysine
Mono y di-metilacion en lisina antibody conjugated PTM Biolabs
agarose beads
Trimetiiacion en lisina Pan anti-ri-methyllysine antibody PTM Biolabs

Ubiquitin Remnant Motif (K-e-GG)
Kit #5562

PTMScan® Cell Signaling

conjugated agarose beads

Technologies
Residuo diGly en lisina DiglycyI»Lysiréaxﬁqtibody, clone LUCERNA
Pan anti-diglycine lysine antibody PTM Biolabs

Acetyl-Lysine Motif [Ac-K]

PTMScan® Cell Signaling

Kit #13416 Technologies

i 4 o Acetyl Lysine Antibody
Acetilacion de lisinas I%P0888—5I\/IG ImmuneChem
Pan anti-acetyllysine antibody PTM Biolabs

conjugated agarose beads

Tabla 1. Listado de anticuerpos comerciales pan-especificos para purificacion de modificaciones post-traduccionales tales como la
metilacion, acetilacion y ubiquitinacion.

2.3.1. Eficiencia y selectividad en la inmunopurificacion

Antes de comenzar esta seccion es importante definir dos conceptos mediante los
cuales se determina la calidad de una inmunopurificacion: la selectividad y la eficiencia.
La selectividad hace referencia a la especificidad del proceso, es decir, a la capacidad
para purificar los péptidos que portan la modificacion de interés. Por tanto, para lograr
una alta selectividad hay que optimizar los parametros que maximicen la identificacion
de la modificacion de interés vy reduzcan la co-purificacion de especies no deseadas
0 las interacciones inespecificas. Por otro lado, la eficiencia de la inmunopurificacion
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se refiere al nimero absoluto de péptidos modificados que han sido identificados en el
experimento. Cuanto mas eficiente sea la inmunopurificacion, mayor nimero de sitios
de modificacion seran identificados.

En primer lugar, hay que tener en cuenta que la eficiencia de la inmunopurificacion
de PTMs debe hacer frente a la problematica del rango dinamico. La presencia de
un grupo de proteinas muy abundante que porta la modificacion de interés puede
obstaculizar la deteccion del resto del proteoma modificado. Este es el caso de la me-
tilacion y la acetilacion de histonas, cuyos péptidos modificados son muy abundantes
y dificultan la deteccion del resto. Por ello, para mejorar el rango dinamico del analisis la
muestra, se puede pre-fraccionar mediante diferentes técnicas (e.g. cromatogréficas,
isoelectroenfoque, purificacion sub-celular...). De este modo se disminuye la comple-
jidad de la muestra y se facilita la deteccion de especies poco abundantes. Para ello,
es fundamental elegir un método de fraccionamiento que sea ortogonal al método de
separacion cromatografica en fase reversa normamente acoplado al espectrometro
de masas. En este sentido, la cromatografia de intercambio catidnico fuerte o SCX por
sus siglas en inglés (Strong Cation Exchange)(9,30) y la cromatografia en fase reversa
a pH béasico han demostrado un alto grado de ortogonalidad(36,37) mejorando muy
significativamente el rango dinamico del analisis. Cominmente, el proceso de fraccio-
namiento precede al de inmunopurificacion, por lo que hay que tener en cuenta que
recurrir a este procedimiento supone incrementar el nimero de inmunopurificaciones
a realizar, tantas como fracciones se obtengan. Esto, al igual que sucede al introducir
mas pasos en un protocolo experimental, puede suponer un aumento de la variabili-
dad debido al tratamiento de la muestra. Por ello, también puede barajarse la posibili-
dad de realizar el fraccionamiento de la muestra tras la inmunopurificacion. El principal
inconveniente de esta aproximacion es que el material biocldgico resultante de una
inmunopurificacion es muy reducido, y someterlo a un proceso de fraccionamiento
puede incrementar las pérdidas. Debe valorarse, por tanto, muy cuidadosamente si
conviene realizar el procedimiento de esta manera, sdlo aconsejable si se dispone de
material de partida suficiente. Sin embargo, la implementacion de métodos de frac-
cionamiento que minimizan la pérdida de muestra ha sido descrito recientemente(38),
ofreciendo una posibilidad real de andlisis protedmico para cantidades muy reducidas
de muestra, como sucede en las inmunopurificaciones.

Finalmente, para maximizar la eficiencia y la selectividad de una inmunopurificacion
debe hacerse un esfuerzo en la optimizacion de varios parametros experimentales:
cantidad de material biolégico (i.e. proteina) de partida, ratio péptido-anticuerpo, tiem-
po de incubacion, lavados y elucion.

2.3.2. Material de partida

Segun lo descrito en la literatura, el material de partida para purificar péptidos acetila-
dos, metilados o ubiguitinados es muy variable, oscilando entre 2 y 20 mg de proteina
en distintas publicaciones. Para obtener tales cantidades de proteina es necesario
escalar los sistemas bioldgicos en los que se quiera realizar en estudio. Aunque esto
puede suponer un obstaculo en muchas situaciones, esta necesidad surge con el fin
de minimizar las pérdidas, lo cual es crucial en estos protocolos de inmunopurificacion
en los que la cantidad de péptido resultante es muy pequena. Por tanto, maximizar la
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cantidad de proteina puede ayudar a aumentar la eficiencia de la inmunopurificacion.
No obstante, si el sistema no permite ser escalado, el proceso también se puede
realizar con cantidades de proteina de partida menores, extremando en este caso las
medidas para evitar pérdidas bien por adhesion a los plasticos del material de trabajo
0 por precipitacion, entre otras causas.

Estas cantidades de proteina tan elevadas, en el rango de los miligramos, contrastan
con las empleadas en métodos de purificacion de fosfopéptidos, los cuales se han
implementado de tal modo que la purificacion es eficiente con cantidades de partida
tan pequenas como 2.5 ug(39). Una posible razén de esta divergencia podria encon-
trarse en la naturaleza de estas modificaciones en un sistema bioldgico, dado que la
fosforilacion es mas abundante que la acetilacion, la ubiquitinacion y la metilacion(40).

2.3.3. Ratio péptido-anticuerpo

El procedimiento ideal para maximizar eficiencia y selectividad consiste en realizar cur-
vas de titulacion en las que se valore el resultado de la inmunopurificacion a diferentes
ratios de proteina/peptido y anticuerpo. El resultado dptimo sera aquel que maximice
la eficiencia y alcance una gran selectividad. Por un lado, un uso excesivo de anti-
cuerpo puede provocar un incremento de las interacciones inespecificas. Pero, por el
contrario, cantidades limitantes de anticuerpo pueden resultar en una alta selectividad
pero en un numero final de péptidos modificados sub-Optimo. Aungue maximizar la
selectividad es muy deseable, esto nunca debe perjudicar a la eficiencia del procedi-
miento(23).

La cantidad de anticuerpo que se debe emplear depende directamente de la cantidad
de péptido de la que se disponga. Svinkina et al(23) determinan mediante curvas de
titulacion que para 2 mg de péptido la cantidad Optima de anticuerpo anti-acetil-lisina
es 25 ug. No obstante, cuando se dispone de los anticuerpos conjugados a parti-
culas en solucion, la cantidad de anticuerpo a afadir suele indicarse en volumen. Por
ejemplo, Martinez-Val et al(41) emplean 20 ul del anticuerpo conjugado por cada 12
mg de peéptido. En cualquier caso, estos valores son orientativos vy siempre es acon-
sejable implementar este parametro del protocolo.

2.3.4. Incubacion

La incubacion del péptido junto con el anticuerpo debe realizarse en un bufer que
favorezca la interaccion entre el péptido y el anticuerpo. Dicha interaccion es bas-
tante estable, por lo que tan sdlo se requiere un bufer estandar a un pH cercano a la
neutralidad (cominmente se emplea MOPS 50 mM pH 7). Es conveniente realizar el
proceso de inmunopurificacion a baja temperatura (i.e. 4°C), con el fin de minimizar, en
la medida de lo posible, las interacciones inespecfficas de péptidos no modificados
con la matriz de afinidad. A su vez, el uso de determinados detergentes durante la
inmunopurificacion también previene este tipo de interacciones inespecfficas y puede
contribuir al aumento de la selectividad del ensayo(42). Por ultimo, el tiempo de in-
cubacion recomendable varfa entre diferentes publicaciones y fabricantes, oscilando
entre 1y 12 horas de incubacion.
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2.3.5. Lavado y elucion de péptidos

Tras la incubacion es necesario proceder a realizar varios lavados destinados a eliminar
aquellos péptidos que hayan sido retenidos de manera inespecifica durante la incuba-
cion. Los lavados deben realizarse en una solucion gque no altere la conformacion del
anticuerpo para no romper las interacciones de interés, bien sea en el mismo tampodn
en el que se ha realizado la incubacion, con PBS o con pequenas concentraciones de
detergentes o sales para eliminar interacciones inespecificas. También puede resultar
beneficioso cambiar de vial durante los lavados, dado que los péptidos pueden adhe-
rirse a los materiales plasticos de los que estan fabricados los viales, v éstos péptidos
pueden ser liberados durante la elucion, lo cual es indeseable. Cambiar el vial tras la
incubacion y antes de los lavados puede ayudar, por tanto, a aumentar la selectividad
del proceso.

Por Ultimo, la elucion de los péptidos suele realizarse mediante la desnaturalizacion
del anticuerpo, 1o que provoca la pérdida de su conformacion tridimensional y rompe
la interaccion antigeno-anticuerpo. La desnaturalizacion debe realizarse con buferes
compatibles con el posterior analisis mediante espectrometria de masas. Esto des-
carta el uso de la mayor parte de los detergentes. Por el contrario, la elucion en medio
acido (e.g. &cido férmico) permite la desnaturalizacion del anticuerpo y es compatible
con MS.

2.4. Analisis mediante LC-MS/MS

El campo de la protedmica basada en la espectrometria de masas ha evolucionado
exponenciaimente durante la pasada década. Las principales mejoras han ido diri-
gidas a incrementar la sensibilidad vy la rapidez de los equipos con el fin Ultimo de
incrementar la cobertura del proteoma a la vez que se reduce el tiempo de andlisis.
De este modo, en 2013 se mapeo el proteoma de la levadura en tan solo una hora de
andlisis(43), una cobertura similar a la que se habia alcanzado afios antes necesitando
en ese caso de 144 horas de andlisis(44). Desde entonces la tecnologia ha continua-
do avanzando, y en 2017 se publict la descripcion mas completa hasta la fecha, del
proteoma de células Hela en 34,5 horas (~11.292 proteinas y ~166.620 péptidos
Unicos) mediante el fraccionamiento previo de la muestra y su posterior andlisis en un
equipo Q Exactive HF capaz de funcionar a 20 Hz(45). Estas mejoras han repercutido
de manera muy significativa, tanto en la identificacion y cuantificacion de proteomas
completos, como en el andlisis de modificaciones post-traduccionales. Esto es asf
porgue, como hemos apuntado anteriormente, las muestras de ensayos de PTMs se
caracterizan por necesitar una gran sensibilidad de andlisis debido a la pequena canti-
dad de muestra que se obtiene tras la inmunopurificacion. La velocidad alcanzada por
estos nuevos equipos también permite incrementar el ndmero de las identificaciones
y superar ciertas limitaciones impuestas por el rango dindmico de la muestra, el cual
puede ser un gran obstaculo para alcanzar una adecuada profundidad de andlisis en
proteomas modificados.

Por otro lado, la resolucion de masa que proporciona cada tipo de espectrometro
de masas influye en gran manera en nuestra habilidad para identificar modificaciones
post-traduccionales. La resolucion determina cual es la minima diferencia de masas
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entre dos péptidos para detectarlos como elementos independientes. Esto es fun-
damental para identificar péptidos modificados, ya que su identificacion se basa en
detectar el incremento en masa que la modificacion aporta al péptido. Analizadores
de masas de baja resolucion, como las trampas idnicas, no son capaces de distinguir
entre modificaciones que producen incrementos de masa muy similares, tales como la
acetilacion (42.010565 Da) vy la trimetilacion (42.046950 Da), que sdlo se diferencian
en 0.03638 Da o la fosforilacion (79.966331 Da) y la O-sulfonacion (79.956815 Da),
sdlo dispares en 0.00951 Da.

Finalmente, tras la identificacion de la masa del péptido le sigue la fragmentacion del
precursor para identificar su secuencia y determinar el aminoacido donde se localiza la
modificacion. Por tanto, el método de fragmentacion usado también puede determinar
la capacidad para identificar determinadas modificaciones. Para modificaciones cova-
lentes estables, como son la acetilacion, la metilacion y la ubiguitinacion, los métodos
de HCD (high energy collisional dissociation) y CID (collision induced dissociation) son
los mas empleados. No obstante, en modificaciones como la fosforilacion, la loca-
lizacion del residuo fosforilado puede ser ambigua si se emplean los métodos de
fragmentacion anteriores. La energia liberada por HCD o CID incide sobre los enlaces
mas labiles (los del grupo fosfato) y provoca patrones de fragmentacion que dificul-
tan la localizacion de la modificacion. Este mismo efecto también se ha descrito en
metilacion de argininas, donde la fragmentacion con CID provoca pérdida neutra, 1o
cual puede dificultar la localizacion del residuo modificado(46). Como alternativa para
estos casos, los métodos de fragmentacion basados en la captura o transferencia de
electrones (electron capture dissociation o ECD y electron-transfer dissociation o ETD)
pueden ser méas convenientes ya que este tipo de fragmentaciones conservan las mo-
dificaciones que son mas labiles. Ademas, se ha descrito que la complementariedad
de estas fragmentaciones puede ser Util para incrementar la identificacion de residuos
ubiguitinados, acetilados y metilados(47). Se ha observado que la fragmentacion por
ETD favorece aquellos péptidos con mas carga(48,49) y los péptidos ubiquitinados
tienen con frecuencia mas carga gue los no-ubiguitinados debido a la presencia del
extremo N-terminal adicional aportado por el residuo diGly. Del mismo modo, los pép-
tidos acetilados y metilados suelen estar mas cargados por poseer residuos basicos
internos en el péptido.

Por tanto, hay varios parametros relacionados con la adquisicion de datos que deter-
minan el éxito del andlisis de acetilaciones, metilaciones y ubiguitinaciones. En primer
lugar, la rapidez y sensibilidad del equipo de espectrometria de masas puede influir de
manera muy positiva en la profundidad de analisis. En segundo lugar, la resolucion que
alcance el analizador de masas es determinante a la hora de distinguir la modificacion
asociada a un determinado incremento de masa, lo cual puede ser fundamental para
distinguir, por ejemplo acetilacion de trimetilacion en lisinas. Por Ultimo, aunque los
métodos de fragmentacion mas empleados para estudiar las modificaciones tratadas
en este capitulo son CID y HCD, puede ser interesante complementarlos con otros
métodos de fragmentacion (e.g. ETD).

2.5. Identificacion de PTMs

Como hemos mencionado anteriormente, el incremento sobre el valor de la masa
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del péptido no modificado (Tabla 2, Figura 2) es lo que permite la identificacion de los
péptidos modificados utilizando motores de busgueda. Por ello, para analizar muestras
enriguecidas en una determinada PTM hay que incluir dicha modificacion como varia-
ble en los parametros del motor de blsqueda. El motor de blusqueda contemplara por
tanto la existencia de péptidos con el incremento de masa asociado a la modificacion.

Es importante tener en cuenta que al realizar una busgueda incluyendo modificaciones
post-traduccionales, el espacio de busgueda aumenta considerablemente ya que al
conjunto de peéptidos generados por la digestion in silico de todas las proteinas de
la base de datos, se suman todos los posibles péptidos modificados. Esto provo-
ca, no sdlo un incremento en el tiempo de procesamiento de los datos, sino que

Modificacion Incremento de masa (Da)

Ubiquitinacion (residuo diGly) 114.042927

Acetilacion 42.010565

Mono-metilacion 14.014565
Di-metilacion 28.0313
Tri-metilacion 42.05495

Tabla 2. Incremento de masa en Dalton que provocan las modificacion del péptido por el residuo diGly de la ubiquitina, la acetilacion
0 la metilacion.

puede tener un impacto negativo sobre el FDR del andlisis. Para intentar minimizar
el impacto de este incremento del espacio de blsqueda se han propuesto algunas
alternativas. Un ejemplo es la estrategia G-PTM(50) que propone reducir el espacio
de busgueda incluyendo en la base de datos sélo aquellos sitios de modificacion que
hayan sido previamente descritos. Algunos algoritmos, como Mascot Delta Score(51)
0 PTM Score implementado en Andrémeda(52) emplean la identificacion de series de
pérdida neutra o la presencia de iones diagndstico para reforzar la identificacion de
péptidos modificados. La pérdida neutra es la eliminacion de la modificacion durante
la fragmentacion, esto puede dar como resultado que en el espectro de fragmentacion
aparezcan dos series de iones: con el incremento en masa debido a la modificacion
y sin él debido a la pérdida neutra. La pérdida neutra es un fendmeno asociado a mo-
dificaciones labiles durante la fragmentacion, 1o cual no sucede habitualmente en las
modificaciones tratadas en este capitulo. No obstante, se ha descrito que la trimetila-
cion de lisinas da lugar a una pérdida neutra de 59 Da. En equipos de baja resolucion
gue no permiten diferenciar entre acetilacion (42.010565 Da) vy trimetilacion (42.05495
Da), la presencia de la serie de iones con pérdida neutra es clave para diferenciar en-
tre ambas modificaciones(53). En otras ocasiones, la fragmentacion puede dar lugar
a iones imonio (Tabla 3), los cuales pueden ayudar a identificar la presencia de una
determinada modificacion en un péptido. Este fendmeno si es comun en péptidos
acetilados (Figura 3) y metilados, pero no esta descrito para péptidos ubiquitinados.

Ademas de la identificacion de un péptido modificado, es importante determinar la lo-
calizacion exacta del residuo modificado dentro de la secuencia del péptido en cues-
tion. Esta es una de las ventajas de emplear la protedmica basada en espectrometria
de masas para estudiar PTMs, que permite identificar el sitio de modificacion en la
proteina. Sin embargo, la correcta asignacion del lugar de modificacion depende en
gran medida de los algoritmos informéticos encargados de la identificacion de pépti-
dos. Cuando un péptido sélo contiene un aminoacido susceptible de portar la modi-
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Figura 2. Espectros de fragmentacion anotados del mismo pe’ptir:jg, el primero corresponde a su version modificada por una acetila-
cion y el segundo al péptido no modificado. Se puede observar que los iones de la serie y muestran un incremento en masa de 42
Da a partir del y2. Los espectros han sido anotados por MaxQuant 1.6.0.16.

ficacion, no cabe ninguin error en la asignacion del residuo modificado. No obstante,
sl un péptido contiene dos o mas aminoacidos susceptibles de ser modificados, la
localizacion de la modificacion en el péptido debe realizarse en base a la informacion
contenida en el espectro de fragmentacion. Cuando en el espectro MS/MS se ob-
serva claramente uno 0 mas iones que puedan explicar la modificacion y que deriven
de la fragmentacion entre dos aminodcidos que puedan contenerla, la asignacion es
inequivoca. No obstante, en ocasiones estos iones no estan presentes, o no pueden
ser distinguibles del ruido. Existen varios algoritmos desarrollados por la comunidad
protedmica para establecer la localizacion mas posible en estos casos, un ejemplo
es el A-score(b54) o ‘ambiguity score’ que es una métrica que mide la probabilidad
de que una serie de iones entre dos posiciones puedan explicar la modificacion ocu-
rra de manera aleatoria. Para ello el algoritmo determina qué picos del espectro de
fragmentacion serfan necesarios para localizar la modificacion. Estos algoritmos se
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Modificacion Aminoacido lon diagnéstico (m/z)
Acetilacion K 143.11844, 126.09189
Metilacion R 143.1291, 115.0866, 112.0869, 74.0713, 70.0651
Metilacion K 115.12352, 98.09697, 84.08132
Di-metilacién R 157.1448, 115.0866, 112.0869, 88.0869, 71.0604
Di-metilacién K 129,13917, 84.08132
Trimetilacion K 143.16482, 84.08132

Tabla 3. Masa de los iones diagndstico liberados durante la fragmentacion de péptidos acetilados y metilados.
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Figura 3. Espectro de fragmentacion anotado correspondiente a un péptido doblemente acetilado. En la region de masas bajas se
puede observar la presencia de dos iones diagndstico caracteristicos de esta modificacion: 126.09 Day 143.11 Da.
desarrollaron principalmente para determinar la localizacion de fosforilaciones, la cual
puede ser compleja por la coexistencia de varios aminoécidos susceptibles de estar
fosforilados en un mismo péptido. La determinacion del lugar de modificacion en pép-
tidos metilados, acetilados o ubiguitinados, por el contrario, suele ser mas sencilla.
En una digestion triptica las proteinas se cortan en lisinas y argininas, salvo si éstas
se encuentran modificadas. Por tanto, tras una digestion triptica, un péptido metila-
do, acetilado o ubiquitinado portara la modificacion en la lisina o arginina interna del
péptido. De hecho, muchos autores descartan como falsos positivos aguellas asig-
naciones de lisinas acetiladas, metiladas o ubiquitinadas en los extremos C-terminal
de los péptidos. Por esta razdn, los algoritmos de localizacion aplicados a este tipo de
modificaciones reportan una tasa de residuos erréoneamente localizados mucho menor
que en casos de fosforilacion.

2.6. Analisis cuantitativo de PTMs

El andlisis de PTMs mediante protedmica basada en espectrometria de masas permi-
te, ademas de identificar los residuos modificados, determinar los cambios en la abun-
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dancia de una determinada modificacion entre diferentes condiciones experimentales
(e.g. un estado patologico y uno sano). Este proceso puede llevarse a cabo mediante
diferentes aproximaciones: cuantificacion sin marcaje o label-free, cuantificacion con
marcaje metabolico(55) (e.g. SILAC), cuantificacion por marcaje quimico (e.g. dimetil)
y marcaje isobarico(56) (e.9. ITRAQ o TMT). La aproximacion por label-free es la mas
sencilla experimentalmente pero es mas sensible a la variabilidad técnica, ya que cada
muestra se procesa y analiza de forma independiente. Por el contrario, el marcaje
metabdlico minimiza la variabilidad técnica ya que todas las muestras se procesan
conjuntamente. No obstante, el marcaje mediante SILAC sdlo permite comparar un
maximo de tres condiciones. El marcaje isobérico por su parte permite incrementar
el nimero de muestras a comparar hasta once. Sin embargo, tanto en TMT como el
ITRAQ las muestras se lisan y digieren por separado antes del marcaje y, ademas, las
mediciones derivadas de estos ensayos pueden sufrir una pérdida de exactitud debi-
do a la compresion de ratios(57). Hay muchos ejemplos del uso de estas técnicas en
estudios de PTMs aungue es importante tener en cuenta las particularidades de un
ensayo de enriguecimiento con anticuerpos antes de elegir el método de cuantifica-
cion. Por ejemplo, si se opta por algun tipo de marcaje quimico hay que decidir entre
realizar la inmunopurificacion antes o después del marcaje. Si se realiza antes seria
necesario escalar la cantidad de reactivo de marcaje a las altas cantidades de proteina
recomendadas en este tipo de experimento de enriguecimiento, lo cual puede incre-
mentar mucho el coste econémico del experimento.

Una diferencia clave entre un andlisis cuantitativo de proteoma global y uno de PTM es
que la cuantificacion se realiza a nivel de péptido y no de proteina. Esto supone un reto
anadido puesto que necesariamente la cuantificacion se hace en base a uno o pocos
péptidos, y normalmente de baja abundancia, lo cual puede disminuir la precision de
la medida.

Por otro lado, en los estudios cuantitativos de PTMs es fundamental tener en cuenta
que los cambios en la abundancia de una determinada modificacion pueden ser con-
secuencia del cambio en los niveles de expresion de la proteina. Para evitar caer en
ese error es conveniente realizar un estudio del proteoma global y emplear los valores
de expresion de la proteina para normalizar la abundancia de los residuos modifica-
dos(58). Hay herramientas, como IsobarPTM, que permiten realizar la cuantificacion y
normalizacion por cambios en el proteoma global de estudios de modificaciones con
marcaje isobarico(59).

Ademas de la cuantificacion relativa puede ser interesante determinar la estequiometria
de una modificacion, es decir, la fraccion de la proteina que se encuentra modificada
respecto al total. Aunque a dia de hoy el estudio de la estequiometria de la acetilacion,
metilacion y ubiguitinacion sigue siendo un reto, algunos grupos han implementado
métodos para medir la estequiometria de estas modificaciones. Una posible aproxi-
macion consiste en la comparacion de los péptidos modificados de manera nativa
frente al resto de péptidos, los cuales deberan haber sido modificados quimicamente.
Por ejemplo, Zhou et al(60) proponen marcar in vitro las lisinas no acetiladas con un
reactivo (NHS-acetil ester), el cual incrementa la masa de los péptidos pero no altera
sus comportamiento cromatografico. De este modo eluiran conjuntamente el péptido
acetilado vy su pareja sin acetilar y se podréa cuantificar la diferencia de abundancia
entre ambos.
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3. Nuevas posibilidades en la identificacion
de modificacones post-traduccionales

A lo largo de este capftulo hemos expuesto los avances alcanzados en el estudio
de PTMs mediante espectrometria de masas gracias al uso de anticuerpos para la
purificacion de péptidos modificados. También hemos destacado el impacto que ha
tenido el desarrollo de los equipos de espectrometria de masas en este campo. Sin
embargo, parece ser que estas mejoras alcanzadas desde el plano tecnoldgico pue-
den implicar un cambio de paradigma en el futuro estudio de modificaciones post-tra-
duccionales. Como hemos venido explicando en este capitulo, la purificacion de los
péptidos modificados era fundamental para reducir el rango dinamico de la muestra y
poder asi detectar especies que, de otro modo, quedarian ocultas por los péptidos
no modificados mayoritarios. No obstante, los equipos de MS de dlitima generacion,
gracias principalmente a su rapidez de andlisis, pueden vencer este obstaculo. De
hecho, en un publicacion de 2017, Bekker-Jensen et al(45) proponen un método de
analisis de proteomas complejos tan extensivo y con una cobertura del proteoma tan
completa que permite detectar modificaciones post-traduccionales sin necesidad de
enriquecimiento previo. Tan sélo incluyendo las modificaciones de interés en el motor
de busgueda pudieron identificar mas de 10,000 sitios de fosforilacion y 5,000 sitios
de acetilacion en N-terminal. Aungue estos numeros, para el caso de la fosforilacion,
estan lejos de abarcar el fosfoproteoma completo(61), se trata de una posibilidad muy
Util para complementar estudios de proteoma global.

Otra alternativa al estudio tradicional de PTMs proviene del campo de la bioinformatica.
Chick et al(62) propusieron un método de busqueda imparcial de modificaciones en
péptidos. Este método, al que denominaron ‘Mass-tolerant database search’ consiste
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Figura 4. Histograma que representa la frecuencia de péptidos identificados en un busqueda con tolerancia de masa de =100 Da.
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en realizar la busgueda de los espectros frente a una base de datos sin indicar mo-
dificaciones, pero permitiendo un error de masa del precursor muy elevado. De este
modo, se podrian identificar poblaciones de péptidos modificados situados en deter-
minadas diferencias de masa (Figura 4). Esta estrategia requiere un paso posterior que
permita emparejar los incrementos de masa observados con modificaciones guimicas
asociadas a los péptidos. Esta opcion es especialmente Util cuando no se conoce la
modificacion presente en una determinada muestra. Su principal inconveniente es el
empleo de grandes ventanas de tolerancia de precursor, 1o cual ralentiza el proceso
de busqueda.
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1. Introduccion.

La protedmica es una herramienta esencial para caracterizar las proteinas y descifrar
como interactuan en las células para desarrollar funciones bicldgicas especificas. La
tecnologia actual permite responder muchas preguntas en biologia y a medida que
avanzamos en el conocimiento de nuestros sistemas bioldgicos se originan preguntas
aln mas complejas que constituyen cada vez mayores retos analiticos. Comprender
las funciones de los sistemas celulares en las enfermedades humanas es un desafio
dadas las caracteristicas del proteoma humano, que incluyen, un alto rango dinamico
de expresion de proteinas, que actian de manera asociada y que poseen una com-
plejidad extrema debido a la plétora de modificaciones y variaciones de secuencias
existentes. Estimaciones recientes sugieren que el nimero total de posibles variantes
de proteinas humanas esta en algin punto entre los 10 millones [1] y 1 billon [2, 3].

Una gran parte de experimentos protedmicos emplean la estrategia de analisis de
proteinas bottom-up - protedmica clasica- para responder multiples preguntas res-
pecto a la identidad de proteinas, modificaciones y abundancia relativa o absoluta
en mezclas muy complejas y proteomas enteros. Es una estrategia altamente desa-
rrollada, tanto a nivel técnico como de andlisis de datos. De manera simplista, en la
estrategia bottom-up, las proteinas son digeridas con proteasas y posteriormente, los
péptidos resultantes, se analizan masivamente mediante analisis hightroughput o de
alto rendimiento. La espectrometria de masas en tandem es usada para secuenciar
los péptidos de proteomas enteros, y herramientas informéticas permiten identificar las
secuencias peptidicas y asignarlas a proteinas concretas. Con esta misma estrategia
se identifican las modificaciones post-traduccionales (PTMs) en los peéptidos analiza-
dos. Esta estrategia es muy Util para identificar y cuantificar proteinas, asi como para
identificar sus modificaciones, pero presenta ciertas limitaciones derivadas de trabajar
a nivel de péptido. Amplias regiones de las proteinas suelen no ser detectadas y, por
tanto, pueden dejar atras informacion importante respecto a truncamientos u otras va-
riaciones de secuencia, sin dar la asignacion correcta de los péptidos a una isoforma
proteica concreta. Por otro lado, la relacion entre los péptidos se pierde en la digestion
con las proteasas y no es posible deducir la conectividad entre las modificaciones
gue componen las mltiples proteoformas presentes en las células. El término proteo-
forma designa todas las distintas formas moleculares en que podemos encontrar a la
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proteina producto de un Unico gen, incluyendo todas las variantes genéticas, splicing
alternativo de transcriptos de RNA y modificaciones post-traduccionales (Figura 1) [2].

Secuencias primarias Polimorfismos/mutaciones/PTM
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Figura 1. El término proteoforma describe la variabilidad bioldgica a nivel de estructura primaria de una proteina. Comprende la
variabilidad de secuencia derivada de: provenir de mas de un gen, o de un solo gen pero generando distintas variantes alternativas
de splicing, modificaciones de RNA, mlltiples sitios de iniciacion translacionales en transcriptos mRNA, o distintos sitios de desli-
zamiento, asi como modificaciones post-traduccionales (PTMs). Estos mecanismos de diversificacion generan millones de formas
diferentes de proteinas, denominadas proteoformas. Estimaciones recientes sugieren un total de posibles variantes de proteinas
humanas entre 10 millones y 1 billén [1, 2].

Pero, jcudl es la importancia de poder caracterizar las proteinas a nivel de molécula o
proteoforma? Precisamente, la sofisticacion funcional de los organismos complejos se
basa en la habilidad de usar un numero limitado de secuencias de genes en muchas
formas diferentes. Conocer la proteoforma o proteoformas precisas implicada en una
funcién concreta es clave para comprender los mecanismos moleculares usados por
los organismos eucariotas [4].

La protedmica top-down o top-down proteomics se centra en el estudio de las pro-
teoformas. Es la Unica estrategia que proporciona este tipo de informacion, dado que
analiza las proteinas sin digestion previa, fragmentandolas directamente en fase gas.
Las proteinas se introducen enteras en el espectrometro de masas y se mide tanto
su masa intacta como la masa de los iones fragmento mediante espectrometria de
masas en tandem (Figura 2).

Los avances en prefraccionamineto de proteinas, instrumentacion de MS y técnicas
de disociacion de iones de proteina intacta, han contribuido a que la protedmica top-
down (TDP) este irrumpiendo como una modalidad accesible en sus distintas va-
riantes. Es una estrategia en constante desarrollo, usada muchas veces de manera
complementaria a la protedmica clasica, pero con un potencial disruptivo y un valor
translacional creciente.
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Figura 2. Representacion esquematica de las aproximaciones top-down (derecha) vs bottom-up (izquierda)

Alo largo de este capitulo se describen diferentes estrategias de analisis top-down.

Por un lado, el andlisis top-down en condiciones desnaturalizantes, cuyo objetivo se
centra en la identificacion vy, a ser posible, caracterizacion de la secuencia proteica
completa. Como se verd, esta estrategia, ha evolucionado desde el andlisis de una
sola proteina (top-down MS) al andlisis high-throughput (top-down proteomics) de
mezclas proteicas complejas de hasta 50-80 kDa. El reto analitico no alcanzado toda-
via mediante esta metodologia reside en la posibilidad de analizar el proteoma entero
y situarse al mismo nivel que la protedmica bottom-up. Se explicaran cudles son las
limitaciones de la técnica en este sentido, el estado actual vy las nuevas tendencias.

Por otro lado, se describe la emergente estrategia native-top-down, que usa de ma-
nera sinérgica las habilidades de la establecida espectrometria de masas nativa-capaz
de trabajar en condiciones de preparacion de muestra e instrumentales que preservan
las débiles interacciones no covalentes, y por tanto, la estructura y los complejos de
proteinas-, con el top-down, para obtener informacion sobre la composicion, este-
quiometria, empaguetamiento de subunidades de los complejos, y ademas, identifi-
car y caracterizar la secuencia , modificaciones o variantes de cada subunidad en el
complejo.

Es de destacar también la existencia de la denominada estrategia middle-down, que
muestra semejanzas entre la estrategia top-down y bottom-up [5]. Esta técnica surge
para facilitar el analisis top-down, sobretodo en proteinas de gran tamafo molecular,
como los anticuerpos monoclonales (MmADbs) [6, 7]. Las proteinas son digeridas a pép-
tidos largos o de tamafio intermedio previamente al analisis MS. Normalmente se usan
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proteasas especificas, que selectivamente rompen entre dos aminoacidos basicos,
como el caso de la OmpT proteasa [8], o por encima o por debajo de la region bisagra,
en el caso de los mAbs, como las proteasas GingisKHAN o IdeS respectivamente [9,
10]. Los reactivos quimicos reductores de puentes disulfuro se usan frecuentemente
en el caso de los anticuerpos (para simplificar el andlisis MS a las cadenas pesadas
y ligeras), y también otros reactivos, como el bromuro de ciandgeno, que corta es-
pecfficamente entre residuos de metionina generando péptidos largos con el residuo
de homoserina lactona en N-terminal [11]. Entre las proteasas mas usadas para pro-
porcionar péptidos mas largos gue los que se obtienen con la tradicional tripsina se
encuentran la Asp-N, Lys-C vy Glu-C. Los fragmentos proteicos resultantes se analizan
posteriormente por estrategias top-down para su identificacion y caracterizacion [5,
12].

2. Fundamentos de la proteomica top-down.

La espectrometria de masas top-down analiza las proteinas, y mas concretamente,
las proteoformas, introducidas enteras, en el espectrdmetro de masas. Las proteinas
se ionizan generamente a presion atmosférica por la técnica de electrospray (ES)
[13-16], formandose en este proceso un spray de gotas con iones moleculares mul-
tiplemente cargados que son desolvatados y finalmente eyectados a la fase gas a
presion reducida. Durante la ionizacion no se produce fragmentacion de la molécula.
El proceso de ionizacion puede realizarse también por desorcion iénica laser asistida
por una matriz (MALDI) [17, 18], aunque, en ese caso, el experimento MS no se realiza
habitualmente acoplado en linea a métodos cromatograficos.

Una vez la proteina o mezcla de proteinas son ionizadas, el espectrdmetro de masas,
usando un sistema complejo de dpticas idnicas, filtros de masas y analizadores, mide
la relacion m/z de los iones multiplemente cargados de la proteina/s. Algoritmos de
deconvolucion de estos datos permiten determinar la masa de la proteina a carga
cero. Ademas, en el espectrometro, se seleccionan los iones de carga multiple (iones
precursores) y se fragmentan mediante distintas técnicas como el CID (disociacion por
colision de iones), ETD (disociacion por transferencia electronica), HCD (disociacion
por alta colision), UPVD (fotodisociacion ultravioleta), etc. La relacion m/z de los iones
fragmento proporciona informacion de secuencia de la proteina. Este tipo de experi-
mento se denomina espectrometria de masas en tandem o MS/MS o MS2'. Mediante
el uso de motores de bUsqueda y software especializados (ver apartado de andlisis de
datos), las masas de los fragmentos de las proteinas obtenidos en fase gas, juntamen-
te con la masa total de la proteina, obtenida en el ciclo MS1, identifican y caracterizan
la secuencia de la proteoforma, aungue, en muchas ocasiones, todavia se requiere
también un andlisis final manual para su validacion (Figura 3).

La deteccion e identificacion de proteinas intactas, especialmente a nivel de proteoma,
depende del alto rendimiento de los espectrometros de masas. La alta resolucion y

'El término tandem MS actualmente engloba la primera etapa de espectrometria de masas (MS1) y los distintos ciclos de aislamiento
de iones precursores m/z y fragmentacion consecutivos (MS2 hasta MSn), tanto si estos ciclos se producen en el espacio (en
analizadores de sector magnético, cuadrupolo o tiempo de vuelo (TOF)), como en el tiempo (en analizadores ion trap, de resonancia
ciclotrénica (ICR) y orbitrap).
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exactitud en la masa son criticas para separar y asignar de manera precisa picos en
el espectro provenientes de espectros de precursores complejos, conteniendo mul-
tiples proteoformas intactas o espectros de fragmentacion conteniendo centenares
de iones. Se requiere alta resolucion para distinguir puentes disulfuro (Am = 2 Da),
deamidacion ((Am = 1 Da), trimetilacion vs acetilacion (Am = 39 mDa) y fosforilacion
vs sulfatacion (Am = 10 mDa) [19, 20] (ver apartado instrumentacion y técnicas de
fragmentacion).

Un valor clave de la protedmica top-down es que tedricamente puede llegar a la eluci-
dacion completa de la secuencia primaria de aminoacidos de las proteinas, incluyendo
sus PTMs, si se consigue una fragmentacion eficiente mediante las distintas técnicas
de disociacion actuaimente al alcance. Combinando diferentes técnicas de fragmen-
tacion, por ejemplo, se ha llegado a tener disociacion completa de la secuencia en
proteoformas de entre 30-80 kDa ([21] [22]) y hasta de 150kDa, como en el caso de
anticuerpos, disponiendo de instrumentacion modificada ([23]). No obstante, y a pesar
de los avances instrumentales, por lo general, a medida que la masa de las proteinas
a analizar aumenta (>30 kDa), y/o su proporcion en la muestra es baja, la eficiencia de
la fragmentacion en fase gas disminuye y no se consigue una fragmentacion completa
de la molécula trabajando a tiempos cromatograficos.
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Figura 3. Espectros MS1 y MS2 de la Histona 1 de Drosophila melanogaster (dH1). Mapeo de PTMs. a) Espectro MS1 de dH1
adquirido en un LTQ-FT Ultra de 12 T, b) espectro del aislamiento del ion m/z 1102 correspondiente a la carga z=24, correspondiente
a la proteoforma monofosforilada de dH1 con acetilacion en el N-terminal, oxidacion de M52 a metionina sulfona y de C81 a acido
cisteico resultantes de un tratamiento MPA (mild performic acid), c) fragmentaciones CID (izquierda) y ECD (derecha) del ién con carga
7=24. Se indican los fragmentos b- e y- (CID) y ¢c- y z- més relevantes, d) mapa de fragmentacién mostrando la fosforilacion en S11
y acetilacion N-terminal en negrita. La oxidacién en C81 se indica también en negrita. Los paréntesis rojos indican la cobertura de
iones b- e y- N- y C-terminales. Los paréntesis verdes indican la cobertura de iones c- y z- N- y C-terminales (3]
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3. Breve Historia del Top-down.

El descubrimiento que catalizé la era moderna de la protedmica fue el descubrimiento
del electrospray por Fenn et al. [14] en 1989. En su revista fundacional presentd los
primeros espectros de masas por electrospray y baja resolucion de tres proteinas
enteras: el citocromo, la mioglobina y la albumina. La Ultima figura del articulo mostro
también, en coordinacion con los laboratorios de MclLaferty y Hunts, los espectros de
alta resolucion de mioglobina y citocromo ¢ adquiridos en un espectrdmetro FTICR
(Transformada de Fourier-resonacia ciclotronica idnica) [14, 24].

Aunqgue el top-down esta asociado a instrumentos FT-MS (Transformada de Fourier
acoplado a espectrometria de masas), trabajos iniciales mostraron fragmentacion top-
down de ribonucleasa A (14 kDa) en instrumentos de triple cuadrupolo [25]. Tambien
en triples cuadrupolos y usando electrospray, Feng y Konishi demostraron la misma
aproximacion en mioglobina y un anticuerpo monoclonal de 150 kDa ([26],[27] [28]).
Se sucedieron diversos articulos de andlisis de proteina intacta a alta resolucion via
FTMS-MS [29] v se extendio la demostracion de la técnica top-down sobre proteinas
puras 0 semi-puras en una variedad de instrumentos MS, usando MALDI-TOF/TOF,
ESI-QTOF, ESl-ion trap , ESI-cuadrupolo-FTMS, etc [27, 30, 31] .

A mediados de los 90, se extendid el uso de la técnica MALDI-TOF con ISD (ion-sour-
ce decay) al ver que se podian generar amplias series de iones tipo —c y -y a alto
potencial de laser, disponiendo de cantidades grandes de muestra (mg) ([32], [30]).
Estudios en el laboratorio de Mclaferty a mitad de los noventa, también ayudaron a
formalizar el top-down y demostraron la utilidad de la FTMS para polipéptidos largos
[33]. En un estudio dirigido de la thiaminasa | (42 kDa), Kelleher hizo uso de la alta
resolucion y la fragmentacion nozzle-skimmer para asignar heterogeneidades no es-
peradas en la secuencia y para localizar el sitio activo del enzima [34]. El ESI-FTMS fue
proyectado como la opcién a escoger para la ionizacion y fragmentacion directa de
proteinas intactas en mezclas.

En los métodos top-down la determinacion de la carga de los fragmentos es critica
para obtener masas fiables. Por ello, el top-down quedd durante afos reservado a
los instrumentos existentes de alta resolucion, es decir, los instrumentos con grandes
imanes [35], considerandose una técnica muy exclusiva y de la que pocos laborato-
rios podian disponer. Avances, como la aparicion de instrumentos Q-FTMS hibridos
y Nuevas técnicas de disociacion como el ECD (electron capture dissociation), desa-
rrollada por Roman Zubarev mientras trabajaba en el laboratorio de MclLafferty, mejo-
raron el rango dinamico de MS/MS para iones de alta m/z [36, 37], aunque seguian
fundamentandose en el uso de instrumentacion ICR. Posteriormente, la aparicion del
analizador Orbitrap, desarrollado por Zubarev y Makarov en 2013 [38] revoluciond la
protedmica en general, y ha contribuido en gran medida a la expansion de la técnica
top-down pudiéndose aplicar en instrumentacion mas asequible en los laboratorios
actuales.

No obstante, desde el desarrollo del analizador orbitrap vy analizadores TOF con reso-
luciones > 50.000, el top-down ha continuado siendo, hasta hace relativamente poco
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tiempo, un reducto no explorado por la gran mayoria de los especialistas en proted-
mica. Por ello, mientras se producia la explosion protedmica vy la técnica bottom-up
aumentaba exponencialmente su potencial de andlisis cualitativo y cuantitativo sobre el
proteoma entero, el top-down jugaba un papel importante exclusivamente en la deter-
minacion de proteoformas Unicas, aunque, generalmente, sobre proteinas purificadas.
El motivo por el cual el top-down, a pesar de las ventajas que ofrece a nivel de la ca-
racterizacion de las proteinas, sigue no siendo de uso general por la comunidad pro-
tedmica, es por la dificultad de la técnica y la no existencia de métodos generales Uti-
les para el andlisis de todas las proteinas. Existen reviews que explican las limitaciones
de top-down y los retos que plantea a la instrumentacion para el andlisis de proteinas
de alto peso molecular. [39-42]. Las limitaciones basicas se centran en cuatro puntos
principales: a) el prefraccionamemiento o “front end”, sobre todo cuando el objetivo es
llevar a cabo un andlisis high-througput, b) la instrumentacion MS, que requiere afron-
tar el reto que supone la deteccion y aislamiento de especies de alto peso molecular
para su fragmentacion, teniendo en cuenta que estas conllevan cargas muy elevadas
derivadas de la ionizacion por ESI'y que por tanto, proteoformas de peso muy similar
son dificimente separables [39], ¢) la obtencion de espectros MS2 con la suficiente
informacion de secuencia a escala cromatogréfica y ¢) el andlisis de datos que no esta
todavia totalmente automatizado cuando se trata de analizar muestras complejas.

4., Estrategias de prefraccionamiento de mezclas
complejas de proteinas.

La base de un experimento top-down MS reside en la generacion y medida de iones
de proteinas en fase gas, su activacion para efectuar la fragmentacion y analisis de los
fragmentos generados. El proteoma es extraordinariamente complejo; el nimero de
proteinas v la diferente combinatoria de proteoformas derivadas que pueden existir en
una célula, tejido u organismo en un momento determinado complica enormemente el
andlisis top-down a gran escala. El rango dinamico del proteoma celular es, ademas,
muy amplio (aproximandose a los siete ordenes de magnitud) y en cambio, el de los
espectrometros de masas, limitado (de entre 4 y 5 drdenes de magnitud), de manera
que solo las proteinas mas abundantes son identificadas si no se reduce la comple-
jidad de la muestra antes de la medida en el espectrometro [43]. Las técnicas de
fraccionamiento de proteinas son, por tanto, esenciales para reducir la complejidad de
la muestra, mejorar el rango dinamico para su deteccion y aumentar la especificidad
del andlisis.

En protedmica top-down se han explorado vy siguen explorando diferentes estrategias
para prefraccionar proteinas, asi como combinaciones multidimensionales para opti-
mizar la cobertura del proteoma. Las estrategias de separacion se realizaban en los
inicios del top-down de manera off-line, independientemente del espectrdmetro de
masas, colectando las fracciones eluidas e infusionando después en el espectrometro
para disponer de méas tiempo de coleccion de datos. Este es el caso habitual del es-
tudio centrado en proteinas puras concretas o mezclas sencillas. La evolucion hacia la
protedmica top-down, fuerza necesariamente la tendencia hacia la separacion on-line,
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para tener un mayor rendimiento y menor manipulacion de la muestra. De todos mo-
dos, teniendo en cuenta la gran complejidad de las muestras, se requiere, la mayoria
de veces, una separacion previa off-line seguida de una separacion con acoplamiento
on-line al espectrometro.

La integracion de la separacion a nivel de proteinas y el acoplamiento on-line es com-
plicada a pesar de los distintos avances tecnoldgicos. En primer lugar, la solubilidad
de las proteinas es menos predecible que la de los péptidos vy, en ocasiones, tienen
tendencia a pegarse en el material cromatografico. Por otro lado, hasta la aparicion de
instrumentacion MS lo suficientemente répida, a la vez que de alta resolucion, el tiem-
po requerido para generar suficientes iones fragmento para tener una caracterizacion
completa de la secuencia era también limitante. Actualmente, las distintas técnicas
de fragmentacion CID, ETD, ETDhCD, UPVD, etc. que se trataran en las proximas
secciones, permiten tener informacion de secuencia (no necesariamente completa) en
tiempos cromatograficos reales y en instrumentacion comercial y no modificada para
proteinas de hasta 50 kDa con optimizacion previa de los métodos.

4.1. Cromatografia Liquida

La cromatografia liquida es uno de los métodos mas comunes para el prefracciona-
miento de mezclas complejas de proteinas intactas. El principio de separacion se
basa en la particion diferencial de los analitos entre la fase movil y la fase estacionaria.
En general, usando disolventes cromatograficos compatibles, la cromatografia liquida,
en sus diferentes escalas de flujo (micro, nano, etc..) se acopla eficientemente a la
ionizacion por electrospray (ESI) [44]. Aungue hay una gran variedad de métodos de
cromatografia liquida (LC), la cromatografia en fase reversa (RP-LC), la de interaccion
hidrofébica (HILIC) v la de intercambio idnico son las tres mas cominmente usadas
para la separacion de proteinas intactas [45].

La cromatografia de fase reversa (RPLC) usa fases moviles polares y fases estaciona-
rias no polares, lo que permite a los analitos mas hidrofilicos eluir primero. Las fases
estacionarias mas comunes son las cadenas alquilo (C4, C5, C8 y C18) unidas a
particulas de sflice. Las cadenas alquilo cortas son las preferidas para las separacio-
nes de proteina intacta de peso molecular mayor, dado que son menos retentivas y
ofrecen una mayor recuperacion [45]. De manera similar, las fases reversas poliméri-
cas (PLRP) ofrecen también buenas recuperaciones, hidrofobicidad uniforme y mayor
fuerza mecénica para la separacion de proteinas intactas [21, 44].

A diferencia de la RPLC, la interaccion HILIC usa fases estacionarias polares y gra-
dientes crecientes del contenido de agua, lo cual resulta en la elucion de las especies
méas hidrofdbicas primero [46, 47], Se han descrito, por ejemplo, separaciones de
histonas con mdltiples PTMs usando HILIC previamente al andlisis top-down [48, 49].
Existen incluso ejemplos donde, usando cromatografia HILIC off-line, se han separado
isdbmeros posicionales de histonas humanas H4 y posteriormente cuantificado a partir
de las abundancias relativas de sus fragmentos [50].

La cromatograffa HILIC ha demostrado ser muy eficiente para la separacion con alta
resolucion de proteinas intactas, aungue en muchos casos, las sales usadas con-
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vencionalmente son incompatibles con la MS. En este sentido, trabajos incorporando
tartrato amonico como una sal compatible con MS, han demostrado una gran selecti-
vidad y ortogonalidad frente a la cromatografia de fase reversa, siendo su rendimiento
comparable a la separacion que ofrece el convencional sulfato amonico [51].

Mientras la RPLC vy HILIC se basan en la separacion de las proteinas por hidrofobici-
dad, la cromatografia de intercambio idnico usa diferencias en la carga del analito. In-
crementando la fuerza idnica de la fase movil se eluye el analito de la fase estacionaria
cargada. Tradicionalmente, la cromatografia de intercambio catidnico ha sido usada
extensamente, y tiene una alta capacidad de carga.

Sin embargo, la resolucion de las proteinas por cromatografia liquida es limitada usan-
do un unico tipo de separacion cromatografica. Mas concretamente, cuando se tra-
baja con proteinas altamente modificadas (con muchas y distintas PTMs), uno de los
mayores retos es resolver cromatograficamente las distintas proteoformas de una pro-
teina (que potencialmente pueden comprender diferentes combinaciones de la misma
modificacion o modificaciones de peso molecular similares sobre la misma molécula).

Considerando los efectos de las diferentes PTMs en la estructura y las propiedades
fisicoguimicas de una proteina, el intercambio idnico y la hidrofilicidad/hidrofobicidad
son los principales factores a tener en cuenta en el desarrollo de técnicas de frac-
cionamiento de isoformas/proteoformas de proteinas. Por ello, las combinaciones de
diferentes tipos de cromatografia en serie son las que ofrecen mayor cobertura de
las proteinas. Existen muchos ejemplos de aproximaciones bidimendionales basadas
exclusivamente en técnicas cromatograficas. La cromatografia de exclusion molecular
(SEC) y de intercambio idnico se usan para llevar a cabo la primera dimension [52].
Trabajos destacables son los realizados por Garcia et al. [48] en 2007 y Pesavento et
al. [53] en 2008 donde se separan y cuantifican proteoformas de histonas, H3.2 i H4,
combinando intercambio anidnico débil (WAX) y cromatografia HILIC. En 2010 el gru-
po de Ljilana Pasa-Toli¢ presento la primera aproximacion top-down online 2D usando
HILIC y RPLC para la caracterizacion de mezclas de nlcleos de histonas [54]. Kellie
et al., también describieron en 2010 el uso de una combinacion de cromatografia de
intercambio idnico off-line y de fase reversa identificando por la estrategia top-down
133 proteinas de células blancas de la sangre [565]. Similarmente, otra aproximacion
top-down us® una cromatografia liquida tridimensional de intercambio idnico, HILIC (en
tartrato amonico) y RPLC separando e identificando 640 proteinas de 293 fracciones
en un lisado de células HEK [586].

