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RESUMEN

El andlisis protedmico actualmente se encuentra en auge, debido a su gran impacto en
campos como el medioambiente, la medicina, el sector alimentario, la biologia o las ciencias

poliméricas.

El objetivo de la protedmica es el poder identificar y cuantificar en un Unico ensayo el mayor

numero de proteinas posible, siguiendo dos estrategias: Top-down y Bottom-up.

En la mayoria de los casos, la baja concentracion de proteinas endogenas en las muestras
suele ser un problema. Es por ello que, en los ultimos afios se han realizado grandes avances
en la mejora de las técnicas existentes, con el fin de hacerlas mas sensibles y poder

proporcionar datos mas fiables, con mayor rapidez y menor coste.

Las técnicas por excelencia para la separacion de los péptidos y proteinas presentes en una
muestra son la cromatografia de liquidos y la electroforesis capilar. Pero ambas requieren el
acoplamiento a un espectrometro de masas y herramientas bioinformaticas que hagan posible

la identificacion de los fragmentos.

En el presente trabajo, se han recopilado las investigaciones mas recientes del analisis en

proteémica.

Tras una pequefa introduccion sobre la historia de la protedmica y la evolucién de las técnicas
analiticas con el paso de los afios, el trabajo se centra en exponer los aspectos tedricos mas
relevantes de las técnicas en columna mas utilizadas para el analisis de péptidos y proteinas
y remarcar las ultimas tendencias en protedmica. Para finalmente dar una idea sobre la linea

de investigacion para los proximos anos.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

1D Unidimensional

2D Bidimensional

2DE Electroforesis en gel bidimensional

3D Tridimensional

4D Tetradimensional (4 dimensiones)

ABC Bicarbonato de amonio

ADC Conjugado anticuerpo - farmaco

AFC Cromatografia de afinidad

ASMS American Society for Mass Spectrometry

BSA Albumina de suero bovino

C-CP Columnas capilares con canales

CA Anhidrasa carboénica

CCR Cancer colorectal

CCS Secciones transversales de colision

CFP ChipFilter Proteolysis

COVID-19 Enfermedad por Coronavirus 2019

CPE Extraccion en punto de nube

CZE Electroforesis capilar de zona

DI Diametro interno

DIGE Electroforesis capilar diferencial

DTT Ditiotreitol

EC Electroforesis capilar

ERLIC Cromatografia de interaccion hidrofilica de repulsion electrostatica
ESI Electroespray

FAIMS Movilidad i6nica

FASP Preparacion de muestra asistida por filtro

FIA-DIA Adquisicion independiente de datos del analisis de inyeccién de flujo
FT-ICR Resonancia de ciclotrén iénica por transformada de Fourier
GELFrEE Electroforesis de atrapamiento de fraccion liquida eluida en gel
GPC Cromatografia de permeabilidad sobre gel

HIC Cromatografia de interaccion hidrofébica

HILIC Cromatografia de interaccién hidrofilica
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1 INTRODUCCION

La primera vez que se acufid el término genoma fue en 1920 por el botanico aleman Hans
Winkler, juntando las palabras gen y cromosoma’, definiéndose como todos los cromosomas

y genes en una especie determinada.

En los anos 80 hubo una revolucion en la biologia molecular que permitié conocer el genoma
completo de diversos organismos vivos, incluido el del ser humano. Sin embargo, ain no se
ha logrado entender la funcién bioldgica del gen y el motivo por el cual organismos que
comparten un 99% de su genoma son, en realidad, tan diferentes. Del analisis del genoma se
ha aprendido que la complejidad en la morfologia y la funcionalidad de los seres eucariotas
superiores depende de la regulacion de la expresion genética y de como sus proteinas
interaccionan entre si?. De ahi el nacimiento de la protedmica, que es la ciencia que se dedica
a investigar la estructura y funcion de todas las proteinas que forman el proteoma3, que es el

conjunto de proteinas expresadas por un genoma, una célula o un tejido*.