El cromatofocusing vy el enfoque isoeléctrico capilar o en solucion, son consideradas
métodos “front-end” alternativos al gradiente de sal de la cromatografia de intercam-
bio i6nico para aplicaciones top-down [55, 57]. Ambos métodos son capaces de
separar proteinas en funcion de su punto isoeléctrico usando gradientes de pH para
la elucion. El cromatofocusing se ha usado también acoplado off-line a RPLC para
fraccionar proteinas <60kDa de Methanosarcina acetivorans [58] y proteinas integrales
de membrana [59]. El enfoque isoeléctrico, aunque efectivo para el fraccionamiento,
es hasta el momento una técnica con una deficiencia significativa respecto a la pobre
recuperacion de proteinas [60, 61]
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4.2. Electroforesis

La electroforesis capilar es una aproximacion muy popular de separacion de proteinas
intactas basada en la migracion diferencial de proteinas en un campo eléctrico [44,
62]. El método electroforético mas comun es el SDS PAGE, en el que las proteinas
envueltas en SDS migran en una matriz de gel de poliacrilamida en un campo eléctri-
co, consiguiéndose una separacion de proteinas por tamano molecular [63]. Este es
un método muy usado en la estrategia protedmica bottom-up. Una vez las proteinas
separadas en el gel, se recortan las bandas correspondientes, se digieren directa-
mente en el gel y se extraen los péptidos y analizan por cromatografia liquida de fase
reversa acoplada a MS. Esta aproximacion se puede extender a la electroforesis en gel
de poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE) en la que el isoelectrofocusing es usado
en la primera dimension de la separacion vy la SDS-PAGE es la segunda dimension de
separacion de las proteinas intactas [64] .

2D-PAGE es la técnica méas conocida para la separacion de proteinas intactas debido
a su capacidad de pico. Sin embargo, la extraccion de proteinas intactas de los geles
resulta muy ineficiente y se deben buscar técnicas alternativas de separacion en solu-
cion para llevar a cabo una estrategia top-down MS.

Mientras la separacion convencional basada en geles no es aplicable por top-down
proteomics, se han desarrollado distintas estrategias tales como la electroforesis en
gel de tubo (tube gel electrophoresis). La electroforesis en gel de elucion continua
utiliza una columna de gel de tubo que puede separar proteinas intactas que son co-
lectadas a medida que van eluyendo del final de la columna. Meng et al. demostraron
la eficacia de esta aproximacion para el fraccionamiento del proteoma de levadura
usando un surfactante labil al acido como sustituto del SDS (dodecil sulfato de sodio),
el cual se degradaba, via acidificacion, evitando interferencias, seguido de RPLC en
columnas C4 [65].

La electroforesis en gel de tubo evoluciond a la invencion del GELFrEE (gel-eluted
liquid fraction entrapment electrophoresis). Este método de separacion, descrito en
2008 por Tran & Doucette [66], facilitdé enormemente la separacion multidimensional
“front-end” para andlisis top-down de proteomas complejos, siendo una estrategia ro-
busta de fraccionamientio por peso molecular de proteinas en fase liquida. El sistema
consta de de una camara separada para cargar y colectar la muestra y de un cartucho
de separacion, gue se introduce en un instrumento de sobremesa GELFrEE, desde
donde se automatizan los métodos de separacion. Se aplica un voltaje constante en-
tre los reservorios del anodo y del catodo durante la separacion de las proteinas. Cada
mezcla de proteinas es conducida electroforéticamente desde la camara de carga a
una columna de gel. Las proteinas se concentran en una apretada banda en el stac-
king gel y son separadas, basadas en sus respectivas movilidades electroforéticas en
el gel resolutivo. A medida que las proteinas eluyen de la columna son atrapadas y
concentradas, en fase liquida, en la camara de coleccion. Esta tecnologia permite la
separacion de proteinas de un amplio rango de masas (5-100kDa) en base a su peso
molecular. El atrapamiento en fase liquida elimina la necesidad de elucion o recorte
de la banda y convierte al proceso en altamente reproducible. El sistema GELFrEE fue
aplicado por primera vez en un estudio top-down por Lee et al. en 2009 v la elimi-
nacion del SDS utilizado durante la separacion se llevo a cabo por precipitacion con
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mezclas de metanol/cloroformo antes del andlisis nanolL.C [67, 68]. MUltiples estudios
han combinado el GELFrEE con otras técnicas de fraccionamiento para desarrollar
flujos de trabajo para el andlisis de proteoformas intactas a gran escala [69-73]. Una
limitacion importante del GELFrEE es precisamente el uso de SDS, un detergente que
interfiere enormemente con la ionizacion por electrospray y que debe ser, por tanto,
eliminado en su totalidad de las muestras. El proceso de “clean-up” se realiza por
precipitacion con metanol/cloroformo o con columnas de spin, aungue ninguno de los
dos procedimientos esta automatizado ni es necesariamente reproducible.

Una innovacion reciente ha solucionado este problema acoplando fraccionamiento de
flujo de campo asimétrico directamente entre el GELFEE v la MS, en una matriz para
eliminar en-linea el SDS en sdlo 5 min [74]. A pesar de su eficiencia, su uso general,
en cambio, no ha sido todavia implementado.

Similarmente al GEIFFEE, nuevas aproximaciones de separacion basadas en el enfo-
que isoléctrico o atrapamiento por pH son adecuadas para el top-down. Concreta-
mente, los sistemas MSWIFT (membrane separated wells for isoelectric focusing and
trapping) [75, 76] v los sistemas MJ-CIEF (multi-junction capillary isoelectric focusing)
de multiensamblaje o atrapamiento por pH (pl-TRAP) [77]. Estos Ultimos, comerciali-
zados en sistemas denominados Biomotif, desarrollados por R. Zubarev, integran el
cargado de muestra, el desalado on-line el fraccionamiento por pH (IEF) y la coleccion
de fracciones y permiten separar tanto péptidos como proteinas. Se han usado re-
cientemente de manera eficiente para realizar separaciones isoeléctricas directamente
de proteinas de plasma humano para el descubrimiento de biomarcadores [77]. Este
fraccionamiento se usa previamente a la cromatografia RPLC-MS y aumenta la cober-
tura del andlisis protedmico. En concreto puede ayudar a la identificacion de proteinas
que cambian su pl en las enfermendades (e.g, incorporando ciertas PTMs que hacen
variar su Pl) y gue no son normalmente detectadas con otro tipo de prefraccionamiento
(Figura 4).
2.Desalado 4. Coleccion

pH 10 9 8 7 6 5 4 3

00000000

1.Inyeccion Celda pl de multi-ensamble capilar

Figura 4. Esquema del sistema Biomotif multi-junction capillary pl-CELL o de multiensamblaje o atrapamiento por pH (pl-TRAP).

4.3. Movilidad i6nica-MS

La movilidad iénica acoplada al masas (IM-MS) no se puede considerar estrictamente
una técnica de separacion “front-end” puesto que no se realiza previamente al fenod-
meno de ionizacion, sino una vez creados los iones en fase gas. De todos modos, se
incluye en la seccion de prefraccionamiento puesto que es una técnica muy Util en los
casos en los que se pretende la separacion de proteoformas, algunas isobéricas (o de
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igual m/z) pero con PTMs en posiciones distintas y que son susceptibles de presentar,
por tanto, conformaciones distintas, siendo estas dificiimente separables por cromato-
graffa liquida [78] [79]. La técnica de movilidad idnica esta basada en el tiempo que los
iones tardan en atravesar una camara llena de gas y bajo la aceleracion de un campo
eléctrico. La movilidad de los iones depende de su érea de colision cruzada (CCS),
que es definida como el area del ion proyectada en un plano y que efectivamente
colisiona con las moléculas del gas. Por IM-MS se consigue simultdneamente, no solo
separar iones en funcidn de su relacion masa/carga, sino también de su forma y tama-
Ao. Dependiendo de la arquitectura del espectrometro que se utilice, la separacion por
movilidad idnica puede aplicarse tanto a los iones precursores, como a los iones frag-
mento, después que las proteoformas precursoras hayan sido fragmentadas por CID
o ETD [8Q]. En este Ultimo caso, se consigue mejorar otra de las grandes limitaciones
del top-down, el rango dinamico de la abundancia de los iones fragmento, facilitando
el aumento de la cobertura de la secuencia proteica.

Hemos visto que la maximizacion de la separacion, en el front end, mediante diferen-
tes técnicas de prefraccionamineto, facilita la posterior identificacion, caracterizacion
y asignacion correcta de las multiples proteoformas existentes. De todos modos, la
resolucion completa de muchas proteoformas es dificiimente alcanzable antes de la
espectrometria de masas y, como se vera en los siguientes apartados, es la nue-
va instrumentacion MS la que tiende a salvar este déficit. Concretamente, se esta
evolucionando en este sentido para poder resolver iones altamente cargados muy
proximos en el espacio m/z y, a la vez, fragmentarlos de manera eficiente en tiempos
cromatograficos.

5. Instrumentacion y técnicas de fragmentacion.

5.1. General

La caracterizacion, tanto de proteinas, como de péptidos, por espectrometria de ma-
sas en tandem requiere basicamente tres pasos principales: a) la ionizacion, que per-
mite el paso del polipéptido de liquido a fase gas en forma de iones cargados que van
a ser manipulados en el espectrdmetro, b) la determinacion de la masa del polipéptido
intacto o MS1 (masa intacta) i ¢) la determinacion de la secuencia peptidica a través
de la adquisicion de espectros MS2 resultantes de la activacion y fragmentacion de
los iones precursores seleccionados. En el caso del andlisis de proteinas, las tres ope-
raciones incrementan en dificultad a medida que aumenta su peso molecular.

Aungue existen ejemplos de ionizacion por MALDI, en general, la ionizacion por ESI
es la escogida en la protedmica top-down. Del mismo modo que en la protedmica
bottom-up, la ionizacion en modo positivo es la mas usada vy la polaridad de los iones
a analizar se escoge seleccionando el sesgo (bias) del voltaje del capilar. Una caracte-
ristica de la técnica de ionizacion por ESI es la formacion de iones moleculares intac-
tos del analito. En el caso de desear fragmentacion durante la ionizacion, esta puede
inducirse en la region de transporte de los iones de la fuente ESI, incrementando el
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voltaje del sampling cone. Este proceso es conocido como in-source collision induced
dissociation or nozzle-skimmer (NS) dissociation.

La ionizacion por ESI de proteinas vy, de especies poliméricas en general, proporciona
espectros que contienen series en forma de campana de Gauss de iones mdltiple-
mente cargados para una misma masa M de proteina (M+nH)™*. En condiciones des-
naturalizantes, las proteinas tienes mucha polidispersidad de carga y esto se traduce
en campanas de Gauss muy amplias comparado con los péptidos. El espectro de la
Histona H1 de Drosophila melanogaster en la Figura 3 ilustra un ejemplo de espectro
ESl tipico. Cada pico en el espectro difiere del contiguo en una carga. Dado que en el
espectrometro de masas analizamos iones seglin su relacion m/z 'y no m, el fendmeno
de ionizacion por ESI con carga multiple hace posible el andlisis de compuestos de
alto peso molecular con espectrometros de rango de masa limitado.

A diferencia del andlisis bottom-up, para el andlisis top-down se requiere instrumenta-
cion de alta resolucion, y mas especialmente, para el andlisis de los iones fragmentos
creados en el experimento MS/MS. En el procesamiento de los datos MS1 de protei-
nas intactas, la resolucion isotépica de los cllsteres de iones creados es Util, aunque
no estrictamente necesaria para determinar la carga de los iones y en Ultimo término,
su masa MS1. En cambio, los espectros de fragmentacion de proteoformas intactas
son complejos, conteniendo una variedad de iones producto de diferentes estados
de carga que se pueden solapar. Por tanto, un poder de resolucion > 50 .000 es mini-
mamente necesario para deconvolucionar correctamente a carga cero e interpretar el
espectro MS2. Los niveles de resolucion requeridos para hacer top-down se alcanzan
actualmente con los analizadores TOF modernos (50.000 K) vy los analizadores FTMS
(Orbitrap y ICR-FTMS) que van desde los 100.000K hasta 1.000.000K o incluso mas
en grandes imanes.

Existen tres métodos basicos para la adquisicion de datos top-down, que se basan
precisamente en conseguir una alta resolucion en los iones fragmento. Son los llama-
dos metodos high-high, medium-high vy low-high, diferenciandose estos en la resolu-
cion usada en el andlisis MS1. En el apartado de andlisis de datos se explica como se
tratan los datos adquiridos dependiendo de los métodos usados.

Otro de los parametros a tener en cuenta en el andlisis MS de proteina intacta es la
sensibilidad, que marcara en Ultimo término la relacion sefal/ruido (S/N). Dado que de
una proteina entera se generan por ESI una amplia diversidad de iones, correspondien-
te a las distintas especies cargadas de la misma, esto significa que se produce una
division de la sefial a distintas sefiales con intensidades inversamente proporcionales
al nimero de las mismas [39]. Si, ademas, la proteina esta en una baja proporcion
en la muestra, la cantidad de iones es muy limitada. Si hablamos de proteoformas, la
dispersion de sefales es multiple y en posiciones m/z que difieren sélo en milésimas
0 centésimas de unidad de masa. Los analizadores TOF, que operan bajo el principio
de recuento de iones individuales, solucionan el problema de la S/N acumulando méas
iones que en las aplicaciones bottom-up. En los instrumentos FTMS, que operan con
una cantidad fija de iones o cargas para evitar efectos de carga y perdidas resolutivas,
se promedian mditiples scans tanto para el MS1 como para el MS2. En las aproxima-
ciones top-down, ambas soluciones enlentecen los ciclos experimentales en relacion
al bottom-up.
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Por otro lado, se debe asegurar en top-down la seleccion precisa de iones precurso-
res que difieren en pocas unidades (centésimas o milésimas teniendo en cuenta su
carga). Por ejemplo, Zabrouskov et al., propusieron la deamidacion de asparaginas
o glutaminas en RNase A (Am = +1 Da) como un reloj bioldgico [81] . Este nivel de
resolucion y exactitud en la masa fuerza el uso de instrumentacion de alta resolucion.
En espectrometria de masa top-down es Util la combinacion de analizadores de alta
resolucion en arquitecturas hibridas. La presencia de mlitiples analizadores permite
mucha versatilidad en la manipulacion de los iones y ademas ofrece una mayor posi-
bilidad de seleccion de las técnicas de fragmentacion combinables para poder aplicar
en la resolucion de cuestiones bioldgicas especificas. En los siguientes apartados se
resumen la instrumentacion v las diferentes técnicas de fragmentacion top-down, su
evolucion en los Ultimos afos y sus aplicaciones mas destacables.

5.2. Instrumentacién por Transformada de Fourier-Resonancia de iones
ciclotrénica

El nivel resolutivo v de exactitud de masa requerido para llevar a cabo estudios top-
down hizo que originalmente los instrumentos mas usados y populares fueran los
analizadores FTICR (Fourier transform ion ciclotron resonance). Estos analizadores se
basan en la excitacion de iones a su frecuencia ciclotronica dentro de un campo mag-
nético fuerte [82]. Los iones son atrapados en la celda de resonancia por un campo
magnético coaxial y voltajes aplicados. Estos rotan a una frecuencia determinada por
su masa y carga y la fuerza del campo. Su radio de orbita aumenta hasta que pasan
al plato de deteccion vy provocan que electrones fluyan a la placa de deteccion moni-
torizando asi su corriente imagen. La sefial detectada (también llamada transient) se
convierte desde el dominio tiempo al dominio de frecuencia a través del algoritmo de
transformada de Fourier y a m/z a través de la calibracion de la masa.

El ESI-FTICR-MS se us0 para andlisis de proteina intacta por primera vez en 1989 [24]
y se fueron sucediendo en instrumentos de 2.8 y hasta 12Teslas [83, 84] con modifi-
caciones que permitfan mayor sensibilidad, rango dinamico y resolucion.

En 2004 se describié un nuevo instrumento hibrido ion-trap-FTICR-MS [85] de manera
que permitia el almacenaje de iones y manipulacion en el ion trap, desde una fuente
de iones continua, hasta su inyeccion en paquetes de iones al ICR. La exactitud en la
masa mejord a través del control preciso del ndmero de iones o cargas (uso del auto-
matic gain control (AGC)) permitidas a entrar en la celda ICR, incluso provenientes de
flujos variables de iones, como es el caso de la LC-MS. En este tipo de instrumentos,
la fragmentacion se produce en el ion trap por CID vy los fragmentos pueden ser de-
tectados a alta resolucion en la ICR o en el ion trap. Este instrumento se comercializo
en la version de 7T (teslas) v llega a una resolucion de 1000.000 (resolucion definida
am/z 400) y exactitudes de < 2ppm sin calibracion interna. El uso del 7T LTQ-FTICR,
se ha sido descrito para diversas aplicaciones protedmicas top-down [86-88], asi
como la de su version con 12 T [89, 90] v 14.5 T [91], todos ellos, todavia en uso.
Los instrumentos FTICR, suelen tener incorporados también celdas ECD (electron
capture dissociation, ver apartado siguiente), que permiten la fragmentacion de iones
por métodos alternativos y su deteccion en el ICR.  Aungue muy resolutiva, este tipo
de instrumentacion es lenta para los requerimientos de trabajos top-down de mues-
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tras complejas trabajando a tiempos cromatogréficos y esta siendo sobrepasada por
la nueva instrumentacion Orbitrap, o nueva generacion TOF en versiones hibridas,
que actualmente combinan ademas nuevas técnicas de fragmentacion mas eficientes
como el HCD, el ETD o el UVPD.

5.3. Instrumentacién Orbitrap.

El analizador Orbitrap se ha convertido en una alternativa FTMS muy popular, tanto
para aplicaciones top-down como bottom-up, dado que su coste es inferior al de los
grandes imanes FT y se puede aplicar en diversas arquitecturas hibridas [92-94].

El analizador Orbitrap fue descrito en 2000 [95]. Es una trampa idénica que cuenta con
un par de electrodos axialmente simétricos. En este campo eléctrico, los iones giran
alrededor del electrodo central mientras oscilan a lo largo de la longitud de electrodo.
La frecuencia de estas oscilaciones es proporcional a (m/z) 2. La corriente imagen
en los electrodos externos se monitoriza y la senal de dominio de tiempo resultante se
convierte a frecuencia y luego a m/z como en la FTICR.

Como en el caso de los anteriormente citados instrumentos FTICR, los primeros Orbi-
traps también se hibridaron inicialmente con trampas LTQ, permitiendo el uso de iones
continuos desde la fuente de ionizacion y aumentando la precision de masa con la
AGC, que permitia ademas una fragmentacion eficiente [93]. El acoplamiento de los
dos analizadores se logrd mediante el uso de un octapolo de transferencia después
de la trampa de iones en un cuadrupolo curvo solo de radiofrecuencia RF (trampa C)
usado para expulsar iones axialmente hacia el analizador Orbitrap. Este nuevo instru-
mento fue capaz de obtener 60.000 poder de resolucion (m/z 400) usando transients
de un segundo y logrando resoluciones isotdpicas de mioglobina y anhidrasa carbdni-
ca. Ya en 2006, se describio el uso de LTQ-Orbitrap para un analisis mas extenso de
proteinas intactas modelo, de masas inferiores a 30 kDa [96]

De manera destacable, aplicaciones en top-down del grupo de Kelleher en instrumen-
tacion Orbitrap incluian una profunda caracterizacion de la compleja matriz de modifi-
caciones post-traduccionales en histonas [97-99] y en proteomas semicomplejos de
células humanas [100]). También Fenselau analizd en Orbitrap biomarcadores protei-
cos de organismos bacterianos no secuenciados, colocandolos consecuentemente
en su contexto filogenético [101, 102].

Otros ejemplos de uso de Orbitraps hibridos (LTQ-Orbitrap) son el estudio de proteinas
de bajo peso molecular en sangre humana, incluyendo la cuantificacion de proteofor-
mas de apoliproteina [103, 104] v trabajos de protedmica vendmica de serpiente del
grupo de J. Calvete [105].

Los instrumetos LTQ-Orbitrap comerciales no modificados se han usado para distin-
guir diversas glicoformas de anticuepos intactos (150 kDa) y se han fragmentado sus
cadenas ligeras y pesadas usando CID, ETD, o HCD [106, 107].

El LTQ-Orbitrap Velos ha sido usado en el andlisis de enfermedades causadas por va-
riantes de hemoglobina a partir de gotas de sangre seca, teniendo esta aplicacion un
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importante potencial de uso clinico [108]. Usando un instrumento Orbitrap modificado
de alto-campo acoplado a un Orbitrap Velos Pro con trampa de iones dual y proce-
samiento de la senal avanzada, Michalski et al. describieron la identificacion de 690
proteinas Unicas por top-down en la linea celular de cancer H1299 [70] .

El instrumento tribrido Orbitrap Fusion Lumos, ha representado en los Ultimos afos un
gran avance para las aplicaciones top-down. Este instrumento combina tres analizado-
res: un cuadrupolo, una trampa de iones lineal segmentada y un Orbitrap, [109]. Esta
configuracion Unica, ofrece gran versatilidad, dado que permite fragmentar los iones
por distintas técnicas: CID, ETD, HCD de manera separada o incluso combinando
ETD con métodos de colision HCD o CID, en lo que se denomina EThcD y ETclD,
incrementando asf la cobertura de la secuencia de proteinas. Un ejemplo es el estudio
de Bruner et al [110], donde se consigue una mayor cobertura del regulador mitético
Bora, permitiendo la localizacion especifica de los sitios de fosforilacion en las distin-
tas proteoformas. La precision en la seleccion del precursor con el nuevo cuadruplo
segmentado ofrece la posibilidad de fragmentacion exclusiva de proteoformas que
estan muy cerca en el espacio m/z. Ademas, este instrumento, presenta una tecno-
logia avanzada, incluso respecto a su anterior version (Orbitrap Fusion), ofreciendo
la posibilidad de regulacion del vacio éptimo en la region del lon Routing Multipole
dependiendo de la estrategia que se utiliza (e.g, bottom-up (8 mbar), top-down (2
mbar)). Con la modificacion del sistema de vacio en esta region del instrumento, se ha
conseguido minimizar la pérdida de iones prematura de proteina por transient decay
al colisionar con moléculas de gas neutro (tipico de las altas presiones) y por tanto,
incrementado la relacion S/N, a la vez que beneficiado de las altas presiones para
una mas eficiente fragmentacion posterior, por ejemplo por HCD o ETDHceD. La mejor
transferencia de iones de alta m/z en las distintas regiones del instrumento (C-trap,
IRM, Orbitrap y ion-trap) juntamente con la multiplicidad de técnicas de fragmentacion
disponibles vy la precision en la seleccion del precursor, ha permitido recientemente,
la caracterizacion de numerosas proteoformas de Histona H3, caracterizando hasta 8
metilaciones en una misma cadena polipeptidica [111]. La evolucion de los instrumen-
tos Orbitrap tribridos es vertiginosa. Justo antes de la publicacion de este manuscrito,
se ha presentado en la ASMS 2019 el equipo andlogo de nueva generacion. El nuevo
instrumento Orbitrap Eclipse supera el rendimiento vy la flexibilidad del equipo anterior.
La incorporacion de las opciones de: PTCR (reduccion de carga por transferencia
de proton), separacion FAIMS (High-Field Asymmetric Waveform lon Mobility Spec-
tfrometry) antes de la interficie, monitorizacion de la relacion masa/carga hasta 8000 y
medicion a 1 millén de resolucion entre otros, son realmente una gran promesa para
que se efectle la implementacion efectiva de la metodologia top-down.

5.4. Instrumentacion TOF

La instrumentacion de tiempo de vuelo (TOF-MS; Time of flight mass spectrometry)
ha sido una opcidn atractiva durante muchos afos para el andlisis de proteina intacta
debido a su rango m/z potenciaimente ilimitado, adquisicion de alta velocidad, capaci-
dad de medicion de masa exacta y sensibilidad. El analizador TOF fue comercializado
a finales de 1950 por la Corporacion Bendix [112], aungue los primeros instrumentos
presentaban limitaciones tanto en el poder de resolucion como de exactitud en la me-
dida de la masa. Desde principios de los anos setenta hasta principios de los noventa,
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se superaron estas limitaciones. Iniciaimente, la llegada del reflectron TOF-MS superd
la propagacion de la energia ionica vy, por lo tanto, aumentd en resolucion de masa.
La combinacion posterior con aceleracion ortogonal (aa) se puede ver como el cata-
lizador para la amplia gama de instrumentacion TOF que esta disponible hoy en dia,
con una potencia de resolucion de masas y una precision de masa muy mejoradas,
llegando actualmente a los hasta 80.000 de poder resolutivo y precisiones de 1 ppm
[113, 114]. Estos analizadores se combinan también en configuraciones de mditiples
analizadores y configuraciones hibridas vy llevan incorporados distintas técnicas de
fragmentacion (ver apartado siguiente).

Aungue el FTMS se ha convertido en dominante para el andlisis top-down, existen
estudios recientes que demuestran la eficiencia de la tecnologfa TOF para el analisis
de proteina intacta y top-down. Como ejemplo, instrumentos hibridos cuadrupolo-TOF,
combinados con métodos de fragmentacion radicalaria (ETD) han demostrado ser efi-
cientes para analizar proteinas de tamafio medio y largo [22], ala vez que Utiles para
resolver proteoformas biocldgicamente relevantes en Neisseria meningiditis invasivenes
[115]. En el campo farmacéutico instrumentacion TOF de Ultima generacion esta sien-
do muy eficiente para el andlisis de anticuerpos monoclonales intactos y reducidos,
ADCs (antibody drug conjugates) [116] en sistemas con analizadores mdltiples TOF
[117] y hibridos QTOF [118].

5.5. Métodos de fragmentacion

Tal y como se ha comentado, los espectrometros de masas usados para la técnica
top-down combinan la alta resolucion de los analizadores con las arquitecturas hibri-
das (combinacion de analizadores en serie que ademéas incorporan distintas técnicas
de fragmentacion).

La activacion y fragmentacion de iones de proteina intacta se puede llevar a cabo por
distintas técnicas de fragmentacion. La disociacion de iones en fase gas o, en general,
la transformacion al espectro de masas tandem (MS2), es una etapa clave para ge-
nerar informacion de estructura y de secuencia. La fragmentacion tandem MS/MS im-
plica el aislamiento del ion padre, seguido de la exposicion a un estimulo externo para
inducir la fragmentacion controlada. Es necesario fragmentar el ion precursor de una
manera secuencia-especifica para obtener informacion sobre la proteina, iguaimente
que ocurre en el caso de los péptidos (i. e rotura del enlace entre cada aminoacido
con una sola rotura por péptido intacto o i6n proteico). Existen diferentes técnicas
de fragmentacion: collision-induced dissociation (CID), electron capture dissociation
(ECD), electron transfer dissociation (ETD), ultra violet photo dissociation (UVPD), high
collision dissociation (HCD), infrared multiphoton disociation (IRMPD), y nuevas combi-
naciones de métodos de colision con ETD (ETheD, ETcID).

Calbe distinguir, a este nivel, la diferencia en la ejecucion de la fragmentacion top-down
de proteinas simples y la fragmentacion top-down de mezclas complejas. El punto
clave se centra en llegar a obtener informacion de secuencia a través de la fragmenta-
cion MS/MS mediante las distintas técnicas disponibles. Mientras el analisis top-down
de proteinas simples se ha llevado a cabo generalmente por infusion de la proteina
purificada, el reto se encuentra en el andlisis eficiente de mezclas complejas, inclusive
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del proteoma entero, en tiempos cromatograficos.

El andlisis top-down a gran escala se empezo6 originalmente usando CID [71]. Por CID
los iones padre seleccionados colisionan con atomos o moléculas de gas neutro (tipi-
camente helio, nitrogeno o argon) [119], originando iones tipo “b” vy “y" (Figura 5). En
general, el CID no genera fragmentacion completa para caractenzar Ia proteina (sobre
todo a medida que aumenta el tamafio de la misma), pero si suficiente para producir
‘tags” de secuencia para su identificacion.

En general el CID es superado en eficiencia por la técnica de fragmentacion HCD

Técnica de lones
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Figura 5. Nomenclatura de iones fragmento de péptidos /proteinas (Roepstortf, Biomed Mass Spectrom., 1984 11, 601). Tabla con
técnicas de fragmentacion y tipo de iones generados.

(higher-energy collisional dissociation). El HCD se basa en la activacion de iones por
colisién con un haz, y se efectua en dispositivos de cuadrupolo 0 multipolo originando
también iones “b” e "y" y en menor medida iones tipo “a”

Aunque es cierto que el HCD es muy eficiente para el andlisis peptidico, por la es-
trategia top-down, se obtienen mayores grados de cobertura de secuencia proteica
por técnicas de fragmentacion activadas por la formacion de un ion radical, como
son, el ECD vy el ETD, también llamadas técnica no ergodicas (non-ergodic). El ECD,
desarrollado por Zubarev en 1998 [37], se basa en la captura de electrones por iones
precursores positivos del analito para formar un cation radical inestable, que fragmen-
tara por roturas subsecuentes especfficas por el enlace n-Co.. Se producen iones tipo
‘7" "c”. Generalmente, la fuente de electrones es un catodo de Cs u otro metal blando.
En e\ caso del ETD, implementado posteriormente por un equipo de investigadores
de la Universidad de Virginia [120], los electrones son transferidos desde un anion
reactivo (donador de electrones), que suele ser un compuesto de fluoranteno, antra-
ceno o azobenzeno excitado. El ETD, al igual que el ECD, genera iones fragmento tipo
‘c”y "Z". Estas técnicas son solo eficientes para fragmentar iones de carga mayor que
2, aungue en comparacion con el CID presentan ventajas sobre la fragmentacion de
péptidos largos o proteinas. A nivel de péptido, el ECD y ETD retienen las modifica-
ciones posttraduccionales labiles, a diferencia de la fragmentacion CID de péptidos
tripticos, que habituaimente rompe PTMs como fosforilaciones y glicosilaciones. Sin
embargo, cuando los métodos de fragmentacion clasicos como el CID son aplicados
en top-down, si suelen retener también las modificaciones habitualmente labiles. Esto
es debido a que la estructura de orden superior que tienen 10s iones gaseosos ma-
yores a 8 kDa conduce la fragmentacion hacia el esqueleto amida preferencialmente
sobre la eyeccion de las modificaciones (PTMs) (Figura 6). De manera destacable,
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mientras los puentes disulfuro permanecen estables a la fragmentacion CID, por ECD
y ETD pueden ser parcialmente fragmentados [121].
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Figura 6. Estabilidad de las PTMs segun el tipo de técnica de fragmentacion usada. Diferencias entre las aproximaciones top-down
vy bottom-up.

Aungue con alto grado de rotura a lo largo de la secuencia peptidica, estas dos Ultimas
técnicas se caracterizan por su baja eficiencia de fragmentacion, entendida como la
intensidad total de iones producto en relacion a la intensidad del ion precursor. Por ello,
el ECD vy ETD se usan generalmente para la fragmentacion de proteinas simples, y de
gran longitud, pero no en mezclas complejas. Ademas, y debido a los requerimientos
instrumentales, el ECD no es adecuado para todo tipo de instrumentacion, quedando
restringido a instrumentacion ICR. EI ETD sin embargo, se ha incorporado con faci-
lidad a instrumentacion de mas bajo coste (tanto QTOF, como Orbitrap) y es el mas
usado actualmente. Concretamente, se ha extendido el uso de fragmentacion ETD
combinado con otras técnicas de colision.

Como se ha mencionado en el apartado anterior, el nuevo instrumento tribrido Orbi-
trap, ofrece actualmente la posibilidad de fragmentar los iones por CID, ETD, HCD de
manera separada pero también combinando ETD con métodos de colision HCD o CID,
en lo que se denomina ETheD y ETclD, incrementando de esta manera la cobertura de
la secuencia de proteinas. En el campo biofarmaceutico, por ejemplo, la combinacion
de ETD, HCD y CID en un flujo de trabajo MS3 consiguit la caracterizacion del 95% de
la secuencia del factor de estimulacion de una colonia de granulocitos [122].

Recientemente, se estan desarrollando nuevas técnicas de activacion de iones de
proteina intacta compatibles con los requisitos instrumentales v las restricciones v ra-
pidez requeridas para obtener suficiente informacion de secuencia en los tiempos de
andlisis cromatografico. Concretamente, se han desarrollado técnicas basadas en el
uso de fotones para depositar energia en los cationes de proteina enteros. Por un lado,
la llamada “activated-ETD” (alETD) [123, 124], usa fotones infrarrojos de baja energia
para incrementar la eficiencia del ETD en nuevos instrumentos. Esta técnica es andlo-
ga al IRMPD (infrared multiphoton dissociation) asociado a ECD en instrumentos ICR.
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La activacion por métodos foténicos favorece la desnaturalizacion de las estructuras
proteicas de alto orden en la fase gas y resulta en una mayor relacion S/N de los iones
producto [123].

Por otro lado, se estan haciendo tambien grandes avances por la técnica UVPD (fo-
todisociacion ultravioleta)[125, 126]. En este método se aprovecha la absorcion de
fotones UV por parte del esqueleto amida para iniciar la rotura de la cadena peptidica,
la cual ocurre a lo largo de toda la secuencia aminoacidica, permitiendo una cobertura
de la secuencia muy alta [127, 128]. Las ventajas del UVPD se destacaron recien-
temente en estudios sobre variantes de proteinas fluorescentes verdes, donde este
método de disociacion produjo una diversidad mucho mas amplia de fragmentos que
mediante CID, HCD o ETD [129]. Los fragmentos que se obtienen por esta técnica,
que se distribuyen a lo largo de toda las secuencia peptidica son del tipo “a”, “b”, “c’,
)52 Wy permiten tener una alta cobertura de la secuencia. La cobertura de
secuencia casi completa que se obtiene por UVPD facilita la interrogacion profunda de
la estructura primaria para localizar con precision las modificaciones y truncamientos
que pueden ocurrir en las proteinas. Este nuevo tipo de fragmentacion es factible a
escala cromatografica y se prevé como la tendencia para el andlisis de proteinas por
la estrategia top-down. Por ejemplo, Shaw et al. [130] usaron UVPD en un instrumento
Orbitrap para caracterizar inequivocamente una proteoforma dioxidada de la proteina
Pin1 humana, una proteina relevante en los modelos de Alzheimer y enfermedad del
cancer. Asimismo, fotones UV de 193-nm se han usado recientemente para carac-
terizar proteinas ribosomales en LC-MS/MS sobre mezclas complejas[125] v para el
analisis high-throughput de proteinas humanas en un instrumento Orbitrap [126].

6. Analisis del proteoma por Top-down
Highthrougput.

Sin duda, el bottom-up es todavia la estrategia MS que se escoge para el andlisis del
proteoma a gran escala. Los avances tecnoldgicos han facilitado la identificacion vy
cuantificacion de miles de proteinas seguin esta estrategia a partir de muy poca can-
tidad de muestra [131], estableciendo asi una barrera para que el top-down avance
mas lentamente. De todos modos, el valor afladido que proporciona poder resolver
proteoformas por top-down esta forzando a que se invierta en el desarrollo de esta
estrategia, no solo en el andlisis de proteinas aisladas, como se ha llevado a cabo
desde su introduccion, sino también para profundizar a nivel de cobertura del proteo-
ma, a pesar de la disminucion de la sensibilidad que conlleva trabajar con proteinas
enteras respecto al trabajo con péptidos. Sdlo en los Ultimos afios los avances de las
plataformas de separacion front-end, la mejor instrumentacion, las nuevas estrategias
de adquisicion de datos y procesamiento estan facilitando el aumento de la amplitud
y profundidad de la cobertura del proteoma por esta estrategia.

Aungue han habido destacadas aplicaciones top-down a gran escala en microorga-
nismos [65, 89, 132], el primer ejemplo de top-down proteomics a gran escala aplica-
do a tejidos primarios humanos fue descrito por Roth et. al usando una plataforma de
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separacion bidimensional en leucocitos [90]. Se caracterizaron 133 proteoformas de
67 genes Unicos. Posteriormente, Tran et. al usaron una separacion tetradimensional
compuesta de isoelectrofocusing, seguida de GELFEE y LCMSMS consiguiendo la
identificacion de 3000 proteoformas de hasta 150 kDa en lineas celulares humanas
senescentes de Hela S3, B16F10 vy H1299 [71]. Este mismo sistema se analizo
también por top-down usando un fraccionamiento extensivo subcelular de organelos,
mejorando la cobertura del proteoma a 5000 proteoformas asociadas a 1220 protei-
nas [70].

Recientemente, el uso de UVPD y HCD en aplicaciones high-throughput top-down
han demostrado la eficiencia de este tipo de fragmentacion a escala cromatogréfica
en un analisis comparativo en lisados de células Hela. La cobertura de secuencia
demostrd ser superior por UVPD que por HCD (28+20% para UVPD frente a 17+8%
por HCD), mientras se detectaron 153 proteinas y 489 proteoformas usando UVPD
y 271 proteinas y 982 proteoformas por HCD [126]. Sin embargo, la utilizacion de
UVPD por highthroughput top-down esta limitada por la bioinformatica a causa de la
complejidad de los espectros MS2, afadida a la intrinseca complejidad del andlisis
top-down en proteinas.

Podemos concluir que la protedmica top-down high-thoughput, en condiciones des-
naturalizantes, (siguiendo flujos de trabajo andlogos y originalmente desarrollados para
la protedmica bottom-up) ha evolucionado 1o suficiente para permitir el analisis top-
down de proteinas <50 kDa con un grado de cobertura del proteoma cualitativo y
cuantitativo similar al del bottom-up. Como hemos visto, la identificacion fiable y ca-
racterizacion de varios miles de proteoformas es factible [133-135] . Sin embargo, el
numero de proteoformas identificadas por top-down en condiciones desnaturalizantes
de rutina cae a pesos moleculares superiores a 50 kDa a causa de problemas téc-
nicos, tanto de limitaciones de la espectrometria de masas como de la necesidad
de mejoras en las separaciones cromatogréficos o front-end, como también en la
dificultad del analisis automatizado de los datos. Soluciones para extender el rango
de pesos moleculares de las proteoformas identificadas durante experimentos de top-
down desnaturalizantes incluyen el uso de nuevas generaciones de instrumentos de
21 T FT-ICR [136], Orbitraps modificados (mass extended) o nuevas estrategias de
adquisicion de datos, como las desarrolladas por Y. O. Tsybin, dirigidas a incrementar
la relacion S/N espectral de proteoformas largas mediante la grabacion de transients
de corto tiempo de dominio promediadas a lo largo de varios runs cromatograficos
(short time-domain transients averaging) [23].

Aungue se requiere todavia una cobertura mas profunda del proteoma por top-down

proteomics las oportunidades de expansion del top-down a gran escala pasan tam-
bién por la cuantificacion de alto rendimiento de los proteomas intactos.

/. Hacia la protedmica top-down cuantitativa.

La habilidad de cuantificar la abundancia relativa de proteoformas concretas entre co-
lecciones de muestras es uno de los objetivos clave para que la metodologia top-down
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se extendia en protedmica clinica y especialmente en el campo de descubrimiento de
biomarcadores. Ya en 2008, Pesavento et al. [50] usaron simplemente la medida de
los ratios de intensidad de multiples proteoformas de histona H4 que coeluian y de sus
fragmentos, para tener una cuantificacion relativa entre espectros en una sola muestra.
Su trabajo introdujo el PIRR (protein ion relative ratio) y el FIRR (fragment ion relative
ratio metrics) calculado a partir de la integracion de los isotopos mas abundantes de
estados de carga escogidos de iones precursores intactos y de iones fragmento [50].
Esta técnica ha sido usada recientemente en una serie de estudios para cuantificar
proteoformas fosforiladas en troponin | cardiaca (cTnl), el biomarcador mas tipico de
daro cardiaco agudo. El estudio se ha realizado en: tejido de corazdén humano [137]
raton WT y cTnl-mutado [138], modelos de rata hipertensas con fallos cardiacos [139]
, modelos porcinos [140] y monos Rhesus [141]. Aungue la técnica PIRR tiene gran
potencial, cuando se aplica a mditiples muestras en proteomas enteros, tiene todavia
limitaciones provenientes de su inherente variabilidad asociada al andlisis protedmico
a gran escala y requiere de mayor desarrollo.

Tal como describe Neil Kelleher en su reciente articulo de revision “Progress in Top-
Down proteomics and the analysis of proteoforms” [142], se han disefiado diferentes
aproximaciones top-down cuantitativas. Para mejorar la variabilidad en la cuantificacion
de proteoformas en experimentos a gran escala en proteomas enteros, existen, en
primer lugar, estrategias de marcaje isotopico in vitro e in vivo. Por ejemplo, el marcaje
de cisteinas y el marcaje metabdlico 14N/15N se han aplicado como prueba de con-
cepto en proteomas de levadura [86, 143]. Estas técnicas, sin embargo, presentan
limitaciones de rango dinamico y de sefal/ruido (S/N). También se ha probado SILAC
top-down [144], aunque se han descrito limitaciones de marcaje completo de la ar-
ginina pesada a medida que aumenta el nimero de argininas y el peso molecular de
las proteinas[144]. Para intentar paliar esta limitacion, el mismo grupo que desarrolld
esta aproximacion determind el nimero de amino&cidos marcados que se podian
marcar en proteoformas determinadas vy la eficiencia de incorporacion de aminoacidos
y empled de manera eficiente esta metodologia top-down SILAC a células madre de
embriones humanos [145]. Hung et al. [146] han desarrollado también estudios piloto
para aplicar Tandem Mass Tags (TMT) para la cuantificacion top-down. Esta aproxima-
cion es muy atractiva dado que es una aproximacion de marcaje in vitro dependiente
de la fragmentacion en tandem vy los pares marcados isotopicamente mantienen los
mismos perfiles cromatograficos. Otros métodos previos como el marcaje de cisteinas
[143] alteraban los tiempos de retencion y por tanto impedian la cuantificacion intras-
pectrum.

Los metodos label-free para cuantificar relativamente proteomas enteros a resolucio-
nes de proteoformas son los que aparentemente tienen mas garantias de éxito en la
aproximacion top-down. Son métodos de menor dificultad en la preparacion de las
muestras, mucho méas baratos al evitar reactivos de marcaje y aplicables a muestras
humanas primarias. La espectrometria de masas diferencial, desarrollada por Yates vy
su grupo [147] para el andlisis peptidico, representa una opcion viable para el analisis
de proteina intacta. Esta técnica consiste en un flujo protedmico automatizado que
proporciona cuantificacion relativa de conjuntos de datos de LC-MS, requiriendo so-
lamente informacion de m/z, tiempos de retencion e intensidad de picos de interés,
asi como numerosos replicados para disminuir el ruido [147]. El método encuentra
selectivamente diferencias estadisticamente significativas en la intensidad de los iones
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de alta y baja abundancia, contabilizando la variabilidad de las intensidades medidas
y el hecho de que las verdaderas diferencias persistiran en el tiempo. Como ejemplo,
Mazur et al. publicaron en 2010 la cuantificacion de diversas proteoformas de apoli-
proteina in HDL (lipoproteinas de alta densidad) aislado de pacientes con colesterol
alto y bajo [103].

En el contexto de la cuantificacion top-down label free, Whitelegge v su grupo han
desarrollado el concepto IMT (intact mass tag) [148, 149]. IMT corresponde a una
senal de masa significativa, produciendo un peso molecular determinado que puede
ser comparado en una base de datos, asignado e identificado. Trabajos en cistatinas
y otras proteoformas secretoras han demostrado que, una vez definido el IMT, estos
pueden usarse para monitorizar cambios en su abundancia en diferentes muestras, de
manera cuantitativa. Este tipo de estrategias son muy posiblemente las que marguen
el rumbo de la protedmica cuantitaiva top-down a gran escala, dado que el marcaje
metabdlico no es posible en muestras primarias humanas. Por ejemplo, Castagnola
et al. [150] han usado abundancias de iones extraidos de IMTs de interés en saliva
humana para demostrar la hiperfosforilacion de proteinas salivares en nifios autistas,
lo cual sugiere asincronias moleculares que podrfan estar relacionadas en el sistema
nervioso central, el desarrollo y la patogénesis del autismo. Una aplicacion reciente
gue combina el concepto IMTs (usando concretamente bases de datos con masas
exactas especfficas y etiquetas de tiempo) y MS diferencial ha demostrado ser Util para
la cuantificacion de 83 proteoformas de 20 IDs en pardtida humana vy secreciones de
la glandula submandibular [151].

Es indudable que la cuantificacion de proteoformas en proteomas enteros, incluso con
los flujos label-free que se estan desarrollando, sufre todavia de muchas limitaciones.
Las evaluaciones estadisticas, sin ir mas lejos, estan limitadas al test de Student’s,
gue son insuficientes para abordar las diversas fuentes de variacion técnica inherentes
de estudios comparativos complejos a mditiples niveles [73]. En este sentido, Ntai
et al. [73] aplicaron en un estudio piloto en un mutante de delecion de levadura un
modelo estadistico jerarquico lineal que permitia efectos anidados usando dos analisis
separados ANOVA para probar el significado estadistico de los cambios de intensidad
y estimar los efectos de tamarfo para la cuantificacion con QMTs (quantitation mass
targets). Este estudio detectd un total de 838 QMTs. 120 QMTs demostraron tener
un cambio de intensidad significativo entre lineas mutadas y naturales (WT), un 63%
fueron identificados con fiabilidad por tandem MS o por la aproximacion IMT [73].
Esta aproximacion top-down label free, disefiada para corregir la alta variabilidad en
pacientes y tratamientos, representa una herramienta muy interesante en investigacion
traslacional, puesto que es aplicable a diversas muestras primarias, que como se ha
mencionado con anterioridad, no pueden ser marcadas metabdlicamente.

8. Espectrometria de masas top-down nativa.

El campo de la espectrometria de masas nativa esta basada en la habilidad de man-
tener intacta la estructura de las proteinas y los complejos proteicos dentro del es-
pectréometro de masas, conservando las interacciones no covalentes débiles, tanto
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intramoleculares como entre subunidades proteicas u otros ligandos como ADN, co-
factores, etc... [5, 152]. La proteina o complejos proteicos se introducen disueltos en
tampones acuosos, sin adicion de acidos ni disolventes organicos desnaturalizantes.
Se trabaja en condiciones de fuentes optimizadas y vacios modificados (jon-cooling)
para No romper la estructura tridimensional original ni las interacciones no covalentes
[153].

La espectrometria de masas nativa es una herramienta poderosa en biologia estruc-
tural. En combinacion con la espectrometria de masas top-down proporciona infor-
macion sobre la composicion, estequiometria, arquitectura de las subunidades, orga-
nizacion topologica, sitios de union y ofrece una manera de desentrafar la inherente
heterogeneidad de los ensamblajes de proteinas. Actualmente la espectrometria de
masas nativa top-down permite investigar la diversidad multinivel de los complejos
proteicos. El reto se centra en el desarrollado de métodos capaces de capturar es-
tados moleculares especificos de complejos proteicos o multioroteoform complexes
(MPCs) (que incluyen diferentes proteoformas, composicion y estequiometria) [154,
155] en fuentes enddgenas. Sin duda, esta informacion sobre las proteinas, todavia
mas especifica que la que ofrecen las proteoformas a nivel individual, proporciona un
mayor conocimiento de los procesos gue dirigen la biologia humana y la evolucion de
enfermedades.

Native top-down ha sido usada tradicionalmente para el andlisis dirigido de complejos
de proteinas purificadas, permitiendo el andlisis de ensamblados macromoleculares
con masas en el rango de los megadalton, como el caso del ribosoma intacto [1586,
157] o ensamblados de céapsides virales [158]. Ademas, native top-down puede
proporcionar informacion Unica de las perturbaciones proteoforma-proteoforma que
regulan procesos celulares especificos [159].

Recientemente, en un Orbitrap modificado, se ha descrito la heterogeneidad del com-
plejo FBP1, el enzima que limita la velocidad en la glucogénesis, usando un Nnuevo
método native-top-down realizando un andlisis a tres niveles (MS3), empezando a
partir del tetramero intacto, analizando sus subunidades de composicion y finalmente
la secuencia primaria de cada subunidad, todo en tres etapas dentro del espectro-
metro [160].

También hay ejemplos de nuevos métodos de espectrometria de nativa para la rapida
caracterizacion de proteinas y complejos proteicos sobreexpresados directamente de
lisados de células de E. coli. Estos nuevos métodos de preparacion de muestra evitan
las tediosas etapas de prepurificacion para compatibilizar con la espectrometria de
masas nativa. Combinandolos con el top-down, que efectda la eyeccion gradual de
subunidades intactas en el espectrémetro y su posterior fragmentacion, se ha podido
caracterizar recientemente de forma precisa los MPCs en diversos sistemas [161].

Alternativamente a su papel complementario en bilogia estructural [162], las altas ca-
pacidades de andlisis de proteinas de alto peso molecular de la protedmica top-down
nativa, quizas son usadas algun dia en-linea con técnicas de separacion adecuadas,
tales como la cromatografia de exclusion molecular, incrementando potencialmente el
analisis top-down high-throughput v dirigiendo la espectrometria de masa nativa hacia
el “Discovery mode” [163]. Junto con el desarrollo de la instrumentacion, esta posible
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direccion de la espectrometria de masas nativa fomentaria la creacion de nuevas he-
rramientas informaticas, particularmente cuando el andlisis se centra en los complejos
multiproteoforma, requiriendo algoritmos de busqueda en base de datos que consi-
deraran tanto la estructura o ensamblaje intacto como la de las subunidades [154].

La espectrometria de masas nativa top-down tiene el potencial de acceder a las re-
giones de alto peso molecular del proteoma humano, actualmente inexploradas por la
técnica highthroughput top-down, asf como de proporcionar informacion mejorada y
detalles moleculares.

9. Andlisis de datos top-down.

La protedmica top-down es una potente tecnologia que nos permite el andlisis directo
de todas las proteoformas, ya sean derivadas de splicing alternativo, de mutaciones
puntuales o de PTMs y que nos ofrece una informacion mas precisa y complemen-
tarla a la protedmica bottom-up. El andlisis de los datos top-down obtenidos a partir
de espectrometria de masas representa un desafio, tanto por la deconvolucion de los
espectros como su posterior blUsgueda en bases de datos. A diferencia de la pro-
tedmica bottom-up, donde se encuentran soluciones robustas para la identificacion,
caracterizacion y cuantificacion de péptidos vy proteinas, en la protedmica top-down el
andlisis de los datos no esta aln bien establecido.

Una de las mayores limitaciones en el analisis de proteinas intactas se encuentra a
la hora de lidiar con la complejidad de los espectros obtenidos a alta resolucion. La
ionizacion por electroespray de péptidos y proteinas produce espectros de masas que
contienen series de iones mltiplemente cargados con su masa carga (m/z) asociada.
Cuanto mayor es la secuencia de amino acidos mas probabilidad hay de encontrar
multiples estados de cargas por lo que el espectro resultante es complejo vy dificil de
interpretar. Por este motivo, el primer paso en el andlisis de los datos de protedmica
top-down es la deconvolucion de los espectros adquiridos en alta resolucion de MS
y MS/MS. Con la deconvolucion, la lista compleja de sefiales m/z con mdltiples iséto-
pos de un espectro de masas se traduce a una lista de masas monoisotdpicas con
carga uno o zero mucho mas simple y facil de analizar. Existen diferentes algoritmos
que permiten la deconvolucion de espectros de masas de alta resolucion. El primero y
uno de los méas utilizados es el Thorough High-Resolution Analysis of Spectra by Horn
(THRASH), que automaticamente detecta la distribucion de los isotopdmeros experi-
mentales y la compara con la distribucion tedrica [165]. El algoritmo Xtract [165], muy
parecido al TRASH, realiza la deconvolucion de espectros resueltos isotdpicamente,
es decir, espectros en los que es posible distinguir entre picos de diferente composi-
cion isotdpica de un mismo componente. El MS-deconv es otro algoritmo muy utiliza-
do gue usa una aproximacion combinatorial para la deconvolucion de espectros [166].
A diferencia de los algoritmos anteriores, el ReSpect (Positive Probability, Ltd) decon-
voluciona espectros gue no estan resueltos isotépicamente. Una de las limitaciones
de este tipo de algoritmos para la deconvolucion de espectros de alta resolucion es
que algunos de los picos experimentales quedan sin asignar, con la consecuente falta
de identificacion de algunas proteoformas.
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Existen dos grandes tipos de aproximaciones para la identificacion de proteoformas a
partir del andlisis de datos top-down: a) el andlisis basado en la blsqueda en bases
de datos anotadas, donde se incluyen todas las posibles protecformas con las dis-
tintas modificaciones post-traduccionales definidas en una determinada posicion vy b)
el andlisis basado en algoritmos de alineamiento de espectros [167], que contrastan
los espectros de masas en tandem de las proteinas con la base de datos sin anotar,
donde no se requiere un conocimiento previo de las posibles PTMs ni su lugar de
localizacion.