El término proteoma fue descrito por primera vez en 1994 por Marc Wilkins y Keith L. Williams,
en el primer meeting de Electroforesis Bidimensional 2D°. Se formé la palabra uniendo los
términos proteina y genoma, siguiendo la misma analogia que con el concepto de genoma en
1920°. Pero hasta un afio después no se acufio el término protedémica como el estudio del
proteoma, para describir la identificacion y modificacion de las proteinas y la interaccién
proteina-proteina. Las proteinas son las moléculas funcionales de la célula, por lo cual, la
elaboracion de perfiles de proteoma puede ser de gran utilidad para comprender los procesos

involucrados en las células’.

A diferencia del andlisis de una sola proteina que utiliza técnicas basadas en anticuerpos,
como el ensayo por ELISA o la microscopia fluorescente, la protedmica ofrece una valiosa
oportunidad para estudiar todas las proteinas presentes en una muestra, con el fin de obtener

una imagen mas clara de la biologia molecular, tanto de células sanas como enfermas®.

La secuenciacion de los genomas a gran escala y el desarrollo de técnicas de separacion y
analisis de proteinas fueron los dos factores clave para el desarrollo de la protedmica*, que

tiene fundamentalmente dos objetivos?®:
o Estudiar los cambios globales de la expresion de las proteinas celulares en funcion del
tiempo.
e Determinar la identidad y las funciones de las proteinas producidas por los

organismos.

12
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Todo ello mediante dos tipos de aproximaciones completamente diferentes®:

e Bottom-up o protedbmica ascendente

e Top-down o protedmica descendente

En la aproximacién Bottom-up se analizan los péptidos obtenidos tras un proceso de digestién
de muestras complejas. Es actualmente el método protedmico mas usado, debido a que tanto
las herramientas experimentales como computacionales estan bien establecidas y
desarrolladas'®, pero posee limitaciones para el andlisis integral de proteoformas'"'2. Por lo
general, se utilizan proteasas individuales o mezclas de proteasas para obtener una mezcla
de pequenos péptidos (de 6 a 50 residuos de aminoacidos). Se suele recurrir a la digestion
con tripsina ya que produce péptidos con una longitud promedio de 14 aminoacidos™. La
digestion de proteinas en pequefos fragmentos de péptidos ofrece multiples ventajas, como
una mayor eficiencia de separacion, un numero limitado de cargas en cada péptido y una
mayor homogeneidad de la muestra. Sin embargo, tiene una limitacién clave: cuando las
proteinas se digieren en péptidos pequefios se puede perder informacion sobre la proteoforma
que tiene actividad bioldgica, asi como de la ubicacion de las modificaciones post-

translacionales (PTM), su nimero y la protedlisis endogena™.

En la aproximacion Top-down se analizan las proteinas intactas que no han sido digeridas.
Esto hace que se puedan detectar de una manera mas eficiente las formas biolégicamente
activas de las proteinas, incluyendo la ubicacion e identidad de las PTM®. Proporciona una
comprension mas profunda de la accion de las proteoformas especificas en vivo'3, puesto que
el objetivo principal de esta estrategia es la caracterizacion de la secuencia proteica

completa™,.

Adicionalmente también se puede hablar de una tercera aproximacioén, la middle-down, que
surge para facilitar el analisis top-down, sobre todo en el caso de proteinas de gran tamafo
molecular. En este caso, las proteinas son digeridas a péptidos de tamano intermedio/largo

mediante el uso de proteasas especificas, previo al andlisis por espectrometria de masas™.

En la Figura 1 se muestran de manera esquematizada los dos tipos de aproximaciones

existentes’.

13
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Figura 1. Esquematizacion del analisis Bottom-up (arriba) y Top-down (abajo) en el analisis de proteinas.

La investigacion en el campo de la protedmica pretende separar los péptidos o proteinas
presentes en una muestra mediante técnicas de alta resolucion, como son la electroforesis
capilar bidimensional o la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), acopladas a un

detector' (Figura 2).
Un experimento tipico en el analisis protedmico consta mayoritariamente de 4 pasos®:

1. La preparacion de la muestra, donde las proteinas son extraidas de las células, tejidos
o fluidos bioldgicos.
2. Las proteinas extraidas se resuelven mediante electroforesis en gel.
i. Si se realiza una digestion con tripsina como parte de la preparacion de la
muestra, los péptidos resultantes se separan mediante cromatografia liquida.
ii. Para las proteinas separadas mediante electroforesis en gel, se suele usar la
digestién con tripsina en gel.
3. Se mide la masa de los péptidos y/o la masa de los fragmentos precursores mediante
espectrometria de masas.
4. Los espectros obtenidos se utilizan para la identificacién de las proteinas, mediante el

uso de base de datos (herramientas bioinformaticas).

El método ideal de preparacion de muestra es aquél que reduce su complejidad para aumentar
la posibilidad de identificar una mayor cantidad de proteinas sin causar su pérdida o cambiar

el estado nativo del proteoma’®.

14
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La protedmica proporciona un conjunto de herramientas muy poderosas para el estudio a gran
escala de la funcion de los genes a nivel de proteina. La aplicacion de la protedmica tiene un
enorme potencial en el area de la biomedicina para el desarrollo de métodos de diagnéstico y
pronéstico de enfermedades y para la busqueda de dianas que permitan el disefio de nuevos

farmacos y vacunas®.
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"
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proteinasque proteinas proteinas

codificanel gen

Figura 2. Las tres principales estrategias en proteémica’’.

La protedmica no hubiera sido posible sin los logros de la gendémica ni la transcriptémica.

La primera, proporciono el modelo de los posibles productos genéticos importantes para los
estudios en protedmica. Las tareas en el area de la proteémica pueden contrastarse con los
enormes desafios a los que inicialmente se tuvo que enfrentar el estudio del genoma™. Y la
segunda, hizo posible la nocion del perfil global de moléculas biolégicas que indican la
actividad dinamica de las células vivas, en el que el transcriptoma completo puede medirse

en un Unico ensayo'®.

La combinacion de los dos enfoques, protedmico y transcriptémico, proporciona informacion

mas amplia y mas profunda sobre la biologia molecular de las células vivas'®.
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2 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El principal objetivo del presente trabajo es el analisis de la informacién mas reciente sobre

los sistemas en columna y capilares utilizados en el analisis protedmico.
Para lograr el objetivo principal se pretende:

v" Realizar un estudio exhaustivo sobre qué es la protedmica.

v" Revisar la historia del analisis proteémico, desde el inicio hasta la actualidad.

v ldentificar cuales son los sistemas en columna y capilares avanzados mas utilizados
en protedmica, incluyendo las técnicas mas novedosas y recientes.

v" Analizar las perspectivas futuras del analisis de proteinas.

Debido a la situacién actual de pandemia causada por la enfermedad COVID-19,
practicamente la totalidad de la busqueda bibliografica ha sido utilizando recursos en linea.
Se han consultado libros y articulos cientificos relacionados con el tema en diferentes bases
de datos, mayoritariamente en el Buscador de la Biblioteca UNED, aunque también se han

consultado otras bases de datos como la Wiley Online Library o ScienceDirect.

También se ha buscado informacion en paginas web de asociaciones o departamentos

centrados en el analisis protedmico (universidades, entidades publicas y privadas).

Las palabras clave utilizadas en la busqueda han sido:

v" Proteémica
v Electroforesis capilar

v' Cromatografia de liquidos

La protedmica es un tema en auge y eso queda reflejado en el niumero de publicaciones que
se realizan al ano relacionadas con el tema. Sélo en la base de datos Wiley Online Library, en
los ultimos 20 afios se han publicado alrededor de 7000 articulos cientificos por afo, mientras

que el numero de publicaciones entre 1990 y 2000 eran de 2000 por ano.