Actualmente, existen una gran variedad de herramientas para el andlisis de datos de
protedmica top-down como el MS-Align+ [168], el MSPathFinder (nhttps://omics.pnl.
gov/software/mspathfinder) o el Mash Suite Pro [169]. En el web del Consortium for
Top-down proteomics  (http://www.topdownproteomics.org/resources/software/) se
recogen los principales softwares para tratar este tipo de datos. Vamos a poner como
ejemplo dos softwares que utilizan estrategias de busqueda distintas. El ProSight [170],
como ejemplo de software que realiza las blUsquedas sobre bases de datos anotadas
y el TopPic, que basa su busgueda en algoritmos de alineamiento de espectros.

El ProSight PTM [170] fue el primer software desarrollado especficamente para la
identificacion de proteinas a partir del andlisis de protedmica top-down. Actualmente
también existe el ProSight PD, que es un nodo integrado dentro del Proteome Disco-
verer (Thermo Scientific). La integracion con el Proteome Discoverer facllita su uso vy la
visualizacion posterior de los datos. Ademas, los resultados estan integrados con el
ProSight Lite [171] para una validacion posterior de una determinada proteina en caso
necesario.

El ProSight usa el Xtract o el TRASH como algoritmos para deconvolucionar espectros
0 el Respect cuando se trata de espectros sin suficiente resolucion. La base datos
que se utiliza para las blsquedas puede ser en formato fasta, por lo que no se tienen
en cuenta las distintas proteoformas, o puede ser una base de datos anotada donde
se incluyen todas las posibles protecformas ya sean splicing alternativo, mutaciones
puntuales, puentes disulfuro o PTM. El formato de entrada de la base de datos es un
fichero .txt o .xml que puede descargase directamente de UniProt. Este tipo de bus-
quedas tiene dos evidentes limitaciones. En primer lugar y como ya hemos comenta-
do, se requiere un conocimiento previo de la muestra para incluir en la base de datos
todas las proteoformas esperables. Si estas proteoformas no estan anotadas en la
base de datos el usuario debe introducirlas para que se tengan en cuenta en la bus-
queda y actualmente no existen herramientas para anotar las bases de datos de forma
sistemética y automatizada. La segunda limitacion es que el nimero de entradas en la
base de datos crece exponencialmente con el nimero de modificaciones o variantes
a tener en cuenta para cada una de las secuencias candnicas. Podemos calcular el
nimero de proteoformas tedricas para una determinada base de datos mediante la
siguiente formula:

P n
Proteoformas = Z [n(mi +1)
j=1li=1

j
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donde P es el numero de proteinas en la base de datos, n el nimero de amino acidos
en una determinada secuencia y m el nimero de posibles modificaciones para cada
uno de los amino acidos [4].

Para hacermos una idea de la magnitud de estos nimeros vamos a calcular el nimero
posible de proteoformas para la histona H3.1 (P68431). Esta proteina tiene anotados
en UniProt 86 residuos modificados, algunos de ellos compartidos en el mismo amino
acido. El nimero total de proteoformas para solo esta entrada es de 5.46-10' (Figura
7). De esta manera el tamario de la base de datos hace que los tiempos de busgueda
se hagan inalcanzables. Por este motivo, en este tipo de busquedas se limita el nime-
ro maximo de modificaciones para una misma secuencia.
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Proteoformas H3.1 = [(mi+1) = @+ DA + D@ + 1) (1 + 1)(5 + 1) = 5.46 - 1014
i=1

Figura 7. Secuencia de la histona H3.1 (P68431). En color se indican los amino &cidos que tienen alguna modificacion anotada en

UniProt (arriba). Abajo se indican el nimero de modificaciones anotadas para cada uno de los amino &cidos. La ecuacion calcula el
numero total de proteoformas para esta secuencia teniendo en cuenta las modificaciones anotadas para cada uno de los residuos.

Si salvamos el problema de la magnitud de la base de datos y del conocimiento previo
de las PTMs en las que estamos interesados, el ProSight ofrece una blsqueda a tres
niveles que es muy interesante para la identificacion y caracterizacion de proteinas. En
primer lugar, se realiza una busgueda de masa absoluta en la que se buscan aguellas
proteoformas definidas como tal en la base de datos. En este caso, el error de masa
del ion precursor se define a pocos Da, en funcion de la resolucion a la gue se haya
adquirido el espectro de MS1 y el error de los fragmentos a pocos ppm. En el segun-
do nivel, se efectla una busqueda de biomarcadores sobre 10s espectros que no han
sido identificados en el primer nivel. El objetivo es encontrar formas truncadas de las
proteoformas, se buscan tags de secuencia en los espectros de MS/MS 'y se ajusta la
masa experimental a la masa de la cadena truncada con muy poco error, En el tercer
nivel se analizan los espectros que no se han identificado en los otros dos niveles y
se realiza una busgueda también de masa absoluta, pero en este caso la tolerancia
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del ion precursor se define a centenares de Da. El objetivo aqui es encontrar modifi-
caciones no descritas en la base de datos. En este tercer nivel hay que seleccionar la
opcién de Delta M Mode, que permite identificar PTMs desconcidas. El delta m es la
diferencia entra la masa del precursor tedrica y la experimental.

El TopPIC Suite [172], a diferencia del MS Align + o el MSPathFinder (dos herramientas
basadas también en la alineacion de espectros), que sdlo pueden usarse mediante Ii-
nea de comandos, esta también disponible con interfaz grafica, lo que lo hace sencillo
de utilizar. Esta compuesto de dos herramientas: el TopFD (Top-down mass spectral
Feature Detection) vy el TopPic (Top-down mass spectrometry based Proteoform Iden-
tification and Characterization).

El TopFD deconvoluciona los espectros generando una lista de masas monoisotopi-
cas. Los ficheros .msalign de salida del TopFD son, a su vez, los ficheros de entrada
para el TopPIC.

El TopPIC es el motor de busqueda propiamente dicho y es capaz de identificar vy
caracterizar las proteoformas de un proteoma entero mediante la busgueda top-down
frente a una base de datos fasta sin previo conocimiento de las posibles modificacio-
nes o PTMs existentes en tiempos de blsgueda razonables. Para ello realiza una bus-
queda en tres pasos para la identificacion de PrSM (proteoform spectrum matches).
En primer lugar, filtra las proteinas para reducir el nimero de proteinas candidatas.
Luego usa un algoritmo de alineamiento de espectros. Este algoritmo encuentra el
alineamiento dptimo entre un espectro de masas vy la secuencia de una proteina,
usando un numero especificado de desplazamiento de masas, que se corresponden
con las modificaciones no esperadas. Finaimente calcula el E value para cada PrSM
candidato. Los PrSM con mejor E value son los que se reportan en Ultima instancia.

El TopPIC tiene un segundo componente que usa el MISScore, basado en modelos
Bayesianos [173], para encontrar las modificaciones que mejor explican este despla-
zamiento de masa en los distintos PrSM.

La principal limitacion del TopPIC suite es que en la tabla de salida las modificaciones
se muestran como una desviacion de masa vy es el usuario quien debe decidir a que
corresponde esa desviacion, si a una PTM, combinaciones de PTMs o mutaciones
de aa en la secuencia. A priori, puede parecer algo sencillo, pero cuando se analizan
proteinas con diferentes posibles variaciones es una tarea complicada que requiere
de validacion manual.

El andlisis de datos top-down es todavia unos de los cuellos de botella para la es-
tratégia protedmica top-down. Uno de los principales problemas es que en muchas
ocasiones y, en Ultimo término, la validacion final de las identificaciones pasa por una
confirmacion o inspeccion manual de las asignaciones. Sin embargo, en los Ultimos
anos, se han producido numerosos avances y se han desarrollado distintas herra-
mientas para la identificacion y caracterizacion de proteoformas de forma automatizada
y con interfaz grafica que facilitan su utilizacion a nivel de usuario. Incluso existen he-
rramientas que dan un paso mas alla y analizan datos de protedmica nativa top-down
para elucidacion de complejos macromoleculares proteicos [154].
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10. Aplicaciones Top-down.

La protedmica top-down se aplica en diversos campos tales como: venomica ([174,
175]), andlisis de proteina intacta [176], cross-linking y andlisis estructural de proteinas
[177, 178], investigacion biomédica, clinica etc. A continuacion, se describen las apli-
caciones destacadas en investigacion biomedica y clinica:

10.1. Top-down en investigacion biomédica y clinica

El andlisis de las proteoformas a nivel de proteina intacta da un valor afiadido a la
investigacion clinica y traslacional proporcionando informacion muy valiosa de la com-
plejidad molecular que no puede ser abordada Unicamente por el andlisis a nivel de
péptido. Gregorich et al. [179] describieron los retos y ventajas de las estrategias
top-down centradas en la compresion y diagnosis de enfermedades humanas. Esta
aproximacion Unica, puede proporcionar la cuantificacion de formas modificadas de
proteinas, el mapa completo de las modificaciones junto a las secuencia completa, el
descubrimiento de modificaciones no esperadas, la identificacion y cuantificacion de
isdbmeros posicionales y la determinacion del orden vy jerarquia de multiples modifica-
ciones [180].

Zhang et al. usaron top-down, por ejemplo, para el estudio de la fosforilacion de la
troponin | cardiaca en muestras post-mortem y de transplante humano de tejido de
corazén como potencial biomarcador de la insuficiencia cardiaca cronica [141]. El
mismo grupo de investigacion reportd por top-down también, nuevas posiciones de
fosforilacion y variantes de splice, presentes en tejidos cardiacos humanos y de ratén
[181]. Ying Ge y colaboradores pudieron relacionar segun esta estrategia la alteracion
de modificaciones posttraduccionales en troponin-I cardiaca (cTNI) a fallo cardiaco (HF
heart failure) asociado a disfuncion contractil, tanto en animales modelo con HF como
en muestras clinicas [141].

Pero el uso de la espectrometria de masas top-down para medir protecformas clini-
camente relevantes no es nuevo [182] . Ya fue usada, por ejemplo, en 2013, cuando
Bruker recibié una beca para desarrollar esta tecnologia con un sistema MALDI Bio-
typer CA, para la identificacion de bacterias Gram-negativas cultivadas de pacientes
[18]. En este sistema, una colonia microbiana se dispone directamente sobre una
placa de MALDI vy se proporciona mediante la estrategia top-down el perfil de las
proteinas mas abundantes. Comparando el perfil proteico con librerias, se identifican
las bacterias a nivel de género, especie e incluso subespecie. Esta nueva capacidad
no solo cambia el célculo de negocios en relacion con el desarrollo de antibidticos
especificos sind también puede reducir el problema de resistencia a los antibidticos. Al
operar a nivel de proteoforma (es decir, descifrando la variacion de secuencia de pro-
teinas ribosdmicas enteras) este ensayo se hace econdmicamente viable y funcional.

Nuevos ensayos clinicos top-down han demostrado recientemente la monitorizacion
efectiva de proteoformas marcadoras claves en diabetes con cuantificacion precisa y
con niveles de deteccion altos de PTMs partiendo de solo 5 ul de sangre [183]. Un
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numero creciente de laboratorios trabajando en la interfaz de la tecnologia vy la salud
humana estan mostrando el uso emergente del top-down [184, 185].

Otros ejemplos destacables del uso de top-down para el diagndstico de enfermen-
dades son, la deteccion de cambios en la secuencia de transtieretina en plasma para
diagnosticar amiloidosis hereditaria[186, 187], o el analisis de variantes de hemoglobi-
na humana A2 en eritrocitos para diagnosticar enfermedades de la sangre tales como
la talasemia [188, 189]. Estos métodos top-down de cuantificacion de proteinas vy
variantes concretas son aplicables en ion traps y han demostrado ser muy precisos
analiticamente v factibles para el uso en laboratorios diagndsticos De igual manera,
métodos clinicos para la medida del factor de crecimiento de insulina en suero se usan
como indicativos de anormalidades en el crecimiento [190].

La tendencia del top-down en clinica, apunta hacia andlisis mas dirigidos (targeted)
[142]. Es por tanto muy factible que se empiecen a disefiar modos de adquisicion
targeted MS/MS para proteoformas enteras (como en los métodos SRM, single-re-
action —monitoring) con el fin de cuantificar la cantidad de proteoformas minoritarias
determinadas en muestras complejas (ver apartado de cuantificacion de proteomas
intactos). En este sentido, se han desarrollado ya recientemente nuevos métodos
top-down dirigidos, a nivel de iones fragmento MS2, para el andlisis de variantes de
hemoglobina causadas por polimorfismos de nucledtido Unico, para la diagnosis de
la talasemia [191] .

Por otro lado, en clinica, la combinacion de la espectrometria de masas imaging, ca-
paz de mapear la distribucion molecular de las especies directamente sobre tejidos
bioldgicos, con la espectrometria de masas top-down es también una herramienta en
desarrollo. Esta combinacion permite estudiar la clasificacion molecular de tejidos e
identificar biomarcadores proteicos, generando potencialmente un considerable valor
diagnostico y pronostico [192] [193]. Histdricamente, en la espectrometria de masas
imaging se ha usado la técnica de ionizacion por MALDI. De manera destacable, LESA
(Liquid Extraction Surface Analysis), es otra técnica de andlisis similar sobre tejidos u
otras superficies, que se usa acoplada a la espectrometria de masas usando ioniza-
cion por electrospray. LESA-MS ha demostrado ser Util para el diagndstico y detec-
cion de ciertas proteinas biomarcadoras de enfermedades no alcohdlicas del higado
(NASH, non alcoholic steatohepatitis) [194] en secciones de tejidos de biopsias, v
también en el determinados tipos de andlisis de sangre.

Para que el top-down sea de uso general en diagnosis clinica, los espectréometeros de
masas deben evolucionar aln mas para realizar experimentos de andlisis de proteina
intacta de manera rutinaria. Aungue hemos visto que la tendencia esta cambiando, la
mayoria de instrumentos todavia estan desarrollandose con el andlisis de péptidos en
mente. La cantidad de muestra requerida vy el grado de manipulacion de la muestra
deben también disminuir cuando se trabaja con muestras Unicas, como por ejemplo,
las biopsias. Ademas, la incorporacion del acoplamiento LOCMS en técnicas como el
LESA, v una mayor automatizacion del proceso, son obligatorias para su uso eficiente
y aplicacion en diagnosis.
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11. Conclusiones y perspectivas.

A dia de hoy, el bottom-up v el top-down son técnicas complementarias. Mientras el
bottom-up permanece inigualable en profundidad de cobertura del proteoma y cuan-
tificacion de péptidos, la protedmica top-down caracteriza las proteoformas y sus va-
riantes directamente. Por otro lado, el top-down nativo puede estudiar directamente
complejos de proteinas y complexoformas [195].

A medida que la técnica top-down continua evolucionando, tanto en condiciones des-
naturalizantes, como de manera nativa, se preve una tendencia o punto de inflexion
donde el andlisis de proteina intacta se extendera aln mas. La razén es clara. El andli-
sis top-down v las medidas encaradas a resolver y caracterizar proteoformas tienen un
valor de gran especificidad molecular, lo cual ofrece fuertes conexiones mecanisticas
a las patologias.

La capacidad de resolver, caracterizar y relativamente cuantificar proteoformas concre-
tas son el verdadero potencial de la estrategia top-down. Esta informacion no es ase-
quible por lo general mediante la protedmica clasica, que trabaja a nivel de péptido. Se
han nombrado numerosos ejemplos y aplicaciones top-down en clinica y biomedicina,
aunqgue en la actualidad las aplicaciones se han extendido y son de diversa naturaleza.
Van desde la elucidacion de distintas proteoformas de alérgenos en mostaza [196],
la determinacion de la calidad del pan de harina [197], hasta el andlisis de células
mononucleares de sangre periférica humana [198], usando tanto instrumentacion de
cuadrupolo-TOF como Orbitrap.

En clinica, se espera que cada vez se encuentren biomarcadores mas especificos,
resultado de poder concretar en proteoformas funcionales y no tanto en péptidos trip-
ticos, que pueden haber perdido la informacion caracteristica principal de la proteina
a la que han estado asignados [199, 200]. Estamos en el inicio de una era, la de las
proteoformas, en la cual, su principal herramienta de andlisis, la protedmica top-down,
debe evolucionar alin mas para alcanzar las promesas gue engloba esta técnica.

En muy poco tiempo se han ido sucediendo diferentes aplicaciones que van en esta
linea:

En 2009, la ionizacion SELDI (Surface —enhanced laser desorption/ionization) TOF-MS
se uso va para correlacionar proteoformas S100AG de pacientes con supervivencia en
estado I de células cancerigenas de pumon [201]. En 2011, proteoformas fosforiladas
fueron apuntadas también como candidatos biomarcadores en insuficiencia cardiaca
cronica en FTICR-MS [141]. A continuacion, y con instrumentacion Orbitrap, se han
llegado a identificar biomarcadores intactos en fluido cerebrospinal para la prognosis
pediatrica de tumores cerebrales [202] y multiples proteoformas en saliva potencial-
mente asociadas a complicaciones del sindrome de Down, incluyendo la aparicion
temprana de la enfermedad de Alzheimer [203] .Top-down se ha usado en estudios
para encontrar nuevos marcadores de cirrosis, conteniendo protecformas ubiquitina-
das [204] ,de esquizofrenia v trastornos bipolares [184], desarreglos del neurodesa-
rrollo (en combinacion con MALDI-Imaging) [205], la enfermedad de Parkinson (pro-
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teoformas de a-sinucleina) [206] y en meduloblastoma y astrocitoma pilocitico [207].

Estando de acuerdo en el gran potencial del top-down y de las ventajas a nivel de la
informacion que es capaz de proporcionar, la pregunta que uno se formula es cuando
se producira la inflexion en la adopcion mas generalizada de la técnica y despliegue
de la tecnologia protedmica top-down, tanto en investigacion académica como clinica.
Este es el quid de la cuestion.

Hay una afirmacion comun en el hecho que el top-down estéa varios afios por detras
del bottom-up en términos de aceptacion e implementacion. Siendo esto cierto, el
incremento en nimero de usuarios de esta metodologia y los avances mencionados vy
en constante evolucion seran los agentes de conduccion hacia un cambio de rumbo
en la protedmica aplicada.

Es cierto que el top-down ha sido un reto tecnoldgicamente v todavia existe esta per-
cepcion histérica en la mente de expertos en el campo. Como hemos visto, los avan-
ces en instrumentacion por la mayor parte de fabricantes durante la Ultima década han
hecho factibles el top-down dirigido (targeted) vy a gran escala (high-throughput) inclu-
S0 en espectrometros mas asequibles econdmicamente. Por otro lado, una serie de
practicantes de la Protedmica han fundado el “Consortium for Top-down proteomics”
(CTDP, http://topdownproteomics.org/), que tiene el objetivo de acelerar la investi-
gacion colaboradora [208], de incrementar la visibilidad de la protedmica top-down
dentro de la comunidad protedmica v la difusion de conocimiento y de las mejores
practicas para recién llegados en el campo. Es de destacar que, el primer manuscrito
del CTDP centrado en el andlisis de las proteoformas tiene actualmente mas de 250
citas [2]. Como un reconocimiento del progreso acelerado en top-down proteomics,
el Uniport Knowledgebase ha empezado a cruzar referencias de sus nimeros de ac-
ceso con los identificadores permanentes (PFR) en el Proteoform Atlas alojado por el
CTDP (http.//repository.topdownproteomics.org/).

La idea principal del top-down es que la informacion que se obtiene tiene una cone-
xion mucho mas directa con los fenotipos complejos que dictan la salud vy la enferme-
dad que la que se obtiene por el andlisis bottom-up. Por tanto, estudiar el proteoma
a nivel de proteina intacta y de proteoforma, va a proporcionar una mejor traduccion
de los datos protedmicos a la comprension de los fenotipos y la deteccion precoz de
las enfermedades. La estrategia top-down iré siendo empujada a la vanguardia de la
protedmica y la investigacion biomédica a medida que el andlisis de las proteoformas
ayude a entender la complejidad de los fenotipos vy esto produzca una presion y mo-
tivacion superior sobre los grupos de investigacion v la industria para focalizarse adn
mas en su desarrollo.
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1. Introduccion.

La espectrometria de masas (EM) viene experimentando un constante desarrollo de-
bido a su capacidad de analizar diversos tipos de moléculas y, en particular, debido a
su aplicacion cada vez mas acentuada en el campo de las ciencias de la vida para el
andlisis de biomoleculas tales como son las proteinas y péptidos.

La EM es una técnica esencial en el campo de la protedmica y el avance de este cam-
po se debe en gran parte a la constante evolucion de los espectrometros de masas.
En los Ultimos afios estos instrumentos han experimentado un aumento en sensibili-
dad, en la velocidad de adquisicion de los datos y en la resolucion, con el consecuen-
te incremento de exactitud en la deteccion de las masas moleculares. Estos avances,
junto con el constante desarrollo en los sistemas de ionizacion y de fragmentacion de
iones, han conllevado al perfeccionamiento y ampliacion de aplicaciones de EM en el
campo de la protedmica. El desarrollo en los métodos de fragmentacion, en particular
la fragmentacion por fotodisociacion sera discutida en el presente capitulo.

La EM, ademas de facilitar la determinacion de la masa molecular de moléculas pre-
viamente ionizadas mediante la deteccion y medicion de la relacion masa/carga (m/z),
puede facilitar informacion estructural cuando se realizan andlisis de masas en tan-
dem. En este Ultimo caso, tienen lugar dos eventos: en un primer analisis (MS) se
mide la masa molecular del péptido o proteina (ion padre), y una vez este ion esta
disociado, en un segun evento (MS/MS) se miden las masas moleculares de los
fragmentos formados a partir del ion padre (iones hijos), para obtener informacion re-
lativa a su secuencia de aminoacidos. Esta informacion estructural puede ser utilizada
para diferentes estudios que van desde la identificacion' y cuantificacion de proteinas
presentes en bases de datos hasta estudios de secuenciacion de novo?, ademas
de caracterizacion de modificaciones postraduccionales (PTMs)® o de interacciones
proteina-proteina4 y proteina-ligando. De hecho, los andlisis estructurales de péptidos
y proteinas mediante espectrometria de masas dependen fundamentalmente de la
capacidad de ionizacion y de la calidad de la fragmentacion de dichos iones en estado
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gaseoso. La eficiencia de la activacion y fragmentacion se puede evaluar a traves del
espectro de MS/MS. Cuanto mayor la eficiencia de la fragmentacion, mas completo
seréa el espectro de MS/MS, 1o que permitird una asignacion completa de una deter-
minada secuencia peptidica.

A su vez, la eficiencia de la ionizacion y de fragmentacion dependen de la estructura
primaria de los péptidos y proteinas. El tamano de la cadena peptidica, asf como su
composicion aminoacidica, son factores determinantes en la eficiencia de la fragmen-
tacion. En este sentido, cabe destacar que los estudios de protedmica pueden ser
divididos en tres grandes grupos: i) "‘Bottom-up”, i) “Middle-down” v iii) “Top-down”.

i) “Bottom-up”, constituye la mayor parte de los estudios y experimentos de proted-
mica. Esta técnica consiste en digerir proteinas enzimaticamente, y analizar los pépti-
dos obtenidos en la protedlisis por cromatografia liquida acoplada a la espectrometria
de masas (LC-MS/MS). La enzima mas utilizada es la tripsina debido a su elevada
especificidad. La hidrdlisis ocurre en el extremo carboxiterminal de los residuos de
arginina (R) v lisina (K), que estan presentes en la mayoria de proteinas, facilitando la
obtencion de péptidos con una medida adecuada para el andlisis por LC-MS/MS.
Ademas, los péptidos tripticos que son aquellos formados por la hidrélisis con tripsina,
al tener un residuo de R o K en el extremo C-terminal facilitan la obtencion de péptidos
con al menos dos cargas positivas a pH acido, lo que favorece el andlisis por LC-MS/
MS. Con esta técnica se analizan tanto muestras sencillas, de proteinas separadas
previamente por técnicas de electroforesis (SDS-PAGE o bidimensional) o de afinidad;
como muestras complejas 0 muy complejas, como son los extractos de proteinas de
tejidos, o biofluidos o de cultivos celulares.

Esta es la técnica empleada para la mayoria de aplicaciones de protedmica mediante
espectrometria de masas. Es la técnica mas eficiente para los andlisis de identificacion
de proteinas en muestras complejas, identificaciones masivas o a gran escala (shot-
gun), donde la digestion con tripsina genera miles de péptidos que son fragmentados
y posteriormente identificados mediante la comparacion con base de datos. Tambien
es la técnica mas utilizada para los estudios de cuantificacion del nivel de expresion
de proteinas, ya sea mediante el marcaje con isétopos estables (como son el “Stable
Isotope Labeling by/with Amino acids in Cell culture”, SILAC; Isobaric tags for relative
and absolute quantitation, ITRAQ; Tandem mass tag, TMT; Inductively coupled plasma,
ICP; etc) como utilizando métodos sin marcaje o “label-free”. Sin embargo, aungue la
técnica de “bottom-up” sea la mas utilizada, los resultados obtenidos en los estudios
de PTMs o de interacciones proteina-proteina muchas veces son incompletos o poco
informativos. Esto se debe a que muchos de los péptidos provenientes de la digestion
enzimatica no son observados en el andlisis de LC-MS/MS. Ya sea por el tamano de
los péptidos formados en la hidrdlisis o por la hidrofobicidad de los mismos, la detec-
cion de todos los péptidos de una proteina es muy poco frecuente. Este hecho supo-
ne una gran dificultad para los analisis de secuenciacion de isoformas, que requieren
una maxima cobertura de la secuencia de las proteinas en estudio, o la observacion
y deteccion de todos o casi todos los péptidos formados en la digestion enzimatica.

Con los sistemas de LC-MS/MS disponibles hasta los Ultimos arios, los estudios rea-
lizados con péptidos presentaban rendimiento muy superior a los estudios realizados
con proteinas intactas. Sin embargo, esta tendencia esta cambiando progresivamente
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y es cada vez mayor el nimero de publicaciones de protedmica en que se realiza el
analisis de péptidos de alto peso molecular y proteinas intactas, presentados en los
dos apartados a continuacion.

i) Middle-down, consiste en digerir las proteinas parcialmente y analizar péptidos de
mayor tamano por LC-MS/MS. En este caso, se utilizan enzimas menos convenciona-
les® para obtener péptidos de mayor tamafio. Con esta técnica el nimero de péptidos
formados es menor vy, por tanto, el andlisis de LC-MS/MS es menos complejo. Sin
embargo, los péptidos de mayor tamafno tienen cargas mas altas y los métodos de
fragmentacion utilizados en la técnica de “middle-down” son aquellos més eficientes
para la fragmentacion de péptidos con cargas altas (Z > +3). Por otro lado, los pépti-
dos de mayor tamafo son portadores de mas informacion, tanto aguellas modificacio-
nes relacionadas con los cambios debido a PTMs como las modificaciones a nivel de
estructura primaria, relativas a las diferentes isoformas de una determinada proteina.

iii) Top-down, consiste en el andlisis por LC-MS/MS de proteinas intactas, sin diges-
tion enzimatica previa. Al facilitar el andlisis de proteinas intactas, esta técnica es la
que permite realizar una caracterizacion mas precisa y completa de las posibles modi-
ficaciones de una proteina. Recientemente, se ha designado el término “proteocforma’®
para describir el conjunto de formas moleculares en que se puede encontrar una pro-
tefna producto de un solo gen, incluyendo variaciones genéticas, de transcripcion o
modificaciones postraduccionales. No obstante, pocos grupos estan llevando a cabo
analisis protedmicos utilizando la técnica “top-down”. Esto es debido en parte a que
los sistemas de espectrometria de masas convencionales, que son optimos para los
analisis de tipo “bottom-up”, no estan optimizados y no son eficientes para el andlisis
de proteinas intactas. La fragmentacion de proteinas intactas requiere de mayor ener-
gla y los métodos mas adecuados seran discutidos en este capitulo.

2. Métodos de fragmentacion.

En lineas generales, la fragmentacion de un péptido tiene lugar por la ruptura de la
cadena peptidica principal, generando dos fragmentos: un N- vy un C-terminal. La
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Figura 1: Patrén de los iones hijos formados a partir de la fragmentacion de la cadena peptidica.
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nomenclatura de los fragmentos generados o iones hijos fue propuesta por Roepstort
& Fohlman’” en 1984 (Figura 1).

La técnica de fragmentacion mas comunmente utilizada en los espectrometros de ma-
sas es la denominada disociaciéon inducida por colision (CID)8. Esta es una técnica
de disociacion de baja energia, en la cual los iones son activados al colisionar con
moléculas de un gas inerte (Ar, He o N2) que es introducido en la céamara de colision.
Esta técnica es del tipo de activacion “slow-heating™ vy la fragmentacion ocurre por
la acumulacion de energia interna proveniente de la energia cinética derivada de las
multiples colisiones. El patrén de fragmentacion corresponde a la ruptura del enlace
mas débil de la cadena peptidica, el enlace amida, generando iones “b” e *y" (Fig.
1). Esto se debe a que en los iones peptidicos activados ocurre la relocalizacion de
los protones hacia el nitrdgeno amida o el oxigeno carboxilico del enlace peptidico,
lo que debilita el enlace amida facilitando su ruptura. Detalles sobre el mecanismo
molecular de la fragmentacion por CID se encuentran muy bien descritos en el Manual
de Protedmica Vol. 1 (PM Acedo y colaboradores. Mecanismos de fragmentacion de
iones peptidicos mediante disociacion inducida por colision (CID). Manual de Proted-
mica capitulo 17, 395-407). Aungue sea el método mas ampliamente utilizado en
los analisis protedmicos, la fragmentacion por CID es dependiente de la secuencia
de aminoacidos, la estructura primaria, asi como del estado de cargas de los iones
padre. Asi mismo, esta técnica de fragmentacion presenta menor eficiencia cuando
los iones tienen cargas elevadas, como ocurre en la ionizacion por electrospray (ES|)
de péptidos de mayor tamafo o proteinas analizados con las técnicas de “middle-
0 top-down” que forman iones con multiples cargas positivas. Ademas, cuando se
realiza la fragmentacion CID en analizadores del tipo trampa idnica, los fragmentos
de masas bajas se pierden 0 no se observan. Esto es debido a que el alto voltaje de
radio frecuencia (RF) requerido para que la disociacion de los iones padres tenga lugar
es incompatible con los valores de voltaje necesarios para atrapar los fragmentos o
iones de baja masa molecular formados. Esto genera espectros de MS/MS con poca
informacion en las zonas de masas moleculares bajas. En general, masas moleculares
menores que aproximadamente 28% de la masa del ion padre no son observadas.
Este problema quedd solucionado con la introduccion de la técnica de disociacion
inducida por colision de alta energia (HCD)™. El mecanismo de fragmentacion de
los iones de esta técnica es idéntico al de CID, pero se realiza en el interior de un octa-
polo. Este es un tipo de analizador de masas que permite seleccionar y retener iones
en todo el rango de masas moleculares, permitiendo asi observar aguellos fragmentos
de baja masa molecular. Los iones hijos son luego acelerados y aimacenados en la
C-Trap para su consecuente analisis en el analizador de masas de tipo Orbitrap. Los
espectros de MS/MS resultantes de una fragmentacion HCD suelen contener iones
‘0" e "y, al igual que en CID, aunque los espectros MS/MS de ésta Ultima son ricos
en iones de baja masa molecular, ayudando asi a obtener una mayor cobertura de
secuencia y siendo preferida para estudios de secuenciacion de novo.

La necesidad de métodos de fragmentacion complementarios a los de disociacion
por colision, con mayor eficiencia para fragmentar moléculas que necesitan de mayor
energia o capacidad para acceder a diferentes patrones de fragmentacion, ha dado
lugar al desarrollo de métodos de fragmentacion basados en la interaccion con elec-
trones, disociacion por captura de electrones (ECD)'" vy disociacién por transfe-
rencia de electrones (ETD)'? y a métodos de fragmentacion basados en la interaccion
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con fotones, conocido como fotodisociacién (PD)'3. El método de disociacion por
captura de electrones se basa en la interaccion entre iones con varias cargas positivas
(multiple-cargados) v electrones de baja energia (< 1 V). De la interaccion se forman
especies radicales que rapidamente resultan en la ruptura de la cadena peptidica. En
la disociacion por ETD, la interaccion ocurre entre los iones multiple-cargados positi-
vamente con aniones radicales de antraceno o fluoranteno, los cuales son excelentes
donadores de electrones. A diferencia de la fragmentacion por CID/HCD que ocurre
principalmente en CO-N, la fragmentacion por ECD y ETD ocurre preferentemente en-
tre los enlaces amino-carbono alfa (N-Ca), formando fragmentos o iones hijos del tipo
‘c”y “z" (Figura 1) y dejando la cadena lateral del aminodcido intacta. Por esta razdn, en
la fragmentacion por ETD, la mayoria de las modificaciones labiles son conservadas, lo
que hace que esta técnica sea muy atractiva para los andlisis de PTMs. Sin embargo,
la eficacia de las técnicas de fragmentacion anteriormente comentadas es altamente
dependiente del estado de cargas de los iones analizados.

Finalmente, la fotodisociacion es un método de activacion idnica que utiliza fotones
de luz para facilitar la disociacion o ruptura de una molécula. Al interactuar una pobla-
cion de iones en fase gaseosa con fotones, se produce un aumento de la energia
interna de los iones que resultara en la desestabilizacion de los enlaces molecula-
res y la consecuente fragmentacion de la molécula. Las técnicas de fotodisociacion
usadas se pueden dividir fundamentalmente en dos grupos: la que utiliza fotones del
espectro de luz infrarroja (IR), también conocida por “fotodisociacion multifoténica in-
frarroja” (IRMPD), v la que utiliza fotones del espectro de luz ultravioleta (UV), llamada
“fotodisociacion ultravioleta” (UVPD). Ambas técnicas se diferencian principalmente en
la energia de los iones, siendo los fotones infrarrojos de baja energia (0.1 - 1 eV por
fotén) v los ultravioletas de alta energia (>3 eV por fotén). Teniendo en cuenta que la
energia requerida para disociar un enlace peptidico, generando iones ‘0" e y’, es de
4 eV, se puede observar que usando IRMPD, multiples fotones seran necesarios para
acumular dicha energia y disociar el enlace amida. En cambio, utilizando UVPD, unos
pocos fotones o la absorcion de un Unico fotén es suficiente para inducir la ruptura del
enlace amida. Debido a la diferencia de energia entre ambas técnicas, los patrones de
fragmentacion derivados de cada una de ellas también difieren. En IRMPD, los iones
hijos obtenidos son generalmente aguellos en que el enlace amida se rompe, es decir
ocurre la formacion de iones “b” e “y". Por lo contrario, la alta energia proporcionada por
los fotones ultravioletas se acumula rapidamente y no se observan tan solo los iones
‘0" e "y’ sino que también se observan iones “a’, "X’ ‘¢’ y "Z"'*. Incluso, si la energia
y el tiempo de interaccion son suficientes, iones correspondientes a la fragmentacion
secundaria de los iones hijos (‘d”, "V’ 0 "w") pueden ser generados y observados en
el espectro MS/MS.

El mecanismo de fragmentacion de ambas técnicas de fotodisociacion difiere nota-
blemente. En la técnica IRMPD, los péptidos o proteinas se fragmentan en su estado
electrénico fundamental, siendo estas rutas de fragmentacion de baja energia que
generan los mismos iones que las técnicas basadas en colisiones. En cambio, en la
técnica UVPD, los fotones de mayor energia permiten generar estados electronicos
excitados de estas moléculas, accediendo asi a diversas vias de fragmentacion y
generando una mayor coleccion de fragmentos'®, sin embargo, la relajacion del es-
tado excitado puede ocurrr, lo cual explica la generacion de iones “b” e "y” también
mediante esta técnica.
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3. Acoplamiento de sistemas de fotodisociacion a
espectometros de masas.

Los EM mas punteros del mercado suelen estar equipados de serie para realizar una
0 varias de las técnicas clasicas de fragmentacion (CID, HCD, ECD o ETD). Sin em-
bargo, la fragmentacion por fotodisociacion aun se encuentra en fase de desarrollo.
De hecho, el Unico EM que lleva acoplado de fabrica el sistema de fragmentacion
por fotodisociacion es el Orbitrap Fusion Lumos, el mas reciente instrumento de la
generacion de los Orbitraps que, ademas de CID, HCD y ETD, se puede adquirir con
un moédulo de UVPD a 213 nm desde el afo 2017. Los sistemas de fotodisociacion
requieren del uso de laseres como fuente de fotones. Estos laseres generalmente se
instalan de forma manual en el propio EM® (Figura 2) mediante ventanas de selenuro
de zinc (ZnSe) o fluoruro de bario (BaF2), de forma que el laser pueda incidir en la cel-
da HCD o en la trampa idnica donde tiene lugar la fotodisociacion, manteniendo el EM
aislado y en condiciones de vacio. Los laseres usados difieren para ambas técnicas
de fotodisociacion.
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Figura 2: Implementacion de sistema de fotodisociacion en una trampa idnica (A) y en la celda HCD de un Orbitrap (B) (Reproducido
con permiso de Ref. 16.)

En el caso de IRMPD, normalmente se utilizan laseres de CO2 que emiten a longitudes
de onda de baja energia en el espectro del infrarrojo (de 0,7 a 1000 um), siendo 10,4
um la longitud de onda generalmente usada. Como ya se ha comentado anteriormen-
te, al emitir fotones de baja energia, cuando se usan laseres de CO2 el tiempo de
exposicion requerido es mayor, permitiendo asi a los iones interactuar con suficientes
fotones para ser activados y disociarse. Cuando se trabaja en el rango del ultravioleta,
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el tempo de exposicion puede minimizarse, ya que los fotones de alta energia acti-
van rapidamente a los iones. En este caso, los laseres utilizados pueden ser de dos
clases:

i) Laseres de excimeros (dimeros excitados) como el laser de Fluoruro de argon (ArF)
que emite fotones de 193 nm, o el laser de fltor (F2) emitiendo fotones de 157 nm.
Ambos laseres han sido ampliamente usados en experimentos de fotodisociacion de
péptidos v proteinas, ya que la energia de ambas longitudes de onda es bien absorbi-
da por estas moléculas. Cabe destacar que el laser de F2 requiere de condiciones de
vacio para evitar la absorcion de los fotones por las moléculas de aire.

i) Laseres de granate de itrio y aluminio dopado con neodimio (Nd:YAG) que emiten
a 1064 nm, pero pueden ser modulados para emitir armonicos de menor longitud de
onda que seran de interés para ciertas aplicaciones en alguna de las técnicas expli-
cadas mas adelante. Normalmente, los armonicos mas utilizados son el cuarto (266
nm) y el tercero (355 nm). Sin embargo, la energia de estas longitudes de onda no es
absorbida por los péptidos y proteinas, a excepcion de los residuos arométicos que
pueden absorber luz a 266 nm. Por lo tanto, el uso de estas longitudes de onda va
normalmente acompafiado del acoplamiento de grupos cromdforos a los péptidos o
proteinas para permitir la absorcion de fotones.

4. Aplicacion de la fotodisociacion
en el ambito de la protedmica.

Como vya se ha comentado previamente, las técnicas de fragmentacion basadas en
colisiones son las mas ampliamente utilizadas en estudios de protedmica. En concre-
to, y para experimentos de protedmica “bottom-up”, el uso CID en trampas ionicas esta
bastante generalizado. Esto se debe a que, en dichos experimentos, normalmente el
ion padre es analizado en alta resolucion en un analizador de masas del tipo Orbitrap,
mientras que los iones hijos se fragmentan vy analizan en la trampa idnica, un analiza-
dor de masas de menor resolucion, pero que permite realizar el andlisis de masas de
los fragmentos a alta velocidad. En cambio, cuando se utiliza HCD, los fragmentos
resultantes se analizan en el Orbitrap, lo cual incrementa el tiempo de analisis. En este
sentido, la fotodisociacion mediante luz del espectro infrarrojo ha sido explorada como
una técnica alternativa a la fragmentacion por CID en trampas idnicas.

La técnica IRMPD ofrece mliltiples ventajas sobre CID: 1) al ser la fragmentacion in-
dependiente del voltaje de radiofrecuencia, mediante IRMPD se puede obtener un
espectro MS/MS rico en masas moleculares bajas; i) la trampa iénica permite foca-
lizar los iones en un punto del espacio para mejorar la eficiencia de interaccion con
los fotones infrarrojos. Asf pues, el uso de IRMPD en trampas ionicas ha demostrado
ser superior al uso de CID para péptidos multicargados'” (hasta +5) y en estudios
de muestras complejas’®. Utilizando esta técnica de fragmentacion, se ha demostra-
do que es posible analizar el proteoma de levadura marcado isobaricamente en una
trampa idnica, lo cual es extremadamente complejo utilizando CID, debido a la pérdida
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de los fragmentos de baja masa molecular, entre los cuales se encontrarian los iones
diagnodsticos del marcaje. Para mas informacion sobre marcaje isobérico y otras técni-
cas de marcaje referirse a la revision de Rauniyar and Yates'®.

Otra de las interesantes aplicaciones de IRMPD es en la exploracion de la parte acidica
del proteoma. Las proteinas de naturaleza acidica o, en su lugar, aquellas que tienen
un alto contenido de PTMs acidicas como la fosforilacion, suelen ionizarse mejor por
deprotonacion que por protonacion. Como para los andlisis de LC-MS/MS en pro-
tedmica normalmente se utiliza el método de ionizacion por “electrospray” en modo
positivo, los péptidos tripticos generalmente contendran como minimo dos sitios de
protonacion: el extremo N-terminal y el aminoacido basico tras el que corta la tripsina
en el extremo carboxiterminal. Estos péptidos se ionizaran por ESI en medio acido para
generar cationes en fase gaseosa que seran normalmente fragmentados por CID o
HCD. Como ya hemos comentado, las técnicas de fragmentacion basadas en colisio-
nes son altamente dependientes de la disponibilidad de protones maéviles, ya que la
relocalizacion de estos es fundamental para provocar la ruptura del enlace amida. Por
lo tanto, estas técnicas de fragmentacion no seran idéneas para fragmentar aniones
cuando se trabaje usando ESI en modo negativo. En este campo se han desarrollado
técnicas de fragmentacion dirigidas a trabajar con aniones, como es el caso de “ne-
gative electron transfer dissociation” (NETD), vy se ha explorado también las técnicas de
fotodisociacion. Sin embargo, la combinacion entre la activacion de los aniones con
luz infrarroja y la disociacion usando NETD ha sido, hasta la fecha, la técnica que ha
permitido identificar el mayor nimero de proteinas en modo negativo. Utllizando esta
técnica a que se denomind AI-NETD, se identificaron 3467 proteinas de un digerido
triptico de levaduras®. Por otro lado, la fotodisociacion por UVPD usando fotones de
longitud de onda de 193 nm también ha demostrado ser prometedora en el estudio
de proteinas acidicas. Se publico el resultado de identificacion de 3663 y 2350 pép-
tidos tripticos en el proteoma de células Halo y Hel a respectivamente?!. Ademas, la
fragmentacion de aniones peptidicos por UVPD ha demostrado ser mas eficiente que
NETD?? siendo capaz de proporcionar una alta cobertura de secuencia®.

La fotodisociacion mediante UVPD ha sido ampliamente explorada en mditiples am-
bitos de la protedmica. Esto se debe principalmente a su capacidad para obtener un
patron de fragmentos completo. Seguidamente explicaremos algunas de las aplica-
ciones de la UVPD en diversas éreas de la protedmica.

Una de las aplicaciones mas prometedoras de la fragmentacion por UVPD se encuen-
tra en el campo de la secuenciacion de novo de péptidos y proteinas, en el cual se
necesita obtener informacion completa de la secuencia aminoacidica directamente
a través del espectro MS/MS. Esta aplicacion es especialmente importante en los
estudios de organismos cuyo genoma y proteoma estéa poco caracterizado, ademas
de los andlisis de proteinas con secuencia hipervariables, como es el caso de los
anticuerpos. En ambos casos es fundamental disponer de espectros MS/MS con alta
cobertura de secuencia y ricos en fragmentos informativos, que permitan caracterizar
la secuencia de la proteina. En este sentido, UVPD ha proporcionado resultados muy
prometedores que superan claramente a otras técnicas de fragmentacion. Por ejem-
plo, en el estudio realizado por Cotham y colaboradores en 20172 se demostro la ha-
bilidad de esta técnica de fragmentacion para secuenciar de novo mltiples péptidos
parcialmente digeridos (> 4.5 kDa, caracteristicos de la técnica “middle-down”) del
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anticuerpo Trastazumab. No solo todos los péptidos fragmentados obtuvieron mayor
cobertura de secuencia por UVPD cuando se compard con HCD o ETD (Figura 3 Ay
B), sino que esta técnica permitié ademas caracterizar el CDR3 (region de secuencia
hipervariable) de tres anticuerpos contra el virus de la gripe, incluidos en el analisis
(Figura 3C).

A) UVPD, HCD and ETD performance: B) UVPD, HCD and ETD performance:
E-Score for 29 peptides CDR1/CDR2
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Figura 3: Comparacion de la eficiencia de fragmentacion de proteinas utilizando UPVD, HCD vy ETD. (a) Valores de “E-score” para la
identificacion de 29 secuencias peptidicas utilizando los tres métodos de activacion; (b) Cobertura obtenida en la fragmentacion de
la regién determinante de la complementariedad (CDR) CDR1/CDR2 con los tres métodos de activacion; (c) Espectro obtenido de
la fragmentacion por UVPD para el péptido correspondiente a CDR3. La region hipervariable esta sombreada en gris. (Reproducido
con permiso de Ref. 24.)

Otra aplicacion muy prometedora de las técnicas de fragmentacion por fotodisocia-
cion es el andlisis de proteinas intactas, “top-down’, que es la técnica que permite la
caracterizacion completa de una secuencia proteica. A pesar del gran potencial de la
técnica, el top-down no es utilizado como técnica de rutina debido a las caracteristicas
de los sistemas de LC-MS/MS y de las herramientas bioinformaticas que, en general,
estan mejor desarrolladas para el andlisis de péeptidos que para el de proteinas intac-
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tas. Ademas, dentro de la técnica “top-down” se encuentra la espectrometria de ma-
sas nativa que permite analizar interacciones proteina-proteina o proteina-ligando, asf
como descifrar la estequiometria de complejos protéicos. Para realizar el andlisis por
EM de proteinas intactas y, en concreto, cuando se quieren estudiar las proteinas en
su estado nativo, es necesario que la ionizacion se haga de forma suave y utilizando
un solvente adecuado, para evitar la ruptura de enlaces no covalentes en el sistema a
estudiar. A la vez, estas técnicas requieren de un método de disociacion de alta ener-
gla, gue permita obtener alta cobertura de secuencia (a nivel de estructura primaria)
0 que permita disociar las interacciones entre proteinas (a nivel de estructura cua-
ternaria). Cabe destacar, que cuando se trabaja con proteinas intactas por técnicas
“top-down”, el nimero de cargas de los iones formados es elevado, en especial si se
utilizan solventes que provocan la desnaturalizacion de las proteinas, lo cual generara
una amplia distribucion de cargas durante el proceso de ionizacion por ESI. La técnica
de fragmentacion por CID, al ser de baja energia, facilita la ruptura de los enlaces méas
débiles, los enlaces peptidicos o enlaces amida, pero no permite formacion de sufi-
cientes fragmentos para obtener alta cobertura de secuencia cuando se trabaja con
proteinas intactas. Los métodos clasicos que fragmentan con energias mas elevadas
(HCD, ETD o ECD) son los méas utilizados para los andlisis “top-down”, pero estos
métodos fallan en muchos casos debido a su dependencia del estado de carga de
los iones padre®®?, Por ello, algunos grupos estan dedicando esfuerzos en optimizar
e implementar métodos de fragmentacion por fotodisociacion para el andlisis de pro-
teinas intactas. En 2013, se publico el andlisis de proteinas modelo de hasta 29 kDa
utilizando un espectréometro de masas Orbitrap Elite modificado para ser dotado de un
laser de Arf (193 nm)?’. Los resultados obtenidos con la fragmentacion por UVPD de
proteinas intactas son muy prometedores. La comparacion entre las fragmentaciones
con los métodos CID, HCD y ETD demostraron que, mientras los métodos clasicos
varfan en la eficiencia y, por tanto, en la cobertura de secuencia segiin el estado de
cargas del ion padre, la fragmentacion de los mismos iones padres rindi¢ aproxima-
damente 100% de cobertura de la secuencia en todos los casos (se analizaron iones
de mioglobina con cargas de +7 a +13). Con el mismo instrumento se consiguio
la mayor cobertura de secuencia de la proteina anhidrasa carbédnica (87%) descrita
hasta el momento. De acuerdo con la explicacion de los autores, esto es debido a
que el exceso de energia adquirida por la absorcion de fotones de longitud de onda
de 193 nm (cerca de 3 eV) facilita tanto la fragmentacion de los extremos como de la
region central de la proteina, proporcionando un amplio rango de tipos de fragmentos
(@, b, y, c, xy 2) y posibilitando una caracterizacion mas completa de la secuencia.
Ademas de analizar proteinas puras, la fragmentacion por UVPD puede ser aplicada
para el andlisis de muestras complejas. Algunos estudios realizados con extractos
proteicos de células Hela, demuestran la viabilidad de realizar fragmentacion por UPVD
en la escala de tiempo de la separacion por cromatografia liquida (LC-MS/MS)?%. Las
técnicas de fragmentacion estan en constante desarrollo, debido la necesidad de
obtener fragmentos que faciliten la maxima cobertura de las secuencias proteicas y
la fotodisociacion, ademas de ser utilizada de forma individual, ha sido combinada
con la fragmentacion ETD formando la AI-ETD (activated-ion ETD)?°. En este caso, los
iones son primeramente activados por fotones de baja intensidad (en el espectro de
luz infrarroja) y luego reciben energia suplementaria de la activacion por transferencia
de electrones, consiguiendo asi que la fragmentacion por ETD se vea menos afectada
por la dependencia del estado de cargas del ion padre.
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Por su capacidad para retener las modificaciones postraduccionales labiles en los
fragmentos generados, la técnica de UVPD también viene siendo explorada en el
estudio de PTMs, como la fosforilacion vy la glicosilacion. La fosforilacion es una mo-
dificacion acidica de las proteinas que tiene un papel muy importante en la regulacion
de un gran ndmero de procesos bioldgicos v patoldgicos. Esta modificacion, por su
naturaleza acidica, puede ser estudiada por EM en el modo negativo. En estudios lle-
vados a cabo por dos grupos se ha observado que, para el estudio de fosfopéptidos
en el modo negativo, la fragmentacion por UVPD es mas eficaz comparada con la
fragmentacion por HCD®*3', Por lo que respecta a la glicosilacion, se han implemen-
tado tanto métodos de disociacion por IRMPD como por UVPD. En el primer caso
se utilizd un espectrometro de masas de tipo FT-ICR equipado con un laser de CO2
para caracterizar sitios de O-glicosilacion en proteinas modelo™, y para la disociacion
por UVPD se utilizod laser de 193 nm acoplado a un equipo LTQ Velos para estudiar
O-glicosilaciones, comparando la eficiencia de la fragmentacion de glicopéptidos por
UVPD y CID, tanto en modo positivo como en modo negativo™®,

Por lo que respecta a estudios “bottom-up’”, la técnica de fotodisociacion por UVPD ha
sido mayoritariamente explorada empleando laseres de longitudes de onda mayores
de 193 nm, dado que la alta energia de los fotones de esta longitud de onda causa
una fragmentacion excesiva de los péptidos. Sin embargo, cuando se usan longitu-
des de onda mayores a 193 nm es necesario acoplar cromoforos a los péptidos y
proteinas, dado que las moléculas de naturaleza protéica no pueden absorber energia
en dichas longitudes de onda y requieren de la presencia de moléculas cromdforas
gque incrementen la eficiencia de absorcion de estos fotones. La derivatizacion de
péptidos con moléculas cromoforas ha servido para estudiar, por ejemplo, la fraccion
del proteoma que contiene cisteina. Este aminoacido responsable por la formacion de
puentes disulfuro vy requerido para establecer la estructura terciaria de las proteinas se
haya presente en mas de un 90% de las proteinas humanas®*. Por esta razon, estudiar
sélo aquellos péptidos que contengan cisteinas permite reducir la complejidad del
analisis protedmico sin perder la representacion de la mayoria de proteinas presentes.
Con la derivatizacion de los péptidos en los residuos de cisteina se consigue una frag-
mentacion selectiva por UVPD de esta fraccion del proteoma, como se ha demostrado
en algunos estudios®%:57,

5. Conclusiones.

En los dltimos afios, las técnicas de fragmentacion, esenciales para el estudio de
péptidos y proteinas mediante espectrometria de masas han evolucionado notable-
mente abriendo un abanico de aplicaciones disenadas para cubrir las necesidades de
diversos campos de la protedmica. En este sentido, la fotodisociacion ha demostrado
en los dltimos afos su potencial como técnica de fragmentacion de péptidos y pro-
tefnas. La fotodisociacion por IRMPD, pese a presentar un patrén de fragmentacion
muy similar al de otras técnicas de disociacion de baja energia, ha permitido superar el
problema de deteccion de iones de bajo peso molecular en trampas idnicas. Ademas,
ha demostrado su potencial en combinacion con la técnica de fragmentacion ETD,
tanto en el modo de ionizacion positiva (AI-ETD) como negativa (Al-NETD).
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La contribucion de la fotodisociacion por UVPD al campo de la protedmica parece ser
todavia mas prometedora. Al ser capaz de generar una gran variedad de fragmentos,
aplicando esta técnica de fragmentacion se han obtenido resultados con muy elevada
cobertura de secuencia lo que es fundamental en el estudio de PTMs, o de forma
méas global, la caracterizacion de proteoformas y en el campo de la secuenciacion de
novo, tanto en el andlisis de péptidos como de proteinas. La actual implementacion
de esta técnica de fragmentacion a un EM comercial facilitara su utilizacion por un
mayor numero de grupos de investigacion lo que conllevara al aumento y desarrollo
de nuevas aplicaciones.