16



Sistemas avanzados en columna para el analisis proteémico

3 DESARROLLO HISTORICO DE LAS TECNICAS UTILIZADAS EN
PROTEOMICA

El creador de la cromatografia fue el botanico ruso Tsvet. Presento los resultados que dieron
origen a esta técnica en 1901 en un congreso en San Petesburgo. La palabra cromatografia
fue escrita por primera vez en 1906, respondiendo a la separacion de pigmentos en una matriz

de carbonato de calcio™®.

Los cientificos ingleses Martin y Synge dieron un impulso decisivo para el desarrollo de la
cromatografia durante los afios 40 y 50. Por ello recibieron el premio Nobel de Quimica en
19521,

La separacion de proteinas mediante electroforesis bidimensional (2-DE) empez6 en los afos
50%°. La primera técnica 2-DE se desarrollé por Smithies y Poulik en 1956. Realizaron la
separacion de proteinas mediante un tampon electroforético utilizando papel de filtro (primera
dimensién), para posteriormente separarlas mediante un gel de almidon (segunda

dimensién)?'.

Grabar y Williams desarrollaron otra técnica durante la misma época??, realizando una primera
separacion en electroforesis con gel de agarosa, seguida de una separacion mediante difusion

contra un antisuero.

La introduccion de la poliacrilamida como matriz (PAGE) fue gracias a Raymond y Weintraub
en 19592 Este hecho permiti6 mejorar considerablemente la separacién de proteinas
mediante electroforesis. Fue también Raymond quien en 1964 utilizé la PAGE para la

separacion de proteinas mediante 2-DE?*.

En 1970 Laemmli introdujo el uso del dodecilsulfato de sodio (SDS) para la separaciéon de

proteinas en funcion de su peso molecular (SDS-PAGE)'®.

En la misma época, J. Klose y P.H. O’Farrell, introdujeron la electroforesis bidimensional,
combinando el isoelectroenfoque (IEF), que realiza una primera separacion de acuerdo con
el punto isoeléctrico (pl), con la SDS-PAGE, que separa las proteinas mediante su masa

molecular?.

A mediados de los afios 70 se descubrio que la cromatografia liquida en fase reversa también
tenia un gran rango de aplicacién para la separacion, purificacion y el analisis de pequefas

moléculas como los péptidos?.
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En 1978, Erni y Frei®® introdujeron lo que llamaron técnica de cromatografia de liquidos
bidimensional, donde acoplaron la cromatografia de permeacion en gel con cromatografia en
fase reversa, para poder obtener una mejor separacién en mezclas complejas. Técnica que

fue mejorada afos después por Bushey and Jorgenson?’.

En los afos 80 se empezo a utilizar la secuenciacion Edman para conseguir informacion sobre
la secuencia de proteinas mediante electroforesis capilar bidimensional, consiguiendo separar
proteinas por tamario y carga®. Aunque se consiguié mejorar la secuenciacion de proteinas
por la degradacion de Edman, convirtiéndose en un método fiable y automatizado, su
sensibilidad era relativamente mala y era un proceso muy lento. Por ello, se debieron buscar
otras alternativas. El objetivo en aquella época era el desarrollo de métodos cada vez mas

sensibles y fiables que permitieran la secuenciacion de proteinas?.

En 1982 se presentd un plan para catalogar las proteinas producidas por el cuerpo humano

que se llamoé The Human Protein Index?®°.

Desde mediados de los 80, el uso de la cromatografia en fase reversa para la separacion de

proteinas fue en aumento.

El descubrimiento del electrospray en 1989 por Fenn y colaboradores, fue clave para la
protedmica. Presento los primeros espectros de masas por electrospray y baja resolucion de
tres proteinas enteras: el citocromo, la mioglobina y la albumina. Ademas, mostré en
coordinacién con los laboratorios de McLaferty y Hunts, los espectros de alta resolucién de
mioglobina y citocromo C adquiridos en un espectrometro FT-ICR (Resonancia de ciclotrén

idnica por transformada de Fourier)'.

En los anos 90, Pappin, Cottrell y Henzel propusieron utilizar la espectrometria de masas para
identificar un subconjunto de péptidos a partir de la digestion de una proteina pura’ y fue por

esta época cuando se extendi6 el uso de la técnica MALDI-TOF para el analisis de proteinas™.