REFERENCIAS

1. Steen H, Mann M. The abc’s (and xyz's) of peptide sequencing. Nat Rev Mol Cell Biol 2004; 5: 699-711

2. Horn DM, Zubarev RA, McLafferty FW. Automated de novo sequencing of proteins by tandem high-resolution
mass spectrometry. Proc Natl Acad Sci U S A 2000; 97: 10313-7

3. Mirgorodskaya E, Roepstorff P, Zubarev RA. Localization of O-glycosylation sites in peptides by electron capture
dissociation in a Fourier transform mass spectrometer. Anal Chem 1999; 71: 4431-6

4. Smits AH, Vermeulen M. Characterizing Protein—Protein Interactions Using Mass Spectrometry: Challenges and
Opportunities. Trends Biotechnol 2016; 34: 825-34

5. Cristobal A, Marino F, Post H, Van Den Toorn HWP, Mohammed S, Heck AJR. Toward an Optimized Workflow
for Middle-Down Proteomics. Anal Chem. 2017; 89(6):3318-3325

6. Smith LM, Kelleher NL, Proteomics TC for TD, et al. Proteoform: a single term describing protein complexity. Nat
Methods 2013; 10: 1867

7. Roepstorff P, Fohlman J. Proposal for a Common Nomenclature for Sequence lons in Mass Spectra of Peptides.
Biomed Mass Spectrom 1984; 11: 601

8. Mitchell Wells J, McLuckey SA. Collision-induced dissociation (CID) of peptides and proteins. Methods Enzymol
2005; 402: 148-85

9. McLuckey SA, Goeringer DE. Slow heating methods in tandem mass spectrometry. J Mass Spectrom 1997; 32:
461-74

10. Olsen J V, Macek B, Lange O, Makarov A, Horning S, Mann M. Higher-energy C-trap dissociation for peptide
modification analysis. Nat Methods 2007; 4: 709-12

11. Zubarev RA. Electron-capture dissociation tandem mass spectrometry. Curr Opin Biotechnol 2004; 15: 12-6

12. Syka JEP, Coon JJ, Schroeder MJ, Shabanowitz J, Hunt DF. Peptide and protein sequence analysis by elec-
tron transfer dissociation mass spectrometry. Proc Natl Acad Sci 2004; 101: 9528-33

13. Woodin RL, Bomse DS, Beauchamp JL. Multiphoton dissociation of gas phase ions using low intensity CW laser
radiation. Chem Biochem Appl Lasers 1979. p. 355-88

14. Julia B-M, de Oliveira E. Photodissociation Mass Spectrometry of Peptides and Proteins. Encycl Anal Chem
2018; 1-22

15. Halim MA, Girod M, MacAleese L, Lemoine J, Antoine R, Dugourd P. Combined Infrared Multiphoton Disso-
ciation with Ultraviolet Photodissociation for Ubiquitin Characterization. J Am Soc Mass Spectrom 2016; 27: 1435-42
16. Brodbelt JS. Photodissociation mass spectrometry: new tools for characterization of biological molecules. Chem
Soc Rev 2014; 43: 2757-83

17. Madsen JA, Brodbelt JS. Comparison of infrared multiphoton dissociation and collision-induced dissociation of
supercharged peptides in ion traps. J Am Soc Mass Spectrom 2009; 20: 349-58

18. Ledvina AR, Lee MV, McAlister GC, Westphall MS, Coon JJ. Infrared multiphoton dissociation for quantitative
shotgun proteomics. Anal Chem 2012; 84: 4513-9

19. Rauniyar N, Yates JR. Isobaric labeling-based relative quantification in shotgun proteomics. J. Proteome Res.
American Chemical Society 2014. p. 5293-309

20. Riley NM, Rush MJP, Rose CM, et al. The Negative Mode Proteome with Activated lon Negative Electron Transfer
Dissociation (AI-NETD). Mol Cell Proteomics 2015; 14: 2644-60

21. Madsen JA, Xu H, Robinson MR, et al. High-throughput database search and large-scale negative polarity liquid
chromatography-tandem mass spectrometry with ultraviolet photodissociation for complex proteomic samples. Mol
Cell Proteomics 2013; 12: 260414

22. Shaw JB, Madsen JA, Xu H, Brodbelt JS. Systematic comparison of ultraviolet photodissociation and electron
transfer dissociation for peptide anion characterization. J Am Soc Mass Spectrom 2012; 23: 1707-15

23. Madsen JA, Kaoud TS, Dalby KN, Brodbelt JS. 193-nm photodissociation of singly and multiply charged pep-

O 4 Fragmentacion de Péptidos y Proteinas
por Fotodisociacion




tide anions for acidic proteome characterization. Proteomics 2011; 11: 1329-34

24. Cotham VC, Horton AP, Lee J, Georgiou G, Brodbelt JS. Middle-Down 193-nm Ultraviolet Photodissociation
for Unambiguous Antibody Identification and its Implications for Immunoproteomic Analysis. Anal Chem 2017; 89:
6498-504

25. Rozman M, Gaskell SJ. Charge state dependent top-down characterisation using electron transfer dissociation.
https://onlinelibrary-wileycom.sire.ub.edu/doi/pdf/10.1002/rcm.5330

26. Greer SM, Holden DD, Fellers R, Kelleher NL, Brodbelt JS. Modulation of Protein Fragmentation Through Car-
bamylation of Primary Amines. J Am Soc Mass Spectrom 2017; 28: 15687-99

27. Shaw JB, Li W, Holden DD, et al. Complete protein characterization using top-down mass spectrometry and
ultraviolet photodissociation. J Am Chem Soc 2013; 135: 12646-51

28. Cleland TP, DeHart CJ, Fellers RT, et al. High-Throughput Analysis of Intact Human Proteins Using UVPD and
HCD on an Orbitrap Mass Spectrometer. J Proteome Res 2017; 16: 2072-9

29. Riley NM, Westphall MS, Coon JJ. Sequencing Larger Intact Proteins (30-70 kDa) with Activated lon Electron
Transfer Dissociation. J Am Soc Mass Spectrom Journal of The American Society for Mass Spectrometry; 2018; 29:
140-9

30. Fort KL, Dyachenko A, Potel CM, et al. Implementation of Ultraviolet Photodissociation on a Benchtop Q Exacti-
ve Mass Spectrometer and Its Application to Phosphoproteomics. Anal Chem 2016; 88: 2303-10

31. Robinson MR, Taliaferro JM, Dalby KN, Brodbelt JS. 193 nm Ultraviolet Photodissociation Mass Spectrometry
for Phosphopeptide Characterization in the Positive and Negative lon Modes. J Proteome Res 2016; 15: 2739-48
32. Seipert RR, Dodds ED, Lebrilla CB. Exploiting Differential Dissociation Chemistries of O-Linked Glycopeptide
lons for the Localization of Mucin-Type Protein Glycosylation. J Proteome Res 2009; 8: 493-501

33. Chandler KB, Pompach P, Goldman R, Edwards N. Exploring Site-Specific N-Glycosylation Microheterogeneity
of Haptoglobin Using Glycopeptide CID Tandem Mass Spectra and Glycan Database Search. J Proteome Res 2013;
12: 3652-66

34. Giron P, Dayon L, Sanchez J-C. Cysteine tagging for MS-based proteomics. Mass Spectrom Rev 2011; 30:
366-95

35. Parker WR, Holden DD, Cotham VC, Xu H, Brodbelt JS. Cysteine-Selective Peptide Identification: Sele-
nium-Based Chromophore for Selective S-Se Bond Cleavage with 266 nm Ultraviolet Photodissociation. Anal Chem
2016; 88: 7222-9

36. Agarwal A, Diedrich JK, Julian RR. Direct elucidation of disulfide bond partners using ultraviolet photodissocia-
tion mass spectrometry. Anal Chem 2011; 83: 6455-8

37. Enjalbert Q, Simon R, Salvador A, et al. Photo-SRM: laser-induced dissociation improves detection selectivity of
selected reaction monitoring mode. Rapid Commun Mass Spectrom 2011; 25: 3375-81

" VA Manual de Protedmica 129






Técnicas de adquisicion
independiente de datos

Emilio Camafeita, Jose Manuel Rodriguez, Enrique Calvo y
Jesus Vazquez

Laboratorio de Protedmica Cardiovascular, Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares, Madrid

1. El problema del submuestreo en protedmica.

En protedmica convencional, o bottom-up, se lleva a cabo una digestion enzimatica
del extracto proteico que se quiere analizar seguida del andlisis de los péptidos re-
sultantes mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (liquid
chromatography coupled with mass spectrometry, LC-MS). En el método conven-
cional de barrido, denominado adquisicion dependiente de datos (data-dependent
acquisition, DDA), los iones cuya sefial supera un umbral de ruido preestablecido en el
espectro de masas se aislan y se fragmentan dando lugar a un espectro de masas en
tandem o de segundo orden (MS/MS) (Fig. 1), caracteristico de la secuencia aminoa-
cidica del péptido. Los espectros MS/MS permiten la identificacion de los péptidos
comparandolos con los patrones tedricos generados a partir de una base de datos.
Los métodos DDA (también llamados shotgun) son muy eficientes a la hora de iden-
tificar el mayor nimero posible de proteinas en muestras biologicas; no obstante, en
muestras muy complejas el nimero de iones precursores que coeluyen por unidad
de tiempo puede superar la velocidad de barrido del espectrometro, de manera que
sdlo los iones mas intensos son sometidos a fragmentacion, produciendo un sub-
muestreo de la poblacion de péptidos sesgado hacia las proteinas mas abundantes.
Este problema de submuestreo del que adolecen los métodos DDA se traduce en
una disminucion del rango dinamico que limita el andlisis de especies proteicas poco
abundantes(1). Por otro lado, debido a la naturaleza estocéstica del proceso de selec-
cion de iones vy su posterior fragmentacion, no siempre se fragmentan exactamente
los mismos iones cuando se analizan muestras diferentes en el mismo equipo; ello
complica los estudios comparativos gue requieren un analisis cuantitativo sistematico
de las mismas proteinas en muchas muestras diferentes.

Debido a estas limitaciones se han desarrollado ensayos protedmicos dirigidos en los
que los iones que se van a fragmentar se especifican a prior, sin tener en cuenta su
intensidad previa. Entre estos ensayos destaca la monitorizacion selectiva de reaccio-
nes (selected reaction monitoring, SRM). Este abordaje concentra los recursos del es-
pectrémetro de masas en el andlisis de un conjunto restringido de iones precursores,
a definir de manera previa a la adquisicion de datos, que representan a determinadas
proteinas de interés (Fig. 1). Gracias a su elevada sensibilidad vy su sobresaliente pre-
cision a la hora de cuantificar los péptidos escogidos, el ensayo SRM resulta espe-
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cialmente adecuado para la cuantificacion de un conjunto reducido de proteinas en un
ndmero elevado de muestras, por 1o que es el método mas usado para la validacion
de biomarcadores. Sin embargo, dado lo limitada que resulta la fraccion del proteoma
que abarca el andlisis, el método SRM no resulta aplicable en buena parte de los
experimentos protedmicos, cuyo fin es explotar la potencia de la tecnologia DDA para
identificar el maximo numero posible de proteinas y revelar asi en detalle la composi-
cion proteica de la muestra.
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Figura 1. Esquema de los distintos modos de adquisicion de datos en un espectrémetro de masas: adquisicion dependiente de
datos (data dependent acquisition, DDA), monitorizacion selectiva de reacciones (selected reaction monitoring, SRM) y adquisicion
independiente de datos (data independent acquisition, DIA). Tanto en DDA como en SRM los iones precursores son aislados, frag-
mentados y analizados individualmente, ya sea eligiéndolos en el transcurso del anélisis en funcion de su intensidad (DDA) o tras
prefijarios con antelacion (SRM). En DIA, sin embargo, se omiten tanto la deteccion como la predefinicion de precursores para aislar
y fragmentar en paralelo la totalidad de los péptidos que aparecen en un determinado rango de m/z.

A lo largo de los Ultimos afos se han desarrollado técnicas de barrido alternativas,
como la adquisicion independiente de datos (data-independent acquisition, DIA), que
trata de aunar la gran cobertura de proteinas que permiten los métodos DDA con la ca-
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pacidad de los métodos SRM de fragmentar consistentemente las mismas especies.
Los métodos DIA, que suscitan un interés creciente(?), llevan a cabo la fragmentacion
de la totalidad de los péptidos comprendidos en un determinado rango de masas que
se divide en ventanas, sin necesidad de establecer previamente 10s iones que se van
afragmentar (Fig. 1). Ello permite fragmentar todas las especies y obtener sistematica-
mente los mismos espectros de fragmentacion en todas las carreras. En los métodos
DIA convencionales, sin embargo, al no depender la ventana de aislamiento de la iden-
tificacion previa de un precursor, se pierde el vinculo entre los iones fragmento y los
iones precursores que los originan, generandose espectros de fragmentacion com-
puestos, producto de la fragmentacion simultanea de varios péptidos de masa similar
que se aislan en la misma ventana, cuya complejidad obstaculiza su analisis posterior.

2. Implementaciones del método DIA.

El método DIA ha sido concebido desde distintos planteamientos en diversas platafor-
mas tecnoldgicas. Asi mismo, el problema de la complejidad de los espectros de frag-
mentacion compuestos generados por este método se ha abordado desde distintos
enfoques, ya sea recurriendo a librerfas espectrales o mediante la deconvolucion de
los espectros de fragmentacion. Todo ello ha dado lugar a diversas implementacio-
nes(3-14) (Tabla 1), entre las cuales SWATH vy el barrido independiente de datos (data
independent scanning, DIS) merecen mencion especial y se describen en secciones
aparte.

Anchura de la ventana de

Método  Instrumentacion aislamiento Ano Referencia
Shotgun CID Q-TOF Rango de m/z completo 2003 3
DIA Trampa iénica 10 m/z 2004 4
MSE QqTOF Rango de m/z completo 2005 5
p°CID Q-TOF Rango de m/z completo 2006 6
PACIFIC Trampa idnica 2,6 m/z 2009 7
AlF Orbitrap Rango de m/z completo 2010 8
XDIA Trampa iénica 20 m/z 2010 9
SWATH QqTOF 25 m/z 2012 10
FT-ARM LTQ-orbitrap 12 m/z, 100 m/z 2012 11
MSX Hibrido Q-orbitrap 4m/z 2013 12
HRM Hibrido Q-orbitrap Variable 2015 13
DiS Hibrido Q-orbitrap 2m/z 2016 14

AlF: all ions fragmentation; CID: collision-induced dissociation; DIA: data independent
acquisition; DiS: data independent scanning; ETD: electron-transfer dissociation; FT-
ARM: Fourier transform-all reaction monitoring; HRM: hyper reaction monitoring; p2CID:
parallel collision-induced dissociation; PACIFIC: precursor acquisition independent from
ion count; XDIA: extended data-independent acquisition.

Tabla 1. Métodos de adquisicion independiente de datos.
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2.1. Descubrimiento del método DIA

En su trabajo pionero de 2000, cuando el método DDA empezaba a asentarse, Mas-
selon et al.(15) demostraron que era posible identificar péptidos en una sencilla mezcla
de siete especies mediante su fragmentacion simultanea en un espectrometro de ma-
sas de resonancia ion-ciclotrén con transformada de Fourier, gracias en buena medida
a su sobresaliente exactitud de masa y a su resolucion. Posteriormente, reconocidas
ya las limitaciones de las que adolece el método DDA(16), Purvine et al.(3) lograron
identificar péptidos ionizados en un instrumento ESI-TOF (es decir, que emplea ioni-
zacion por electronebulizacion (electrospray, ES|) acoplada a un analizador de tiempo
de vuelo (time-of-flight, TOF)) a partir de la fragmentacion simultanea de la totalidad
de los iones precursores que coeluyen en un determinado momento de la separa-
cion cromatogréfica. Un afio més tarde, Venable et al.(4) dieron a conocer su método
DIA, basado en el aislamiento y fragmentacion secuenciales de iones precursores en
ventanas de 10 m/z en una trampa iénica lineal. Con este método se cubre en unos
segundos el rango completo de m/z, de forma que cada péptido es fragmentado
varias veces a lo largo de su tiempo de elucion. En comparacion con el método DDA
convencional, los autores encontraron que el método DIA incrementa en un 20% el nU-
mero de espectros de fragmentacion. Sin embargo, los dos métodos de adquisicion
dieron lugar a nimeros comparables de péptidos v proteinas identificados, ya que no
se aplicd ninguna estrategia especifica para la identificacion de péptidos a partir de los
complejos espectros de fragmentacion compuestos obtenidos mediante DIA. De este
modo, la busqueda en bases de datos proporciond un Unico candidato por espectro,
como ocurre en DDA, obviando buena parte de la informacion contenida en dicho
espectro. El método XDIA (extended data-independent acquisition, adquisicion inde-
pendiente de datos ampliada), presentado como una prolongacion del método DIA,
combina medidas de alta resolucion en modo MS en orbitrap con fragmentaciones
consecutivas en ventanas de 20 m/z con 1 m/z de solapamiento(9). La fragmentacion
se lleva a cabo alternando disociacion por transferencia electronica y disociacion indu-
cida por colision (collision-induced dissociation, CID).

2.2. El método MSE

En 2005 Silva et al.(5) desarrollaron para la plataforma cuadrupolo-TOF el método
MSE, basado en la aplicacion alterna de baja y alta energia de colision a fin de registrar
dos canales de datos en las medidas de MS: uno con las sefiales de masa provenien-
tes de péptidos intactos (a 10 eV) y otro con las de los correspondientes fragmentos
(a 28-35 eV). A continuacion, los precursores son asociados a sus correspondientes
fragmentos atendiendo a sus propiedades cromatogréficas, para lo cual se emplea
un algoritmo que modela las desviaciones de los tiempos de retencion. A la hora de
efectuar comparaciones cuantitativas entre distintas muestras, se emplean estandares
internos (enddgenos o exdgenos) para corregir la variabilidad asociada al proceso de
inyeccidn y a la cantidad de proteina cargada. De esta forma, el complejo conjunto de
datos inicial queda reducido a un nimero limitado de componentes cuya abundancia
relativa cambia de forma estadisticamente significativa en una determinada compara-
tiva, de modo que las proteinas implicadas son identificadas mediante blUsgueda en
bases de datos. En los Ultimos afos la evolucion del abordaje MSE, que ha gozado
de gran popularidad entre los métodos DIA(17), ha derivado en las versiones de alta y
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ultra definicion (HDMSE y UDMSE respectivamente). En HDMSE los iones precursores
son separados en funcion de su movilidad mediante espectrometria de masas de
movilidad idnica y a continuacion fragmentados empleando energias de colision incre-
mentales(18), mientras que UDMSE aplica energias de colision especificas en funcion
del tiempo de deriva del ion(19).

2.3. Disociacion paralela inducida por colision (p2CID)

La energia de colision necesaria para fragmentar un determinado ion depende de
su carga y de su masa(20), de tal manera que los iones de mayor tamario y menor
carga requieren energias mas altas. Frente al método DDA, en el que la energia de
colision se ajusta para cada uno de los iones precursores aislados, en DIA se emplea
un Unico valor, 0 a lo sumo un conjunto reducido de valores, de dicha energia para
la fragmentacion simultanea de la totalidad de los péptidos coeluyentes. Desarrollada
en la plataforma cuadrupolo TOF, la disociacion paralela inducida por colision (parallel
collision-induced dlissociation, p°CID) alterna dos procesos de fragmentacion CID sin
seleccion de ion precursor: uno en la fuente y otro en la celda de colision(6). Para la
fragmentacion paralela en la fuente se emplea una energia elevada que por una parte
genera iones grandes monocargados y por otra redistribuye la carga de los péptidos
para generar fundamentalmente iones con una 'y dos cargas. A continuacion, los iones
precursores intactos y los productos de su fragmentacion en la fuente son conducidos
a la celda de colision CID para su fragmentacion en paralelo.

2.4. Adquisicién de precursores independiente del nimero de iones (PAcIFIC)

El método PACIFIC (orecursor acquisition independent from ion count, adguisicion de
precursores independiente del nimero de iones)(7) recurre a mdltiples inyecciones de
la muestra para fragmentar los péptidos, sin seleccion previa de precursor, en 10 inter-
valos contiguos de 1,5 m/z de anchura con ventanas de aislamiento de 2,5 m/z. Con
cada nueva inyeccion, hasta totalizar 67, las ventanas se desplazan hasta cubrir el ran-
go de iones precursores 400-1400 m/z. A los espectros de fragmentacion asi obteni-
dos se les asigna como ion precursor el valor central de la correspondiente ventana de
aislamiento. De este modo, en la busqueda en bases de datos puede emplearse una
tolerancia de = 3,75 Da, correspondiente a + 1,25 m/z para un precursor de carga +3,
para la masa del ion precursor. En comparacion con el método DIA original(4, 9), el uso
de ventanas de aislamiento significativamente mas estrechas que propone PACIFIC
rebaja notablemente la complejidad de los espectros de fragmentacion compuestos
resultantes, 1o cual redunda en una mayor eficacia de identificacion en la blsqueda
en bases de datos. No obstante, el método requiere como contrapartida un elevado
nimero de inyecciones gque cuestionan no solo su reproducibilidad, sino también su
viabilidad por el gran consumo de muestra que necesita.

2.5. El método AIF

El método AIF (all ion fragmentation, fragmentacion de todos los iones) se benefi-
cia de la posibilidad que brinda la celda de colision HCD (higher-energy collisional
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dissociation, disociacion por colision de alta energia) del espectrémetro de masas
Exactive de fragmentar péptidos eficientemente sin seleccion previa de iones precur-
sores(8), de forma andloga a la metodologia previamente descrita para la plataforma
cuadrupolo-TOF (véanse los métodos MSF y p?CID mas arriba). Una vez realizada la
fragmentacion, los iones fragmento son separados en el analizador de alta resolucion
orbitrap, 1o cual facilita su asignacion a iones precursores de acuerdo con sus perfiles
de coelucion. Para ello, los autores llevaron a cabo medidas alternas en modo MS'y
AlF, a alta resolucion (100.000 a m/z 200) en ambos casos, con una frecuencia de
una medida por segundo, lo cual garantiza que todos los péptidos separados croma-
togréficamente sean detectados y fragmentados varias veces. En comparacion con
instrumentos anteriores basados en el analizador orbitrap, el Exactive exhibe la capa-
cidad Unica de llenar la trampa C (el dispositivo que inyecta los iones en el orbitrap,
o C-trap) mientras el orbitrap analiza los iones inyectados en el evento anterior; esto
permitio a los autores ajustar el tiempo maximo de inyeccion a 1 s, a fin de maximizar la
sensibilidad, sin que se viese afectado el tiempo de ciclo. Para la interpretacion de los
datos los autores recurrieron al programa MaxQuant(21), que primero asigna los picos
AlF (iones fragmento) a sefiales MS (iones precursores) en funcion de sus perfiles de
elucion para después llevar a cabo la identificacion de péptidos mediante busqueda
en bases de datos de proteinas.

2.6. Monitorizacién de todas las reacciones con transformada de Fourier
(FT-ARM)

El método FT-ARM (Fourier transform-all reaction monitoring, monitorizacion de todas
las reacciones con transformada de Fourier) se basa en una combinacion de DIA
y andlisis de correlacion espectral(11). El método lleva a cabo la fragmentacion en
paralelo de la totalidad de los iones precursores presentes en el rango 500-1500
m/z empleando ventanas de aislamiento de 12 0 100 m/z en un instrumento hibrido
trampa idnica lineal-orbitrap. La exactitud de masa con que se miden los fragmentos
proporciona la selectividad necesaria para llevar a cabo la identificacion de péptidos en
muestras complejas, sin haber determinado previamente la masa de los iones precur-
sores, mediante una bUsqueda convencional en bases de datos. La puntuacion de los
candidatos asf obtenidos se calcula mediante el producto escalar entre el espectro de
fragmentacion tedrico y cada uno de los espectros experimentales, de tal manera que
la puntuacion es elevada cuando las sefiales del espectro de referencia se alinean con
las sefiales del espectro a comparar con una tolerancia de 5 ppm. En comparacion
con DDA, FT-ARM identifica un ndmero sensiblemente menor de péptidos cuando se
emplea una ventana de aislamiento de 100 m/z. Esta diferencia a favor de DDA dismi-
nuye rapidamente a medida que la ventana se estrecha, lo cual apunta a una menor
eficiencia del aislamiento y fragmentacion en ventanas mas anchas. Por otra parte, la
cuantificacion es lineal y muy sensible; y es posible para cada uno de los péptidos
analizados mediante FT-ARM.

2.7. El método MSX

Con el fin de evitar la pérdida de selectividad que supone el empleo de ventanas
de aislamiento anchas, manteniendo al mismo tiempo una frecuencia de muestreo
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aceptable, el método MSX(12) se inspira en el multiplexado basado en la transfor-
mada de Hadamard(22), dividiendo el rango 500-900 m/z en 100 ventanas de 4
m/z, de las cuales cinco son seleccionadas de forma aleatoria para la fragmentacion
en paralelo de la totalidad de los iones que abarcan en un espectréometro de masas
Q-Exactive. De esta forma, MSX alcanza la frecuencia de muestreo de un método DIA
que emplease 20 ventanas de 20 m/z con la selectividad de un abordaje basado en
100 ventanas de 4 m/z. Los espectros de fragmentacion resultantes se analizan con
Skyline(23) para su procesamiento, o que reduce el ruido guimico y resulta en una
mejora notable de la selectividad, ya que elimina de los espectros de fragmentacion
buena parte de los fragmentos interferentes de péptidos coeluyentes aislados en otras
ventanas de aislamiento.

2.8. Monitorizacion de hiperreacciones (HRM)

El empleo de librerias espectrales normalizadas por tiempo de retencion, construidas a
partir de medidas repetitivas en modo DDA, constituye la esencia de la monitorizacion
de hiperreacciones (hyper reaction monitoring, HRM)(13). El método, desarrollado en
un espectrometro de masas Q-Exactive, comprende una medida MS seguida de 19
medidas MS? realizadas en ventanas de aislamiento que varfan en funcion de la den-
sidad de iones precursores coeluyentes, un parametro que cambia en el transcurso
de la separacion cromatografica. De esta forma se rebaja sensiblemente el tiempo de
ciclo, que se reduce casi a la mitad en comparacion con AlF (véase el Apartado 2.5
mas arriba), acercandose su duracion a la del método SWATH (véase el Apartado
siguiente). Para el andlisis de los espectros DIA asi obtenidos, HRM emplea Spec-
tronaut(24), que incorpora algoritmos basados en machine leaming para la definicion
y evaluacion de picos. A continuacion, los datos son confrontados con la libreria es-
pectral, Bl analisis comparativo de DDA y HRM puso de manifiesto la superioridad del
método DIA, no solo en cuanto al nimero de péptidos identificados, sino también en
la reproducibilidad de la cuantificacion de proteinas(13).

3. SWATH.

Basandose en el concepto de fragmentacion de precursores aislados secuencial-
mente en ventanas amplias propuesto por Venable et al.(4), en 2012 Gillet et al.(10)
presentaron SWATH, que combina la elevada especificidad del método DIA con una
novedosa estrategia dirigida de extraccion de datos a partir de espectros de fragmen-
tacion compuestos. En su implementacion original, SWATH opera a alta resolucion
con ventanas de aislamiento de 25 m/z, denominadas swaths*, para cubriren 3,2 s el
intervalo 400-1.200 m/z en (1200 - 400) / 25 = 32 etapas secuenciales que generan
sendos espectros de fragmentacion compuestos (Fig. 2a), de tal manera que cada
ventana es analizada varias veces en el tiempo de elucion de un determinado pép-
tido. Este ciclo se repite a lo largo de todo el cromatograma para generar complejos
mapas ionicos a partir de la fragmentacion de la practica totalidad de los precurso-

*El término swath alude a la faja de hierba o mies que es segada en un golpe de guadana.
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res detectables. A continuacion, dichos mapas de fragmentacion son rastreados en
busca de péptidos concretos, generalmente empleando la informacion disponible a
priori en librerias espectrales, e.g. valores de m/z, intensidades relativas y tiempos de
retencion (Fig. 2b). De este modo quedan delimitados conjuntos de sefales de masa
coeluyentes que correlacionan de forma precisa con la informacion disponible para un
determinado péptido, el cual resulta asi inequivocamente identificado en el complejo
mapa de fragmentacion. Al igual que SRM (véase el Apartado 1 mas arriba), SWATH
aprovecha la elevada especificidad de la fragmentacion peptidica para llevar a cabo la
identificacion y cuantificacion de péptidos con precision; no obstante, al abarcar la to-
talidad de los precursores y sus fragmentos, SWATH prescinde del complejo proceso
de seleccion de péptidos diana y optimizacion de transiciones. En comparacion con
DDA, SWATH arroja mejoras en la cobertura de deteccion vy en la reproducibilidad; sin
embargo, el papel esencial que juegan en SWATH las librerfas espectrales supone una
limitacion del método, ya que es necesario emplear tiempo y muestra para la prepa-
racion de dichas librerfas en idénticas condiciones experimentales a fin de determinar
empiricamente el patron de fragmentacion de cada péptido de forma precisa. Asimis-
mo, no es facil estimar la tasa de falsos positivos que se obtienen en este abordaje,
ya gue no resulta evidente como incorporar un proceso equivalente a la busgueda en
A)

1200

ventana de

] aislamiento

SWATH
1175

(25 m/z)
1150

.

Z,.,lllllll

475

450 n n A

wil L
400 ' l l . ‘ ] w—d ‘ l
Ciclo‘d‘é’i’ié"n:po (3,2seg.)

Tiempo de retencién

@
Rt

SWATH [450-475 m/z]

Intensidad
Intensidad

Ms2

Intensidad

A l\‘h., NHIL
/z m/

z m/z

Intensidad
Intensidad
Intensidad

P

N7\

Tiempo Tiempo Tiempo

Figura 2. Esquema de la tecnologia SWATH A) El rango de masas 400-1200 m/z se recorre fragmenténdose los iones peptidicos
en ventanas de aislamiento de 25 m/z. Para cada ventana de aislamiento, los iones fragmentados se registran en un espectro de
masas de alta resolucion (MS2) durante 100 ms; con lo que para 32 ventanas de aislamiento que cubren 400-1200 m/z, se requiere
un tiempo de ciclo de 3,2 seg. B) Las intensidades de los iones fragmentados se extraen de los espectros de fragmentacion de alta
resolucion para producir los correspondientes cromatogramas de iones extraidos.
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bases de datos invertidas a algoritmos de puntuacion basados en librerias, para los
cuales la intensidad, un parametro ausente en las bases de datos comunes, consti-
tuye un factor esencial.

3.1. Herramientas bioinformaticas para el analisis de datos SWATH

Los algoritmos de busgueda que se emplean convencionalmente para la identificacion
de peéptidos en los abordajes DDA resultan inapropiados para el analisis de datos ob-
tenidos mediante un método DIA como SWATH por una doble razén: en primer lugar,
suponen, incorrectamente, que las senales de masa de cada espectro de fragmenta-
cion provienen de un Unico péptido; en segundo lugar, obvian los patrones dinamicos
de los perfiles de elucion asociados a los complejos mapas de fragmentacion genera-
dos por SWATH. Por ello se han desarrollado diversas herramientas computacionales
orientadas especfficamente a la identificacion de péptidos a partir de la informacion
obtenida mediante este abordaje. Dichas herramientas se agrupan en dos categorias
principales: herramientas dirigidas (basadas en librerfas) y herramientas no dirigidas
(independientes de librerias).

3.1.1. Andlisis dirigido de datos provenientes de SWATH

El andlisis dirigido, basado en librerfas, constituye la estrategia mas comun para la
identificacion de péptidos a partir de los datos generados por SWATH. Este abordaje
se basa en rastrear la correlacion entre sefiales de masa vy la informacion disponible
a priori para dichos péptidos. Dicha informacion se aimacena en librerias espectrales
que generalmente especifican, para cada péptido, los siguientes parametros: i) valor
de m/z del precursor; ii) valor de m/z de una seleccion de los correspondientes io-
nes fragmento, asi como sus intensidades relativas; v iii) tempo de retencion croma-
tografica. De este modo funcionan herramientas como Skyline(23), Spectronaut(24),
OpenSWATH(25) y MSPLIT-DIA(26).

Implementado en la plataforma libore OpenMS(27), OpenSWATH(25) automatiza el
proceso de andlisis simplificado descrito originaimente por Gillet et al.(10), basado
en el rastreo de los cromatogramas de los fragmentos mas intensos de los distintos
precursores en los correspondientes espectros de fragmentacion. Para ello, en una
primera etapa convierte a un formato apropiado tanto los datos SWATH originales, que
pueden provenir de distintos tipos de espectrometros de masas, como las librerias a
emplear. A continuacion, se emplean péptidos de referencia para alinear los distintos
cromatogramas de entrada a fin de normalizar los datos para extraer los cromato-
gramas de los iones fragmento. El algoritmo sefala entonces en qué posiciones de
los cromatogramas coeluyen los distintos fragmentos vy les asigna una puntuacion
en funcion de los perfiles de elucion de los fragmentos vy el grado de coincidencia
del tiempo de retencion v las intensidades de los fragmentos experimentales con los
valores esperados. Finalmente, el programa calcula una FDR por comparacion de los
resultados con los obtenidos en ensayos decoy puntuados de forma idéntica a la
descrita. Spectronaut implementa una estrategia similar, si bien en este caso el nivel
de significacion estadistica de la identificacion de los péptidos se evalla a través de
mProphet(24), un programa gue incorpora varios algoritmos de puntuacion que atien-
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den a parametros como la coincidencia temporal y forma de los picos coeluyentes, asi
como la semejanza global entre estos y los correspondientes a péptidos de referencia
tanto enddgenos como exdgenos.

A fin de evitar el tedioso proceso de obtencion de librerias espectrales especificas de
cada experimento SWATH, a lo largo de los Ultimos afios han surgido diversas librerias
de acceso publico(28). Algunas de estas librerlas comprenden los proteomas com-
pletos de organismos como Saccharomyces cerevisiae(29), Streptococcus pyoge-
nes(30) y Mycobacterium tuberculosis(31), mientras que otras abarcan subproteomas
humanos de relevancia en distintas patologias como el glicoproteoma humano(32) y
proteinas relacionadas con cancer(33). Las librerfas estan disponibles en repositorios
como ProteomeXChange(34), PeptideAtlas(35) y SWATHAtas(36); este Ultimo contie-
ne informacion suficiente para cuantificar mediante SWATH cerca de la mitad de las
proteinas humanas anotadas en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot(37).

3.1.2. Andlisis no dirigido de datos provenientes SWATH

Si bien el abordaje dirigido, basado en librerias, de los datos proporcionados por
SWATH cuantifica péptidos con buena sensibilidad, es evidente que su ambito esta
limitado a los analitos acerca de los cuales existe informacion en las librerias emplea-
das. Por ello, se han desarrollado programas como DeMux(38) y DIA-Umpire(39) y
Group-DIA(40) para la identificacion de péptidos en este tipo de aproximacion DIA
que prescinden del uso de librerfas. Dichos programas analizan detalladamente la
correlacion entre clusteres de iones con el fin de calcular los correspondientes perfiles
de elucién, de modo que el posterior andlisis de la covarianza de los perfiles de elu-
cion permite elaborar espectros sintéticos que vinculan iones fragmento a precursores
Unicos. Los espectros sintéticos asi obtenidos se emplean en blsguedas conven-
cionales en bases de datos de proteinas como si de datos DDA se tratase. Tanto
DeMux(38) como DIA-Umpire(39) superan sensiblemente a la blsqueda en bases de
datos convencional en el nimero de péptidos identificados a partir de datos DIA; sin
embargo, el método convencional DDA supera a DIA con DeMux o DIA-Umpire en
numero de péptidos identificados.

3.2. Aplicaciones del método SWATH

SWATH se ha aplicado en proyectos de muy diversa indole empleando distintos tipos
de muestras como células, tejidos, plasma, fluido del lavado broncoalveolar, orina,
etc. Asi, Wiliams et al. llevaron a cabo un estudio a gran escala del papel de la mi-
tocondria en el metabolismo hepatico del raton mediante el andlisis del genoma, el
transcriptoma, el metaboloma y el proteoma de cientos de individuos pertenecientes
a la poblacion de referencia genética BXD(41). Gracias en parte a la precisa cuantifi-
cacion de 2622 proteinas llevada a cabo mediante este abordaje, los autores descu-
brieron diversos vinculos entre variantes genéticas. Entre éstas destacan las variantes
de secuencia de Cox7aZ2l (tambien llamada SCAF1, o supercomplex assembly factor
1) que alteran la actividad de la correspondiente proteina y son en Ultima instancia las
responsables de las diferencias encontradas en lo que respecta a la formacion de
supercomplejos mitocondriales.
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En plasma, SWATH se ha empleado, por ejemplo, para estudiar las variaciones del
proteoma en un estudio longitudinal con mellizos (gemelos dicigdticos) y gemelos
idénticos (monocigoticos)(42). Los autores tomaron muestras de sangre en dos tiem-
pos distintos a 22 parejas de mellizos y 36 parejas de gemelos idénticos vy elaboraron
una librerfa espectral, que contaba con 43000 péptidos pertenecientes a 1667 pro-
teinas, a partir de la informacion disponible sobre el proteoma de plasma en Pepti-
deAtlas(43) y experimentos DDA adicionales. Mediante OpenSWATH(25) fue posible
rastrear en los 232 mapas de datos DIA resultantes 1904 péptidos correspondientes
a 342 proteinas, una gran mayoria de las cuales fueron cuantificadas con coeficientes
de varlacion menores del 25%, mientras que se identificaron 13 polimorfismos de un
solo nucledtido(42). Estos resultados superan ampliamente a los de abordajes previos
basados en arrays de anticuerpos(44).

SWATH ha sido utilizado igualmente para la bUsgueda de biomarcadores en diver-
sos tipos de cancer. Asi, un estudio reciente utilizd la cuantificacion de glicoproteinas
mediante esta técnica para la diferenciacion de distintos tipos de cancer. normal,
no agresivo, agresivo y metastasico. El andlisis de biopsias de prostata humana(45)
condujo a la cuantificacion de unos 1400 sitios de glicosilacion y el descubrimiento
de algunos marcadores de agresividad tumoral. SWATH ha permitido asimismo ela-
borar un panel de posibles biomarcadores de adenocarcinoma en el fluido del lavado
broncoalveolar(46). Lambert et al. acoplaron la purificacion por afinidad con SWATH y
DDA para analizar la modulacion de la red de interacciones proteina-proteina originada
por mutaciones asociadas a melanoma en la quinasa humana CDK4(47). OpenSWA-
TH(25) logroé cuantificar mas de 5000 péptidos, superando en 2300 a DDA. Asimismo,
la fraccion de péptidos cuantificados con coeficientes de variacion inferiores al 20%
fue mayor en el caso de SWATH (82%) en comparacion con DDA (75%).

Kulkami et al. (48) estudiaron las proteinas transportadas por exosomas aislados tanto
de sangre como de orina de ratones expuestos a radiacion. El andlisis exhaustivo
mediante SWATH permitié establecer sendos paneles de biomarcadores en tejido
de la respuesta sistémica a altas dosis de radiacion ionizante en ambos fluidos. Un
estudio de enzimas metabolizadoras v transportadores de farmacos en microsomas
humanos de origen intestinal, hepatico y renal llevd a cabo una comparacion entre
SWATH y métodos DIA dirigidos. Los autores encontraron muy buen acuerdo entre
los valores cuantitativos proporcionados por ambos abordajes, si bien SWATH arrojo
menores coeficientes de variabilidad(49). En el terreno de las enfermedades neurolod-
gicas, la técnica ha servido para caracterizar el proteoma sinaptico en pacientes de
Alzheimer(50). De esta forma se encontraron 30 proteinas, implicadas en procesos
como la transduccion de sefial, la autofagia y el estrés oxidativo, cuya abundancia se
ve alterada de forma significativa en los pacientes respecto de los controles.

La reproducibilidad del método ha sido analizada exhaustivamente por Collins et
al.(51). Empleando una libreria espectral generada por un laboratorio ajeno al estudio,
los autores consiguieron cuantificar varios miles de proteinas de forma reproducible
mediante un ensayo SWATH multicéntrico en el que participaron once laboratorios y
que arrojo asimismo limites de deteccion y rangos dinamicos muy homogéneos, para
lo cual resultd esencial el control estricto de la FDR tanto a nivel de proteina como de
peptido(52).
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4. Bl método DIS.

Como va se ha comentado anteriormente, los espectros de fragmentacion que se ge-
neran usando ventanas de aislamiento relativamente grandes (como las que se usan
en SWATH) contienen mezclas complejas de fragmentos que provienen de varios
iones precursores. Cuanto mayores sean las ventanas de aislamiento y la complejidad
de la muestra mayor sera la complejidad del espectro de fragmentacion resultante,
haciendo asf mas complicada la validacion de muitiples secuencias en un mismo
espectro.

Por tanto, los métodos DIA deberfan idealmente trabajar con ventanas de aislamiento
lo méas pequenas posible para minimizar el problema de la interferencia. Sin embargo,
cuanto menor es el tamano de la ventana de aislamiento mayor es el tiempo de ciclo
(cycle-time), es decir, el tiempo que transcurre entre dos fragmentaciones de la misma
ventana de aislamiento. Y por tanto, menor es el nimero de puntos que contiene el
pico cromatogréfico, lo que se traduce en una menor calidad de cuantificacion. No
obstante, es posible buscar un compromiso entre la anchura de la ventana de aisla-
miento v la calidad de la cuantificacion, sobre todo si la cuantificacion de las proteinas
no se basa estrictamente en el pico cromatogréfico.

Con este razonamiento en mente, en el laboratorio de Vézquez y cols. se ha desarrolla-
do un método DIA que parte de una configuracion méas parecida a la de la protedmica
shotgun e intenta aproximarse hacia la configuracion de la protedmica dirigida. En
este método, llamado DiS (o data-independent scanning), se alcanza un compromi-
so entre la anchura de la ventana de aislamiento, el tiempo de ciclo y la anchura del
pico cromatografico. El método DIiS usa una ventana de aislamiento de 2 Da, que es
idéntica a la que se usa en los métodos DDA que se emplean en protedmica shotgun,
y que por tanto genera espectros de fragmentacion menos complejos que pueden
analizarse usando motores de busqueda convencionales. Esta anchura de ventana
de aislamiento genera el mismo nivel de interferencia que en un analisis convencional
y requiere un tiempo de ciclo de fragmentacion de unos 18 segundos (en equipos
como el Q-Exactive HF). Considerando que la anchura media del pico cromatografico
en carreras medias/largas es de aproximadamente un minuto se obtienen una media
de 3.3 espectros de fragmentacion por pico cromatografico. Hay que tener en cuenta
que en la practica, el tiempo de ciclo se acorta considerablemente (a menos de 12
segundos) cuando se analizan muestras complejas a una concentracion éptima, va
que entonces la acumulacion de iones maxima, establecida por el control automatico
de ganancia (AGC), se consigue antes de que transcurra el tiempo maximo de aper-
tura de las lentes (IT) que llevan los iones al analizador.

Con el andlisis DiS se obtiene informacion tetradimensional de los péptidos incluyendo
la masa del ion parental, el tiempo de retencion en columna, v la intensidad y masa
de los fragmentos del espectro correspondiente (Figura 3A). El tratamiento de datos,
como va se ha comentado, se puede realizar con los mismos motores de busqueda
y pardmetros que se usan en las aproximaciones DDA, por lo que no requiere ningdn
tipo de libreria espectral ni base de datos especffica, pudiendo emplear bases de da-
tos convencionales. Por otro lado, la identificacion de péptidos puede llevarse a cabo
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Figura 3. Esquema de las gréficas tetradimensionales que se obtienen usando la tecnologia DIS y caracteristicas de la fragmentacion.
A) Distribucion de sefales de fragmentacion correspondientes a los 350 iones precursores que barren todo el rango de masas en
un intervalo de tiempo determinado. El recuadro a la derecha muestra una ampliacion de la zona de bajo peso molecular. La escala
colorimétrica determina la intensidad de los fragmentos. B) Espectro de fragmentacion caracteristico DiS en la ventana de m/z 485.
En la ventana de aislamiento (recuadro a la izquierda) hay una mezcla de iones parentales con distintas intensidades (marcados
con colores verde, rojo vy azul). El espectro de fragmentacion contiene fragmentos pertenecientes a todos los iones parentales de la
ventana con distinta intensidad, dependiendo de la abundancia de cada uno de ellos. En los recuadros de la derecha se muestran
ampliaciones donde se detectan fragmentos del i6n parental de menor intensidad (ion verde). Los fragmentos marcados en amarillo
son sefiales no asignadas a ninguno de los tres iones parentales de la ventana, que podrian corresponder a otros iones parentales
adicionales.

estimando la FDR mediante la estrategia target/decoy usada en DDA. El método DIiS
permite confirmar las identificaciones por inspeccién de los espectros de fragmenta-
cion, gracias al reducido ruido de fondo caracteristico de las fragmentaciones anali-
zadas en alta resolucion en el Orbitrap. De este modo se pueden validar secuencias
pertenecientes a especies muy poco abundantes que dejan una intensidad muy redu-
cida en el espectro de fragmentacion, aungque suficiente para dar una buena cobertura
de las series principales de fragmentacion (Figura 3B). Como puede apreciarse en la
figura, el espectro de fragmentacion de la ventana correspondiente a la masa 485
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incluye dos masas muy similares con una alta intensidad junto con una tercera masa
de un ion cientos de veces menos intenso. Sin embargo, en el espectro se pueden
derivar sin dificultad las tres secuencias e incluso quedan aln masas de fragmentos
sin asignar que podrian corresponder a alguna otra secuencia. Esto hace que los
andlisis DIS tengan no solo una mejor sensibilidad, sino también un rango dinamico
mucho mas amplio que un andlisis shotgun convencional en el que el ion minoritario
raramente hubiera sido elegido para su fragmentacion.

Los perfiles tetradimensionales caracteristicos del analisis DIS permiten incrementar en
un 25% el porcentaje de péptidos identificados en una muestra compleja cuando se
comparan los resultados con los obtenidos mediante aproximaciones clasicas de pro-
tedmica DDA a la misma FDR. Por otro lado, el acoplamiento de esta metodologia de
trabajo con técnicas compatibles de separacion de especies proteicas tales como la
electroforesis en condiciones nativas (BNGE) permite ampliar el nimero de dimensio-
nes analizadas hasta 6, si incluimos la movilidad electroforética del complejo proteico y
el tejido o linea celular u organismo del que proviene. Esta tecnologia, conocida como
Blue-DiS, junto con todas las soluciones de andlisis de datos desarrolladas en el grupo
de Vazquez y cols., ya ha sido exitosamente aplicada en varios estudios bioldgicos.
Hemos aplicado la metodologia Blue-DiS para el andlisis detallado del proteoma de los
complejos mitocondriales en varios tejidos v lineas celulares de raton. Gracias a esta
tecnologia hemos podido mapear como se estratifican los complejos multiproteicos
gue constituyen las diferentes magquinarias bioldgicas en los tejidos. Como se puede
observar en la Figura 4, algunas de las funciones celulares se organizan en complejos
multiproteicos de distinto tamarno molecular, mientras que hay otras que se concentran
en la parte inferior del BNG y corresponden a proteinas libres. Algunas de las cate-
gorfas funcionales de los distintos tejidos tienen una distribucion similar en los perfiles
(Iineas de contornos en la Figura 4A), como es el caso de las proteinas que coordinan
el metabolismo de ROS o la actividad deacetilasa. Sin embargo, otras categorfas fun-
cionales muestran una distribucion especifica de tejido, como es el caso de la biosin-
tesis de fosfolipidos (Unicamente presente en cerebro), o el metabolismo de esteroides
gue solo puede detectarse en higado (lineas de contornos en la Figura 4A). Una de
las categorias de mayor tamafio molecular es la de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS)
responsable de coordinar la respiracion mitocondrial en la célula. En la Figura 4B se
pueden apreciar los perfiles de contorno para cada una de las proteinas correspon-
dientes alos complejos respiratorios mitocondriales en tres tejidos independientes (co-
razon, higado y cerebro) y en dos lineas celulares (una linea control FC57, v una linea
que carece de DNA mitocondrial Rho0O). Como puede observarse, en la zona de muy
alto peso molecular, las proteinas de los distintos complejos respiratorios se combinan
en superestructuras que reciben el nombre de supercomplejos respiratorios, mientras
gue en la linea control negativo RhoO no puede apreciarse ningdn superensamblaje
(Figura 4B). Este estudio nos ha permitido conocer con detalle cudles son los su-
percomplejos que se ensamblan de forma natural en la célula, e incluso hemos sido
capaces de predecir y descubrir tanto estructuras como factores de superensamblaje
gracias a la aplicacion de modelos matematicos basados en los datos protedmicos.