En 1997, Jorgenson y colaboradores describieron un nuevo sistema bidimensional en
cromatografia de liquidos, donde combinaron el intercambio catiénico con la cromatografia en
fase reversa®. Afos después, Greibrokk y col. presentaron la combinacion de la
cromatografia de intercambio anioénico (mediante el uso de un amplio rango de gradiente de

pH) con la cromatografia en fase reversa®.

En esta época se mejoraron notablemente las técnicas de secuenciacion del genoma y se
empezaron a construir de manera rapida bases de datos. La espectrometria de masas
también permitié que la protedmica avanzara rapidamente debido a su gran sensibilidad para

la identificaciéon de proteinas (siempre y cuando éstas se encuentren en las bases de datos).
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La aparicion del analizador Orbitrap, desarrollado por Zubarev y Makarov en 2013 revolucioné
la protedmica en general, y ha contribuido en gran medida a la expansion de la técnica top-
down™. Tanto los logros conseguidos en la secuenciacion del genoma como la espectrometria

de masas fueron primordiales para permitir que los estudios en protedémica fueran eficaces®.

La investigacion en protedmica®! se pudo desarrollar debido a varios estudios realizados en

paralelo en cuatro campos diferentes:

e La electroforesis en gel bidimensional utilizando geles de poliacrilamida (2D-PAGE)
evolucionando hacia un método robusto para separar rapidamente proteinas
contenidas en muestras biolégicas de matriz compleja.

e El desarrollo continuo de métodos de espectrometria de masas para un analisis
preciso de la masa y la estructura quimica.

e La investigaciéon a gran escala del genoma y el gran numero de péptidos y proteinas
catalogados en las bases de datos.

o El desarrollo de nuevas herramientas bioinformaticas para simplificar el analisis de
grandes volumenes de datos de MS, con el objetivo de identificar proteinas intactas y

sus PTM, ya sean funcionales y patoldgicas.

En la Figura 3 se muestra, de manera esquematizada, una imagen resumen sobre la evolucion

de la protedmica a lo largo de los afios.
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2005
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Figura 3. Evolucion de la proteémica: contribuciones importantes a lo largo de la historia para su desarrollo®?
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4 METODOS GENERALES DE ANALISIS

4.1 Cromatografia liquida

La cromatografia liquida de alta resolucion es el tipo de cromatografia por elucion mas versatil
y utilizado. Sirve para separar y determinar especies tanto en matrices organicas, como
inorganicas y bioldgicas. En la cromatografia liquida, la fase mévil es un disolvente liquido
que contiene a la muestra en la forma de una mezcla de solutos y la fase estacionaria es un

sélido contenido en una columna3®.

Para conseguir separaciones mas eficientes, recientemente se ha implementado la
cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC), permitiendo trabajar a presiones

mucho mas elevadas que con la cromatografia de liquidos convencional®.

En el andlisis y separacion de peéptidos y proteinas, las técnicas mas utilizadas hasta el
momento son la cromatografia de intercambio i6nico, de exclusion por tamafo, de fase

reversa, de interaccion hidrofébica, de interaccion hidrofilica y de afinidad.

4.1.1 Cromatografia de intercambio ionico

En la cromatografia de intercambio idnico (IEC) los grupos funcionales presentes en la fase
estacionaria se encuentran cargados positiva o negativamente. La separacién se da por la

interaccion de los compuestos de la mezcla con la carga opuesta de la fase estacionaria®®.

De acuerdo con la carga de la fase estacionaria se puede hablar de:

e Intercambio anidnico: la matriz esta cargada positivamente e intercambia aniones.

e Intercambio cationico: la matriz esta cargada negativamente e intercambia cationes.

En protedmica, la cromatografia de intercambio catidnico se utiliza muy frecuentemente para
la separacion de péptidos. A pH acido (2-3) la gran mayoria de los péptidos se encuentran

cargados positivamente, por lo que este tipo de cromatografia es muy util.