Ademas, la tecnologia Blue-Dis ya ha sido usada en varios trabajos publicados. Entre
estos estudios podemos destacar un andlisis detallado de como la expresion de al-
gunas subunidades de complejo IV regula el ensamblaje de algunas superestructuras
respiratorias mitocondriales(53), un estudio que determina con precision cudles son
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Figura 4. Ejemplo de resultados obtenidos mediante la tecnologia Blue-DiS. A) Los mapas de calor en verde (panel derecho) repre-
sentan la distribucion ordenada de 126 categorfas funcionales de acuerdo con su movilidad electroforética en el gel nativo (BNG) en
tres tejidos de ratén (cerebro, corazén e higado). Nétese que muchas de las categorias funcionales se distribuyen de la misma forma
en los distintos tejidos. Los gréficos de lineas de contorno (panel izquierdo) muestran la distribucion de las proteinas que forman 6
categorias especfficas en los tres tejidos (a-f). Como puede apreciarse, la distribucion de las proteinas en algunas categorias se
comporta de la misma manera en los distintos tejidos, como en el caso de la maquinaria del metabolismo de ROS (a) v la actividad
deacetilasa (d). Sin embargo, otras categorias muestran una distribucion de proteinas especifica de tejido, como en el caso del me-
tabolismo de esteroides (b), que solo se aprecia en higado, vy la sintesis de fosfolipidos del sistema nervioso (f) que solo se detecta
en cerebro, como cabria esperar. Otras categorias, como el metabolismo de CoQ, se detectan en todos los tejidos, pero tienen una
distribucion distinta de proteinas, sugiriendo que pueden interaccionar con otras proteinas de manera diferencial especffica de tejido.
B) Los mapas de lineas de contorno muestran la distribuciéon de todas las proteinas pertenecientes a los complejos respiratorios
mitocondriales |, II, IIl, IV'y V en los tres tejidos analizados (panel izquierdo). Obsérvese que las proteinas de cada complejo respiratorio
tienen distintos patrones de expresion a lo largo del BNG y se combinan en la zona de mayor peso molecular para asociarse en
super-estructuras que reciben el nombre de supercomplejos (SC). También se detectan otras asociaciones de menor tamaro, como
el SC ll2+V. Ademas, se detectan con claridad las formas libres de cada uno de los complejos respiratorios. A modo de validacion
de estos resultados, en la figura también se muestra el mapa de una linea celular control, que tiene la misma distribucion de proteinas
(panel derecho, arriba) y una linea celular que carece de DNA mitocondrial (Rho 0) y que, por tanto, no puede ensamblar ninguna de
los SC respiratorios (panel derecho, abajo, recuadros rojos). En la linea Rho O solo se puede identificar proteinas de los complejos
libres, el complejo I (que no codifica ninguna de sus 4 proteinas en el ADN mitocondrial), y una forma mas pequefia del complejo V
(V*, ensamblado sin las dos proteinas que se codifican en el DNA mitocondrial).
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los residuos mas sensibles a dafo oxidativo en las proteinas del complejo |'y como
se relaciona este fendmeno con la degradacion y desensamblaje de superestructu-
ras(14), el andlisis de interacciones con la conexina 43 in mitocondria(54), asi como
estudios de la expresion de proteinas de distintos complejos respiratorios para la regu-
lacion de la dindmica de las crestas mitocondriales(55, 56). Finalmente, cabe indicar
que esta tecnologia de adquisicion de datos tiene la ventaja adicional de que permite
estudiar el comportamiento de cualquier proteina in silico y a posteriori en cualquier
set de datos previamente adquirido, ya que esta metodologia permite obtener mapas
tedricos de todas las secuencias del proteoma dentro del rango de masas analizado y
no requiere para su andlisis del uso de librerias peptidicas.

Abreviaturas

AlF, fragmentacion de todos los iones (all fon fragmentation)

CID, disociacion por colision (collision-induced dissociation)

DDA, adquisicion dependiente de datos (data-dependent acquisition)

DIA, adquisicion independiente de datos (data-independent acquisition)

DiS, barrido independiente de datos (data independent scanning)

ESI, electronebulizacion (electrospray)

FT-ARM, monitorizacion de todas las reacciones con transformada de Fourier (Fourier
transform-all reaction monitoring)

HCD, disociacion por colision de alta energia (higher-energy collisional dissociation)
HDMSE, MSE de alta definicion (high definition MSE)

HRM, monitorizacion de hiperreacciones (hyper reaction monitoring, HRM)

LC-MS, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (liquid chromato-
graphy coupled with mass spectrometry)

m/z, relacién masa-carga

MS, espectrometria de masas (mass spectrometry)

MS?, espectrometria de masas en tandem

p2CID, disociacion paralela inducida por colision (parallel collision-induced dissocia-
tion)

PACIFIC, adquisicion de precursores independiente del nimero de iones (orecursor
acquisition independent from ion count)

SRM, monitorizacion selectiva de reacciones (selected reaction monitoring)

TOF, tiempo de vuelo (time-of-flight)

UDMSE, MSE de ultra definicion (ultra definition MSF)

XDIA, adquisicion independiente de datos ampliada (extended data-independent ac-
quisition)
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1. Introduccion.

Actualmente, las técnicas protedmicas permiten los estudios a gran escala del conte-
nido proteico/peptidico de muestras biclogicas de cualquier tipo, sean biofluidos, ce-
lulas o tejidos, y pueden abarcar desde organismos completos a complejos subcelu-
lares. Estas técnicas representan el siguiente paso a la gendmica vy la transcriptomica,
y son ahora una punta de lanza en la investigacion biomédica, como estudios patolégi-
cos, diagnostico, prondstico, prognosis de enfermedades, etc. (1-5). El conocimiento
detallado de la distribucion y localizacion proteica a lo largo de un tejido puede ofrecer
informacion vital para la investigacion clinica. Lamentablemente, la inmensa mayoria de
los métodos protedmicos (electroforesis, LC-MS. . .) requieren la rotura y homogeniza-
do de los tejidos, destruyendo la relacion entre las regiones morfoldgicas de los tejidos
y la localizacion especifica de proteinas/péptidos. A finales de los noventa, el profesor
Caprioli fue uno de los pioneros en introducir el andlisis protedmico directo mediante
imagen sobre cortes de tejidos intactos utilizando técnicas de MALDI-MS. Es soélo a
partir de una metodologia desarrollada en 1997 por el profesor Caprioli, entre otros
grupos, utilizando técnicas de MALDI-MS (6-8), cuando ha sido posible el andlisis
protedmico directo mediante imagen sobre cortes de tejidos intactos. Este método es
capaz de detectar y localizar un gran nimero de sefiales de manera directa sobre cor-
tes de tejido en una Unica adquisicion. Ademas, la técnica, denominada comunmente
MALDI-IMS o MALDI imaging, permite el andlisis y mapeo no solamente de proteinas/
péptidos (9-11), sino también de otros tipos de analitos, como lipidos (12), metabolitos
(13) o farmacos (5).

Desde su introduccion, la tecnologia MALDI-TOF (MALDI-time-of-flight) MS se ha con-
vertido en una importante herramienta, especialmente en protedmica (14), que cuenta
con una serie de ventajas respecto a otros métodos de espectrometria de masas.
Destaca sobre todo por su robustez, disefio sencillo, una amplia ventana de detec-
cion, v la gran sensibilidad del analizador TOF. Ademas, la interpretacion de los espec-
tros es muy sencilla, ya que genera principalmente iones monocargados (por lo que la
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extrapolacion m/z — Da es directa), y en el rango habitualmente utilizado en el andlisis
de péptidos/proteinas, la interferencia de las matrices comdnmente utilizadas es baja.
Aparte de estas ventajas, la técnica MALDI-TOF MS estéa especialmente bien disefada
para realizar estudios de imagen MALDI-IMS. Asi, las muestras de tejido se pueden fijar
de manera rutinaria sobre portacbjetos de vidrio, tal y como se realiza en estudios de
analisis de imagen por microscopia dptica, sobre los que se pulveriza directamente la
matriz MALDI, que finalmente pueden incorporarse, mediante una placa adaptadora,
a un equipo MALDI-TOF convencional, sin necesidad de realizar ninguna modificacion
al equipo de masas.

Por todo esto, la técnica MALDI-IMS ofrece considerables ventajas en el andlisis di-
recto de los cambios fisiopatoldgicos de muestras de tejido, manteniendo siempre
el contexto histopatoldgico, vital en muchas circunstancias. Permite el mapeado si-
multéneo de cientos de sefiales de péptidos/proteinas a lo largo de una seccion de
tejido, mostrando la distribucion espacial de cada una de estas sefales, asi como de
su abundancia relativa en cada punto del tejido. Ademas, las imagenes del mapeo de
estos analitos pueden correlacionarse directamente con la arquitectura tisular subya-
cente sin ningun tipo de distorsion geométrica, permitiendo la aparicion de una nueva
area de analisis clinico que ha pasado a denominarse “Histologia Molecular” (15, 16).

Lamentablemente, debido en muchos casos a la relativa novedad de esta técnica,
el MALDI-IMS presenta en la actualidad una serie de limitaciones. Algunas de es-
tas limitaciones pueden incluso que sean de dificil solucion hasta que no aparezcan
actualizaciones substanciales de tipo instrumental. Asi, existen limitaciones en forma
de resolucion lateral alcanzada, sobre todo en MALDI-IMS de proteinas/péptidos (no
tanto con otros analitos, como lipidos), no llegéndose aun a nivel celular (40/50 um
es el limite aproximado en IMS de proteina/péptido, no asi en lipido, que ha llegado a
resoluciones de 10 pm de manera rutinaria). También en estudios proteicos, el rango
de masas es limitado (hasta 70 — 100 kDa de forma rutinaria), v las sefiales son de
dificil identificacion. No obstante, algunas de las limitaciones iniciales de la técnica se
han ido solventando con el tiempo. Por ejemplo, los largos tiempos de adqguisicion
de las imagenes se han ido solventando con la aparicion de laseres ultra-répidos de
dltima generacion (17), asi como de la electronica asociada. La reproducibilidad inter
muestral también ha mejorado ostensiblemente con la aparicion vy posterior desarrollo
de los depositadores de matriz automatizados (18).

Pero a pesar de estas limitaciones, la técnica MALDI-IMS tiene actualmente muchas
aplicaciones potenciales en andlisis clinico y biomedicina, como la histopatologia (19),
deteccion precoz (20), medicina individualizada (21), seguimiento de la eficacia te-
rapéutica (22) vy estudios de toxicidad (23), entre otros. Mediante el MALDI-IMS, los
patdlogos pueden correlacionar la distribucion de sefales especificas con estructuras
significativamente patoldgicas (24-26). Recientemente, algunos investigadores han
recreado imagenes moleculares tridimensionales de tejidos mediante la técnica MAL-
DI-IMS y co-registrado estas imagenes volumeétricas con resultados provenientes de
ofras técnicas de imagen como la resonancia magnética nuclear (MRI) (27-29).

Esta es por lo tanto una técnica con una enorme potencialidad, que abre las puertas
de un nuevo area de conocimiento denominada “Histologia molecular’, con interesan-
tes aplicaciones en biomedicina y farmacologia.
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2. Metodologia estandar en MALDI-IMS.

La preparacion de muestra es una etapa critica en MALDI-IMS (30). La mayor parte
de la calidad final y reproducibilidad de un andlisis de imagen va a venir dado por la
calidad de la preparacion.

De manera rutinaria, el material de partida en un andlisis consiste en cortes finos de
tejido montados v fjados sobre un portaobjetos de microscopia Optica (estos por-
taobjetos pueden ser convencionales o con una superficie conductiva, en funcion del
tipo de fuente MALDI). Dependiendo del tipo de analito a examinar, el tejido debe ser
tratado para eliminar 0 minimizar la presencia de substancias interferentes, y preparar
la muestra para recibir la matriz MALDI (23, 31, 32). Tras este paso de pre-tratamiento,
es cuando se aplica la matriz MALDI apropiada al analito a estudiar, ya sea de manera
manual o automatizada. Tras esta aplicacion, el portaobjetos con los tejidos puede ser
insertado en el instrumento MALDI-TOF. El espectréometro de masas rastrea los tejidos
con el laser generando una matriz de disparos, grabando la distribucion espacial de
los analitos moleculares, ya sean péptidos, proteinas o pequefias moléculas para cada
posicion. Finalmente, un software de procesado de imagen importa los datos crudos
de masas y los procesa con el fin de obtener la visualizacion de los componentes mo-
leculares y su co-registro con la imagen éptica de la muestra. Para comparacion entre
diferentes condiciones experimentales (andlisis de dos o mas tejidos) o de diferentes
regiones (en un mismo tejido), se emplean paguetes estadisticos especificos. El diagra-
ma de flujo de todo el procedimiento se muestra en la Figura 1.

2.1. Preservacion de muestra y almacenamiento

En esta técnica es crucial que el tejido extraido se preserve lo mas rapidamente posible
para reducir la degradacion molecular y conservar la integridad espacial. Usualmente
se utilizan técnicas de criopreservacion (33) a bajas temperaturas para detener de
manera eficiente las actividades quimicas y enzimaticas que puedan dafar el material
de partida. EI método de criopreservacion utilizado ha de ser correctamente formulado
para llegar a las bajas temperaturas de corte necesarias (-20 a -30 °C) evitando la
formacion de cristales de hielo que puedan dafar las estructuras. Hay que tener en
cuenta ademas que a veces el uso de crioprotectores pueden causar alteraciones
quimicas. Por todo esto, el protocolo mas utilizado en la mayoria de estudios de MAL-
DI-IMS es el congelado rapido mediante nitrogeno liquido (IN2) inmediatamente tras la
extraccion del tejido (34). Tras este paso, las muestras pueden aimacenarse a -80 °C
hasta proceder a su corte previo al andlisis por MALDI-IMS.

Un problema comun en este punto es que los tejidos obtenidos de cirugias o proce-
dimientos diagnosticos se preservan de manera rutinaria en bloques mediante fijacion
por formalina y embebido en parafina (formalin-fixed, paraffin-embedded; FFPE). Esto
es debido a que estos blogues son tremendamente estables y pueden amacenarse a
temperatura ambiente, sin ningln otro requisito. En la actualidad se estan desarrollan-
do protocolos vy llevando a cabo estudios sobre este tipo de tejidos parafinados FFPE
(35, 36). A pesar de que el procedimiento de embebido preserva la morfologia celular,
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Extraccion y almacenamiento a -80 °C el tratamiento con formalina resulta

en la formacion de puentes de me-
Tejido ultra tileno entre los aminoécidos de las

congelado

proteinas (37), creando una malla
de proteina entrecruzada que hay

Gt 6l NS i
tejido (10- e que romper utilizando una pro-
20 um) teasa para que la muestra pueda
Pre- analizarse mediante  MALDI-IMS.
sretamiento . Estos métodos requieren la adop-
histolégica cion de pasos adicionales en la
Deposicién preparacion de la muestra para re-
o meiE vertir el entrecruzamiento entre las
- proteinas y elliminar la parafina que
adquisicién es incompatible con MS (38). En
DELD) los Ultimos afios, se han desarro-
s llado diferentes protocolos para la
Estadistico desparafinacion vy eliminacion del
entramado proteico en los tejidos
Distribucion espacial y localizacion FFPE para su andlisis mediante
de marcadores MALDI-IMS (39-41). Estos proto-

Figura 1. Representacion esquematica del protocolo MALDIFIMS para CO‘OS sugieren gue Ias muestras
muestra crio-preservada. Las muestras son recogidas e inmediatamen-  deben calentarse durante 1 hora a
te congeladas a -80 °C. Posteriormente, el tejido es embebido en una . .
solucion de corte (OCT, agua...) y cortado usando un criostato. Poste- 60 DC Y transferirse directamente a
riormente, en funcion del analito a analizar, el tejido puede necesitar un una SO|UCiOﬂ de xileno ('] 00%. dos
pretratamiento previo (como la deslipidizacion, por ejemplo, en el caso de ) ' o
MALDI-IMS de proteinas o péptidos). Una vez adquiridos los espectros, lavados de 5-10 mlﬂ), stanal (70/),
los datos son procesados y analizados estadisticamente. Se pueden rea- ;
lizar secciones consecutivas para realizar tincion histolégica, o bien esta tres Iavados de 2 mm) y agua (dOS
tincion se puede realizar al mismo tejido sometido a MALDIVS, tras su- - lavados de 5 min) para conseguir
s una buena desparafinacion del te-
jido. A continuacion, para revertir el entrecruzamiento de las proteinas inducido por la
fijacion con formalina, las muestras se calientan en &cido citrico durante 30 min a 98
‘C. Actualmente, gracias a la optimizacion de este protocolo se pueden medir péptidos

y metabolitos en muestras FFPE mediante MALDI-IMS (42).

2.2. Corte de muestras

Debido a la naturaleza del material criopreservado a temperatura de hielo seco (-50
°C), el procedimiento de corte mas apropiado es el corte por criostato o criotomo (que
consiste basicamente en un micrétomo por rotacion en una camara a baja tempera-
tura). Existen diversos protocolos de embebido para asegurar la integridad del tejido
durante el proceso de corte. Habitualmente, estos protocolos hacen uso del polimero
denominado “Optimal Cutting Temperature” (OCT) o Tissue-Tek, gelatina (43) o agaro-
sa (44) como solucion de embebido. Nuestra recomendacion es evitar en la medida
de lo posible estas soluciones, ya que pueden causar supresion idnica (especialmente
el OCT), o alterar la integridad quimica de la muestra al esparcirse sobre la muestra
durante el proceso de corte. Para algunos tejidos, puede intentarse el corte directo
sin embebido, aungque una solucion mas global consiste en embeber las muestras
en hielo. El protocolo es muy sencillo, y consiste en colocar la muestra sobre el disco
de corte del criotomo dentro de la camara (que estara a entre -20 y -30 °C) e ir afa-
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Figura 2. Fotografia y diagrama esguematico que muestra la deposicion de agua para formar un recubrimiento de hielo como soporte
de corte alrededor del tejido. Este procedimiento asegura un corte optimo, evitando el uso de soluciones de embebido problema-
ticas, como puede ser el OCT. Es necesario anadir diversas capas de agua hasta que el tejido queda completamente embebido.

diendo agua destilada sobre el tejido de manera que esta se congela formando un
recubrimiento de hielo que soporta al tejido (Figura 2). Este recubrimiento de hielo es
suficiente para mantener la integridad del tejido durante el corte utilizando una cuchilla
estandar de criotomo a una temperatura menor a -15 °C (20, 45). El grosor de las sec-
ciones debe ser de entre 10y 20 um. En gran parte de las publicaciones, se utiliza de
manera rutinaria secciones de 12 - 14 um. Secciones mas finas de 10 um son dificiles
de manipular y montar, mientras que se ha reportado que secciones mas gruesas de
20 um pueden afectar a la posterior sefial en el espectrometro de masas (debido a
que las secciones de tejido actian como aislantes eléctricos) (46).

Los cortes se montan sobre portaobjetos de vidrio convencionales, en algunos casos
de fuentes MALDI atmosféricas (AP-MALDI), 0 mas comunmente, sobre portacbjetos
de vidrio recubiertos de [TO (indium-tin oxide). Este tipo de portaobjetos es conduc-
tivo, necesario para permitir la ionizacion en la mayor parte de fuentes MALDI. Como
también son transparentes, estos portacbjetos pueden utilizarse en microscopia opti-
ca convencional, permitiendo la posterior correlacion de la imagen MALDI-IMS con la
imagen optica (15). Cabe recordar que estos portaobjetos ITO solo estan recubiertos
generalmente por una de las caras, que es por la que hay gue montar las muestras de
tejido cortadas. Ademas, las propiedades de esta superficie son diferentes a las del
vidrio, lo que puede dar problemas de fijacion del tejido sobre el portacbjetos (algunos
tipos de tejido presentan una baja fijacion en este tipo de superficies).

Normalmente, para producir una suficiente fijacion, basta con calentar con la mano
durante unos segundos el portaobjetos con el tejido. No obstante, para algunos tipos
de tejido esto no es suficiente necesitandose algo mas de calor. A modo de ejemplo,
nosotros utilizamos el calor de un centro de parafinizado (60 °C durante 30 segundos)
para fijar correctamente la mayor parte de tejidos (Figura 3). Pero hay ciertos tipos de
muestra que presentan una casi nula adsorcion a los portacbjetos recubiertos por
ITO. En estos casos, es necesario un tratamiento previo a la superficie, como puede
ser la poli-lisinacion (recubrimiento de poli-lisina), pudiéndose Utilizar cualquiera de los
meétodos disponibles.

Para obtener un correcto solapamiento de la imagen por MALDI-IMS vy la imagen op-
tica, seria necesario utilizar el mismo tejido para obtener ambas imagenes. Normal-
mente, tras colectar la imagen mediante MALDI-IMS, la matriz es eliminada mediante
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Figura 3. Fotografia mostrando un ejemplo de “dispositivo de fijacion”. Consiste en un centro de parafinizado que proporciona algo
de calor (60 °C aprox) para fijar el tejido sobre la superficie de [TO del portacbjetos. Hemos usado este dispositivo ya que es de uso
comun en laboratorios de preparacion de cortes. Los cortes se dejan secar por un tiempo de unos 30 s aprox.

bafo en etanol, y los tejidos se tifien (rutinariamente con Hematoxilina-eosina, o HE)
para obtener las imagenes Opticas (28). Lamentablemente, a veces esto no es posible
debido a la importante degradacion que sufre el tejido bajo la irradiacion del laser. Por
esto, es una buena practica recoger cortes consecutivos/adyacentes sobre diferentes
portaobjetos: uno para realizar la imagen MALDI-IMS, vy el otro para realizar la tincion
para la imagen optica. También existe un protocolo para realizar una tincion optica
previa a la coleccion de la imagen MALDI-IMS (15), aunque se ha visto que la tincion
por HE estandar no es compatible con el andlisis posterior de MALDI-IMS, por lo que
solo es valido para otro tipo de tinciones.

2.3. Preparacion de cortes

Tras el corte, las muestras han de desecarse previo a su amacenado. La desecacion
se realiza mediante la colocacion del portaobjetos en una camara desecadora conec-
tada a una linea de vacio durante 20 — 30 minutos. Para las imagenes de proteina/
péptido, es necesario también un protocolo de deslipidizado, ya que los lipidos inter-
ferirdn en la ionizacion de las proteinas/péptidos, reduciendo sus sefales. Hay varios
protocolos de deslipidizado: los dos mas utilizados son el lavado por escalera de eta-
nol (de 70% a 100% de etanol, en tres pasos de 30 segundos cada uno) y lavado de
Carnoy (28). Para muestras con un alto contenido lipidico, se recomienda el protocolo
de Carnoy. Este protocolo consiste en varias etapas: bafio en 70% etanol por 1 min,
bafo en 100% etanol por 1 min, bafo en solucion Carnoy (etanol:cloroformo:acético,
6:3:1) por 3 min, bafio en 100% etanol por 1 min, inmersion en 0.2% TFA por 30 seg y
bano en 100% etanol por 1 min. Tras el deslipidizado, las muestras han de desecarse
de nuevo durante 30 min para poderse analizar mediante MALDI-IMS o almacenarse
(en desecador conectado a vacio por un maximo de 2 semanas).
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2.4. Digestion de las muestras

Otra opcion para el andlisis MALDI-IMS de proteinas es la digestion enzimatica del
tejido a analizar. La digestion de las muestras produce péptidos caracteristicos que
nos permitiran identificar y localizar las proteinas correspondientes. Se delben optimizar
diferentes parametros, incluido el tampdn utilizado, la concentracion de la enzima o el
tiempo y la temperatura de incubacion de acuerdo al tipo de tejido que se quiera ana-
lizar. Entre las diferentes enzimas, la tripsina es la enzima mas cominmente empleada
en MALDI-IMS. Otras enzimas como la quimotripsina, elastasa, pepsina o N-glicosi-
dasa F también se han utilizado satisfactoriamente en estudios de MALDI-imaging,
ya sea solas 0 en combinacion con la tripsina (47). Especiaimente para muestras
FFPE, la adicion de detergentes compatibles con MS, como el octilglucdsido, mejora
la deteccion e identificacion de proteinas tales como histonas (48). Estos detergentes
rompen las membranas celulares y exponen a las proteinas a una mejor interaccion
con la tripsina. Ademas, se ha demostrado gue surfactantes como RapiGest (Waters)
mejoran la eficiencia de la digestion sin interferir con el andlisis de MS. La digestion
de las muestras se realiza generalmente a 37°C durante un periodo de incubacion de
16-18 h, manteniendo los portacbjetos en una atmdsfera himeda (generalmente en
una caja con 50% metanol) para evitar la deshidratacion del tejido/enzima. Finalmente,
las muestras se cubren con matriz.

2.5. Deposicion de matriz

La deposicion de la matriz constituye el paso mas delicado en un experimento MAL-
DI-IMS. Hay disponibles varias matrices MALDI para este tipo de estudios, asi como
diferentes tipos de soluciones de dilucion para estas matrices. Para el andlisis com-
binado de proteina/péptido, la matriz SA (acido sinapinico) proporciona las mejores
sefiales en el rango de 2000 — 30000 Da, tipico de estudios MALDI-IMS (44), mientras
que la matriz a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA) es mejor para estudios a nivel
peptidico (1000 — 8000 Da) (49). La concentracion de matriz varfa entre 10 y 20 mg/
ml, en una solucion de un 70 a un 90% de acetonitrilo (ACN) con un 0.3% de é&cido
triflucroacético (TFA). De manera rutinaria, se suele utilizar matriz SA (15 mg/ml, en
un 70% ACN/0.3% TFA). En la Tabla 1 se resumen las principales matrices utilizadas
actualmente en MALDI-IMS.

La deposicion de la matriz se puede realizar de manera manual o automatizada. Los
métodos manuales emplean bien aerdgrafos estandar, o nebulizadores TLC (Figura
4A) (49). Si bien éste es un método simple y répido, tiene una desventaja fundamental,
que es la minima reproducibilidad debido a la imposibilidad de controlar el tamario de
las gotas, su homogeneidad, y su deposicion. Debido a esto, es siempre mejor utilizar
un método automatizado de deposicion.

Bésicamente, hay dos tipos de dispositivos de deposicion automatizada: Spotters vy
Sprayers:

m |Los spotters (por ejemplo, Shimadzu ChiP or Leaptec TmiD) aplican diminutas
gotas de la solucion de matriz sobre el tejido, una a una formando una trama.
Su resolucion depende del tamafio de gota (a menudo unos 50 um), aungue su
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disposicion es muy precisa y uniforme.

m Los sprayers (Leaptec TM Sprayer, Bruker Imageprep or Ideko/bioGUNE Langar-
tech(18), Figura 4B) pulverizan la solucion de matriz sobre el tejido, de manera que
el tamano de gota es mucho menor, permitiendo resoluciones por debajo de 100
um. Cada dispositivo sprayer aplica la matriz de maneras diferentes (vaporizacion,
nebulizacion...), por lo que cada uno tiene protocolos propios para alcanzar una
deposicion apropiada para el andlisis.

2
A

Figura 4. Tipos diferentes de nebulizadores que se pueden usar en la fase de spray. Los dos primeros (A, de izquierda a derecha)
se usan manualmente: pistola de modelismo vy spray de TLC (thin layer chromatography). Desaconsejamos el uso de estos disposi-
tivos, por carecer de reproducibilidad y proporcionar imégenes poco resolutivas. Los dispositivos automatizados (B) ofrecen buena
repoducibilidad y resolucién, pero, lbgicamente, a un mayor coste.

En estudios de proteina/péptido por MALDI-IMS, los analitos han de ser extraidos del
tejido, mezclados con la matriz y co-cristalizados con ella. La extraccion se lleva a
cabo durante la fase acuosa, por lo que si el tamano de gota es muy grande, © si las
gotas se fusionan entre ellas, se producira un exceso de difusion, perdiéndose la infor-
macion espacial. Por otro lado, si la fase acuosa dura muy poco, debido a una rapida
evaporacion o por un tamafio de gota excesivamente pequeno, la extraccion seréa in-
suficiente, lo que producira una sefial muy poco intensa. Por todo esto, hay un balance
entre las etapas de humedecido y secado al aplicar la matriz, al cual se ha de llegar
para obtener una buena sefal de los analitos por un lado, y una buena resolucion
lateral por el otro. Llegar a este balance puede requerir de multiples pruebas y errores.

2.6. Obtencién de imagenes

Como va se ha mencionado, no hay necesidad de equipamiento MALDI-TOF es-
pecializado o especiaimente acondicionado para realizar un andlisis de MALDI-IMS.
Cualquiera de los instrumentos MALDI-TOF disponibles en la actualidad se pueden
usar para realizar este tipo de andlisis (aungue ya se estan presentando los primeros
MALDI-TOF especialmente disefiados para realizar analisis de MALDI-IMS). El Unico
requisito que deben cumplir es que puedan realizar una adquisicion automatizada, y
disponer de un software de visualizacion y rastreo. Disponer de un laser répido (con
alta tasa de repeticion) es también muy importante para minimizar los tiempos de ad-
quiisicion. Usualmente, todo el proceso de adquisicion es llevado a cabo de manera
automatizada por el software proporcionado por el fabricante. Thermo, Bruker y Sciex,
entre otros, han desarrollado este tipo de software para sus instrumentos. El software
de adquisicion crea una trama de rastreo sobre el tejido (Figura 5A) sobre el cual se
realiza la adquisicion via ionizacion MALDI, grabandose un espectro completo por
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Matriz Abreviatura Moléculas diana Tipo Referencias
A PSS PP Péptidos, proteinas de bajo PM, -
Acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico CHCA gicopéptidos Cristalina (50)
Acido 3,5-dimetoxi-4- : - " o
R e Sy SA Proteinas de alto PM, péptidos, lipidos | Cristalina 51)
Acido 2,5-dihidroxibenzoico DHB Azdcares, proteinas, peptidos, Cristalina (52)
nucledtidos, fosfolipidos, farmacos
2,6-dihidroxiacetofenona DHA Proteinas, fosfolipidos, farmacos Cristalina (63)
CHCA/anilina Péptidos I6nica sélida (54)
CHCA/N,N-dimetilanilina Péptidos I6nica sélida (54)
CHCA/2-amino-4-metil-5- - PETT
nitropiridina Péptidos [6nica liquida (54)
CHCA/n-butilamina CHCAB Péptidos, lipidos I6nica liquida
2,4,6-Trihidroxiacetofenona THAP Nucledtidos, lipidos Cristalina (55)
Acido 3-hidroxipicolinico 3-HPA Nucledtidos, péptidos, glicoproteinas Cristalina (55, 66)
9-aminoacridina 9-AA Fosfolipidos, metabolitos Cristalina (67)
4-paranitroanilina PNA Lipidos Cristalina (58)
N-(1-Naftil)-etilendiamina L ) - N
e e NEDC lones metalicos, metabolitos, lipidos Cristalina (59, 60)
Norharman Lipidos Cristalina 61)

Tabla1. Tipos de matrices utilizadas actualmente en MALDI-IMS.

cada punto de rastreo. Las imagenes se construyen representando la intensidad de
cada sefial respecto a la posicion relativa de la sefial en el tejido (Figura 56B). Las in-
tensidades de cada sefial para un valor especfifico m/z se visualizan como una escala
de color (o gradiente de grises) sobre la totalidad del area del tejido. Debido a que los
analitos son directamente ionizables mediante el MALDI, no son necesarios métodos
de etiguetado o derivatizacion, por lo que la distribucion molecular representada no
posee ninguin sesgo.
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Figura 5. El software de MALDI-IMS (Fleximaging 3.0 en este caso) debe tener herramientas para poder superponer la imagen
Optica del tefido con la matriz de disparos a realizar sobre el tejido (Figura 5A). Por cada punto de muestreo se obtiene un espectro
completo, en el rango de masas seleccionado, que forma un pixel para cada masa (Figura 5B).

Las imagenes obtenidas consisten en la intensidad de cada masa versus su posicion relativa en el tejido.
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2.7. Eliminacién de la matriz y tincién de las muestras

Las imagenes de MALDI-IMS resultantes deben correlacionarse con una imagen 6p-
tica que proporcione la informacion histoldgica. Es esta etapa hay dos posibilidades
alternativas:

= Una posibilidad es usar el mismo tejido ya rasterizado mediante MALDI-IMS para
realizar la tincion éptica. Para poder hacer esto, la matriz ha de eliminarse por
completo antes de realizar la tincion. La matriz puede eliminarse faciimente me-
diante lavado en etanol al 95% en una placa Petri sometida a agitacion suave
durante 1 min. Tras esto, se realiza un protocolo estandar de tincion (usualmente
HE) para obtener la informacion histoldgica sobre la que superponer la imagen
molecular MALDI-IMS. Este es el mejor método para la superposicion, ya que
consiste en el mismo tejido para ambas imégenes. Lamentablemente, en algunos
casos, debido a la naturaleza del tejido, o a elevados niveles de irradiacion laser
necesarios para producir la ionizacion durante la adquisicion, el tejido queda gra-
vemente danado, y no es posible realizar correctamente la tincion, o la imagen
resultante es de muy baja calidad.

m La ofra alterativa, que solventa el anterior problema, consiste en tenir un tejido
obtenido en un corte adyacente al tejido rastreado por MALDI-IMS, y montado
sobre un portacbjetos diferente durante el crioseccionado. Por otro lado, en esta
aproximacion ambas imagenes son el resultado de diferentes tejidos, por lo que
la superposicion puede no ser perfecta. Este método serfa valido para estructuras
histoldgicas suficientemente grandes, aungue siempre existiran diversas impreci-
siones en estructuras mas pequefias.

De manera general, desde este articulo recomendamos realizar ambas aproximacio-
nes de manera simultanea, para poder disponer siempre de la imagen dptica a corre-
lacionar.

2.8. Procesado de datos y andlisis estadistico

Una vez colectados los espectros, las imagenes se pueden obtener de manera inme-
diata, mostrandose la distribucion espacial de cada analito (Figura 6). Normalmente,
puede hacerse seguimiento de un elevado nimero de sefiales de proteina/péptido
(100-300 senales, por término medio, Figura 6) en una ventana de masas tipica de
1000 a 30000 thomson (Th). Para poder realizar un estudio de las estructuras molecu-
lares subyacentes es necesario reducir toda esta complejidad. La técnica mas utiliza-
da para realizar esta reduccion de informacion presente es el andlisis de componentes
principales o PCA (62). El PCA permite la proyeccion de datos multidimensionales en
un menor ndmero de dimensiones reteniendo toda la informacion esencial del siste-
ma. Para ello realiza una transformacion lineal del Sistema de coordenadas original
de manera que la primera coordenada del nuevo sistema de coordenadas apunta en
la misma direccion a la mayor varianza de los datos del sistema, v asf sucesivamen-
te hacia menores varianzas. Asi, el PCA reemplaza las variables originales por unas
nuevas variables, llamadas Componentes Principales (PC), con varianzas en orden
decreciente (Figura 7). En una preparacion de muestra homogénea, los resultados de
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la PCA deberian corresponder
con las estructuras histologicas
presentes en el tejido, de ma-
nera que si la muestra posee
diversas estructuras, estas de-
berian aparecer reflejadas en la
PCA resultante.

Si bien el PCA es capaz de
reducir la dimensionalidad de
un set de espectros, no puede
clasificar los diferentes grupos
de espectros presentes. Esto
es Util para ver las semejan-
zas de las estructuras a nivel
molecular. Una forma de cla-
sificacion no supervisada de
los espectros de masa por su
similitud espectral en un ana-
lisis de imagen se consigue
mediante la Clusterizacion Je-
rarquica (63). Estos resultados
se representan a modo de
dendrograma conteniendo  la
totalidad de espectros presen-

Oed e Sen
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Figura 6. Una vez colectados todos los espectros, puede pasarse a visualizar
las imagenes adquiridas. Se muestran las intensidades de sefal especificas
para cada valor m/z, utiizando una escala de color o de grises sobre toda el
area de tejido analizada, mostrando por lo tanto la distribucion de cada analito.
La ventana de masas habitual en experimentos de MALDI-IMS de proteinas/
péptidos va de 1000 a 30000 thomson, pudiéndose en ocasiones ampliar un
pOCO Més.

Figura 7. Para realizar un andlisis lo menos sesgado posible, es comun realizar algun tipo de andlisis no supervisado, como por
ejemplo el PCA (Andlisis de componentes principales). El PCA es un método muy usado para describir la varianza del set de datos
reduciendo su dimensionalidad. En esta figura se muestran las 7 componentes principales mas informativas de un corte renal. En
este caso, los colores muestran las diferentes regiones encontradas por el sistema
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tes. Cada rama de este dendrograma puede considerarse como una clase espectral,
de forma que cada nodo refleja una estructura molecular determinada (Figura 8). Dos
nodos muy proximos compartiran la mayoria de las sefales espectrales, por 10 que
seran similares a nivel molecular, mientras que dos nodos muy separados seran muy
diferentes a nivel molecular. La dimensionalidad del dendrograma puede ser muy ele-
vada, por lo que suele ser recomendable utilizar los datos del PCA para realizar este
andlisis de clusterizado.

" Z Finalmente, sets de tejidos
e de diferentes condiciones
clinicas (por ejemplo, con-
troles vs. pacientes enfer-

30.285 (21)

szt 20 3“27‘79)'1';'.31‘59”@)' mos), o incluso diferentes
. regiones de un mismo tejido
PPN e (por ejemplo, tejido conec-
P tivo sano vs. tejido cance-
roso) se pueden clasificar

basandose en los perfiles

de masa que generen los
diferentes modelos o condi-
ciones (conjuntos de picos
e intensidades que separen
las diferentes condiciones).
Existen multitud de algorit-
mos diferentes de genera-
cion de modelos disponibles
para este tipo de estudios,
como el algoritmo genético
(64), red neural supervisada
(65), maguina vectorial (66),
etc. La eleccion de un algo-

Figura 8. Método de clasificacion no supenvisada de clusterizacion jerérauica. Este  1itmo sobre 10s demas esta
tipo de andlisis hace posible seleccionar nodos de un dendrograma que reflejan de- . : n
terminadas regiones o caracteristicas histoldgicas. Esto permite la extraccion de in- dlctada por e' J[lpo de TeJIdO Y
formacion extra, como fa similitud molecular entre diferentes regiones. Este gradode g 1ipo de clases esperadas
similitud se muestra en forma de dendrograma, con aguellas regiones mas similares .

compartiendo ramas, y aquellas mas diferentes mas alejadas en la representacion. del sistema.

Display Options ~ »

2.9 Identificacion y validacion de los resultados

La identificacion de las moléculas detectadas por IMS se puede lograr mediante medi-
ciones de masa exacta o mediante espectrometria de masas en tandem (MS/MS), ya
sea en la misma seccion de tejido, después de realizar el experimento de MALDI-ima-
ging, © en una seccion de tejido consecutiva.

En la primera aproximacion, las mediciones se realizan en espectrometros de masas
de alta resolucion, tipo FT-ICR u orbitrap, con el fin de obtener la masa exacta de los
precursores o valores m/z correspondientes a las moléculas de interés. A continua-
cion, estos valores m/z experimentales se comparan con bases de datos especiali-
zadas en los diferentes tipos de moléculas con una tolerancia de masa maxima de
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5-7 ppm. Actualmente, las bases de datos més utilizadas para la identificacion de
lipidos incluyen LipidBank (67, 68), Lipid Maps (68, 69), Human Metabolome Databa-
se (HMBD) (70) y LipidBlast (71). Para la identificacion de metabolitos y farmacos las
bases de datos mas utilizadas son METLIN (72), KEGG (73) y HMBD. Por otro lado,
MSiMass list (74) y MaTisse (75) son dos de las bases de datos empleadas para la
identificacion de proteinas y péptidos detectados por MSI.

La identificacion de las moléculas también se puede realizar comparando los espec-
tros de MS/MS obtenidos para cada precursor con espectros de MS/MS obtenidos
a partir de un estandar, o comparando dichos espectros con las bases de datos
mencionadas anteriormente. Sin embargo, no todos los valores m/z o precursores (es-
pecialmente los que se corresponden con moléculas menos abundantes) se pueden
seleccionar y fragmentar usando esta estrategia. De hecho, en el caso de péptidos,
no mas de unas pocas decenas se identifican directamente en el tejido por MS/MS,
debido a la supresion idnica o la alta complejidad de las muestras (76).

La deteccion e identificacion de proteinas de alto peso molecular mediante MALDI-MS]
todavia representa un desafio importante. El andlisis directo de proteinas por MSI se |i-
mita tipicamente a aquellas por debajo de 100 kDa (51). Para la deteccion de proteinas
por encima de los 100 kDa, es necesario aplicar tripsina u otras enzimas, con el fin de
digerir directamente las proteinas presentes en el tejido. En este método, la tripsina se
deposita directamente sobre la superficie del tejido antes de la aplicacion de la matriz
como se explicod en el apartado 2.4. Para la aplicacion de la tripsina se pueden utilizar
los dispositivos automaticos descritos en la seccion 2.5. A continuacion, se lleva a
cabo la fragmentacion directa por MS/MS de los péptidos detectados para identificar
la proteina original. Este método ofrece la ventaja de identificar las proteinas sin una
separacion previa de las mismas u homogenizacion de la muestra, a la vez que se
preserva la distribucion espacial de las proteinas en la muestra de tejido. Sin embargo,
esta aproximacion permite Unicamente la identificacion directa de las proteinas mas
abundantes del tejido. Actualmente, MALDI-MSI se puede combinar con otras técni-
cas como LC-MS/MS, LESA o la microdiseccion por captura laser (LMD) para mejorar
la identificacion de las proteinas. A continuacion, se explican las diferentes estrategias
actuales empleadas para aumentar el nimero de identificaciones:

a) Combinacion de diferentes enzimas.

Ademas de la tripsina, las secciones histoldgicas se pueden tratar con otro tipo de
enzimas para desentrafiar el peptidoma de interés. Una de las enzimas mas utilizadas
es la péptido N-glicosidasa F, que rompe el enlace N-glicosidico de los oligosacaridos
presentes en las glicoproteinas. Recientemente, se ha publicado un protocolo en el
que la misma seccion de tejido se pude digerir in situ secuencialmente con N-glicosi-
dasa F y tripsina, incrementando asi el nimero total de proteinas identificadas median-
te IMS (77). Ademas, el uso de tripsina con otras enzimas como colagenasas, mejora
la extraccion vy deteccion de proteinas de la matriz extracelular de muchos tejidos. De
hecho, se ha probado que el uso de colagenasa 3 y metaloproteinasa 12 permite lo-
calizar colagenos y otras proteinas de matriz extracelular como la elastina en diferentes
tefidos humanos mediante MALDI-IMS (78).
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b) Microdiseccion por captura laser (LMD) acoplada a LC-MS/MS.

La combinacion de MALDI-IMS con protedmica basada en LC es una estrategia alter-
nativa para la identificacion de proteinas. En esta aproximacion, una seccion de tejido
se analiza mediante MSI, mientras que una seccidn consecutiva se homogeniza y
se analiza por LC-MS/MS. La identificacion por LC-MS/MS de péptidos generados
a partir de secciones de tejido paralelas nos permite generar una base de datos de
péptidos especifica que puede ayudar en la identificacion de las proteinas detecta-
das en los experimentos de IMS. Sin embargo, uno de los inconvenientes de utilizar
secciones histoldgicas consecutivas es que, al homogenizar completamente el corte
tisular, se pierde el perfil de proteinas especifico de cada region de interés definida por
IMS (por ejemplo, tumor vs estroma). Con el fin de mantener la firma proteica de cada
region, lo ideal es realizar la identificacion de las proteinas a partir del mismo corte
histologico analizado previamente mediante MALDI-IMS. En esta estrategia, las regio-
nes de interés especificas identificadas por MALDI-IMS pueden aislarse del mismo
tejido utilizando la microdiseccion por captura laser (LMD) v luego analizarse mediante
LC-MS/MS para aumentar la cobertura del proteoma (79). El microdisector laser es
béasicamente un microscopio dptico acoplado a un laser y un sistema de captura de
las muestras diseccionadas. Adicionalmente, el microscopio posee una camara co-
nectada a un ordenador con el que se realiza la seleccion de las regiones del tejido
que han de aislarse para su diseccion. El laser empleado suele ser un laser infrarojo
o0 UV disenados para evitar danos a las muestras capturadas. El sistema de captura
es distinto en cada equipo, puede ser mediante un film adhesivo (Arcturus, MMI), por
una catapulta de onda de presion inducida por un laser (Zeiss) o simplemente por
gravedad (Leica). Ademas, los portacbjetos para LMD poseen una membrana sobre
la que se disponen las secciones histoldgicas y que al realizarse la microdiseccion se
desprende del portacbjetos junto con la muestra. El tipo de polimero de la membrana
varfa dependiendo de si los portacbjetos son de cristal o si tienen marcos de acero.
El uso de un tipo de polimero u otro depende de la aplicacion final del LMD ya que el
material puede interferir en los procesos posteriores. Justo antes de la microdiseccion
se pueden teriir las secciones histoldgicas para poder identificar las dreas de interés
que se desean separar del tejido. Se pueden hacer tinciones convencionales, como
HE o incluso inmunohistoquimicas.

c) Anadlisis de superficie de extraccion liquida (LESA).

MALDI-IMS se puede combinar con técnicas de ionizacion ambiental, como el analisis
de superficie de extraccion liquida (LESA), para mejorar la identificacion de proteinas
de una region localizada de tejido. LESA implica la deposicion de una gota de disol-
vente sobre la superficie del tejido. El disolvente esta en contacto con la superficie
durante unos segundos formando una microunion liquida entre la superficie y la punta
de la pipeta, lo que promueve la extraccion de las proteinas en el disolvente. Finalmen-
te, la muestra se aspira y se introduce en el espectrometro de masas via ionizacion
por electrospray (ESI). Ademas, LESA se puede combinar con una etapa de digestion
proteolitica seguidamente a la extraccion a través de la microunion liguida (80). De este
modo, las proteinas se extraen de las secciones de tejido mediante LESA, se someten
a una digestion automatizada con tripsina, y la mezcla de péptidos resultante se ana-
liza por LC-ESI-MS/MS (9, 81).
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Finamente, técnicas como inmunohistoguimicas, western blot e incluso RT-PCR
cuantitativa ofrecen métodos alternativos para confirmar y validar la abundancia y dis-
tribucion de las moléculas diana en el tejido (82).

Otros métodos de ionizaciéon acoplados a IMS

Ademas de MALDI, hay otros métodos de ionizacion que se han acoplado a IMS.
Cada uno de estos métodos confiere a la técnica de IMS unas particularidades que
la hacen adecuada para un tipo de estudio en concreto. En este apartado comenta-
remos de forma resumida los métodos mas cominmente empleados: SIMS y DESI.

a) Espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS)

Entre las diferentes tecnologias de ionizacion MSI, la espectrometria de masas de
iones secundarios (SIMS) es probablemente una de las mas empleadas después de
MALDI-IMS. SIMS utiliza un haz de iones primarios que se puede enfocar con pre-
cision en la superficie a analizar. Cuando el haz molecular incide en la superficie del
tejido, la alta energia de los iones primarios se transfiere a las moléculas del tejido pro-
duciéndose una fragmentacion extensa de las mismas. Es por eso que con SIMS, las
moléculas detectables estan normalmente limitadas a un rango de masa estrecho de
solo unos pocos cientos de daltons. Sin embargo, el uso de nuevos haces de iones
(por ejemplo, CB0 + y Bi3 +) ha extendido satisfactoriamente este limite de rango de
masa a ~2 kDa (26). La principal ventaja de SIMS frente a los deméas métodos de ioni-
zacion es la alta resolucion espacial de las imagenes. Con las capacidades ofrecidas
recientemente se pueden alcanzar los 100 nm (83). La mayorfa de los estudios realiza-
dos con SIMS se han centrado en el andlisis de farmacos, lipidos e iones elementales
en el campo de la caracterizacion de materiales y superficies.

b) lonizacion por electrospray de desorcién (DESI)

Ademas de los métodos MSI estandar que funcionan en vacio que se han mencio-
nado anteriormente (MALDI-IMS y SIMS), también se han desarrollado técnicas de
ionizacion ambiental, que operan en condiciones de presion atmosférica. La ventaja
de este tipo de técnicas es que no requieren la aplicacion de matriz para la ionizacion
(requiriendo por tanto una minima preparacion de la muestra) y son mas faciles de
implementar. Entre ellos, la ionizacion por electrospray de desorcion (DESI) usa un haz
de gotas cargadas para desorber e ionizar las moléculas de la superficie de la muestra.
La resolucion espacial obtenida con DESI es aproximadamente de 100-500 um, pero
este valor puede disminuir a 40 um usando condiciones de operacion particulares
(nano-DES) (84). Si bien este método ha demostrado tener éxito en el andlisis de mo-
léculas de bajo peso molecular, tales como farmacos y metabolitos, se ha demostrado
que es mas dificil adaptar la técnica para el andlisis de proteinas (85).
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1. Introduccion.

La mayoria de los procesos bioldgicos en los seres vivos requieren grandes complejos
multiproteicos para llevarse a cabo. Habitualmente, las proteinas actian como com-
ponentes de complejos proteicos dinamicos para realizar sus funciones. De manera
gue el nimero de interacciones entre diferentes proteinas es enorme. El estudio in
vitro de dichas interacciones es una rama de la biologia relativamente reciente pero de
gran interés denominado interactomica. En un organismo multicelular los interactomas
difieren seguin el tejido, el estado bioldgico, etc. La dinamica del interactoma hace que
su determinacion sea muy compleja. En ocasiones se intenta determinar los interac-
tomas cambiantes de determinadas funciones o localizaciones celulares relevantes.
Otro abordaje consiste en generar una mayor vision de conjunto de un interactoma es-
tatico. Partes sustanciales del interactoma ya han sido mapeadas en levadura, plantas,
nematodos, mosca y humano (ver revisiones [1, 2]). La compleja dinamica de los inte-
ractomas supone que la informacion sobre dichos interactomas sea extremadamente
importante para entender los complicados mecanismos moleculares que intervienen
en la actividad de los sistemas bioldgicos. De hecho, la alteracion de interacciones
entre proteinas puede tener consecuencias muy severas, tales como el desarrollo de
clertas enfermedades [3, 4]. Por otra parte, los estudios de interactomica son de gran
interés, ya que permiten un abordaje innovador: el desarrollo de nuevos farmacos
que alteren la regulacion de las interacciones proteicas (por ejemplo, blogueando la
formacion de complejos funcionales) en lugar de afectar a proteinas individuales [5].
Adicionalmente, los datos de interactomica obtenidos mediante ensayos protedmi-
COs proporcionan una herramienta fundamental en la caracterizacion de la funcion de
proteinas poco estudiadas [6]. Si en el interactoma de dicha proteina desconocida
se identifican proteinas de funcion conocida puede inferirse la funcion de la primera.
Esto se basa en la asuncion de que la funcion de una proteina esta conectada con las
funciones de las proteinas con las gue interacciona.

2. Técnicas en interactomica.

La interactdmica usa herramientas bioinformaticas, bioguimicas, gendmicas, de biolo-
gla estructural y celular, Existen muchisimas técnicas para detectar interacciones entre
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proteinas, algunas solo permiten testar la interaccion entre dos proteinas (técnicas
binarias) mientras otras permiten el aislamiento e identificacion de complejos proteicos.
Centrandonos en aquellas que pueden adaptarse a un estudio protedmico, podemos
clasificar los diferentes abordajes en la caracterizacion de los interactomas en dos
categorias: técnicas bioinformaticas y técnicas experimentales [1, 7].

Las técnicas bioinformaticas se basan en el andlisis de datos previos sobre transcrip-
tomica, evolucion y estructura de las proteinas. El andlisis de perfiles de expresion
de mRNA en diferentes sistemas (diferentes organismos, tejidos, estados bioldgicos,
etc.) permite hallar correlaciones en la expresion de varios genes. A menudo, genes
con expresiones similares codifican para proteinas que interaccionan entre si, aungue
tales inferencias han de ser verificadas por otros métodos. Los métodos basados en
la relacion evolutiva de las proteinas tratan de inferir la funcion vy el interactoma de una
proteina a través de sus homologos en otros organismos, como las levaduras, estu-
diados en profundidad. Del mismo modo, proteinas pertenecientes a una misma fami-
lia, dentro de un mismo organismo, suelen tener funciones relacionadas e incluso su-
pletorias. En general, proteinas con mas de un 30% de homologia en su secuencia se
encuentran formando parte de los mismos complejos 0 muy similares y por tanto con
las mismas interacciones proteina-proteina. La estructura de una proteina proporciona
importantes pistas sobre su funcion. El conocimiento de la estructura espacial de un
complejo de proteinas permite estimar la posibilidad de la formacion de un complejo
analogo por proteinas de estructura tridimensional analoga. La presencia de dominios
caracteristicos en una proteina permite predecir las interacciones con otras proteinas
que tengas dominios interactuantes con dicho dominios. Finalmente, la secuencia
de la proteina desconocida permite, mediante el andlisis de los motivos presentes,
asociarla a funciones e interacciones que poseen las proteinas con dichos motivos.

Entre las técnicas experimentales se halla el sistema de doble hibrido de levaduras
(yeast two-hybrid system). El sistema de doble hibrido proporciona un método muy
empleado para la deteccion de nuevas interacciones entre proteinas debido a su sim-
plicidad y su alto rendimiento [8, 9]. Esta técnica se basa en un factor de transcripcion
separado en dos fragmentos, cada uno de los cuales se fusiona mediante clonaje
a una de las proteinas cuya interaccion se quiere analizar. Si ambas proteinas inte-
raccionan entre sf, los dos fragmentos del factor de transcripcion se rednen y el gen
reportero se transcribe, detectandose un cambio fenotipico. El uso de genotecas
en este sistema proporciona un método para identificar nuevas proteinas interactivas
mediante la posterior secuenciacion de las levaduras con cambio fenotipico [10].

Oftras técnicas experimentales tienen como fundamento la cromatografia de afinidad
en fase sdlida. Entre estas destacan la inmunoprecipitacion especifica de anticuerpos,
precipitacion de proteinas de fusion con la glutation-S-transferasa y/o cola de histidi-
nas cuando no existen buenos anticuerpos, la biotinilacion dependiente de proximidad
y la purificacion de afinidad en tandem. Relacionada con estas técnicas bioquimicas
esta la técnica de “pesca molecular” (molecular fishing) en un biosensor optico, con-
sistente en la inmovilizacion de una proteina problema en el canal de medida de la su-
perficie de un chip optico por el cual se hace pasar una solucion proteica. El biosensor
optico registrara una serie de medidas cuantitativas basadas en el efecto de resonan-
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cia plasmonica de superficie cuando se produce la unién a la proteina inmovilizada [7,
11]. Todas estas técnicas bioguimicas no identifican las proteinas interactuantes con
la proteina problema, para lo cual se usan en combinacion con técnicas protedmicas.

A continuacion describiremos con mas detalle algunas de las técnicas mas utilizadas.

2.1. Inmunoprecipitacién por anticuerpos

La técnica de inmunoprecipitacion consiste en usar anticuerpos especfficos para la
proteina estudiada, que a su vez mantendra las interacciones con diversas proteinas
con las que forma un complejo vy, posteriormente, analizar dichos complejos por es-
pectrometria de masas. El paso clave es encontrar un anticuerpo lo suficientemente
especffico y selectivo para minimizar el nimero de falsos positivos y falsos negativos.
Brevemente, las células o tejidos se lisan en solucion de lisis (150 mM NaCl, 50 mM
Hepes, 1% NP-40, inhibidores de proteasas), se incuban con microesferas (beads)
de agarosa conjugadas con proteina A o G para eliminar las proteinas inespecificas
(precleaning) y a continuacion se incuban con el anticuerpo primario (1-5 ug por mg
de lisado) en presencia de microesferas de agarosa. Una vez formado el inmunopreci-
pitado, se lavan las microesferas varias veces con la solucion de lisis, se resuspenden
en buffer de Laemmli y se hierven para liberar las proteinas de las microesferas, que
se resuelven en un gel de poliacrilamida. Dicho gel se puede analizar por Westermn blot
para verificar las interacciones con proteinas.

Para el estudio protedmico, el gel se corre 1-2 centimetros, y cada carril se divide
en las fracciones deseadas que seran digeridas con tripsina en el gel. Los péptidos
extraldos se analizan en el espectrometro de masas, de manera que se identifican
las proteinas asociadas a la proteina estudiada. Siguiendo esta estrategia, en nuestro
laboratorio se realizo la identificacion del interactoma de la cadherina 17 en células de
cancer de colon [12]: se identificaron 389 proteinas coinmunoprecipitadas (que no
aparecieron con el anticuerpo control), de las cuales 67 se seleccionaron como inte-
ractores especificos de dicha proteina. Entre las proteinas especfficas, el grupo mas
nutrido (26 proteinas) estaban relacionadas con las adhesiones focales, 1o cual, junto
con el hecho de que cadherina 17 posee un motivo RGD, nos permitié identificarla
como un nuevo ligando de integrinas [13].

El andlisis mediante espectrometria de masas se realizd de manera habitual. Los pép-
tidos se cargaron en una precolumna C18-A1 y se separaron en una columna Bios-
phere C18 usando un flujo de 250 nL/min y un gradiente de 100 min en un HPLC
nanoEasy acoplado a un fuente de iones por nanocelectrospray. Los espectros se
adquirieron en una trampa ionica lineal LTQ Orbitrap Velos en modo dependiente de
datos usando el método top 75. Los barridos continuos se adguirieron con un rango
de masas de entre 400 y 1200 Th, un valor diana de 10° iones y una resolucion de
30.000 (a una relacion m/z de 400). Los 15 iones mas intensos fueron sometidos a
disociacion inducida por colision usando una energia de colision normalizada del 35%
y un valor diana de 10* iones. La exclusion dinamica se establecio con una duracion
de 30 s. Los espectros de masas fueron identificados mediante el motor de blsqueda
SEQUEST con Proteome Discoverer usando la base de datos Uniprot. Las tolerancias
de masa en precursores y fragmentos fueron respectivamente de 10 ppm vy 0.8 Da.
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Los peptidos asi identificados se validaron con Percolator usando un g<0.01. Pos-
teriormente, se realizaron experimentos similares para determinar el interactoma de
VE-cadherina en células de cancer de mama y melanoma [14].

Para aumentar la identificacion de interactores se puede realizar un fraccionamiento
previo celular, seleccionando él o los compartimentos celulares de interés (secretoma,
membrana, ndcleo, mitocondrias, etc.) [15]. Asimismo, se puede cambiar el deter-
gente (0 su concentracion) usado en la solucion de lisis para detectar exclusivamente
interacciones fuertes (como Triton X-100, Tween 20) o por el contrario mantener inte-
racciones mas débiles (como CHAPS, Brij-35, Digitonina), con la contrapartida de una
menor especificidad. Siempre han de usarse detergentes no desnaturalizantes. En el
caso de proteinas de membrana no es conveniente usar detergentes especialmente
débiles dado que se corre el riesgo de no liberar la proteina de interés. En este caso
es recomendable usar la solucion de lisis GST-FISH [12] o bien las soluciones del
método Karginov-Agaphonov [16] que permiten extraer las proteinas de membrana
manteniendo mejor sus asociaciones.

Para evitar la presencia del anticuerpo entre las proteinas coinmunoprecipitadas, el
cual al ser muy abundante puede enmascarar otras proteinas en un abordaje proted-
mico, el anticuerpo se puede conjugar covalentemente a microesferas de proteina A
o G, previamente a la incubacion con el lisado. Para ello se incuba el anticuerpo con
las microesferas (1 ug/10 L) y a continuacion se conjuga durante 1 h con 20 mM de
DMP (dihidrocloruro de dimetil-pimelimidato) en 0.1 M borato sédico. Las microesferas
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Figura 1. Inmunoprecipitacion, precipitacion por GST y purificacion por cola de histidinas. En la parte superior se muestra el proceso
de inmunoprecipitacion, donde un lisado celular o tisular es atrapado por un anticuerpo y unas esferas acopladas a proteina A o G,
liber&ndose el complejo proteico de interés tras hervir el inmunocomplejo. En la parte central, un lisado conteniendo una proteina de
fusion con la Glutation-S-transferasa es capturada con una resina acoplada a glutation, liberandose nuevamente mediante hervido.
En la parte inferior se muestra la purificacion de una proteina recombinante que posee una cola de 5 o 6 histidinas mediante su union
a una resina conjugada con &cido nitrilotriacético y cationes de niquel. La purificacion se consigue mediante elucion con imidazol
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se lavan para eliminar la proteina no conjugada con 50 mM glicina-HCI pH 2.5 y se
resuspenden en la solucion deseada.

2.2. Precipitacion de proteinas de fusidn con la glutation-S-transferasa
(oull down)

Esta técnica conocida cominmente como pull down se basa en el uso de proteinas
de fusion acopladas con la glutation-S-transferasa y unas microesferas de agarosa
conjugadas con glutation [17]. Brevemente, se produce la proteina de fusion de la
forma habitual, y los lisados celulares se incuban con microesferas de agarosa conju-
gada con glutation. Tras la incubacion se realizan lavados con la misma solucion de li-
sado (20% sacarosa, 10% glicerol, 50 mM Tris pH 8.0, 0.2 mM Na,S,0,, 2 mM MgCl,,
2 mM DTT). Dichas microesferas asi conjugadas se incuban con células lisadas en
solucion GST-FISH (10% dlicerol, 50 mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl,,
1% NP-40) y, tras los lavados, las microesferas se resuspenden en buffer de Laemmli
y se hierven. Las proteinas asi liberadas se cargaran en un gel de poliacrilamida que
se puede analizar como se ha descrito en la inmunoprecipitacion. Como control se
suelen emplear microesferas de agarosa, para eliminar las proteinas inespecfficas que
se unan a las propias microesferas.

2.3. Precipitacion de proteinas con cola de histidinas

Esta técnica se basa en la purificacion de la proteina recombinante (y de los complejos
en los que esté presente) por afinidad de la etiqueta de poli-His de la proteina proble-
ma con metal inmovilizado (generalmente Ni*) [18]. Existen matrices de niquel-acido
nitrilotriacético (Ni**-NTA) o cobalto-carboxilmetilaspartato (Co?*-CMA) comerciales
acopladas a resinas solidas (columnas). El protocolo consiste en pasar lentamente
por las columnas los extractos celulares o tisulares previamente lisados en solucion
de carga (300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO,, pH 8.0). Tras los lavados con la misma
solucion (pero conteniendo 10 mM imidazol), la columna se eluye con un gradiente
entre 10y 250 mM imidazol en solucion de carga. Las fracciones se pueden cargar en
un gel de poliacrilamida o directamente someter a un cambio de solucion y digestion
con tripsina.

La gran ventaja de este sistema es la gran cantidad de muestra que se puede purificar.
Los problemas con esta técnica surgen debido a la contaminacion con proteinas ines-
pecificas que contengan al menos dos histidinas contiguas, por lo que es conveniente
usar como control lisados sin la presencia de la proteina marcada. Otro problema es
la purificacion de proteinas de membrana, ya que estas matrices de afinidad toleran
cantidades limitadas de detergentes. Evidentemente los lisados no pueden contener
guelantes de cationes divalentes como EDTA.

2.4. Purificacion por afinidad en tandem

Esta aproximacion bioguimica se desarrolld para incrementar la eficacia en el aisla-
miento de complejos proteico mediante el uso de proteinas conjugadas con dos eti-
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quetas (tags), una de las cuales suele ser CMP (Calmodulin-Binding Peptide) v la otra
un fragmento de la Proteina A, separados ambos por un sitio de corte de la proteasa
TEV (Tobacco Etch Virus) del virus del jaspeado del tabaco, cuya secuencia es ENLY-
FQ\S para crear el tag de purificacion por afinidad en tandem (TAP) [19]. Inicialmente
se utilizd en levaduras pero posteriormente se adaptd a células de mamifero [20].
Esta tecnologia ha sido muy utilizada para obtener una vision global de la biclogia de
sistemas de interactomas celulares [21]. En una primera fase, el complejo formado
por la proteina marcada es aislado mediante inmunoprecipitacion con anticuerpos que
se unen a la Proteina A. A continuacion, en lugar de hervir la muestra, se corta con
la proteasa TEV, liberandose el complejo de las microesferas de agarosa. El sobre-
nadante se incuba entonces con microesferas conjugadas con calmodulina, puesto
que CMP gueda entonces expuesto. Tras la incubacion v los lavados se afiade EGTA
que secuestra los iones de calcio causando la destruccion de la interaccion CMP-Cal-
modulina vy la liberacion del complejo proteico que se analiza por espectrometria de
masas utilizando diferentes estrategias. Existen diversas variaciones de esta técnica
usando diversos tags, como streptavidin-binding peptide, etc [22]. Las ventajas de la
doble purificacion son que elimina muchos contaminantes que quedan en el primer
aislamiento del complejo y a la vez se usan lavados suaves que mantiene la estructura
de los complejos proteicos [23]. Uno de los inconvenientes de esta técnica es debido
a que la calmodulina enddgena o las proteinas que se unen a ella pueden dificultar una
union eficiente en el segundo paso de purificacion; para evitar este problema se han
desarrollado diferentes tags. Otras limitaciones son el tamano relativamente grande del
lag, que puede ocasionar problemas para ser expresado, asi como la necesidad de
multiples pasos de lavado y cambios de solucion, que puede causar la pérdida de las
interacciones mas débiles.

2.5. Biotinilacion dependiente de proximidad (BiolD)
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Figura 2. Purificacion en tandem. Un lisado celular o tisular conteniendo una proteina de fusion con las regiones CBP-TSC-Proteina
A es incubado con anticuerpos y microesferas conjugadas con el antigeno correspondiente. La adicion de la proteasa TEV libera
el complejo proteico de interés que es capturado con una resina conjugada con calmodulina. Finalmente, mediante un compuesto
quelante de calcio se libera purificado el complejo de interés.
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La biotinilacion dependiente de proximidad se ha convertido en uno de los sistemas
mas eficientes para el estudio de la interactomica de proteinas individuales basado en
purificacion por afinidad y espectrometria de masas. En este método, la proteina de
interés se fusiona a una forma mutada de la biotin-ligasa de E.coli, denominada BirA*
[24]. Esta biotin-ligasa puede aln catalizar la formacion de biotina activada pero réapi-
damente se disocia del intermediario y continla la reaccion. De esta manera, el gen
fusionado a BirA* genera una nube de biotina activada in vivo que puede reaccionar
con el grupo amino épsilon de los residuos de lisina de forma covalente. Estas uniones
tan estables permiten el empleo de condiciones mas drasticas de lisis celular dado
gue no es necesario mantener el complejo. A continuacion, las proteinas marcadas
con biotina se pueden purificar utilizando resinas de estreptavidina. Las proteinas pu-
rificadas son analizadas posteriormente por espectrometria de masas. Esta estrategia
se ha utilizado para proteinas localizadas en distintos compartimentos celulares vy vias
de sefializacion [25, 26)].

Una descripcion completa de la técnica se puede encontrar en Lambert et al (2014)
[27]. Como en otros experimentos de interactomica es muy importante la inclusion de
controles negativos apropiados para evitar la deteccion de falsos positivos (por ejem-
plo, proteinas bictiniladas enddégenamente o proteinas marcadas que resulten de una
biotinilacion promiscua) para ello se utilizan células transfectadas con los vectores sin
el gen de interés o sin el gen de interés y sin BirA*. Generalmente se utilizan vectores
tipo Gateway para facilitar el clonaje de la proteina de interés fusionada a BirA* bien en
posicion N-terminal o C-terminal. Asimismo, los vectores disponen de un tag como
FLAG para poder llevar a cabo un “pull down” complementario, 1o que permite llevar a
cabo una comparativa con el método de biotinilacion. De hecho aunque se observa
cierto solapamiento en la poblacion de proteinas identificadas por ambas técnicas,
existen diferencias importantes que aconsejan el uso de ambas estrategias para obte-
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Figura 3. Biotinilizacion dependiente de proximidad. La expresion de una proteina de fusion con la biotinilasa BirA* en un contexto
celular produce el marcaje con biotina de las proteinas proximas a dicha enzima. Tras la lisis, las proteinas biotiniladas son capturadas
mediante una resina conjugada con estreptavidina. La purificacion del complejo se logra en condiciones denaturalizantes como alta
temperatura o SDS.

)
VN Manual de Protedmica 175



ner una representacion mas completa del interactoma.

Uno de los aspectos fundamentales de la técnica reside en el empleo de un sistema
inducible de expresion en células de mamifero derivado del sistema Flp-In T-REXx, en
el cual se pueden establecer lineas isogénicas v la expresion de proteinas se puede
controlar mediante un promotor inducible por tetraciclina. Esta estrategia resulta en
la integracion del gen a expresar en una localizacion cromosomica constante, una
poblacion celular homogénea de expresion regulada bajo el control del promotor de
tetraciclina. Sin embargo, esta ventaja constituye también una limitacion en si misma
dado que limita el empleo de esta técnica a un solo tipo celular y complica su uso en
las Iineas celulares (p.e. lineas establecidas de carcinomas) donde se han visto altera-
ciones en la expresion de dicha proteina. Para solucionar esta limitacion, los mismos
autores han desarrollado una nueva coleccion de vectores lentivirales para biotinilacion
proximal que pueden ser utilizados en cualquier linea celular sin restriccion [28], lo que
facilita el estudio de la proteina de interés en su modelo celular mas adecuado [29].

2.6. Enriquecimiento de factores de transcripcion

El aislamiento e identificacion por técnicas protedmicas de factores de transcripcion
ha sido especiaimente dificil debido a la baja abundancia de estos, incluso previo
aislamiento de los nucleos celulares [30]. Un sistema conocido como catTFRE, con-
sistente en un ADN sintético que contiene una coleccion concatenada en tandem
de secuencias consenso reconocidas por diversos factores de transcripcion se ha
empleado con éxito para la purificacion de dichos factores [31]. Recientemente he-
mos utilizado este método para realizar un “pull down” de extractos nucleares en dos
pares diferentes de células de cancer colorrectal, KM12SM/KM12C y SW620/480,
relacionadas genéticamente pero que difieren en la capacidad metastética. Los ex-
tractos nucleares de KM12 y SW se extrajeron con el fragmento de DNA catTFRE
biotinilado, recuperado después de la amplificacion por PCR, se digirieron con Lys-C
y tripsina, se analizaron mediante LC-MS “label-free” y se cuantificaron con MaxLFQ.
Encontramos 240 proteinas que muestran una desregulacion significativa en células
KM12SM altamente metastaticas en relacion con células KM12C no metastéticas v
257 proteinas alteradas en SW620 metastaticas vs SW480 [32]. Aungue el enfoque
catTFRE se propuso inicialmente para el enriquecimiento de los factores de transcrip-
cion debido a la presencia de regiones de union al concatémero, en nuestras manos
también se enriquecieron muchas clases de proteinas de union a ARN/ADN, union a
cromatina y dafo al ADN en el procedimiento de extraccion. Por o tanto, la estrategia
no fue particularmente selectiva para los factores de transcripcion. En cualquier caso,
identificamos un ndmero significativo de factores de transcripcion alterados en ambas
lineas celulares.

2.7. Otros sistemas de identificacion de complejos proteicos

El sistema CL7-Im7 tiene una gran afinidad entre sus constituyentes (Colicin E7 DNase
y su inhibidor Immunity protein 7) proporcionando un sistema de purificacion de alto
rendimiento en un solo paso. La proteina a estudiar se marca con CL7 v los lisados se
incuban con microesferas acopladas a Im7 [33].
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El sistema de trampa virica (virotrap) consiste en la fusion de la proteina de interés con
el dominio C-terminal de la proteina gag del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)
[34]. La presencia de gag en la célula provoca (incluso en ausencia del resto del virus)
la formacion de vesiculas a partir de la membrana plasmética. La purificacion de estas
vesiculas semejantes a virus se hace muy sencilla con la coexpresion de la proteina
G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) marcada con Flag, que se expresa en
la membrana plasmatica. Una vez purificadas, las vesiculas se rompen y su contenido
se analiza mediante las habituales técnicas protedmicas. La ventaja de este método
es que elimina la necesidad de lisar las células y de lavados intensos, 1o cual permi-
te eliminar muchas interacciones falsas entre proteinas separadas espaciaimente en
distintos organulos celulares y a la vez mantener interacciones relativamente débiles.
Sin embargo, actualmente este sistema sdlo se ha empleado en la linea HEK-293T;
adicionalmente, solo seria Util para proteinas de citoplasma o el lado citoplasmatico
de la membrana plasmatica. Posiblemente las proteinas mas abundantes también
aparezcan por azar en las vesiculas sin que constituyan interacciones con la proteina
de interés.

Para el aislamiento de proteinas de membrana plasmatica celular, un sistema clasico
es el marcaje de dichas proteinas con biotina mediante sulfo-NHS-SS-biotina. Tras
parar la reaccion, las células se lisan y se procede a la purificacion de las proteinas
marcadas con microesferas o geles de sepharosa conjugados con avidina o strepta-
vidina [35]. Se utilizd SILAC para comparar dos lineas celulares de cancer colorrectal:
KM12C y KM12SM, de diferente capacidad metastatica, para encontrar y cuantificar
las diferencias en la expresion de proteinas, principalmente a nivel de la superficie
celular. Después de la biotinilacion seguida de purificacion por afinidad, las proteinas
de la membrana se separaron mediante SDS-PAGE y se analizaron utilizando nanoflu-
jo LC-ESI-LTQ. Se identificaron un total de 291 proteinas de membrana vy proteinas
asociadas con un valor de p <0,01, de las cuales se encontrd que 60 proteinas se
expresaban de forma diferencial por mas de 1,5 veces. Identificamos una cantidad
de sefializacion celular, CD, integrinas y otras moléculas de adhesion celular (CDH17,
JUP) entre las proteinas mas desreguladas [35].

Otros métodos de marcaje por proximidad relacionados con el sistema BiolD son el
EMARS, SPPLA v el APEX. EMARS (activacion mediada por enzima de fuentes radi-
cales) es un sistema que acopla la peroxidasa de rabano picante (HRP) a la proteina a
estudiar 0 a una proteina a la que se une especificamente [36]. La adicion de perdxido
de hidrégeno vy de aril-azida conjugada con biotina permite el marcaje con biotina de
proteinas hasta 200-300 nm de la HRP, que seréan purificadas por los métodos ha-
bituales (matrices de estreptavidina). El inconveniente de esta técnica se debe sobre
todo al gran nimero de falsos positivos en la identificacion de interactores debido a la
activacion de aril-azida por enzimas intracelulares. En parte esto se puede solventar
mediante el uso de aril-azida conjugada con fluoresceina, dado que este compuesto
es mucho menos activado por enzimas enddgenos. Este sistema se usa con gran
éxito en estudio de lipid rafts, donde la HRP se conjuga con la toxina colérica, que
une gangliésidos especificos de estos dominios de membrana [37]. SPPLA (selective
proteomic proximity labeling assay using tyramide) es muy similar a EMARS, pero usa
como reactivo de marcaje tiramida conectada a biotina por un brazo de 12 carbonos
con un puente disulfuro, lo cual permite una mayor accesibilidad de la estreptavidina a
la biotina y la recuperacion de las proteinas purificadas en la resina mediante un agente
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reductor [38]. En contraste, APEX usa la ascorbato peroxidasa derivada del guisante o
de la soja (denominada APEX, de ahf el nombre del método), la cual es mas adecuada
para estudios intracelulares dado que es muy poco sensible a cambios en pH o con-
centracion de Ca?*. APEX puede fusionarse con una proteina de interés o bien a un
péptido sefial para localizarla en un organulo y marcar asf las proteinas de un compar-
timento celular exclusivo. Como en los métodos anteriores, la reaccion comienza con
la adicion de perdxido de hidrogeno y en este caso de fenoles acoplados con biotina.
Actualmente se usa una version mejorada de la peroxidasa denominada APEX2, que
tiene una actividad mayor y mas duradera [39, 40].

2.8. Tecnologias de unién covalente (cross-linking)

Las tecnologias de “cross-linking” completan los métodos anteriores para aumentar la
deteccion de interacciones débiles o transitorias [41]. Para ello, las interacciones entre
proteinas se estabilizan mediante una unidn covalente. Estos métodos se clasifican
generalmente en funcion de la naturaleza de la molécula empleada como conector: (i)
compuestos que reaccionan con el N-terminal de la proteina y los residuos de lisina, (i)
compuestos gue reaccionan con el C-terminal de la proteina y los residuos de aspar-
tico y glutamico, (iii) compuestos que reaccionan con los grupos tioles vy (iv) compues-
tos foto-reactivos. Estas técnicas son muy dependientes de varios factores. Es clave
la longitud de la molécula conectora empleada: cuanto mas larga sea, mayor sera
el nimero de interacciones detectadas. Pero este aumento de la sensibilidad viene
aparejado con una menor especificidad. La concentracion y el tiempo de exposicion
alas moléculas conectoras tienen un gran impacto en el nimero vy la especificidad de
interacciones posibles detectadas.

Entre las moléculas conectoras se hallan el glutaraldehido y el DSSO (disuccinimi-
dil-sulféxido).  Una de las més empleadas es el formaldehido que une proteinas a
distancias muy cortas, permitiendo una gran especificidad, y es reversible mediante
hervido de la muestra [42]. Usualmente se emplea con proteinas marcadas con es-
treptavidina. Tras la union covalente con formaldehido se purifica mediante una matriz
especifica conjugada con biotina y tras la elucion con biotina, la muestra se hierve y se
analiza mediante el método usual. Esta técnica es conocida como SPINE (strep-pro-
tein interaction experiment) [43]. Similar es la técnica de inmunoprecipitacion mediante
union covalente reversible (ReCLIP), donde se usan moléculas conectoras con tiol que
pueden ser procesadas [44]. Esta técnica permite realizar la inmunoprecipitacion en
condiciones muy estrictas de manera que se aumente la especificidad, eluyéndo el
inmunoprecipitado mediante el cambio de pH.

Otra posibilidad en estas técnicas de cross-linking consiste en el enriquecimiento es-
pecffico de los péptidos marcados con el conector (mediante cromatografia de exclu-
sion, cromatografia de afinidad, marcaje isotdpico, intercambio catidnico, etc.). Este
abordaje se emplea en las técnicas PIR (protein interaction reporter), donde la molécu-
la conectora va marcada a su vez con un tag, como por ejemplo biotina [45]. Especial-
mente disefiado para glicoproteinas de membrana que actlan como receptores se ha
desarrollado la técnica LRC-TCEPS (Ligand-receptor capture-trifunctional chemopro-
teomics reagents), que usa conectores con la doble capacidad de unir aminoacidos
(para el ligando) y azucares de las glicosilaciones (para el receptor), estando marcado
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con biotina [48]. Tras la aplicacion del conector, el lisado celular y la digestion proteica,
los péptidos marcados son purificados con una resina conjugada con estreptavidina.

Un problema severo de las técnicas de cross-linking consiste en que muchos de los
algoritmos de identificacion usuales en espectrometria de masas no son compatibles
con los marcajes covalentes, debido a la complejidad de las moléculas conectoras.

3. Analisis bioinformatico.
Eliminacion de contaminantes.

El andlisis del interactoma de una proteina comienza con el descarte de las proteinas
inespecificas existiendo para ello multiples herramientas bioinformaticas (ver revision
[47]). De hecho, la mayoria de las proteinas identificadas mediante diferentes técni-
cas protedmicas no forman interacciones especificas con la proteina problema [1, 2,
48]. Para seleccionar los auténticos interactores, una vez tengamos los péptidos y
proteinas identificados por el motor de busgueda vy la base de datos empleados, se
eliminan las proteinas que aparecen en el control utilizado inmunoprecipitado con anti-
cuerpo irrelevante, precipitado con proteina GST sin fusionar, etc.. Estas proteinas no
interactuantes o bien se unen inespecfficamente a la matriz de purificacion o bien son
tan abundantes que siguen apareciendo tras los pasos de purificacion. Se puede es-
tablecer un baremo para no eliminar proteinas que aungue se identifican en el control
son mucho mas abundantes en la muestra problema; por ejemplo, una diferencia de
3 veces en el nimero de péptidos identificados para una proteina o un determinado
ratio en las intensidades de los péptidos. Asimismo se pueden descartar los conta-
minantes comunes en estos ensayos protedmicos utilizando la web CRAPome [49]
(http://crapome.org). Otra web similar para eliminar falsos interactuantes se denomina
Straightforward Filtering Index, SFINX [23] (http://sfinx.ugent.be/). Respecto al criterio
de seleccion de proteinas, en caso de un Unico experimento se puede establecer
que cada proteina haya sido identificada por al menos dos péptidos. Si se cuenta con
réplicas nos podemos cefiir a las proteinas identificadas en varios replicados.

En ocasiones se Utiliza la técnica de SILAC en combinacion con los métodos de
interactomica para determinar interacciones “bona fide” y proporcionar un sistema de
identificacion de interacciones cuantitativo. Aunque se puede aplicar a las diversas
técnicas resulta especialmente Util cuando se intentan observar diferencias dinamicas
en los complejos proteicos. Por ejemplo, el método QUICK (quantitative immunopre-
cipitation combined with knockdown) consiste en una inmunoprecipitacion de una
proteina en dos lisados provenientes de dos poblaciones de células marcadas con
los isdtopos ligeros y pesados, una de las cuales ha sido silenciada para la proteina
a estudiar e inmunoprecipitar [50]. De esta manera se pueden eliminar muchas de las
proteinas inespecfficas purificadas en la inmunoprecipitacion. Otras técnicas de mar-
caje como ICAT o iITRAQ también pueden ser utilizadas para este tipo de estudios [51].

Otra fuente de contaminacion en algunas estrategias se produce durante la lisis ce-
lular. Este paso puede desestabilizar las interacciones mas debiles, generando falsos
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positivos al poner en contacto proteinas que No podrian interactuar en condiciones
fisiologicas al estar espaciamente separadas en diferentes localizaciones celulares
[1]. Si se conoce la localizacion de la proteina estudiada, se pueden eliminan protei-
nas que in vivo no deberian interactuar con la proteina en cuestion. Por ejemplo, una
proteina de membrana plasmatica o secretada no deberia interactuar con proteinas
nucleares o mitocondriales, aungue conviene tener en cuenta que muchas proteinas
tienen varias localizaciones diferentes donde pueden ejercer distintas funciones. Para
conocer la localizacion de proteinas es especialmente Util la web COMPARMENTS
[52] (https://compartments.jensenlab.org/Search). Por Ultimo, se pueden eliminar o
cuestionar aguellas proteinas cuya funcion implique la interaccion transitoria con otras
proteinas, tales como: proteinas ribosomales, chaperonas y proteinas involucradas en
modificacion posttraduccional o involucradas en la degradacion (ubiquitinasas, protel-
nas del proteosoma). En caso de proteinas de membrana o secretadas se incluirfan
aqui también las proteinas implicadas en transporte de vesiculas entre diferentes com-
partimentos. Estas proteinas pueden ser relevantes para conocer como la proteina es
transportada, glicosilada o degradada, es decir como es regulada.

El resto de proteinas identificadas en la inmunoprecipitacion por anticuerpos se pue-
den considerar que interaccionan especificamente con la proteina a estudiar, aunque
deben ser validadas posteriormente utilizando técnicas ortogonales. Las interaccio-
nes ya publicadas se pueden consultar en BioGRID (Biological General Repository
for Interaction Datasets) [https://thebiogrid.org/]. Para determinar las funciones de las
proteinas identificadas existen numerosas herramientas biocinformaticas que podemos
emplear. Una de las mas empleadas es STRING (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins), que proporciona una visualizacion de las interacciones
entre proteinas conocidas o predichas por diferentes fuentes [https://string-db.org].
Adicionalmente proporciona informacion sobre los procesos biologicos, funciones
moleculares y componentes celulares. Muy similar es DAVID (Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery) que ademas proporciona la identificacion de
vias de sefalizacion, asociacion con enfermedades y expresion por tejidos [https://
david.ncifcrf.gov/tools.jsp]. Una descripcion mas detallada de cada proteina se pue-
de consultar en la web GeneCards [https://www.genecards.org/], mientras que para
rutas moleculares es muy Util KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
[https://www.genome.jp/kegg/].

4. Conclusiones

Se han revisado aquf algunas de las técnicas de purificacion por afinidad mas utiliza-
das en la caracterizacion del interactoma, indicando algunas de las limitaciones y difi-
cultades asociadas. En este tipo de andlisis, mas que en ningdn otro, son esenciales
los controles de calidad para evitar la deteccion de proteinas inespecfficas, tanto de
falsos positivos como de falsos negativos. Siempre es necesario llevar a cabo valida-
ciones de tipo ortogonal mediante experimentos de coinmunoprecipitacion, microsco-
pia confocal, afinidad, etc. que permitan validar inequivocamente las observaciones
obtenidas por espectrometria de masas. Por otro lado, hay que tener en cuenta que la
mayoria de las técnicas descritas ofrecen fundamentalmente un punto de vista estati-
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co dando lugar a solapamientos incompletos entre las interacciones proteina-proteina
capturadas por las diferentes estrategias [53, 54]. Sin embargo, las redes de interac-
cion proteica son extremadamente dinamicas y responden de forma dispar frente a
estimulos externos. En resumen, las redes de proteinas presentan una extraordinaria
complejidad que requiere multiples estudios para llegar a las conclusiones correc-
tas. En este sentido, estrategias como BiolD permiten obtener representaciones mas
completas y una imagen mucho mas dinamica de las diferentes interacciones de una
proteina en un periodo largo de tiempo que la foto fija obtenida por estrategias como
la inmunoprecipitacion o el “pull down”.
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1. Introduccion.

La secuenciacion completa del genoma humano en el afo 2000 desentrand el pri-
mer nivel de complejidad de la biclogia humana vy supuso la aparicion de nuevos
métodos analiticos en el ambito de la investigacion biomédica. Desde entonces se
han desarrollado una gran cantidad de proyectos cuyo objetivo es la identificacion de
patrones de expresion genica asociados a los distintos tipos y subtipos de tumores,
y la identificacion de mutaciones somaticas incluyendo cambios en el nimero de
copias (deleciones y amplificaciones de ADN) y mutaciones puntuales (SNVs). Todos
estos resultados estan siendo incorporados a la investigacion en oncologia y se han
obtenido diversas evidencias de que este conocimiento puede servir para mejorar los
tratamientos y ayudar a la deteccion precoz de enfermedades (1). En aplicaciones
como la clasificacion de tumores empleando sus caracteristicas moleculares, se ha
incrementado la capacidad para distinguir subtipos dentro de un mismo tipo tumoral
permitiendo un prondstico y un tratamiento mas adecuado gracias a la estratificacion
de los pacientes (2). Por ejemplo, la presencia o ausencia de una mutacion en un
gen determinado puede tener un efecto determinante en la respuesta del paciente al
tratamiento (3).

Tras los mencionados avances en gendmica, el estudio de las proteinas codificadas
por el genoma (proteoma) es el siguiente paso para comprender la fisiologia huma-
na, tanto en individuos sanos como enfermos. El estudio del proteoma, a pesar de
presentar similitudes con el estudio del genoma, supone un gran desafio para la co-
munidad cientifica. La Organizacion del Proteoma Humano (HUPO, http://www.hupo.
org) esta coordinando las iniciativas para describir el proteoma humano de una forma
sistematica, asi como su implicacion en las distintas enfermedades. En concreto, a
través del Proyecto Proteoma Humano (HPP), un esfuerzo internacional que aglutina a
centros de investigacion de 22 paises del mundo y del que forma parte el consorcio
espanol del HPP (spHPP). En esta tarea se esta empleando la tecnologia que se con-
sidera actualmente mas potente para la realizacion de experimentos de protedmica a
gran escala, la espectrometria de masas (MS) (4).

La Proteogendmica, un area de estudio que integra la Gendmica y la Protedmica, tiene
mucho que aportar en el proceso de caracterizacion del proteoma humano al igual
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gue ya ha demostrado ser de utilidad en otros ambitos (5,6). Su objetivo principal es
lograr la anotacion detallada de cada gen mediante la asignacion de péptidos a los es-
pectros detectados en experimentos de MS utilizando datos de secuencia de genes
o transcritos a nivel de genoma completo, DNA-Seq o RNA-Seq (7). Esta metodologia
se ha aplicado con éxito en organismos no utilizados como modelo y que por ello ca-
recen de bases de datos de referencia para sus proteinas (8). Sin embargo, la integra-
cion de grandes cantidades de datos de RNA-Seq y MS supone un gran reto, como
por ejemplo la generacion eficiente de bases de datos no redundantes a partir de los
datos de RNA-Seq (9). Estas dificultades se han abordado con éxito permitiendo la
integracion de la cuantificacion del proteoma humano a gran escala con la informacion
del transcriptoma y de los polimorfismos del ADN, y revelar asi los multiples y diversos
mecanismos reguladores de la expresion génica (10).

El integrar datos de protedmica con datos de transcriptomica y gendémica a gran esca-
la proporciona informacion valiosa con distintas aplicaciones, ya que los péptidos asf
identificados proporcionan informacion Unica para la anotacion de genes, la confirma-
cion de la traduccion de un transcrito o la prediccion de nuevos genes (11). Ademas,
los patrones de expresion génica especificos de tejido o tipo celular pueden guiar la
blsqueda de proteinas hasta ahora no detectadas mediante MS o la identificacion de
variantes de proteinas resultantes del proceso de corte y empalme alternativo, poli-
morfismos de aminodcidos o modificaciones postraduccionales (12). En el caso del
HPP se ha utilizado la informacion de la expresion génica para disefar experimentos
de protedmica dirigidos hacia la identificacion de proteinas para las que adn no hay
evidencias experimentales fiables (13-17). La deteccion de polimorfismos de aminoa-
cidos (SAPs) es otra aplicacion relevante, ya gue en el ambito clinico los SAPs pueden
ser responsables, por ejemplo, de la resistencia a antibidticos de una bacteria o de su
virulencia (18). También se han descrito SAPs relacionados con el cancer colorrectal
(19), asociados a obesidad y diabetes (20), o como biomarcadores de determinadas
enfermedades (21). Ademas empleando esta estrategia es posible detectar péptidos
generados a partir de la traduccion de transcritos que no se habian descrito previa-
mente o que eran considerados no codificantes (péptidos noveles) en todo tipo de
muestras bioldgicas. En los siguientes apartados profundizaremos en las aplicaciones
de la Proteogendmica ya mencionadas.

2. Proteogendmica en el Proyecto
Proteoma Humano (HPP).

El HPP es un proyecto disenado en 2010 con dos iniciativas principales: caracterizar
y definir métodos analiticos para cada una de las proteinas del proteoma humano
utilizando las técnicas emergentes disponibles en ese momento (C-HPP), v propor-
cionar los medios para poder identificar y cuantificar las proteinas en distintas  con-
diciones experimentales y patologias, entre ellas cancer, enfermedades metabolicas,
enfermedades reumatoides, etc. (BD-HPP). La estrategia utilizada para desarrollar el
proyecto C-HPP consistié en dividir el proteoma de manera que grupos cientfficos de
diferentes nacionalidades caracterizaran cada uno de los cromosomas (12,13). Los 24
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cromosomas mas el proteoma codificado por el genoma mitocondrial se repartieron
entre 25 equipos cientfficos de 22 paises diferentes. A pesar de Utilizar la tecnologia
mas puntera, tanto la identificacion de proteinas de baja abundancia como distinguir
las isoformas de las proteinas presentes en una célula determinada suponen un gran
reto. La gran heterogeneidad de las proteinas y su amplio rango dindmico, entre otras
razones, restringen la capacidad de deteccion y cuantificacion a gran escala de las
proteinas (4). Por ello las proteinas que todavia no han sido detectadas mediante expe-
rimentos de MS han sido denominadas “missing proteins”. Los grupos que participan
en el C-HPP estan utilizando la Proteogendmica para integrar datos transcriptdmicos
y protedmicos, confiando en los métodos de secuenciacion de ARN para guiar 1os
analisis de protedmica a gran escala (13). De esta forma, mediante la Transcriptomica
es posible sugerir lineas celulares preferenciales donde detectar determinadas protei-
nas. Esta actividad del consorcio ha generado nuevos métodos proteogendmicos y
herramientas bioinformaticas (22,23).

El spHPP esté contribuyendo a esta iniciativa enfocandose en la deteccion y anotacion
bioldgica de los genes y proteinas del cromosoma 16. El consorcio espanol establecid
su estrategia general y objetivos durante una primera reunion celebrada en Madrid
(Espafia) el 2 de abril de 2012. Se basa en la plataforma ProteoRed perteneciente
al Instituto de Salud Carlos Il (ISCIll), un consorcio de protedmica integrado por 21
laboratorios de protedmica con mas de 11 afios de experiencia en la coordinacion de
actividades multicéntricas, compartiendo tecnologia de vanguardia, estandarizacion
de datos, bicinformatica e investigacion. Tanto los datos publicos o generados en
el propio consorcio, como los métodos bioinformaticos desarrollados durante estos
afios para la deteccion y caracterizacion de las proteinas “missing” se detallan a con-
tinuacion.

2.1. Fuentes de informacion para la anotacién del genoma y el proteoma enn
el contexto proteogenémico del C-HPP

Aungue se han publicado ya varios borradores del proteoma humano basados en
MS en los que se identificaron mas del 95% de la proteinas humanas (24,25), apro-
ximadamente el 15% del proteoma humano no ha sido detectado de forma fiable. Es
decir, evitando asignaciones de espectros a secuencias de péptido (PSM) ambiguas
que provocan identificaciones dudosas a nivel de proteina. La iniciativa C-HPP se ha
propuesto utilizar Unicamente informacion de deteccion de proteinas que cumpla cri-
terios estrictos de asignacion para evitar dichas identificaciones erréneas. NeXtProt es
la base de datos de referencia para la anotacion de las proteinas humanas que sigue
estos principios (26). Esta base de datos asigna evidencia experimental para cada
proteina humana distinguiendo cinco niveles: PE1 (evidencia experimental a nivel de
proteina), PE2 (evidencia experimental a nivel de transcrito), PE3 (proteina inferida por
homologia), PE4 (proteina predicha a partir de la secuencia de un gen) y PES (proteina
incierta por la dudosa posibilidad de que se traduzca). En la Tabla 1 se muestra la
informacion de la version 2018-01-17 de neXtProt para cada cromosoma.

Para generar la clasificacion mencionada, nextProt integra informacion de UniProtkB,
gendmica (dbSNP, COSMIC), transcriptomica (BGee), deteccion de proteinas con an-
ticuerpos (Human Protein Atlas, HPA) v en base a experimentos de espectrometria
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Genes Nivel de Nivel de Nivel de  Proteinas

Entradas Inciertas  Proteinas

Cromosoma neXtProt codific’antes proteina transcrito homologia predichas (PES5) "missing"”
proteinas (PE1) (=] (PE3) (PE4)

1 2063 2041 1793 149 71 8 51 208
2 1273 1249 1160 81 18 1 16 100
3 1077 1072 960 81 18 3 15 102
4 762 752 677 50 20 1 20 71
5 872 881 776 76 9 3 10 88
6 1111 1040 1001 89 14 6 29 109
7 939 907 791 93 9 4 43 106
8 703 668 508 59 14 2 41 75
9 809 776 672 70 21 14 34 105
10 750 726 660 65 8 1 16 74
1 1325 1305 1106 181 97 2 40 280
12 1031 1036 923 70 15 2 22 87
13 329 321 292 22 2 1 12 25
14 677 613 588 44 27 3 15 74
15 600 597 507 48 14 1 32 63
16 837 860 745 67 9 1 23 77
17 1166 1183 1038 89 13 4 23 106
18 276 269 248 15 1 2 10 18
19 1433 1472 1259 114 27 2 33 143
20 550 543 478 51 3 5 13 59
21 252 230 191 22 15 1 23 38
22 497 442 426 44 5 1 21 50

838 842 731 86 22 6 29 114

47 45 37 12 1 0 7 13
MT 15 13 15 0 0 0 0 0
Todo 20232 19883 17672 1678 453 74 578 2205

Tabla 1. Numero de proteinas de cada cromosoma y su correspondiente evidencia experimental segun la version 2018-01-17 de
neXtProt (26).

de masas (PeptideAtlas), informacion de estructura 3D (Protein Data Bank, PDB), v
modificaciones post-traduccionales extraidas de publicaciones (https://www.nextprot.
org). Las proteinas de los niveles PE2, PE3 y PE4 son las consideradas como pro-
teinas “missing’, cuyo ndmero ha ido modificandose en los Ultimos afios debido a la
evolucion de los criterios utilizados para dar como detectada una proteina y al trabajo
realizado para la deteccion fiable v robusta de estas proteinas cumpliendo dichos cri-
terios (27). En concreto, las evidencias MS de una proteina son consideradas validas
cuando: 1) la tasa de falsos positivos 0 FDR es menor del 1% a nivel de PSM, péptido
y proteina; 2) se ha detectado mas de 1 péptido de al menos 9 aminodcidos; 3) por
lo menos 2 de dichos péptidos son proteotipicos, péptidos Unicos de dicha proteina
gue no son compartidos con otras proteinas teniendo en cuenta las distintas posibles
variantes o SNVs de los mismos.

Una vez bien definidas las proteinas “missing”, los esfuerzos se han dirigido hacia su
deteccion. Se ha analizado una cantidad ingente de datos, incluyendo nuevos expe-
rimentos y datos publicos de lineas celulares, tejidos normales y tumorales tanto de
microarrays 0 de RNA-Seq para el transcriptoma como de protedmica shotgun para
el proteoma (14-17,28). El gran nimero vy la diversidad de las muestras disponibles
facilitan el uso de la Proteogendmica para localizar el tejido especffico o la condicion
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experimental en la que se expresa una proteina ‘missing” determinada. Hay que agra-
decer a iniciativas como ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements), HBM (Human
BodyMap 2.0 de lllumina), CCLE (29), expO (Expression Project for Oncology) y NCI60
(30), el que pongan a disposicion de la comunidad cientifica datos de tanto valor. En
la Tabla 2 se resume el tipo, nuimero vy disponibilidad de los datos.

TIPO DE
PROYECT FUENTE MUESTRA DISPONIBILIDAD REFERENCIA
| _e s EXPERIMENTO S
TRANSCRIPTOMA
Lineas MCF7,
spHPP CCD18, GSE40168 Microarray (14)
celulares
Jurkat
Tejidos .
HBM humanos | 1016100 GSE0611 RNA-seq (15)
uManos
normales
Lineas MCF7.
ENCODE k562, http://genome.org.es RNA-seq (23)
celulares
HepG2
COLE Lineas 917 lineas GSE36133 microarray, (18),(17)
celulares celulares RNA-seq
Tejidos 2158 muestras
expO humanos | de 156 tejidos GSE2109 microarray (16)
tumorales distintos
Roth et al Tejidos 352 muestras
’ humanos de 65 tejidos GSE35626 microarray (16)
(2006) -
normales distintos
PROTEOMA
Lineas MCF7,
SpHPP CCD18, PXD27330-PXD27369 Shotgun (14)
celulares
Jurkat
MCF-7, PXD000442,
Lineas Jurkat, PXD000443,
spHPP cellares | RAMOS, PXDO000447, Shotgun (19)
CCD-18Co PXD000449
PXD001468,
PXD002367,
Lineas PXD001242,
8 tejidos PXD000754,
PRIDE Cet‘eu.‘@rsss Y1 humanos PXDO00BOS, Shotgun °8)
! PXDO00004,
PXD000269,
PXD002145
NCI-60 Lineas 59 lineas http://1 29.W87‘.44‘58:7070/NCI60/ Shotgun (17)
celulares celulares main/index

Tabla 2. Datos publicos utilizados para identificar proteinas “missing” mediante la integracion de informacion transcriptémica y proted-
mica. spHPP (spanish Human Proteome Project), CCLE (Cancer Cell Line Enclyclopedia), expO (expression project for Oncology),
PRIDE (The PRoteomics IDEntifications database) NCIBO (Cancer cell line panel of National Cancer Institute). Los datos con identifi-
cacion “PXD" proceden de la base de datos PRIDE.

2.2. Métodos bioinformaticos desarrollados para la deteccién de proteinas
“missing”

La informacion mencionada en el apartado anterior ha sido analizada en profundidad
mediante diversos flujos de andlisis para definir el conjunto de genes que se expre-
san en cada una de las miles de muestras consideradas vy asi dirigir la bUsqueda de
las proteinas de interés. Ademas se han desarrollado métodos bioinformaticos para
aumentar la eficacia en la seleccion de la muestra adecuada (16) y para mejorar la
cobertura obtenida en los experimentos de protedmica (17). Se han conseguido pre-
decir las muestras bioldgicas en las que es mas probable la deteccion de las proteinas
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‘missing” aplicando un método de clasificacion Bayesiano sobre datos de expresion
génica de mas de 3400 experimentos de microarrays, y de las caracteristicas de los
genes codificantes de proteinas (Figura 1) (16).

neXtProt Ensembl GEO
) ) )
Proteina con Az Experimentos
. - Anotacion L
evidencia . publicos de
q genomica o
experimental microarrays
_ U _
Longitudes de ADN
codificantes Lineas celulares
3'UTR, 5 UTR (GSE36133)
Bl Sl Dominios de proteinas Tejidos normales
9 Familias de proteinas (GSE3526)
Emsembl Muestras tumorales
Rutas KEGG (GSE2019)
Categorias GO
Caracterizacion de Anélisis Andlisis de datos
proteinas “missing” especificidad fRMA barcoding
de tejido
Clasificador
Naive Bayes

Clasificacion de las
proteinas (probabilidad de
deteccion en la muestra)

Figura 1. Flujo de andlisis bicinformético desarrollado para la caracterizacion y localizacion de las proteinas ‘missing”. Los experimen-
tos publicos de microarrays de expresion utilizados en el andlisis se detallan en la figura.

La caracterizacion de las proteinas “missing” (Figuras 2a 'y 2b) nos ha permitido descu-
brir que los genes codificantes de estas proteinas tienen una menor expresion y son
mas cortas que los genes codificantes de las proteinas que si son detectadas por
MS. Ademés, el clasificador desarrollado es capaz de proponer la muestra en la que
sera mas facil detectar una proteina determinada (Figura 2c), y sefiala los tejidos en los
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que es posible detectar un mayor nimero de proteinas “missing”, que son testiculo,
cerebro y musculo esquelético. Estos resultados fueron incluidos en la actualizacion
del estado del proyecto HPP en 2015 (31).

5 .nomissing s 3 s E"‘?":s“ 9
. . 204 : . : missing
missing H
.
]
4
154 A
s o . : 2
2 S : - i
3 & :
g M ; : :
23 © $ } i
S 5 104 i i <
3 4 3
o H :
8 = H 1 i
! H H
H
| i
2
54
1 H
04
.
N N . .
. .
0.
-5
5'UTR FUTR cDS Lineas Tejidos Muestras
celulares normales tumorales

NormalTissues_testes_5_GSM80853 - Il l Il l

NormalTissues_testes 2 GSM80869 - I
NormalTissues_testes_1_GSM80868 -I . I . lI III. I I
NormalTissues_spleen_2_GSM80808 - l
NormalTissues_spleen_1_GSM80807 - l
NormalTissues_skeletal_muscle_2_GSMBO790 - I
NormalTissues_putamen_4_GSM80571 - I l
NormalTissues._pituitary_gland_5_GSM80800 - l l
NormalTissues_parietal_lobe_4 GSM80747 - I
NormalTissues_nodose_nucleus_4_GSM80771 - II
NormalTissues_midbrain_5_GSM80703 - I
NormalTissues_colon_cecum_10_GSM80632 - I
NormalTissues_cerebral_cortex_7_GSM80640 - .
NormalTissues_cerebellum_5 GSM80626 - I I
NormalTissues_cerebellum_4_GSM80619 - .
NormalTissues_cerebellum_2_GSM80617 - I
NormalTissues_cerebellum_1_GSM80616 - I
NormaiTissues_bone_marrow_10_GSMB80604 - I
NormalTissues_amygdala_3 GSM80567 - l
§

SEC14L5 -
SLC5A11 -
SNAI3 -
TEKTS -
TSNAXIP1 -
ZCCHC14 -
ZNF19 -
ZNF500 -
ZNF821 -
P2 -

Figura 2. Caracterizacion y localizacion de las proteinas “missing”. (A) Distribucion de la longitud de las regiones 5" UTR, 3" UTR y
codificante (CDS) para los genes codificantes de proteinas ‘missing” y de proteinas detectables (“nonmissing”). (B) Distribucion de
los valores medios del z-score de expresion para las lineas celulares, tejidos normales y muestras tumorales. (C) Proteinas “missing”
del cromosoma 16 v tejidos normales donde es méas probable que se estén expresando.

Por otra parte, se ha propuesto también la integracion de los resultados de diferentes
motores de busqueda para aumentar la cobertura del proteoma que somos capaces
de detectar en un experimento de protedmica. En el caso del spHPP se han incluido
los motores de busgueda Comet, Mascot, OMSSA y XITandem en el andlisis proteo-
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genomico de las lineas tumorales caracterizadas por la iniciativa NCIBO (Figura 3) (17).

Los resultados de estos motores de blsqueda se complementan aumentando la posi-
bilidad de detectar péptidos que cumplan todos los criterios establecidos por el C-HPP
para identificar proteinas “missing”. En total se realizaron mas de 3600 busguedas y los
péptidos detectados con FDR<1% a nivel de PSM, péptido y proteina se muestran en
la Figura 4a. Ademas se ha desarrollado un clasificador para evaluar la detectabilidad
de un péptido en base a su secuencia. Para ello se utilizé la informacion de GPMDB
(32) sobre el nimero de veces que se ha detectado cada péptido v las propiedades
fisico-quimicas de esos mismos péptidos aimacenadas en la base de datos AAIndex
(Figura 4b) (33). Se comprobd que el porcentaje de péptidos detectables es mayor en
las proteinas ya identificadas por MS mientras que en las proteinas “missing” es menor
(Figura 4c). Este clasificador tiene una aplicacion de especial relevancia a la hora de

Datos RNA-seq

Lineas celulares CCLE

Datos proteémicos
Lineas celulares NCI-60

v v
*.mgf *.bam
T —
Comet Mascot Omssa XlTandem Cuantificacion
(hg19, Gencode v19)
| ! ! !
psmFDR < 1% psmFDR < 1% psmFDR < 1% psmFDR < 1%
pepFDR < 1% pepFDR < 1% pepFDR < 1% pepFDR < 1%
protFDR < 1% protFDR < 1% protFDR < 1% | protFDR < 1%
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Digestion triptica
Péptidos
Unicos
I
Peptide unicity
checker
—
" Proteinas
“missing”
detectadas
Seleccion
de muestras
Proteinas
“missing”
seleccionadas
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Figura 3. Esgquema del andlisis integrado de experimentos shotgun de protedmica (NCIBO) y experimentos transcriptémicos de RNA-
Seq (CCLE) basado en los resultados de 4 motores de busqueda para identificar proteinas “missing’”.
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validar proteinas “missing” detectadas con un solo péptido, o “one hit wonders”. En
este caso hay que disefar experimentos de protedmica dirigidos (MRM) para detectar
mas peptidos unicos de dicha proteina y el clasificador puede identificar aquellos pép-
tidos que son detectables por espectrometria facilitando asi su validacion (Figura 4c)

A B <]
Mascot Comet -
@ 4
o
kel
©
S ©
3 o
‘»
c
o]
n <
o
N -
o
=g
P
1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
OMSSA Especificidad
missing (péptit no ) Proteinas missing (péptidos detectados) Proteinas no missing
0/100 0/100 0/100

50 50 50

Figura 4. Identificacion de proteinas ‘missing” en lineas celulares tumorales y estudio de la detectabilidad de sus péptidos. (A) Numero
de péptidos Unicos detectados con cada motor de busqueda utilizado y teniendo en cuenta todos los experimentos analizados. (B)
Evaluacion mediante curvas ROC de los distintos clasificadores desarrollados para distinguir la detectabilidad de un péptido. Méto-
dos de clasificacion utilizados: RPART, C5, JRIP, Random Forest (RF), PART, regresion parcial por minimos cuadrados (PLS), modelo
lineal general (GLM), Naive Bayes (NB), red neuronal (NNET), y maquinas de soporte vectorial (SVM.R). (C) Porcentaje de péptidos
detectables predichos, representado en color rojo, para distintos conjuntos de péptidos: péptidos no detectados de proteinas “mis-
sing", péptidos detectados de proteinas “missing”, y péptidos detectados de proteinas que no son ‘missing’”.

3. Analisis proteogendmico para la deteccion de
peéptidos mutados.

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, y representa
el 15% del numero total de muertes anuales. Ademas, en las proximas décadas, se
espera que la tasa de mortalidad debida al cancer se duplique. Hay mas de 200 tipos
de cancer y cada uno se puede clasificar en varios subtipos con diferentes caracte-
risticas moleculares vy clinicas (34). Esta complejidad explica la heterogeneidad obser-
vada en la respuesta a terapia y la tasa de supervivencia de los pacientes (35). Las
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mutaciones de la secuencia de ADN impulsan la transformacion neoplasica y causan,
entre otros efectos, el crecimiento celular descontrolado (36). Por lo tanto, la identifi-
cacion del catdlogo completo de aberraciones de ADN es imprescindible para mejorar
no solo la prevencion del cancer y su deteccion precoz sino también su tratamiento.

El desarrollo de tecnologias de secuenciacion masiva (NGS) ha acelerado el descu-
brimiento de mutaciones genéticas como sustituciones, deleciones, inserciones, o
amplificaciones (37,38). La secuenciacion del exoma o la del genoma completo han
demostrado ser los métodos més valiosos para identificar mutaciones relevantes para
el diagnostico y tratamiento de enfermedades humanas, incluido el cancer (39). La
identificacion de mutaciones en la linea germinal (40) v la identificacion de mutaciones
somaticas en cancer (41) son el principal objetivo de estos experimentos. Para cum-
plir dicho objetivo se han llevado a cabo proyectos de caracterizacion a gran escala
como el Proyecto del Genoma del Cancer (CGP, http://www.sanger.ac.uk/genetics/
CGP), el Consorcio Internacional del Genoma del Cancer (ICGC, https://dcc.icge.org)
y The Cancer Genome Atlas (TCGA, http://cancergenome.nih.gov). Desde su inicio en
20086, el proyecto TCGA ha caracterizado mas de 10,000 muestras tumorales de 34
tipos diferentes de cancer, utilizando secuenciacion de alto rendimiento. Los analisis
bicinformaticos de esta gran cantidad de datos han identificado mas de diez millones
de mutaciones (42).

Por otro lado, los principales avances en Proteogendmica se han realizado en la inves-
tigacion del cancer y, mas especificamente, en la deteccion de cambios especificos
del proteoma en el tumor. Los SAPs pueden provocar el inicio de la enfermedad, su
progresion o cambios en la respuesta al tratamiento (43,44). La etapa critica en el
andlisis proteogendmico de muestras tumorales es la generacion personalizada de las
bases de datos de secuencias de péptidos necesarias para realizar las busquedas
de MS. Se han descrito diferentes enfoques basados en el procesamiento de datos
genomicos, tanto a partir de experimentos de DNA-Seq como de RNA-Seq (9,456,46).
En este contexto, la gran cantidad de experimentos disponibles en proyectos como la
TCGA suponen un recurso particularmente valioso para consolidar esta metodologia
en el entorno de la oncologfa clinica.

3.1. Generacién de bases de datos de péptidos mutados

Para identificar SAPs en muestras tumorales a partir de las mutaciones somaticas
descritas en el proyecto TCGA proponemos el flujo de andlisis mostrado en la Figura
5. En este andlisis se ha tenido en cuenta la informacion de 10183 exomas pertene-
cientes a pacientes de 31 tipos de cancer diferentes, incluyendo algunos de los méas
prevalentes en la poblacion mundial (47).

La informacion de mutaciones sométicas se obtuvo en el portal de la TCGA vy los
ficheros MAF correspondientes se procesaron utilizando cddigo de R propio. De esta
forma se identificaron 3,009,480 variantes Unicas sin tener en cuenta ningdn tipo de
filtrado. A partir de los SNVs mencionados se generd una base de datos que incluia la
prediccion del efecto causado por dichas mutaciones para lo cual se reanotaron con
VelP (48) todos los exomas. Este programa convierte cada SNV a las coordenadas de
aminoacidos correspondientes y proporciona las predicciones sobre su posible efecto
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Figura 5. Esquema general de la creacion de las bases de datos personalizadas para la identificacion de SAPs. Se muestran las
distintas fases del andlisis en color azul, los formatos de ficheros en verde, las bases de datos en rojo y las herramientas bioinfor-
maticas en naranja.

calculadas por SIFT (49) y PolyPhen-2 (50). Esta informacion fue utilizada para filtrar los
SNV sinénimos utilizando el entorno estadistico R / Bioconductor de manera que solo
conservamos aqguellos SNV clasificados como “missense” y que por tanto producen
cambio en la secuencia de la proteina resultante. En total se identificaron 1,161,751
variantes gendmicas unicas y no sindnimas cuya distribucion segun los distintos tipos
de cancer analizados se muestra en la Figura 6a. La relacion entre el nimero de genes
y el ndmero de mutaciones detectadas en cada gen se representa en la figura 6b.
Cabe destacar que hay mas de 12,000 genes con al menos 50 variantes.

La estrategia utilizada para generar la base de datos de SAPs a partir de las varian-
tes no sindnimas identificadas consistio en: 1) extraer del archivo FASTA de secuen-
cias proteicas de Ensembl (version 75) la secuencia de 80 aminoacidos adyacente
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al aminoécido mutado; 2) comprobar el aminoacido de referencia v la posicion de la
mutacion para filtrar aguellos casos donde se detecte una discrepancia (51). De esta
forma sdlo se almacenan en la base de datos aquellos péptidos mutados que no se
dan en la referencia. En este caso, la base de datos incluia 1,525,055 SAPs Unicos
pertenecientes a 92,412 proteinas y 19,925 genes. Estas variantes genéticas, como
se muestra en la Figura 5, fueron anotadas con informacion clinica procedente de
COSMIC (52) y ClinVar (53) para facilitar la posterior interpretacion de los resultados.
Ademas de esta base de datos con las variantes encontradas en los pacientes de la
TCGA, también se prepararon 3 bases de datos adicionales especfficas para hepato-
carcinoma (LIHC), cancer de colon (COAD) y cancer de mama (BRCA). En este caso
se incluyeron en cada base de datos solamente las variantes observadas en los tipos
tumorales correspondientes.
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Figura 6. Variantes no sinénimas identificadas en la TCGA. (A) Numero de variantes en cada tipo tumoral. (B) Numero de genes en
funcién del nimero de variantes detectadas en cada gen. (Ver Apéndice para las siglas de los distintos tumores).
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3.2. Andlisis de experimentos de proteémica para la deteccidén de péptidos
mutados

Las bases de datos en formato FASTA generadas en el apartado anterior se utilizaron
en el andlisis de experimentos protedmicos de alto rendimiento para detectar pepti-
dos mutados en lineas celulares (47). En concreto, se emplearon experimentos de
protedmica shotgun generados por el spHPP de 4 lineas celulares tumorales cuyos
datos estén almacenados en PRIDE (54), y se demostrd que la aproximacion proteo-
genomica propuesta es eficaz y consistente (Figura 7). Las lineas celulares analizadas
fueron Jurkat (Iinea celular de linfoblastos de células T humanas), CCD18 (linea celular
de fibroblastos de colon humano), MCF7 (linea celular de adenocarcinoma de mama
humano) y Huh7 (Iinea celular de hepatocarcinoma humano), y los correspondientes
identificadores del repositorio ProteomeXchange (http: //www.proteomexchange.org)
son: PXD000039, PXD000442, PXD000443 y PXD000449.

Experimento ) .

Ficheros mgf ] Proteinas )
Busqueda Filtrado
proteinas espectros

[ Ficheros mgf }—( Busql.'neda H SAPs )
proteinas
Mascot

Comet
. SAPs
[ R/Bloconductor} ( TS )

Figura 7. Flujo de andlisis bicinformético para la identificacion de SAPs en experimentos shotgun de protedmica. Se muestran las dis-
tintas fases del andlisis en color azul, los formatos de ficheros en verde, las bases de datos en rojo v las herramientas bioinformaticas
en naranja. Los resultados del andlisis se han remarcado en rojo.

|

Para realizar el estudio se emplearon los ficheros mgf y se utilizaron varias combina-
ciones de motores de busqueda (Mascot o Comet) y bases de datos FASTA (general
de la TCGA o especffica de tumor). Para cada muestra se realizaron dos blsquedas
consecutivas empleando la estrategia “target-decoy” Utilizando primero la base de da-
tos de referencia de proteinas (ProteinDB), que en este caso es la base de datos de
proteinas Ensembl (version 75), y en segundo lugar la base de datos de péptidos mu-
tados (SAPDB) previamente generada como se muestra en la Figura 7. En la primera
busqueda identificamos las proteinas presentes en las muestras aplicando un criterio
de FDR a nivel de PSM vy proteina (FDR<1%). Después de eliminar los espectros
asignados de los archivos mgf realizamos una nueva busqueda para detectar pepti-
dos mutados usando la base de datos de SAPs, tanto la base de datos general de
la TCGA como la especifica para cada tipo tumoral. El experimento de la linea celular
MCF7 se analizo con la base de datos de SAPs de BRCA, la linea celular CCD18 con
la informacion de COAD vy la linea Huh7 con LIHC. En estas busquedas, los andlisis
estadisticos de los resultados se llevaron a cabo solo a nivel de PSM (FDR<1%).
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Se realizd una busgueda con las bases de datos de péptidos (‘target”) y otra para las
proteinas o péptidos “decoy” generados mediante el método de secuencia pseudo-
reversa. Los parametros de blsgueda se establecieron de la siguiente manera: car-
bamidometilacion de cisteina como modificacion fija y oxidacion de metionina como
modificacion variable; tolerancia de error para la masa del precursor y del fragmento de
10 ppm y 0,05 Da respectivamente; y se permitieron hasta 2 roturas omitidas o “mis-
sed cleavages”. Para el célculo de FDR se utilizo el método Mayu (55). La inferencia
de las proteinas a partir de los resultados de Mascot se realizd mediante el algoritmo
PAnalyzer (56), vy los grupos de proteinas no concluyentes se descartaron. En el caso
de Comet, se consideraron todas las proteinas proporcionadas por el motor de bus-
queda. El nimero de SAPs detectados se muestra en la Tabla 3.

Los PSM obtenidos y el nimero de identificaciones de péptidos, proteinas y genes
mutados fueron muy escasos. Estos resultados fueron consistentes con la baja abun-
dancia esperada de péptidos mutados en las muestras y la naturaleza aleatoria de los
experimentos de MS. Para cada seleccion de motor de busgueda (Mascot o Comet) y
base de datos SAP (TCGA o tumor especifico), comparamos los resultados (péptidos

Motor B E: tr Protein
. S el Muestra SPECIros | popms SAPs S Genes mutados
busqueda datos SAP asignados [IEGES
MCF7_1 83 84 66 185 65
BRCA
MCF7_2 136 137 122 352 115
CCD18_1 44 52 14 63 14
COAD
CCD18_2 467 475 223 571 179
HUH7_1 1 1 1 4 1
LIHC
HUH7_2 446 446 260 704 235
CCD18_1 909 941 241 578 200
Comet
CCD18_2 2649 2781 1051 1474 481
HUH7_1 37 38 18 44 18
HUH7_2 553 567 318 770 242
TCGA
JURKAT_1 407 426 234 552 193
JURKAT_2 121 123 82 216 78
MCF7_1 426 435 183 454 151
MCF7_2 5 5 5 14 5
MCF7_1 81 115 97 218 68
BRCA
MCF7_2 18 22 8 24 5
CCD18_1 35 65 19 64 10
COAD
oCD18_2 52 82 33 78 21
HUH7_1 4 5 5 9 4
LHC
HUH7_2 6 6 5 9 5
CCD18_1 596 907 316 581 179
Mascot
oCD18_2 893 1238 466 841 256
HUN7_1 €0 134 50 107 35
HUH7_2 117 153 1056 205 70
TCGA
JURKAT_1 656 1111 690 1160 332
JURKAT_2 398 554 364 795 239
MCF7_1 565 1972 1627 1093 343
MCF7_2 16 27 22 63 12

Tabla 3. Numero de péptidos, proteinas y genes mutados identificados con un FDR a nivel de PSM menor del 1% empleando la
base de datos personalizada de SAPs, tanto general (TCGA) como especifica (BRCA, COAD o LIHC), y los motores de busqueda
Mascot y Comet.
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0 genes mutados) para cada linea celular (Tabla 3). Es notoria la disminucion del nd-
mero de genes mutados en relacion con el nimero correspondiente de SAPs, o cual
probablemente se deba al nlimero de variantes por gen. Ademas, es importante des-
tacar la mayor cantidad de identificaciones obtenidas utilizando el catédlogo completo
de SAPs que cuando se utilizan bases de datos especificas de cada tipo tumoral.
Este resultado sugiere que la calidad de las identificaciones de péptidos obtenidas
empleando la base de datos general de la TCGA es mejor. Para confirmar esta hipo-
tesis representamos las distribuciones de las puntuaciones de asignacion para cada
motor de busqueda, “ion score” para Mascot y XCorr para Comet. Efectivamente, en la
Figura 8a puede observarse que las asignaciones correspondientes a SAPs obtienen
puntuaciones mas elevadas al utilizar en la blsqueda la base de datos general.

En resumen, identificamos 4,826 péptidos mutados en las cuatro lineas celulares,
2,916 con Mascot y 2,419 con Comet. Esto puede traducirse en la deteccion de
A
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Figura 8. SAPs identificados en lineas celulares tumorales. (A) Distribucion de las puntuaciones obtenidas para las asignaciones de
espectros de Mascot (“ion score”) y Comet (XCorr) utilizando la base de datos general (TCGA) o las especificas de cada tipo tumoral
(COAD, LIHC o BRCA). (B) Espectro e iones de las series b e y asignados al péptido mutado VLVNTIYFK del gen SERPINB11 iden-
tificado en hepatocarcinoma (LIHC).
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1,580 genes mutados, 877 genes detectados con Mascot y 1,161 genes detecta-
dos con Comet. Pudimos anotar 2,422 variantes genéticas identificadas utilizando
COSMIC (58.04% de todas las detecciones), mientras que solo 30 variantes genéti-
cas detectadas (0.69%) se habian descrito previamente en ClinVar. La lista de genes
mutados se analizd con Ingenuity (https://www.giagenbioinformatics.com/products/
ingenuity-pathway-analysis/) para comprobar su implicacion en el desarrollo y pro-
gresion del cancer. El andlisis de enriquecimiento de categorias relacionadas con en-
fermedades no sdlo relaciond los genes con cancer (p<1e-30), sino que ademas se
obtuvieron enriguecimientos en genes relacionados con hepatocarcinoma, cancer de
colon, cancer de mama y neoplasia hematoldgica coincidiendo con el origen de las
lineas celulares estudiadas.

Por Ultimo se evalud la deteccion de los péptidos mutados mediante la inspeccion ma-
nual de los espectros correspondientes. Se seleccionaron los mejores candidatos y
dos expertos en MS clasificaron las asignaciones en calidad alta, media o baja consi-
derando 3 caracteristicas: 1) la calidad de las series de iones y o b, 2) la intensidad de
los picos y 3) la presencia de picos no asignados (58). Una proporcion considerable,
el 656.71%, fueron clasificados como buenos candidatos para una posible validacion
utilizando otro tipo de aproximacion como los ensayos de monitorizacion de reaccion
muitiple (SRM/MRM). En la Figura 8b se muestra uno de los péptidos mutados per-
teneciente a la proteina SERPINB11 y detectado en LIHC. A partir de la sefial original
del espectro se han reasignado sus iones evaluando asf la identificacion obtenida. La
asignacion de ambas series de iones ha permitido obtener la secuencia del péptido
detectada por el motor de busgueda y hay que sefialar que la secuencia obtenida
incluye el aminoacido mutado validando el resultado.

4. Proteogendmica para la identificacion de
peptidos noveles.

La Proteogendmica permite aplicar estrategias para caracterizar y comprender la base
molecular de una enfermedad, asi como para identificar nuevos biomarcadores clini-
cos de diagnostico, prondstico y seleccion del tratamiento mas adecuado. Dichas es-
trategias tratan de detectar péptidos que no estéan presentes en las bases de datos de
referencia, por ejemplo, SAPS vy péptidos correspondientes a genes definidos como
no codificantes o péptidos noveles. Como ya hemos visto, estos estudios requieren
la generacion de bases de datos personalizadas y aproximaciones bioinformaticas
especificas.

Al igual que en el apartado anterior centramos el estudio de SAPs en los distintos
tipos de cancer, para el estudio de péptidos noveles vamos a analizar el transcriptoma
humano tumoral. Dicho transcriptoma ha sido objeto de un estudio detallado vy se ha
generado un catalogo de todos los transcritos expresados, incluidos los ARN largos
no codificantes (INcRNA). En concreto, dicho transcriptoma, denominado MiTrans-
criptome (569), se obtuvo a partir del andlisis de 7,256 experimentos de RNA-Seq,
que incluyen 5,847 muestras tumorales de la TCGA. El catalogo completo contiene
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384,066 transcritos diferentes, algunos de ellos no descritos en bases de datos como
Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), Ensembl (https://www.ensembl.
org) o Gencode (https://Awww.gencodegenes.org/).

En este apartado, proponemos un analisis bioinformatico basado en MiTranscriptome
y la informacion aimacenada en Gencode v19 para detectar péptidos noveles aso-
ciados con cancer. En primer lugar se generan las bases de datos personalizadas:
estructuras anotadas en Gencode con traduccion conocida (secuencia de aminoaci-
dos de la proteina resultante), estructuras anotadas pero con secuencia de proteina
desconocida y estructuras no anotadas. En estos dos Ultimos casos la secuencia de
aminoacidos correspondiente se ha inferido a partir de la secuencia de ARN obser-
vada. Estas bases de datos se utilizan para el estudio del conjunto de experimentos
publicos de shotgun de NCIB0 previamente mencionado (30). De esta forma identifi-
camos péptidos noveles en las distintas lineas celulares tumorales y demostramos la
viabilidad de nuestro método bioinformatico (60).

4.1. Generacién de bases de datos de péptidos noveles

La iniciativa MiTranscriptome trata de describir por primera vez toda la complejidad
del transcriptoma humano, especiaimente en el caso de muestras tumorales (59). En
este estudio se procesaron un total de 25 conjuntos de datos de RNA-Seq corres-
pondientes a 7,256 muestras, procedentes de los proyectos TCGA y ENCODE entre
otros, para definir un conjunto final de 6,503 experimentos de alta calidad. El andlisis
bioinformatico basado en Tophat2 (61) y Cufflinks2 (62,63) generd un ensamblado ab
initio del transcriptoma usando hg19 como genoma de referencia. Como resultado, el
ensamblado humano MiTranscriptome contiene 384,066 transcritos predichos dispo-
nibles en un archivo en formato GTF en su pagina web (http://mitranscriptome.org/).

Una vez obtenidas las estructuras de este ensamblado de muestras tumorales, ano-
tamos primero los transcritos con el fin de identificar todos los genes conocidos, tanto
codificantes como no codificantes (Figura 9). Para ello, utiizamos la anotacion del
genoma humano de Gencode version 19, que incluye 57,820 genes (196,520 trans-
critos), 20,345 de los cuales codifican proteinas (81,814 transcritos). La anotacion
se realizd con el programa Cuffcompare del paguete de andlisis Cufflinks vy se identi-
ficaron un total de 311,361 transcritos. Sin embargo, solo 165,020 de estas estruc-
turas tenian una secuencia de aminoacidos conocida en la base de datos Gencode.
De esta forma definimos 3 bases de datos FASTA diferentes: (1) ProteinDB, incluye
26,264 secuencias de amino&cidos obtenidas de Gencode que representan 165,020
transcritos de MiTranscriptome; (2) NonCodingDB, con informacion sobre 146,341
transcritos de MiTranscriptome anotados utilizando Gencode pero cuyas secuencias
se obtuvieron traduciendo los 6 posibles marcos de lectura a partir de la secuencia del
transcrito (35,379,040 secuencias de aminoacidos); (3) NovelTranscriptDB, contiene
transcritos detectados en el ensamblado que no estan presentes en la base de datos
de Gencode. En este caso, las secuencias de aminoécidos de los 72,597 transcritos
también se obtuvieron mediante la traduccion de los 6 posibles marcos de lectura de
dichas estructuras (7,934,008 secuencias).

Uno de los principales problemas estadisticos a tratar en los estudios proteogeno-
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Figura 9. Esguema general de la creacion de las bases de datos personalizadas para la identificacion de péptidos noveles. Se
muestran las distintas fases del andlisis en color gris, los formatos de ficheros en verde, las bases de datos en rojo y las herramientas
bicinforméticas en naranja.

micos es el inevitable aumento del tamano de las bases de datos personalizadas al
emplear la traduccion de todos los posibles marcos de lectura para inferir las secuen-
cias de aminoacidos de los péptidos derivados de los experimentos gendmicos o
transcriptomicos. La principal consecuencia de utilizar estas bases de datos en las
blsquedas de protedmica es la dificultad para controlar el FDR 'y, por lo tanto, la alta
probabilidad de falsas asignaciones de péptidos. Este tipo de error es particularmente
importante cuando el objetivo del estudio proteogendmico es la deteccion de nuevos
biomarcadores clinicos para su uso en medicina personalizada. Para reducir el tamarfio
de las bases de datos personalizadas aplicamos un clasificador similar al que utiliza-
mos para la deteccion de proteinas “missing” previamente mencionado (17), que se
basa en la informacion sobre el nimero de observaciones para cada péptido aimace-
nada en la base de datos GPMDB (32) y la evaluacion de méas de 550 propiedades
fisicoguimicas y bioguimicas de dichos péptidos utilizando el paguete seginr de R (64).
Primero, filtramos las caracteristicas que distinguen de forma significativa los péptidos
con mayor nimero de observaciones de los péptidos con pocas observaciones. Para
ello utilizamos técnicas de muestreo y un test estadistico con el que seleccionamos
302 propiedades de las cuales 106 son consideradas propiedades no redundantes.
El clasificador Random Forest se entrend con dichas caracteristicas vy se evalud (Fi-
gura 4b) mediante el paquete caret de R (65). Este clasificador se ha empleado para
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descartar los péptidos predichos de las bases de datos personalizadas que son con-
siderados no detectables.

4.2. Andlisis de experimentos de proteémica para la deteccidén de péptidos
noveles

Una vez creadas las bases de datos, analizamos los experimentos de shotgun dis-
ponibles en el proyecto NCIBO (30) correspondientes a 43 lineas celulares para las
cuales también hay experimentos de RNA-Seq (29). Se descargaron los archivos de
los datos crudos y utilizando la herramienta MSConvertGUI se convirtieron en archivos
mgf para su posterior andlisis. El andlisis bioinformatico consiste en tres busguedas
sucesivas utilizando el motor de busgueda Mascot y eliminando los espectros asigna-
dos del fichero mgf antes de la siguiente busqueda (Figura 10). Este flujo de andlisis se
puede generalizar faciimente para incluir motores de busgueda adicionales.

Experimento
Shotgun
Ficheros MGF ii

Busqueda
proteinas

Filtrado de
espectros

Ficheros MGF ii

Busqueda
proteinas

Filtrado de
espectros

Ficheros MGF

Busqueda
proteinas

Filtrado de
espectros

Figura 10. Flujo de andlisis bioinformatico para la identificacion de péptidos noveles en experimentos shotgun de protedmica. Se
muestran las distintas fases del andlisis en color gris, los formatos de ficheros en verde, las bases de datos en rojo y las herramientas
bicinformaticas en naranja. Los resultados del andlisis aparecen en color azul.
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Para las busguedas con Mascot se generd una base de datos “decoy” utilizando el
método de secuencia pseudoreversa, y se realizaron busquedas separadas para las
bases de datos “target” y “decoy’. Los parametros de blsqueda se establecieron de
la siguiente manera: carbamidometilacion de cisteina como una modificacion fija y oxi-
dacion de metionina como modificacion variable. La tolerancia de masa del precursor
y del fragmento se establecid en 10 ppmy 0,05 Da respectivamente, y se permitio una
rotura omitida o “missed cleavage”. Se calculd el FDR mediante Mayu (55) y se aplicd
un FDR <1% tanto a nivel de PSM como de proteina. El proceso de identificacion de
proteinas se simplificod utilizando péptidos Unicos para garantizar identificaciones fia-
bles. Se definieron como péptidos Unicos los péptidos de entre 9 a 30 aminoacidos
generados tras la digestion in silico de la base de datos neXtProt con Proteogest (66),
gue no son compartidos por las proteinas de dicha base de datos.

Los resultados obtenidos demuestran la utilidad del flujo de andlisis desarrollado, ya
que se consiguen asignaciones con todas las bases de datos, incluida la base de
datos de péptidos noveles. Como cabia esperar hay un mayor ndmero de identifi-
caciones de péptidos pertenecientes a proteinas conocidas pero las asignaciones a
péptidos noveles también pasan los criterios estadisticos de asignacion (Figura 11a).
La distribucion de “jon score” para las identificaciones de cada base de datos se
muestra en la Figura 11b.
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Figura 11. Péptidos noveles detectados en lineas celulares tumorales. (A) Numero de péptidos noveles detectados en cada tipo
tumoral teniendo en cuenta los resultados de todas las lineas celulares analizadas. (B) Distribucion de las puntuaciones de Mascot
para las asignaciones obtenidas con las distintas bases de datos personalizadas.

El resultado obtenido con la base de datos ProteinDB filtrada y sin filtrar con el clasifi-
cador de péptidos detectables permite evaluar si introducimos un sesgo en el andlisis
al modificar la base de datos. Como podemos ver en la Figura 12 los péptidos detec-
tados son practicamente los mismos por lo que el uso del filtro propuesto reduciria el
tamano de la base de datos sin modificar el resultado. De esta forma, facilitamos en
gran medida el uso de bases de datos personalizadas al controlar el efecto del gran
tamano de este tipo de bases de datos.
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Figura 12. Efecto de reducir el tamario de las bases de datos personalizadas eliminando los péptidos que predecimos que no son
detectables. (A) Numero de péptidos identificados en cada experimento utilizando la base de datos filtrada (ProteinDB_Filtrada) v sin
filtrar (ProteinDB). (B) Numero de péptidos unicos identificados teniendo en cuenta todos los experimentos analizados utilizando la
base de datos filtrada (ProteinDB_Filtrada) y sin filtrar (ProteinDB).

5. Conclusiones.

La comprension de la biologia humana se basa en la definicion precisa de todos los
componentes moleculares y sus interacciones para configurar mapas a nivel celular
de tejido y drgano. La anotacion detallada de los genes vy proteinas surge entonces
como un tema central que debe abordarse mediante enfoques innovadores, como
lo es la Proteogenomica, que integra datos de experimentos gendmicos, transcrip-
tomicos vy protedmicos a gran escala. En este capitulo se describen diferentes flujos
biocinformaticos de analisis que utilizando experimentos publicos de grandes iniciativas
internacionales de caracterizacion molecular (HBM, TCGA, NCIe0, CCLE...) propor-
cionan informacion relevante en distintas areas de conocimiento.
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Las aproximaciones bioinformaticas descritas han contribuido enormemente a (1) los
avances en la descripcion del proteoma humano y en concreto la identificacion de
las proteinas “missing”, (2) el desarrollo de nuevos métodos de andlisis de datos para
mejorar los resultados obtenidos en un experimento shotgun de protedmica vy (3) la
caracterizacion del transcriptoma humano de muestras tumorales definiendo SAPs y
péptidos noveles relacionados con el cancer. La innovacion en métodos proteogend-
micos tiene el objetivo de, integrando informacion de diferentes omicas, contribuir a la
comprension de la complejidad de la maquinaria celular y molecular.
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Apéndice

Acrénimos utilizados para cada tipo tumoral analizado de la TCGA:
ACC Carcinoma Adrenocortical

BLCA Carcinoma Urotelial

BRCA Carcinoma de Mama Invasivo

CESC Carcinoma Escamoso de Cuello Uterino y Adenocarcinoma Endocervical
CHOL Colangiocarcinoma

COAD Adenocarcinoma de Colon

DLBC Linfoma Difuso de Células B Grandes

ESCA Céncer de Esdfago

GBM Glioblastoma Multiforme

HNSC Carcinoma Escamoso de Cabeza y Cuello
KIHC Carcinoma Renal de Células Cromdfobas
KIRC Carcinoma Renal de Células Claras

KIRP Carcinoma Renal de Células Papilares

LAML Leucemia Mieloide Aguda

LGG Glioma de Bajo Grado

LIHC Hepatocarcinoma

LUAD Adenocarcinoma Pulmonar

LUSC Carcinoma Pulmonar de Células Escamosas
MESO Mesotelioma

QV Cistoadenocarcinoma Seroso de Ovario

PAAD Adenocarcinoma Pancreético

PCPG Feocromocitoma y Paraganglioma

PRAD Adenocarcinoma de Prostata

READ Adenocarcinoma de Recto

SARC Sarcoma
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SKCM Melanoma Cutaneo

STAD Adenocarcinoma de Estémago

TGCT Tumor de Células Germinales de Testiculo
THCA Carcinoma Tiroideo

THYM Timoma

UCEC Carcinoma Endometrial del Cuerpo Uterino
UCS Carcinosarcoma uterino

UVM Melanoma Uveal
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1. Introduccion.

Actualmente, la caracterizacion exhaustiva y sistematica de los proteomas es una de
las tareas mas complejas en investigacion biomédica; principalmente, porque las pro-
telnas que los componen presentan caracteristicas muy diversas en cuanto a sus
niveles de expresion vy localizacion, vy, ademas, la misma proteina puede presentar
multiples isoformas o modificaciones postraduccionales -PTMs- que modifican su fun-
cion, localizacion subcelular y/o estructura. Junto a esta inherente complejidad de los
proteomas, el amplio rango dinamico en los niveles de expresion proteica constituye
otro desafio a considerar en la caracterizacion sistematica y exhaustiva de un proteo-
ma concreto.

Mas alla de la protedmica basada en espectrometria de masas, otra posible solucion
para la caracterizacion de proteomas reside en el uso de microarrays de proteinas
(1-6). La protedmica basada en microarrays de proteinas representa una herramienta
valiosa para mejorar nuestro conocimiento en los mecanismos fisioldgicos y/o pato-
l6gicos, ya sea para la caracterizacion de proteomas, la identificacion de alteraciones
proteicas o bien para la caracterizacion inmunoldgica humoral (Fig. 1), con la particular
ventaja sobre la protedmica basada en espectrometria de masas en que se conoce
de antemano la proteina o el anticuerpo de estudio, lo cual facilita la verificacion subsi-
guiente de los resultados. Ademéas, dentro de las aproximaciones protedmicas dispo-
nibles para analisis masivos, los arrays de proteinas se han convertido en una podero-
sa herramienta para la medicina personalizada, el descubrimiento de biomarcadores 'y
el subsiguiente andlisis funcional; gracias a la principal ventaja que presentan los arrays
de proteinas al permitir el andlisis de miles de proteinas en un Unico experimento con
un consumo minimo de muestras vy reactivos (7).
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Los microarrays de proteinas consisten generalmente en microspots distribuidos
geometricamente ordenados en un soporte solido que contiene reactivos de captura
que pueden analizarse con muestras donde se presentan las moléculas de union. En
este sentido, los arrays de proteinas, constituyen una plataforma miniaturizada que
permiten ensayos de alto rendimiento. Ademas del amplio espectro de aplicaciones
de los arrays de proteinas, con el fin de disenar un experimento masivo o utilizar con-
cretamente un tipo u otro que afecte directamente los resultados finales de cualquier
estudio biomédico y bioldgico, resulta necesario conocer las caracteristicas y peculia-
ridades de los diferentes tipos de arrays de proteinas.

Tipos de Microarrays de Proteinas: Usos y Aplicaciones

Microarrays de Proteinas
(Naturales o recombinantes)

-]

Microarrays de Anticuerpos

Microarrays de Fagos

Cuantificacion de al i a nivel de Cuantmcacuon de perflles pepﬂdlcos o protelcos
de proteina, |soformas o PTMs en fluidos biolégicos, o
p btenidos de células o tejido medlante el cribado de fluidos bloléglcos
e e 3
‘ Usos y Aplicaciones ‘
Cribado de suero/pl; lvs 16gi El principal uso de los microarrays de proteinas y fagos ha
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Figura 1. Estrategias protedmicas basadas en microarrays de proteinas. Detalle de los usos y aplicaciones de los microarrays de
proteinas, anticuerpos y fagos. Se observan iméagenes representativas de los diferentes tipos de microarrays de proteinas disponibles
para la caracterizacion de la respuesta inmune humoral utilizando microarrays de proteinas y fagos, v la identificacion de proteinas
expresadas diferencialmente utilizando microarrays de anticuerpos. Izquierda: Imagen representativa de Microarrays de Anticuerpos
representativos de un ensayo de captura con las muestras control y patolégica marcadas con diferentes fluorocromos (derecha) y
Microarray de anticuerpos representativos de un ensayo de captura con una muestra marcada con biotina seguido de streptavidina
marcada con Cy3. Derecha: Imégenes representativas de microarrays de proteinas recombinantes y microarrays de fagos cribados
con sueros control y patolégicos

En este capitulo, procedemos a describir los tipos, caracteristicas y principales usos
de los diferentes tipos de microarrays de proteinas de acuerdo con el contenido, el for-
mato y los métodos de deteccion, para posteriormente, proporcionar una breve des-
cripcion de los métodos de impresion, hibridacion y andlisis de los datos de acuerdo
a si los microarrays de proteinas son comerciales o personalizados (8), para concluir
con las aplicaciones mas recientes v relevantes en el campo.

2. Clasificacion de los arrays de proteinas.

En la actualidad, existen varias clasificaciones de arrays de proteinas segun su con-
tenido (microarrays de proteinas, anticuerpos y fagos), método de obtencion (arrays
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ensamblados o auto-ensamblados), método de deteccion utilizado (libre de etiquetas
0 basados en etiquetas fluorescentes), o su formato (impresos/depositados en portas
—formato plano- o en microarrays de esferas —beads arrays-).

2.1. Arrays de proteinas segun su contenido

Globalmente, los microarrays de proteinas se dividen en tres grandes grupos atendien-
do a su contenido: microarrays de proteinas (proteinas recombinantes expresadas en
sistemas heterdlogos o proteinas naturales aisladas de lisados celulares), microarrays
de anticuerpos (si las biomoléculas impresas son anticuerpos o fragmentos de anti-
cuerpos) y microarrays de fagos (las biomoléculas depositadas en los microarrays son
fagos que despliegan en su superficie péptidos o proteinas asociados habitualmente
a una determinada patologia) (9-14).

Los microarrays de proteinas y de fagos se pueden utilizar para la identificacion de
interacciones proteina-proteina, identificacion de pequerios ligandos, identificacion de
sustratos de quinasas... (1, 2). Sin embargo, la principal aplicacion de los microarrays
de proteinas y fagos esta relacionada con la caracterizacion de la respuesta humoral
en multiples enfermedades (10, 15-23).

Actualmente, existen microarrays de proteinas de alta densidad disponibles comer-
cialmente que contienen mas de 9500 proteinas humanas recombinantes (HUProt y
ProtoArray), y que hacen que su empleo esté Unicamente limitado al presupuesto del
laboratorio (1, 9, 20, 21, 23, 24). Ademas de los microarrays de proteinas completas,
actualmente podemos encontrar microarrays de fragmentos de proteinas que contie-
nen practicamente el proteoma completo considerando un fragmento de proteina por
cada gen (25). Esta Ultima alternativa ha sido desarrollada en los Ultimos afos por la
plataforma Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org) que ha producido anticuerpos
y fragmentos de proteinas —PrESTs- para practicamente cada proteina humana (sin
distiguir entre sus isoformas) (26, 27). Por otra parte, los microarrays de fagos consti-
tuyen una alternativa econdémica y casera a los microarrays de proteinas comerciales
para el descubrimiento de antigenos/auto-antigenos y anticuerpos/auto-anticuerpos
especificos de patologia. Esta Ultima aproximacion requiere del enriquecimiento de
bibliotecas de fagos, usualmente del fago T7, que despliegan en su superficie pép-
tidos de una determinada patologia mediante la utilizacion de sueros de pacientes
patoldgicos respecto de controles. Finalmente, fagos individuales se imprimen en
portas de nitrocelulosa y se hibridan con sueros de pacientes y sueros control para
identificar aquellos fagos que presentan los péptidos inmunorreactivos especificos de
una determinada patologia. Esta aproximacion se ha utilizado con éxito en diferentes
enfermedades, y especialmente en cancer (10, 12, 15-17).

Finalmente, el otro gran grupo de microarrays de proteinas lo conforman los microarrays
de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, cuya principal aplicacion consiste en
identificar perfiles de proteinas alteradas en una determinada patologia (11, 28-32).
Al igual que para los microarrays de proteinas, actuaimente se pueden encontrar mi-
croarrays de anticuerpos comerciales que contienen mas de mil anticuerpos frente
a proteinas humanas (RayBiotech) (33, 34), lo que permite identificar en un Unico
experimento proteinas alteradas en una determinada patologia a un precio razonable
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(34-36). Adicionalmente, también podemos encontrar microarrays de anticuerpos que
contienen fragmentos de anticuerpos (scFvs, Fabs ...) (37, 38), aunque en este caso
dichos microarrays de fragmentos de anticuerpos han tenido en los Ultimos afos me-
nos recorrido que los microarrays de anticuerpos completos, probablemente por tener
entre 10-100 veces menor afinidad que los anticuerpos completos vy por tener que
encontrar un “framework” especifico a nivel de scFvs para su correcta inmovilizacion
en la superficie de los portas (38, 39).

2.2. Métodos de generacion de microarrays de proteinas

De acuerdo a su método de obtencion, los microarrays de proteinas los podemos
clasificar en dos grupos principales de acuerdo al método utilizado para generar el
contenido del array: arrays ensamblados vy arrays auto-ensamblados (40, 471).

2.2.1. Arrays Ensamblados

Estas matrices se basan principaimente en la utilizacion de biomoléculas purificadas
(como anticuerpos, proteinas, péptidos, etc...) inmovilizadas en una superficie funcio-
nalizada en una distribucion espacial geométrica. Los subtipos mas importantes de
arrays ensamblados son:

Arrays de captura: Se emplean biomoléculas especificas de analitos (como reac-
tivos de afinidad-REA), generalmente anticuerpos, las cuales se depositan en la su-
perficie y luego, mediante la interaccion con la muestra biologica, es posible identificar
especificamente y cuantificar la presencia del analito correspondiente. Estos arrays se
utilizan en el descubrimiento de biomarcadores y/o en el establecimiento de perfiles di-
ferenciales de expresion de proteinas. La calidad (especificidad y afinidad) de los REA
esta vinculada a la calidad de los resultados finales obtenidos. Ademas, los métodos
de deteccion empleados para revelar el reconocimiento del analito con el reactivo de
captura también juegan un papel importante en los resultados finales. Normalmente,
marcaje fluorescente directo (por ejemplo, fluorocromos o fluordforos Cy3/Cy5) o mar-
caje indirecto (por ejemplo, biotina-estreptavidina marcada con fluorescencia o HRP,
anticuerpos conjugados con HRP, etc...).

Arrays de fase reversa: dichos arrays se basan en un concepto opuesto, don-
de las muestras se depositan en la superficie; y posteriormente la interaccion de las
muestras se evalla simultaneamente para todos ellos con un Unico ligando (REA).
Esta aproximacion permite analizar muchas muestras simultaneamente utilizando una
Unica molécula de consulta. Sin embargo, el principal problema asociado a dichos
arrays consiste en conseguir optimizar 10s ensayos para evitar la reactividad cruzada
intra-array e inter-array. Este subtipo de arrays, aunque requiere de mucho tiempo, es
un buen enfogue para evaluar experimentalmente las rutas de sefializacion intracelular
de proteinas en un formato de alto rendimiento; sin embargo, analizar y detectar ligan-
dos de baja abundancia en muestras complejas puede ser problematico (42).
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2.2.2. Arrays auto-ensamblados

Este tipo de arrays (Fig. 2) parece mas complejo debido a que su caracteristica prin-
Cipal se basa en la generacion in situ de la proteina de interés en cada spot del array.
Con dicho fin, todos los componentes requeridos para la expresion de la proteina in
situ se tienen que inmovilizar en la superficie del array, para posteriormente, incubar
el array con los reactivos necesarios para la transcripcion-traduccion in vitro (IVTT).
La proteina naciente se captura mediante un reactivo de captura de afinidad (REA es
habitualmente un anticuerpo), 0 mediante una etiqueta codificada en el extremo car-
boxi- 0 amino-terminal de la proteina.

DNA Proteina
“nascente”

\ mRNA Proteina capturada

—A) Protein in situ array
(PISA) Aﬁad'\r sistema de Cap(ura de la proteina
expresion libre de de novo
cél
Proteina mRNA

. -
nascen(e Proteina capturada

———B) DNA to Protein Arrays
(DAPA)
Anadlr sistema de mmm“e Captura de la proteina
expresion libre de de novo

células

Proteina capturada

Degradaclon RNA
Captura puromicina

Proteina capturada
mRNA

“nascente”
CDNA
—— D) Nucleic acid tag
programmable protein —A‘ Sir sisterma d
nadir sistema de Captura de la proteina
array (NAPPA) expresién libre de de novo
. células

Figura 2. Representacion esquematica de diferentes microarrays auto-ensamblados. A.-Protein In situ microarrays ( PISA), B.-DNA-
to-Protein Microarray ( DAPA); C.-In situ Puromycin-Arrays ( PuCa); D.-Nucleic Acids Programmable Protein Arrays ( NAPPA)
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La ventaja principal de estos microarrays es que ofrecen nuevas perspectivas de uso
en multiples aplicaciones, pues permiten la caracterizacion funcional y la identificacion
de PTMs. Aunque existen varias subclases (como PISA, DAPA, NAPPA, etc.) (43, 44),
los arrays auto-ensamblados que mas se han optimizado en los Ultimos anos son los
arrays tipo NAPPA (2, 13, 43-47) (Fig. 2), que incluso han permitido el desarrollo de
biosensores auto-ensamblados (48). Los arrays NAPPA auto-ensamblados se han uti-
lizado con éxito en los Ultimos anos para el andlisis de interacciones proteina-proteina
y para detectar el interactoma de factores de transcripcion (49) vy, principalmente, para
la identificacion de biomarcadores (2, 13).
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2.3. Formatos de los microarrays de proteinas

Los arrays de proteinas también se pueden clasificar en cuanto a la estructura fisica de
su superficie, esférica o plana (43, 50):

2.3.1. Arrays planos

En este formato las biomoléculas se encuentran impresas en la superficie de un porta,
que puede ser de nitrocelulosa o de vidrio recubierto de grupos quimicos funcionales
(amino-, epoxi-,...). Este tipo de microarrays son los convencionales ya que permiten
la impresion de hasta aproximadamente 25000 spots en su superficie.

2.3.2. Arrays de microesferas

En este formato, los REA estan unidos covalentemente a microesferas codificadas con
diferentes colores, con un diametro de 0.02 a 0.1 pm en el caso de las nanoparticulas
y de 0.1 a 6 um en el caso de las microesferas (50). En este formato, hay al menos
una distribucion geomeétrica codificada mediante un color Unico por cada ligando vy
muestra. Para distinguirlos, las microesferas con diferentes ligandos se marcan con
diferentes fluorocromos o combinaciones de fluorocromos. Mediante este codigo de
color, las poblaciones de microesferas diferentes, cada una de un Unico codigo de
color, se detectan mediante citometria de flujo; y utilizando otro fluorocromo como
reportero, es posible identificar y cuantificar las biomoléculas diana.

Dichos arrays de microesferas han tenido un auge importante en los Ultimos afnos,
gracias principalmente a encontrar microesferas (por ejemplo: Luminex®) de color Uni-
co comerciales que permiten la inmovilizacion de hasta 384 moléculas diferentes, en
un mismo ensayo. Por ello, dichos arrays se han convertido en una herramienta Unica
para validar los resultados derivados de un cribado masivo realizado con microarrays
de tipo plano.

2.4. Métodos de deteccion para microarrays de proteinas

Dependiendo del método de deteccion de la interaccion en los microarrays, podemos
hablar de deteccion basada en etiquetas —radioisdtopos o fluorocromos-, o bien, me-
diante una deteccion libre de marcaje (51).

2.4.1. Métodos basados en marcaje con etiquetas

Marcaje fluorescente convencional

Los mas utilizados son los fluoroforos convencionales como fluoresceina, BODIPY o
claninas, por su requerimiento minimo en cuanto a seguridad y al desarrollo de esca-
neres de microarrays que permiten la lectura de un gran nimero de fluorocromos de
diferente excitacion y emision. Entre los diferentes fluordforos, las cianinas son las mas
utilizadas en los arrays de proteinas debido a su interaccion minima con otras biomo-
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léculas vy su alta intensidad. Ademas, se pueden combinar mas de dos fluorocromos
para analizar diferentes proteomas o identificar varios biomarcadores simultaneamen-
te. Es el usado habitualmente para microarrays de tipo plano.

Microarrays de esferas: deteccion mediante citometria de flujo

La citometria de flujo se puede usar para detectar proteinas solubles presentes en
fluidos corporales o en lisados celulares usando microesferas (de diferentes tamafios y
con diferentes codigos de color). La citometria de flujo tiene dos laseres para el andlisis
cuantitativo y cualitativo que permiten conocer la union de las proteinas diana en un
tiempo minimo. Comparando con técnicas fluorescentes convencionales, la citometria
de flujo permite una evaluacion cuantitativa-cualitativa rapida vy precisa de un alto nu-
mero de proteinas, con bajo coste v alta sensibilidad.

Sistemas basados en microesferas magnéticas

Estos sistemas se basan en el empleo de microesferas magnéticas conjugadas con
anticuerpos que permiten la deteccion de proteinas gracias a su capacidad para cap-
turar proteinas solubles con alta reproducibilidad vy sensibilidad, asociadas con bajo
ruido de fondo, un amplio rango dinamico y bajo coste.

Sistemas de marcaje fluorescente basados en puntos cuanticos

Los “puntos cuanticos” (QD) son nanocristales, formados por un nicleo de semicon-
ductor y material fluorescente recubierto con otro semiconductor, que tienen propie-
dades o¢pticas muy estables y una gran diferencia entre las longitudes de onda de
emision y excitacion. Estas particulas nanométricas podrfan funcionar como etiquetas
unidas con péptidos o anticuerpos para el reconocimiento de componentes celulares.
Tienen una alta fluorescencia, mayor foto-estabilidad, excitacion multicolor, un espec-
tro de emision ajustable y estrecho, y un mayor rendimiento cuantico, en comparacion
con los fluorocromos organicos. Tambien tienen varias desventajas, como su alta sus-
ceptibilidad a la oxidacion v la fotdlisis, asi como algunos riesgos para la salud humana
y el medio ambiente. Se usan para localizar biomarcadores tumorales.

Marcaje con nanoparticulas

Las nanoparticulas de oro se utilizan en microarrays de proteinas debido a sus propie-
dades opticas, eficiencia cuantica y compatibilidad con una amplia gama de longitu-
des de onda.

2.4.2. Métodos de deteccion libres de marcaje

Resonancia de Plasmén superficial (SPR)

Esta tecnologia se basa en la generacion de plasmones en una superficie, que son
oscilaciones de electrones libres propagados paralelamente a la interfaz metal/medio,
lo que permite medir los cambios en el indice de refraccion de la superficie del sensor.
La variacion de intensidad de la luz reflejada y/o el angulo de incidencia nos dicen si
hay asociaciones o disociaciones moleculares, lo que permite determinar la relacion
entre la asociacion y la disociacion de biomoléculas entre si. Ademas, la tecnologia de
resonancia de plasmon superficial también permite evaluar la afinidad y la especifici-
dad de estas interacciones, facilitando la medida de interacciones biomoleculares en
tiempo real con alta sensibilidad.
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Microcantilevers

Microcantilevers son laminas delgadas de silicio recubiertas con una superficie de
oro asociada con sistemas nanomecanicos de reconocimiento biomolecular. Por esta
razon, los anticuerpos o proteinas estan inmovilizados en dichas laminas, de modo
que cuando existe una interaccion entre estas moléculas y sus posibles ligandos,
podemos medir la variacion en la posicion de la lamina usando diferentes sistemas
Opticos o electrénicos.

Microscopia de Fuerza Atomica

Es un andlisis microscopico que observa solo las variaciones topoldgicas de la super-
ficie de un objeto. Se ha utilizado para la evaluacion de la inmovilizacion de biomolécu-
las con una resolucion micromeétrica, y para la deteccion de interacciones de proteinas
en la superficie de los arrays.

2.5. Tipos de arrays segun su aplicaciéon

Teniendo en cuenta la aplicacion final, los arrays de proteinas se clasifican en dos
categorias: arrays analiticos y arrays funcionales (Fig. 3).

1) Analiticos 2) Funcionales

Proteinas
Recombinantes

Al

_ Lisado Celular I i nticuerpos

Muestra ‘\'.\ Muestra é Muestra é.
A\ Anticuerpos
— B

B

Proteinas , DNA

m Lipidos/Carbohidratos
&

Proteinas

Figura 3. Esquema de arrays de proteinas segun su funcion. Cuando se depositan anticuerpos o lisados celulares se clasifican
en 1.-Arrays analiticos, Cuando se imprimen proteinas y se evallia su interaccion con otras biomoléculas se clasifican en 2.-Arrays
Funcionales.

2.5.1. Arrays Analiticos

Estos microarrays se usan normalmente para identificar cuantitativamente la presencia
de proteinas mdltiples en un Unico ensayo. Cominmente, la aplicacion principal es la
deteccion de proteinas expresadas de forma diferente y su abundancia en diferentes
muestras. Generalmente, los microarrays analiticos se emplean para determinar bio-
marcadores, que son mediciones biométricas, que incluyen firmas moleculares, que
predicen una afeccion bioldgica o clinica (por ejemplo, normal frente a patoldgica), a
menudo con un potencial valor diagndstico o prondstico (43, 50, 52).
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2.5.2. Arrays funcionales

Se utilizan principalmente para la caracterizacion e identificacion de la funcion espe-
cffica de las proteinas, asi como sus interacciones con otras moléculas (incluyendo
proteinas, péptidos, moléculas pequefas/drogas, enzimas/sustratos o acidos nuclei-
cos,...) (2, 43, 53). Ademas, los arrays de proteinas funcionales también permiten
la deteccion e identificacion de PTMs, tales como dlicosilacion, fosforilacion, aceti-
lacion,... que tipicamente modulan la funcion, regulacion y/o renovacion de las pro-
tefnas. Como consecuencia, esta tecnologia es altamente atractiva para la industria
farmaceutica, pues el descubrimiento de estas interacciones fomenta el desarrollo de
nuevos objetivos farmaceéuticos, diagnosticos y terapeuticos.

3. Impresion, hibridacion y analisis de datos.

Aungue los microarrays de anticuerpos, proteinas y fagos permiten el andlisis en para-
lelo de miles de proteinas y multiples muestras simultaneamente, sus diversas aplica-
ciones y su metodologia de uso presentan algunas diferencias importantes.

En el caso de los microarrays de anticuerpos, el analisis en paralelo de multiples pro-
telnas en pequefios volumenes de muestra se utiliza para medir alteraciones en la
abundancia de cientos a miles de proteinas con el principal fin de identificar perfiles
proteicos  alterados en muestras biologicas. Para ello, la metodologia para usarlos
requiere de extraccion de proteina, cuantificacion de extractos proteicos obtenidos
a partir de células o tejidos, o cuantificacion de proteinas de fluidos bioldgicos, para
estudiar posteriormente las alteraciones de proteinas a través de microarrays de anti-
cuerpos utilizando las muestras marcadas con etiquetas 0 en ensayos en sandwich
utilizando métodos libres de marcaje.

En el caso de los microarrays de fagos y microarrays de proteinas cuyo uso principal
es el descubrimiento de biomarcadores asociados a la respuesta humoral requiere de
una metodologia de hibridacion similar con modificaciones menores relacionadas con
las diluciones de suero Optimas.

Sin embargo todos los microarrays comparten una metodologia de impresion/deposi-
cion similar y en la que podemos encontrar arrayers o spotters que permiten la impre-
sidn por contacto -utilizando puntas (lisas o con reservorio)-, o sin contacto -utilizando
métodos basados en fotoquimica, laser, deposicion por electrospray y/o tecnologias
de inyeccion de tinta- (54).

3.1. Impresién

La impresion por contacto tiene como principales ventajas la alta reproducibilidad de
los puntos impresos y un facil y mas econdémico mantenimiento de los arrayers. Sin
embargo, entre los inconvenientes se incluye el gran consumo de tiempo para im-
primir los microarrays vy el reducido nimero de portas (decenas a aproximadamente
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una centena) que se pueden imprimir simultaneamente. Las técnicas de impresion
sin contacto surgen de otras aplicaciones y como gran ventaja tienen el aumento
considerable tanto de la velocidad de impresion como del nimero de portas que se
pueden imprimir simultaneamente (llegando a poder imprimir, simultaneamente varias
centenas e incluso miles de ellos). Sin embargo, algunas de las técnicas sin contacto
tienen problemas derivados de la interferencia entre gotas satélite y la desnaturaliza-
cion de las biomoléculas durante la impresion. Destacar asimismo, que actualmente
hay equipos piezoeléctricos que permite la impresion simultanea de cientos de portas
con una reproducibilidad equivalente a los arrayers de contacto.

3.2. Hibridacién

Los estudios protedmicos basados en microarrays de proteinas, anticuerpos o mi-
croarrays de fagos permiten la identificacion de proteinas y péptidos especificamente
alterados dentro de un individuo. Por otro lado, el empleo de muestras agrupadas de
individuos con la misma patologia en comparacion con muestras agrupadas del grupo
control, permite la identificacion de péptidos y proteinas cuya alteracion es comun en
la patologia sin encontrarmos con problemas asociados a variabilidad intra-individuo.
En cualguiera de los dos casos es recomendable hibridar los microarrays utilizando
muestras de individuos dentro de un rango de edad similar y manteniendo tanto como
sea posible la misma proporcion entre mujeres y hombres.

A titulo de ejemplo describimos a continuacion la metodologia utilizada en nuestros
laboratorios en el caso de utilizar microarrays de proteinas vy fagos para el cribado de
sueros para la deteccion de biomarcadores basados en la respuesta humoral, y por
otra parte microarrays de anticuerpos para identificar proteinas alteradas en situacio-
nes patologicas (9-12, 23). En ambas metodologias antes de comenzar la hibridacion
es importante atemperar los portas a 4°C durante 15 minutos para posteriormente
mantenerlos a temperatura ambiente durante otros 15 minutos para evitar la desna-
turalizacion de las proteinas impresas en su superficie v aclimatar los microarrays a la
temperatura de trabajo.

3.2.1. Hibridacién de microarrays de anticuerpos

Tanto si se trata de microarrays de anticuerpos comerciales, personalizados o impre-
s0s en el laboratorio en microarrays de nitrocelulosa o en portas de vidrio para ensa-
yos en sandwich, es importante preparar todos los reactivos v filtrarlos justo antes de
comenzar el ensayo. Ademas, se recomienda equiliorar los microarrays en tampdn de
lavado durante 1 minuto antes de comenzar el ensayo, realizando todos los pasos del
protocolo en agitacion y en oscuridad.

De forma resumida, el protocolo habitual de manejo de los microarrays de anticuerpos
en nuestros laboratorios es el siguiente. Una vez equilibrado el array se incuba durante
2 horas a temperatura ambiente en un recipiente quadriPERM con 2 ml de tampon
de blogueo (PBS, Tween-20 0.1%, BSA 1%, leche en polvo 5%). Después de las 2
horas, se aspira el tampdn de blogueo y se afiaden 1,6 ml de la muestra de proteina
en una camara de hibridacion (Corning) incubando durante toda la noche a 4°C. Al
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dia siguiente se retiran con cuidado las muestras de cada pocillo y se lava cada por-
ta 6 veces con 2 ml de tampodn de lavado en un recipiente quadriPERM incubando
cada vez durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras el Ultimo lavado se incuba
nuevamente con 1,6 ml de cdctel de anticuerpos  (conjugados, o no, con biotina)
durante 2 horas a temperatura ambiente en una camara de hibridacion y se lava 6 ve-
ces cada porta como se indico anteriormente. Finalmente, se incuba cada array con,
alternativamente, 2 ml de estreptavidina conjugada a un fluorocromo o0 un anticuerpo
IgG anti-ratén marcado con fluorescencia durante 2 h a temperatura ambiente (en un
recipiente quadriPERM), para terminar el ensayo lavando nuevamente como se indica
anteriormente. Finalmente, se realiza un lavado de 1 min en agua MilliQ para eliminar
restos de sales que puedan provocar auto-fluorescencia y ruido de fondo durante el
escaneo del array y se seca el array mediante centrifugacion a 1500 rpm durante 10
min. Finaimente se escanea el porta en un escaner de microarrays con el laser ade-
cuado vy a la potencia de laser y ganancia de multiplicador indicada por el fabricante, o
ala méaxima posible, evitando la saturacion de la fluorescencia de los puntos.

3.2.2. Hibridacién de microarrays de proteinas y fagos

El flujo de trabajo para el cribado de la respuesta inmune humoral de pacientes y con-
troles con microarrays de proteinas y fagos es casi equivalente con modificaciones
minimas entre ellos relacionadas con las diluciones de suero dptimas para el descu-
brimiento de biomarcadores.

Tras atemperar los microarrays de proteinas o fagos, se incuban los portas durante 1
h a temperatura ambiente, en agitacion a 30 rpm, con 4 ml de tampdn de bloqueo
(PBS, BSA 1%, leche 3% y Tween 20 0.1% a pH 7.3) centrifugado a 4000 rpm du-
rante 15 min para eliminar sustancias insolubles en un recipiente quadriPERM. Tras
desechar el exceso de tampodn de blogueo, los arrays se incuban en una camara de
hibridacion con 1,6 ml de suero diluido 1:300 en tampdn de blogueo durante 90 mi-
nutos a temperatura ambiente en agitacion a 30 rpm. Para los microarrays de fagos se
incuba la misma solucion incluyendo una dilucion 1:200 de anticuerpo anti-T7. Poste-
riormente, se lavan los microarrays 6 veces con PBS, Tween-20 al 0,1% durante 5 min
a temperatura ambiente en un recipiente quadriPERM a 30 rpm y se incuban 1os arrays
con 2 ml de una dilucion 1:2000 de anticuerpo anti-lgG humana Alexa Fluor 647 en
el tampon de blogueo. En el caso de los microarrays de fagos se incuba la misma
solucion conteniendo una dilucion 1:10000 de anticuerpo IgG anti-ratén marcado con
Alexa Fluor 555 en un recipiente quadriPERM a 30 rom. El protocolo se termina con
un nuevo ciclo de lavados con PBS, Tween-20 al 0,1%, seguido de un lavado final
en PBS para eliminar las trazas de detergente, y un Ultimo lavado en agua MiliQ para
eliminar las sales v, finalmente, se secan los arrays mediante centrifugacion a 1500
rom durante 10 minutos.

3.3. Escaneo y andlisis de datos

Para el escaneo de microarrays, se necesita un escaner especifico con laseres de 532
nmy 635 nm compatible con todas las superficies usadas, incluidos los microarrays
de nitrocelulosa, como el GenePix 4000B.
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El laser de 635 nm se usa para la deteccion de Cyb, Alexa Fluor 647 o una senal
con un espectro similar (canal rojo), mientras que el laser de 532 nm se utiliza para la
deteccion de Cy3, Alexa Fluor 565 0 una senal espectralmente similar (canal verde).
En todos los casos, siempre es recomendable escanear los microarrays a dos poten-
ciales de laser diferentes (100% vy 10%) para un mejor analisis de los puntos de baja y
alta reactividad, respectivamente.

Las imagenes obtenidas se cuantifican utilizando un software de adquisicion de ima-
genes de microarrays, como el programa GenePix Pro 7 que permite la normalizacion
intra-array usando la sefial de ruido de fondo alrededor de cada punto (Fig. 4). Los
datos obtenidos por el software para cada punto en el microarray son, posteriormente,
normalizados inter-array y analizados utilizando los test estadisticos deseados para
identificar los puntos (proteinas, o fagos reactivos) estadisticamente significativos en la
patologia. Para ello se pueden usar herramientas bioinforméticas especificas, como los
programas gratuitos incluidos en la suite de Babelomics para la obtencion de perfiles
funcionales, Pomelo Il o el MultieExperiment Viewer (55-57), los cuales permiten realizar
tanto la normalizacion inter-array como el procesamiento de los datos obtenidos de los
microarrays. Por otra parte, los microarrays de proteinas disponibles comercialmente
también han desarrollado sus propias herramientas bioinformaticas que permiten reali-
zar el andlisis. Un ejemplo es el ProtoArray Prospector Software (58), que viene incluido
con los microarrays de proteinas comerciales ProtoArray. Estas herramientas permiten
identificar aquellas proteinas con diferencias estadisticamente significativas en cuanto
a su abundancia relativa, en las condiciones del estudio que hayamos realizado.
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Malla con las caracteristicas de cada punto Permite cuantificar para cada punto del array la
Permite identificar lo que hay impreso en el array. intensidad de sefal en los canales rojo y verde y corregir
la sefial segun el ruido de fondo alrededor de cada punto.

Figura 4. Cuantificacion de microarrays de proteinas. Detalle de la imagen de un Microarray de Anticuerpos incubado con una
muestra control marcada con Cy3 (verde) y muestra patoldgica marcada con Cyb (rojo) utilizando el programa GenePix Pro 7. En
la imagen se detallan 16 subarrays con la malla ajustada de un Microarray de anticuerpos comercial de la serie Panorama de la
compania Sigma.

3.4. Validacion

Dado que en cualquier experimento de protedmica nos podemos encontrar con la
identificacion de falsos positivos, y los microarrays de proteinas no son una excep-
cion, los resultados obtenidos a partir de microarrays de anticuerpos, proteinas y mi-
croarrays de fagos deben validarse mediante otras aproximaciones para garantizar
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la precision de los resultados. De hecho, un problema recurrente en relacion con
multiples estudios obtenidos a través de andlisis de microarrays de proteinas reside en
la ausencia de validacion del conjunto de datos. Asi, las identificaciones erréneas v la
ausencia de datos validados pueden suponer un problema para trasladar a la clinica
los resultados obtenidos en investigacion basica.

Por todo ello, es importante realizar una validacion adicional y un anélisis funcional de
los datos obtenidos a partir de microarrays de proteinas mediante el uso de técnicas
complementarias como dot-blot, WB o ELISA. Sin embargo, esta estrategia esta limi-
tada por la disponibilidad vy el alto coste de los anticuerpos que reconocen a las pro-
teinas de interés. Otra alternativa de validacion consiste en el uso de espectrometria
de masas para la validacion de proteinas muy abundantes o moderadamente abun-
dantes en fluidos bioldgicos o extractos de proteinas complejas (59). Los criterios de
validacion de los resultados, deberian tener en cuenta el (los) objetivo (s) del estudio,
la naturaleza de la metodologia y la variabilidad bioldgica del biomarcador a validar.
Globalmente, estos ensayos de validacion deberian dar como resultado la obtencion
y publicacion de datos bioanaliticos validados de alta calidad.

4. Aplicaciones de los microarrays de proteinas.

Durante la Ultima década, los arrays de proteinas se han empleado con éxito en mul-
tiples ensayos para el descubrimiento de biomarcadores; aqui, se comentan algunos
de estos estudios para ilustrar la utilidad de esta aproximacion protedmica.

4.1. Biomarcadores especificos en oncologia y neurodegeneracion

Las primeras aproximaciones utilizadas para la identificacion de biomarcadores utili-
zando microarrays de anticuerpos de alta densidad se publicd en la década de los
2000. El grupo de Brian Haab fue pionero en estos estudios, definiendo un panel de
cinco proteinas séricas significativamente expresadas en el suero de pacientes de
cancer de prostata respecto a las muestras control (60). Este mismo grupo también
identifico 84 proteinas con diferencias en la abundancia relativa entre pacientes con
cancer de pulmoén y controles sanos (61). En un enfoque similar, Wittekind y colabo-
radores publicaron un estudio en el cual describian un conjunto de proteinas como
candidatos a biomarcadores asociados a carcinoma hepatocelular (62).

Hoy en dia, mas alla de estos estudios iniciales con pocas decenas de anticuerpos,
podemos encontrar microarrays de anticuerpos que contienen miles de anticuerpos
diferentes que distinguen entre isoformas de la misma proteina y diferentes PTMs, per-
mitiendo realizar multiples estudios para la identificacion de biomarcadores en varias
patologias oncologicas; por ejemplo: Amonkar y colaboradores utilizando esta tecno-
logia en céancer de ovario determinaron 11 proteinas alteradas (63); Sreekumar y co-
laboradores identificaron un panel de proteinas como candidatos a biomarcadores en
células de carcinoma de colon (64). En este mismo cancer, se han podido determinar
las rutas alteradas (35), y encontrar citoquinas, adipoguinas y factores de crecimiento
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asociados a la enfermedad (22, 36, 65). Mas recientemente Diez vy colaboradores
identificaron un perfil de proteinas diferencialmente expresadas en leucemia linfocitica
cronica de células B que estan relacionadas con la respuesta a terapia v las altera-
ciones citogenéticas (66). Ademas, previamente, Abajo v colaboradores desarrolla-
ron un array de anticuerpos para determinar el inmunofenotipo de 1100 muestras de
leucemia y linfomas, llegando a identificar un panel de 82 clisteres de diferenciacion
estadisticamente significativo (67).

Mas allé de los estudios oncoldgicos, en los que encontrar muestras de tejido y suero
bien caracterizadas no es un problema, y en 1os que se han empleado estas aproxima-
ciones en mdltiples tipos de cancer, es de destacar que recientemente se han utiliza-
do para la caracterizacion de enfermedades neurodegenerativas, entre otras. Habitual-
mente, la caracterizacion de enfermedades neurodegenerativas ha sido un problema
porque el diagndstico definitivo se da habitualmente post mortem. Ello ha provocado
que el acceso a muestras bien caracterizadas pareadas entre suero v tejido en este
tipo de enfermedades haya sido dificil, recurriendo en algunos casos a la utilizacion
de modelos animales (68). A pesar de ello, en los Ultimos afios se ha empezado su
caracterizacion con muestras plasmaticas y muestras de tejido de pacientes de en-
fermedades neurodegenerativas, encontrando tanto paneles de proteinas plasmaticas
como proteinas tisulares alteradas en la enfermedad de Alzheimer (11, 34).

4.2. Diseno de Vacunas

En 2014, Cid y colaboradores publicaron el primer estudio sobre interacciones pro-
teina patdgeno-huésped. En este trabajo, se estudid la presencia de modificaciones
postranscripcionales en proteinas efectoras, proteinas T3SS, de diferentes mutantes
de Salmonella typhimurium, para infectar células Hela in vitro. La coleccion de lisados
que representaba todas las condiciones de infeccion se imprimieron y se utilizaron con
varios anticuerpos validados, mostrando resultados comparativos entre los diferentes
ensayos segun la abundancia relativa de las proteinas o las modificaciones postrans-
cripcionales (69). Otro estudio similar, realizado por Li 'y colaboradores permitié identifi-
car 149 antigenos de Yersinia pestis potenciaimente inmunogénicos (70), Utiles para el
diseno de vacunas. En 2009, Thanawastein y colaboradores disenaron y desarrollaron
un array de proteinas cuyo contenido estaba basado en activadores inmunes (EPSIA)
que se empled para la identificacion de nuevas proteinas inmuno-estimuladoras frente
a la bacteria de Vibrio cholerae (71).

En un estudio mas reciente, Montor y colaboradores describieron, utilizando mi-
croarrays de proteinas NAPPA, antigenos de membrana de Pseudomonas aeruginosa
que discriminaban entre pacientes infectados con P aeruginosa e individuos sanaos,
y por ende proteinas potencialmente candidatas para vacunas. En este trabajo, se
identificaron 12 proteinas, la mayorfa de ellas relacionadas con la respuesta inmune
adaptativa en pacientes infectados (46). Mas recientemente, Manzano y colabora-
dores detectaron un conjunto de nuevas proteinas de O. moubata candidatas para
vacunas basadas en una caracterizacion sistematica de mas de 2000 interacciones
huésped-patogeno evaluadas mediante microarrays de proteinas auto-ensamblado
basados en una biblioteca de cDNAs que contenia mas de 400 proteinas recombi-
nantes de O. moubata (72).
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4.3. Enfermedades auto-inmunes

El sistema inmune humoral genera anticuerpos (“auto-anticuerpos’) frente a auto-an-
tigenos alterados en respuesta a muchos procesos patoldgicos. Se cree que los au-
to-anticuerpos se generan debido a la alteracion de las proteinas por su sobre-expre-
sion, mutacion, modificaciones postranscripcionales alteradas, degradacion alterada,
0 por su liberacion del tejido dafiado; alterando la antigeneicidad de esas proteinas y
por tanto su transformacion en auto-antigenos (73). Todo ello conduce a su reconoci-
miento por el sistema inmune.

Los auto-anticuerpos especificos de patologia tienen varios beneficios que los con-
vierten en una fuentes idonea de biomarcadores: 1.-se detectan antes de que apa-
rezcan los sintomas clinicos; 2.-son faciles de detectar incluso a niveles bajos una vez
gue se conoce su antigeno diana; 3.-son faciles de analizar pues se obtienen a traves
de una prueba minimamente invasiva (como es la sangre periférica); y 4.-estan pre-
sentes en niveles mas altos y con una vida media superior a sus antigenos diana, que
estan presentes transitoriamente en la sangre pues sufren una degradacion intensiva.

Estas caracteristicas de los auto-anticuerpos han provocado que se haya caracteri-
zado con intensidad la respuesta humoral que se produce en situaciones patologicas
mediante la utilizacion de microarrays de proteinas ensamblados y auto-ensamblados
y microarrays de fagos (9, 10, 156-17, 22, 23, 74).

La primera vez que los microarrays de proteinas NAPPA se utilizaron para la deteccion
seroldgica fue en 2007 por Anderson y colaboradores. Dichos autores estudiaron
la presencia de anticuerpos contra antigenos tumorales en cancer de mama. Los
autores mostraron gue los niveles de anticuerpos especificos de p53 eran significati-
vamente mas bajos en donantes sanos gue en pacientes con cancer de mamay que
la respuesta al auto-antigeno p53 se detectaba en estadios Il de la enfermedad [30].
En estudios posteriores a este trabajo, se analizé la respuesta humoral en cancer de
mama en microarrays NAPPA conteniendo aproximadamente 5000 antigenos asocia-
dos a cancer (75, 76). Posteriormente, también analizaron la respuesta humoral en
cancer de ovario y la contribucion de los auto-anticuerpos de pb3 en diferentes tipos
de cancer (13, 75, 76). Con un flujo de trabajo similar, el grupo del Prof. Labaer desa-
rrolld un NAPPA array piloto para evaluar los auto-anticuerpos presentes en la artritis
idiopatica juvenil (AlJ), que es una enfermedad caracterizada por inflamacion crénica
de las articulaciones en los nifios (77). Recientemente, el laboratorio del Dr. Fuentes
ha realizado una deteccion de auto-anticuerpos en osteoartritis v artritis reumatoide
mediante el uso de microarrays NAPPA, validado con otras tecnologias de microarrays
de proteinas (78).

Por otra parte, otra de las tecnologias mas ampliamente utilizadas para caracterizar
la respuesta humoral han sido los microarrays de proteinas comerciales —ProtoArray,
HuProt- v microarrays de fagos. Dichas tecnologias se han utilizado con éxito para la
caracterizacion de la respuesta humoral en cancer colorrectal, cancer de prostata,
ovario, glioma,... (9, 10, 156-17, 22, 23, 74), entre otras enfermedades (12,79).
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4.4. Biomarcadores funcionales como dianas farmacoldgicas

Entre los mUltiples estudios realizados con microarrays de proteinas para analisis de
Protedmica Funcional, los microarrays de proteina tipo NAPPA han permitido la carac-
terizacion funcional de mltiples interacciones en situaciones fisiologicas y/o patologi-
cas gue una vez trasladadas podrian constituir nuevas dianas farmacoldgicas.

Hace una década, el grupo del Prof. Labaer evalud la utilidad de los microarrays NA-
PPA para la deteccion de interacciones proteina-proteina. En uno de los articulos ini-
clales de esta tecnologia se verifico la utilidad de esta aproximacion para la deteccion
de interacciones conocidas, incluyendo Jun-Fos y p53-MDM2, mediante la utilizacion
de un microarray con 647 genes Unicos impresos por duplicado [33]. Mas recien-
temente se ha utilizado esta tecnologia para la caracterizacion de interacciones de
factores de transcripcion, vy la deteccion de nuevas vias de sefializacion celular en
Arabidopsis thaliana (49). Ademas, utilizando tambien microarrays NAPPA multiplexa-
dos que aumentan la densidad del array, se han identificado cuatro nuevos antigenos
relacionados con la tuberculosis en cobayas vacunadas con Bacillus Calmette-Guerin
(BCQG) y validadas posteriormente mediante ELISA (45). En otro estudio reciente, Man-
zano y colaboradores publicaron un trabajo donde utilizaron NAPPA para estudiar las
interacciones de proteinas. En este estudio, se identificaron nuevos interactores para
P-selectina y fosfolipasa A2, validando otras multiples interacciones (72).

5. Conclusiones y perspectivas.

En este capitulo de libro, hemos revisado los avances realizados en los Ultimos afios
en el campo de la protedmica basada en microarrays de proteinas; desde la impresion
de dichos microarrays, su clasificacion, hasta los usos y aplicaciones mas recientes
en el campo. Sin embargo, como describimos anteriormente, a pesar de todos los
grandes avances realizados en microarrays de proteinas- tanto desde el punto de vis-
ta tecnoldgico/metodoldgico como en la ampliacion del abanico de aplicaciones- aun
sigue siendo un desafio su utilizacion para la caracterizacion del proteoma humano
completo.

En los proximos anos, se espera la obtencion de microarrays de proteinas impresos
con el proteoma completo, considerando un “open reading frame” por gen, de forma
similar a como se han desarrollado los microarrays de DNA. Con el desarrolio de
dichos microarrays, se conseguira obtener informacion sobre las funciones de las pro-
teinas y genes cuyas funciones se desconocen actualmente, y que segun diferentes
estudios puede suponer aproximadamente el 50% de todas ellas.

Finalmente, queremos destacar que aunque todavia es necesario desarrollar y opti-
mizar algunos aspectos clave de los microarrays de proteinas, en un futuro cercano,
la complementariedad que ofrecen los microarray de proteinas, junto con los ensa-
yos protedmicos basados en espectrometria de masas proporcionarian los resultados
complementarios necesarios para la definicion concreta del proteoma humano, asi
como el andlisis funcional del proteoma.
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1. Introduccion historica.

El conocimiento del proteoma humano supone un reto de una dimension sin prece-
dentes para la comunidad cientifica. Mas alla de productos génicos que cabria esperar
a partir de la traduccion de los alrededor de 20.000 genes codificantes del genoma
humano, procesos tales como el procesamiento del ARN o las modificaciones pos-
traduccionales (PTMs), entre otros, dan lugar a una gran diversidad de proteoformas
(variantes de proteinas estables en las condiciones celulares), cuyo nimero se estima
en cientos de miles (1,2). La identificacion de todas las entidades peptidicas, su de-
teccion en los diferentes tipos celulares, la asignacion de los cambios dinamicos de
abundancia en respuesta a estimulos v la asignacion de su implicacion funcional, tanto
en un entorno fisioldgico como patoldgico son los objetivos Ultimos de la protedmica
actual. La evolucion de las técnicas de separacion de proteinas y de espectrometria
de masas, ha permitido disefar estrategias para el estudio del proteoma con una gran
precision vy sensibilidad, tales como las descritas en otros capitulos de este manual.
Asi, es posible hoy dia realizar estudios practicamente de proteomas completos (3)
y de anotar miles de PTMs en un Unico experimento (4). A pesar de todo ello, el
progreso en la investigacion sobre el proteoma humano requiere de un continuo es-
fuerzo multidisciplinar que garantice el desarrollo de nuevos recursos tecnoldgicos y
de nuevos métodos de andlisis e integracion de datos, la aplicacion de los recursos
generados en la investigacion biomédica y clinica y, en Ultimo término, la identifica-
cion y cualificacion de biomarcadores que contribuyan a establecer las bases de una
medicina molecular disefiada a medida del paciente. En este contexto se fundd la
HUPQO en febrero de 2001 para coordinar en una iniciativa internacional a los diferentes
proyectos ya operativos en varios paises, promover la investigacion en el ambito de la
protedmica y diseminar el conocimiento generado haciéndolo accesible a la comuni-
dad cientffica en general (http:// www.HUPQO.org). Entre 2001 y 2002 se definieron las
areas estratégicas en las que centrar los objetivos: desarrollo tecnoldgico para llevar
a cabo estudios mas profundos y precisos, establecimiento de recursos informaticos
para el procesado y andlisis estadistico de los datos en formatos estandarizados vy
accesibles al resto de la comunidad cientifica, seleccion de tipos celulares y tejidos de
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amplio interés para abordar su caracterizacion protedmica (cerebro, higado, plasma/
suero) y desarrollo de anticuerpos especificos para todas las proteinas codificadas
por el genoma humano (5). Por entonces se comenzaba a plantear el abordaje del
estudio sistematico del proteoma humano, incluso desde una perspectiva privada
liderada por Celera (6). Desde el primer congreso de la HUPO celebrado en Versalles
en noviembre de 2002, la actividad realizada se presenta y revisa en el congreso anual
que se organiza de forma alternante en las 3 regiones geograficas que participan en
HUPO, Europa/Africa, Asia/Oceania y las Américas. Cabe destacar que este congreso
fue organizado en Espana por miembros de la SEProt en 2014 (7). La actividad de
las diferentes iniciativas (8) permitié establecer los primeros mapas del proteoma del
plasma (9), del higado (10), cerebro (11), asf como comenzar a establecer estandares
para facilitar la validacion, comparacion e intercambio de datos (12,13) vy desarrollar
colecciones masivas de anticuerpos de forma sisteméatica para establecer un atlas de
expresion del proteoma humano(14,15). A pesar de que en los afios siguientes se
sumaron otras iniciativas centradas en el estudio del proteoma de tejidos especificos
(iAon y orina) o enfermedades concretas (diabetes) (16), no fue hasta unos afos
méas tarde, durante el Congreso HUPO celebrado en Amsterdam en 2008, cuando
se comenzo a discutir la posibilidad de dotar de una estructura de proyecto Unico a
la actividad que se desarrollaba en el seno de la HUPO v se discute el esquema del
HPP (17,18), que se presentara oficialmente durante el congreso HUPO celebrado en
Sidney en 2010 (19,20).

2. Objetivos vy estructura del HPP,

Siguiendo con los principios inicialmente establecidos en la HUPO, el HPP tiene como
mision la elaboracion de un mapa completo de las proteinas humanas en su contexto
bioldgico sobre el que construir modelos funcionales y determinar las variaciones en
respuesta a situaciones tanto fisioldgicas como patoldgicas que eventuaimente se-
ran la base para desarrollar nuevos métodos de diagnostico, pronodstico y terapia. El
proyecto descansa sobre tres pilares tecnoldgicos fundamentales: la espectrometria
de masas (tanto shotgun como dirigida, Pilar MS), reactivos de afinidad (Pilar Ab), an-
ticuerpos monoclonales vy policlonales principalmente v recursos bioinformaticos (Pilar
KB) (repositorios, bases de datos) que permitieran compartir la informacion generada
en formatos estandarizados (19). Los objetivos que se plantearon en un inicio fueron:

1. La elaboracion de un catélogo de ensayos robustos para detectar y cuantificar
al menos un producto polipeptidico de cada gen codificante del genoma humano
en base a las transiciones definidas para sus péptidos proteotipicos (especificos de
una proteina y proteoforma concreta) en andlisis de monitorizacion selectiva de iones
(MRM/SRM, Multiple/Selected Reaction Monitoring).

2. Obtencidn de una librerfa de anticuerpos que permita detectar y cuantificar al menos
un producto polipeptidico de cada gen codificante del genoma humano en los dife-
rentes tipos celulares, tejidos y érganos, asi como su localizacion subcelular, durante
las etapas del desarrollo v edad adulta, tanto en situacion basal como en condiciones
patoldgicas.
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3. Creacion de una plataforma de conocimiento sobre proteinas humanas que integre
la informacion estructural y funcional depositada en los recursos disponibles (UniProt/
SwissProt, PRIDE, PeptideAtlas) v los resultados generados por las iniciativas del HPP
bajo estrictos estandares de calidad previamente definidos.

Ademas de estos objetivos principalmente asociados a los pilares tecnoldgicos, se ini-
ciaron los dos subproyectos principales del HPP: el centrado en el cromosoma (Chro-
mosome Centric HPP, C-HPP) v el centrado en la biologia y la enfermedad (Biology
and Disease driven HPP, B/D-HPP). El C-HPP es un consorcio en el que 25 equipos
de investigacion internacionales adoptan un cromosoma especifico para caracterizar
las proteinas codificadas por los genes gue lo integran (20), por ejemplo, en Espafia
se adoptd el cromosoma 16 (21). Aungue realmente esta distribucion del trabajo no
tiene una base bioldgica clara, si permitid abordar de forma organizada la construccion
del mapa del proteoma humano definiendo de forma sistematica las proteinas que 1o
integran. Por otra parte, las iniciativas ya existentes en HUPO centradas en tejidos o
enfermedades concretas, se agruparon en el B/D-HPP con la idea de promover la
investigacion en sus éreas de conocimiento especificas aplicando la protedmica y en
particular los recursos desarrollados en el HPP. A su vez, el HPP debia de constituirse
como plataforma de interaccion con la comunidad investigadora en general y con
otros sectores como el biotecnologico, farmacéutico y clinico, para facilitar la transicion
del conocimiento generado hacia un beneficio neto para la sociedad.

3. Pilares tecnologicos.

Los tres pilares tecnologicos del HPP: MS, Ab y KB, tienen como mision aportar he-
rramientas para el estudio del proteoma y métodos estandarizados para compartir la
informacion generada. Como se detallara a continuacion, el apartado més tecnoldgico
del HPP integra tanto iniciativas que comenzaron en los primeros afos de la HUPO,
COMO nuevas colaboraciones que ya han generado valiosos recursos para la comu-
nidad cientifica. El pilar MS ha sido desde el principio uno de los motores principales
en el avance de la protedmica. La contribucion de los desarrollos tecnoldgicos y la
colaboracion de muchas de las empresas protagonistas con el trabajo de la HUPO
a través del IAB (Industrial Advisory Board), conjunto de empresas que participan en
el consegjo directivo de la HUPO, ha sido fundamental en el origen vy disefio del HPP.
Las primeras iniciativas de HUPO centradas en el estudio del proteoma de drganos
y fluidos biologicos sirvieron de banco de pruebas para determinar las limitaciones
de la metodologia disponible e impulsar nuevos recursos analiticos mas sensibles y
precisos. Los andlisis exploratorios del proteoma se basaban fundamentalmente en
analisis dependientes de datos (DDA) y requirieron de la elaboracion de una estrategia
de estandarizacion que dotara de trazabilidad y reproducibilidad a los experimentos
asfi como de la definicion de estandares que facilitasen el intercambio de datos entre
investigadores. Este ha sido el principal objetivo de la Proteomics Standards Initiative
(PSI, http://www.psidev.info) desde su creacion en el afio 2002 (13) que ha definido
y actualiza formatos estandarizados y guias en diferentes ambitos, que incluyen: inte-
racciones moleculares (MIMIx, MIABA, MIAPAR, PSI-MI-XML, MITAB), espectrometria
de masas e informatica en protedmica (mzMI, TraML, mzldentML, mzQuantML, MIA-
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PEs (Minimum Information About a Proteomic Experiment)) y separacion de proteinas
(MIAPEs, GelML, spML) (revisado en (22)). A su vez, se crea la PRoteomics IDENti-
fication Database (PRIDE) como un repositorio publico de datos de espectrometria
de masas cuyo objetivo es representar todos los aspectos de un experimento de
protedmica y hacerlos accesibles al usuario (http://www.ebi.ac.uk/pride) (23) en los
formatos estandarizados desarrollados por la PSI. En la actualidad PRIDE contiene
mas de 10.000 proyectos y alrededor de 90.000 ensayos asi como herramientas
para la visualizacion y andlisis de datos (PRIDE Inspector) y conversores a los forma-
tos estandar mas comunes (PRIDE Converter) (24). PRIDE es el principal repositario
de datos protedmicos basados en espectrometria de masas y se ha convertido en
una referencia que proporciona a cualquier investigador la posibilidad de disponer de
los datos depositados para desarrollar nuevas herramientas de andlisis estadistico o
reanalizarlos en el contexto de su propia investigacion. PRIDE es uno de los miembros
fundadores del ProteomeXchange (PX) consortium  (http://www.proteomexchange.
org) que se creo en 20171 con el objetivo de estandarizar el deposito de datos vy la
diseminacion de los datos de protedmica a nivel mundial. Actualmente, ademas de los
miembros fundadores (PRIDE and PeptideAtlas, incluido el recurso PASSEL) también
se han unido al consorcio los siguientes repositorios: Massive, POST, iProX y Pano-
rama (24). De forma analoga a otras tecnologias “émicas’, la deposicion de los datos
derivados de experimentos de MS/MS en repositorios publicos es un requisito exigido
o recomendado por un ndmero creciente de revistas cientificas. Ante las limitaciones
de los experimentos DDA (shotgun) para realizar cuantificaciones reproducibles en
muestras de alta complejidad debido al elevado nimero de péptidos (seleccion del
precursor mas abundante, interferencias cruzadas...) se disefiaron estrategias dirigi-
das mediante monitorizacion selectiva de iones (Selected Reaction Monitoring, SRM).
El desarrollo de ensayos SRM para los proteomas de S cerevisiae (25), S pyogenes
(20) v (27) vy sus aplicaciones (28), inspird la puesta en marcha de una iniciativa cuyo
objetivo fue el desarrollo de ensayos SRM para todo el proteoma humano. El resul-
tado fue la generacion de un conjunto de ensayos SRM especfficos que permiten la
cuantificacion del 99,7% de las mas de 20.000 proteinas humanas anotadas. Los
resultados estan recogidos en el SRMAtlas (http://www.srmatlas.org) que contiene las
coordenadas para identificar mas de 166.000 péptidos proteotipicos y proporcionan
multiples ensayos independientes para cuantificar cualquier proteina humana, algunas
variantes de procesamiento alterativo, mutaciones no sindnimas y modificaciones
posttraduccionales (29).

Para complementar la utilizacion de la espectrometria de masas en la caracterizacion
del proteoma humano, se planted el desarrollo de reactivos de afinidad a gran escala,
esencialmente anticuerpos. Con este fin, el grupo de Mathias Uhlén propuso la ge-
neracion de colecciones de anticuerpos para realizar estudios de protedmica de alta
densidad a partir de fragmentos recombinantes de proteina (PrESTs, Protein Epitopes
Signature Tags) a finales de los noventa. Esta estrategia se utiliza en 2002 para mapear
las proteinas del cromosoma 21, como prueba de concepto (14) y méas adelante da
lugar al inicio del Human Frotein Atlas (HPA, hppt:.//www.proteinatlas.org) en el que se
describe la distribucion especifica de tejido y la localizacion subcelular de las proteinas
humanas en situacion normal y patolédgica (30). Desde entonces, se ha producido una
continua evolucion de esta iniciativa con una primera version del atlas que contenia
informacion de expresion de proteinas basada en aproximadamente 700 anticuer-
pos hasta la version actual, la 18, con informacion sobre mas de 18.000 proteinas vy

zl O Proyecto Proteoma Humano
(Human Proteome Project, HPP)




26.000 anticuerpos. El HPA proporciona actualmente un valioso mapa de las proteinas
humanas en células, tejidos y drganos integrando varias tecnologias, imagen basada
en inmunoafinidad, espectrometria de masas vy transcriptomica, en un formato abierto
a cualquier usuario. Este recurso se subdivide en tres partes: 1: el Atlas de Tejidos o
Tissue Atlas que integra datos de 76 tipos celulares pertenecientes a 44 tejidos (31),
2. el Alas Celular o Cell Atlas (32) que determina la distribucion subcelular de mas de
12.000 proteinas en 33 organulos vy estructuras celulares y 3: el Atlas de Patologia o
Pathology Atlas (33), que proporciona andlisis de correlacion de expresion génica y la
evolucion clinica de mas de 8.000 pacientes de los tipos de canceres mas comunes 'y
mas de 5 millones de imagenes de inmunohistoguimica. El impacto cientifico del HPA
puede deducirse de los miles de publicaciones a las que ha dado lugar, tanto en el
entorno de la HUPO y del HPP como fuera de él.

Dentro del pilar KB, cabe destacar dos iniciativas: PeptideAtlas y nextProt. PeptideAt-
las (http://www.peptideatias.org) fue disefiado para anotar genomas eucariotas con
secuencias de péptidos derivadas de experimentos de espectrometria de masas (34).
Los datos crudos generados por los espectrometros de masas (se utilizan datos en-
viados directamente a PeptideAtlas, a PRIDE o a otros repositorios) se convierten a
un formato estandar, mzXML y se realiza la asignacion de secuencia en bases de
datos v la validacion automatica utilizando la TPP (Trans Proteomic Pipeline; (35)). En
la actualidad, tras el reprocesamiento de los archivos raw, el atlas humano contiene
mas de 220.000.000 de PSMs (Peptide Spectrum Matches o el ndmero total de
secuencias peptidicas identificadas para una proteina, incluyendo aguellas redundan-
temente identificadas) que corresponden a mas de 1.400.000 péptidos Unicos de
15.898 proteinas, identificadas de acuerdo a los criterios de aceptacion establecidos
por PeptideAtias. Por su parte, NeXtProt (http://nextprot.org) nace con el objetivo de
crear una plataforma de conocimiento en la red que contenga la informacion relativa a
las proteinas humanas, tomando como punto de partida la informacion curada de Uni-
ProtkKB/Swiss-Prot (36), que se integra con otras fuentes de informacion como Pepti-
deAtlas, SRMAtlas y HPA, entre otras (37). La Ultima version de nextProt (03/09/2018)
contiene informacion relativa a 20230 proteinas, 42241 proteoformas (splicing), mas
de 200.000 interacciones binarias, cerca de 200.000 modificaciones postraduccio-
nales y mas de 5 millones y medio de variantes. Ademas de PeptideAtlas y nextProt,
durante estos anos se han desarrollado otras herramientas para recoger, ordenar y
hacer disponible de forma sistematica la informacion generada por las diferentes ini-
ciativas asociadas al HPP, entre las que cabe destacar, la Global Proteorme Machine
(GPM) (38), CAPER (39), GenomewidePDB (40) (41). Son, sin embargo, PeptideAtlas
y neXtProt las iniciativas que estan desempefnando un papel clave en el HPP ya que
son las responsables de definir los umbrales de filtrado y certidumbre en relacion a la
deteccion de las proteinas del proteoma humano y sus variantes, curando la informa-
cion que genera la comunidad cientffica (espectrometria de masas, inmunodeteccion,
estructura, interaccion, etc) de acuerdo a los criterios establecidos.

Uno de los objetivos fundamentales del HPP es completar la anotacion del proteoma
humano, habida cuenta de que existen proteinas para las que no disponemos de su-
ficiente informacion experimental que avale su deteccion, las missing proteins (MPs).
Tras las primeras clasificaciones (gold, silver and bronze), es en la version de nexXtProt
de 2013 donde se establecen las diferentes categorias en relacion al grado de evi-
dencia de la existencia de las proteinas, que siguen vigentes en la actualidad: PET,
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observacion a nivel de proteina, PE2, evidencia a nivel de transcrito, PE3, deducida
a partir de datos de ortdlogos, PE4 por prediccion a partir del genoma y PES, existen
dudas a cerca de la existencia del gen codificante (42). Las MPs incluyen las catego-
rias PE2-4, sin considerar PES, cuya existencia es dudosa. Entre las razones que pue-
den explicar la dificultad de detectar las MPs se podrian considerar: los niveles bajos
de expresion, expresion especifica en algunos tipos celulares muy concretos (como
por ejemplo los receptores olfatorios), de alguna etapa del desarrollo o en respuesta
a determinados estimulos. En 2012 representaban alrededor del 32% del proteoma
humano, cifra que ha ido modificandose en las sucesivas actualizaciones anuales de
neXtProt hasta un 11% en la version de 2018 (43), gracias a las contribuciones de las
iniciativas del HPP (44) principalmente C-HPP, asi como de trabajos de investigacion
de otros grupos. Para el desarrollo de este trabajo era esencial definir unas reglas ba-
sicas que asegurasen uniformidad de criterios v fiabilidad de la informacion anotada.
Por ello, se elaboraron unas guias en el marco del HPP que indican el protocolo para
enviar los datos a los repositorios de espectrometria de masas, como presentar el
analisis del error experimental, y que informacion es necesaria para confirmar la ob-
servacion de nuevas proteinas (45). Los resultados de espectrometria de masas han
de filtrarse con un FDR <1% (a nivel de PSM, péptido y proteina) y se consideraran
identificaciones vélidas aquellas que se basen en la asignacion de al menos dos pép-
tidos proteotipicos (permiten identificar inequivocamente una proteina) de nueve o mas
residuos. En relacion a esto dltimo, es relevante mencionar la herramienta de nexXtProt
peptide uniqueness checker, que permite de forma sencilla determinar si un péptido
es proteotipico o no (46).

Ya en 2017, durante el XVI Congreso de la HUPO en Dublin, se propone la creacion
de un nuevo pilar dentro del esquema del HPP enfocado en patologia (Pathology Pi-
llar), de gran interés para muchas de las iniciativas del HPP. Sus objetivos principales
son: 1: inventariar e incrementar las capacidades en este area dentro de HUPO, 2:
iniciar un programa de formacion, 3. elaborar guias de para la interpretacion de los
datos derivados del andlisis histopatoldgico 4: establecer normas de buena practica
para biobancos, &: construir librerias de perfiles protedmicos normales y patolégicos
conectados con repositorios de imagenes histoldgicas validadas, 6: construir un Atlas
de Patologia Humano (en colaboracion con el HPA) y 7: iniciar colaboraciones con la
industria.

4. HPP centrado en el cromosoma, C-HPP.

El C-HPP nace en Busan durante una reunion mantenida en 20711, con la mision de
mapear y anotar todas las proteinas codificadas por cada uno de los genes del geno-
ma humano. Inicialmente se organizd con una configuracion en red en la que equipos
internacionales adoptaban un cromosoma con la idea de caracterizar todos los pro-
ductos proteicos codificados por sus genes (47). El principal objetivo que se aborda
en todos los casos es la deteccion de la MPs para conseguir definir un mapa en el que
al menos se describa un producto proteico para cada gen codificante (posteriormente
se abordara la identificacion de proteoformas). Para ello y aunque cada uno de estos
consorcios interacionales adopta una estrategia diferente, en casi todos 10s casos
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se adopta una estrategia que combina el andlisis de experimentos de expresion gé-
nica masivos disponibles en repositorios publicos para determinar la expresion de los
genes que codifican MPs en diferentes tejidos y tipos celulares, con experimentos de
protedmica para verificar la expresion de las proteinas candidato (47-49). En Espafia
se cred el consorcio para el estudio del proteoma humano (SpHPP) que asumio la
caracterizacion del cromosoma 16 (21) y en estos arnos, ha realizado aportaciones en
relacion a este cromosoma especifico asi como al desarrollo de recursos computacio-
nales para definir los tejidos o lineas celulares en los que la probabilidad de detectar
una determinada MP es maxima, entre los que cabe destacar testiculo, esperma vy
cerebro (50,51). Asimismo, en paralelo a otros grupos, se configuraron nuevos siste-
mas de andlisis que han permitido extraer informacion adicional a partir de los datos
generados en experimentos de espectrometria de masas depositados en repositorios
como PRIDE (52-54). Los progresos realizados se han publicado anualmente, desde
2013, en ndmeros tematicos del Journal of Proteome Research. En ellos, se descri-
ben las nuevas versiones de PeptideAtlas y neXtProt, los progresos en la identificacion
de MPs, nuevos métodos de andlisis o flujos de trabajo, etc. En los Ultimos afos, los
objetivos del C-HPP se han diversificado para abarcar temas tan interesantes como el
estudio de PTMs, variantes de splicing, SAPs (Single Aminoacid Polimorfism), smORFs
(small Open Reading Frame) o la anotacion funcional de proteinas PE1 (UPET) (55).
Todos estos aspectos tienen un claro trasfondo bioldgico lo que promueve el trabajo
sinérgico con el B/D-HPP, algo I6gico vy ya previsto en los primeros esquemas del HPP
47).

5. HPP dirigido al estudio de la biologia y
enfermedad.

El objetivo general del B/D-HPP es explorar el impacto de las tecnologias cominmente
utilizadas en protedmica, como la espectrometria de masas, en dreas especificas de
la biologfa, estableciendo colaboraciones con investigadores expertos. La comple-
mentariedad entre los dos subproyectos del HPP es evidente ya que el motor de esta
iniciativa es la utilizacion de la descripcion del proteoma elaborada por el C-HPP para
descubrir las redes moleculares implicadas en la regulacion fisioldgica del organismo y
las alteraciones que dan lugar a la progresion de enfermedades. Se trata de organizar
el proteoma en los médulos funcionales que son la base de la complejidad de las
células, tejidos y érganos del organismo (16). Con el propdsito general de determinar
si el acceso a técnicas de medicion fiables y reproducibles facilitaria el abordaje de
estudios mas amplios del proteoma accesibles a investigadores no especialistas en
protedmica el B/D-HPP plantea 4 objetivos especfficos: 1: seleccion de las areas bio-
l6gicas/clinicas de interés, 2: generacion de listas de proteinas de relevantes en cada
una de las areas definidas, 3: generacion ensayos y reactivos para medir las proteinas
dianay 4. divulgacion del conocimiento adquirido y de los reactivos/métodos genera-
dos. En su inicio, el B/D-HPP integrd a muchas de las iniciativas iniciales de la HUPO,
mayoritariamente enfocadas en la descripcion del proteoma de érganos y tejidos hu-
manos, a las que se sumaron otras especificas de enfermedades como la diabetes o
el cancer. A dia de hoy, el B/D-HPP cuenta con 19 iniciativas activas: cerebro, higado,
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plasma, rifidn/orina, musculo esquelético, ojo, pediatrica, condiciones extremas, dia-
betes, cancer, infecciosas, inmunopeptiddmica, cardiovascular, mitocondria, organis-
mos modelo, agregacion de proteinas, nutricion v glicoprotedmica, cuya descripcion
se puede consultar en https://www.hupo.org/B/D-HPP. Algunas de las iniciativas han
generado listas de proteinas, disponibles en PeptideAtlas (https://db.systemsbiology.
net/sbeams/cgi/PeptideAtlas/proteinListSelector), y se han desarrollado aplicaciones
gue permiten la consulta sistematica de bases de datos bibliograficas para extraer las
proteinas (y metabolitos) mas comunmente asociados a una determinada situacion
bioldgica o enfermedad (56-59). Como se comentd anteriormente, SRMAtlas y HPA
proporcinan valiosos recursos complementarios para monitorizar la abundancia de las
proteinas en muestras biolégicas complejas.

0. Perspectivas.

EIHPP se plantea como principal objetivo el impulsar el estudio del proteoma humano
para conseguir su continua actualizacion incorporando el nuevo conocimiento ge-
nerado a versiones curadas, accesibles a la comunidad cientffica. La anotacion del
“proteoma oscuro”, en referencia a las MPs vy a las proteinas sin anotacion funcional
(UPE1), es el principal reto y contara con la participacion coordinada de las iniciativas
anteriormente mencionadas (C-HPP, B/D-HPP vy Pilares). Para ello se profundizaré en
la caracterizacion de tejidos/células especificos en los que estas proteinas puedan
estar especialmente representadas, haciendo énfasis en condiciones concretas que
puedan favorecer su expresion. En este sentido, los estudios de protedmica clinica,
ya en curso en muchas de las iniciativas del B/D-HPP, juegan un papel esencial al ser
fuente de tejidos patoldgicos, con programas de expresion especificamente adapta-
dos. La caracterizacion funcional de estas proteinas y su implicacion en enfermedades
se realizara en el marco de los programas de investigacion activos en cada uno de los
laboratorios participantes.

Ademas de las modulaciones en la abundancia de las proteinas, su regulacion me-
diante modificaciones postraduccionales es un aspecto intimamente ligado al control
de los procesos celulares, cuya alteracion es parte de los mecanismos de progresion
de muchas patologias. En este sentido, el HPP mantiene abiertas varias lineas de
trabajo para la anotacion curada de modificaciones en nextProt y dos experimentos
multicéntricos para analizar el alcance de diferentes procedimientos de andlisis de
fosfopéptidos (Pilar MS), por una parte y de glicoproteinas (Iniciativa B/D Glicopro-
tedmica). La identificacion de variantes de proteinas que incorporan sustituciones de
aminoacidos, que son el resultado de procesamiento alternativo, de la traduccion de
marcos de lectura abierta pequefios (SMORF, de small open reading frame), e incluso
péptidos derivados de RNAs no codificantes, es otro de los objetivos que va se esta
abordando utilizando aproximaciones proteogendmicas.

Finalmente, ademéas de hacer accesible el conocimiento generado, el HPP quiere se-
guir apoyando y promoviendo iniciativas que permitan el desarrollo de aplicaciones de
interés clinico. La identificacion de listas de proteinas relevantes (potenciales biomar-
cadores o dianas terapéuticas) en areas concretas (popular/priotity proteins initiative) y
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la puesta a punto de métodos que permitan su cuantificacion precisa y su desarrollo
como herramientas aplicables en la rutina clinica, son objetivos prioritarios. Se requiere
para ello de una colaboracion interdisciplinar que asegure la orientacion de los proyec-
tos hacia las necesidades actuales de los pacientes. El recientemente creado Pilar de
Patologia va a desempefiar un papel decisivo en la creacion de los puentes necesa-
rios entre las diferentes iniciativas del HPP y asi definir proyectos concretos claramente
orientados a fines enmarcados en los objetivos de la medicina de precision.

En conclusion, el HPP proporciona un marco ideal para desarrollar la actividad pluri-
disciplinar imprescindible para profundizar en el conocimiento del proteopma humano.
Una de las prioridades es asegurar la disponibilidad de una version curada en continua
actualizacion del proteoma humano, fundamentada en los proyectos propios y en la
incorporacion de datos generados por la comunidad cientffica, previo filtro de acuerdo
a las reglas de calidad ya establecidas. Este conocimiento vy las herramientas tecnolo-
gicas que ya estan en marcha, constituyen la base para promover la amplia utilizacion
de la protedmica en investigacion, algo que es ya una realidad, y dar los primeros
pasos en la definicion de fenotipos moleculares para la estratificacion de pacientes.
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