Los parametros mas importantes que intervienen en la separacion de las proteinas por medio

de este tipo de cromatografia son la matriz (catidnica o aniénica), el pH y la temperatura.

Giese y colaboradores®® han realizado un analisis exploratorio y han desarrollado un modelo
predictivo basado en la retencion de péptidos a través de cromatografia de intercambio

anionico, que permite la identificacion de péptidos con una exactitud del 68%.
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Muneeruddin y colaboradores®” han presentado un método IXC/ESI-MS en linea, en el cual la
fuente ESI se opera en condiciones no desnaturalizantes (ESI nativo). Esto permite evaluar
no sélo la estructura primaria, sino ademas la conformacion y la estructura cuaternaria. Se
centraron inicialmente en el analisis de proteinas de tamafio relativamente pequeno (<25kDa),
aunque se cree que esta técnica puede funcionar de manera satisfactoria también para el
analisis de grandes sistemas, incluidos los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) y conjuntos

de proteinas de multiples unidades.

4.1.2 Cromatografia de exclusion por tamario (SEC)

La cromatografia de exclusion por tamafio se aplica particularmente a especies de alto peso

molecular®.

Su principal aplicacién es la separacion de las moléculas en funcién de su tamafo para

estudiar el peso molecular y su distribucion.
Las principales caracteristicas de este tipo de cromatografia son:

e La fase estacionaria es inerte.

e La muestra no interacciona ni con la fase estacionaria ni con la fase movil.

e Los solutos son generalmente sustancias de peso molecular elevado En funcién de su
tamario, quedan retenidos o eluyen a través de la columna (Figura 4).

e La elucion siempre ha de ser isocratica.

Las moléculas méas pequefias pasan mas
tiempo en los poros y tardan mas en eluirse

&
Las moléculas mas grandes pasan menos
. tiempo en los poros y eluyen antes

Figura 4. Las moléculas penetran en los poros de la fase estacionaria en distinto grado en funcién de su
tamario®.
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El principal problema de la SEC es que generalmente no tiene una buena resolucién. Cai y
colaboradores*® desarrollaron la cromatografia de exclusién en serie (SSEC), combinando
columnas SEC con diferente tamafo de poro, para obtener una separacién de proteinas
intactas (dentro del rango de 10 a 223kDa) con una alta resolucién a partir de muestras
complejas. Las fracciones obtenidas, pueden ser posteriormente separadas por cromatografia
de fase reversa (RP). En la Figura 5 se puede observar el resultado obtenido utilizando esta

técnica (sSEC-RP) vs cromatografia en fase reversa.

1D 2D
RPC 4044 |3sSEC-
RPC

Proteoformas totales

2D
1D
3sSEC-
RPC RPC

Proteoformas > 60kDa

Figura 5. Comparativa de las proteoformas detectadas mediante RP vs sSSEC-RP.

Mediante la sSEC se detectaron un total de 5360 proteoformas (1316 en comun con los dos
métodos). Pero la gran ventaja es que, mientras que por RP sélo se detectaron 3 proteoformas
de mas de 60kDa, mediante la sSEC se consiguieron identificar 47 (incluyendo las 3

identificadas por RP).

Trisha y colaboradores*' usaron una estrategia similar de sSEC, pero acoplandola
directamente a un espectrometro de masas por resonancia de ciclotron idnica por
transformada de Fourier (FT-ICR). Un esquema de la técnica usada se puede ver en la Figura
6.
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o Fraccionacion por sSEC e Analisis FT-ICR/MS p
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Figura 6. Representacion esquematica de la sSSEC/FT-ICR MS*'.
Consiguieron analizar 31 proteoformas distintas (de entre 30 y 50kDa) de un simple espectro.

4.1.3 Cromatografia de fase reversa

La cromatografia en fase reversa (RP) es una de las técnicas analiticas mas utilizadas y
versatiles que existen*?2. En RP se combinan una fase movil polar (generalmente una mezcla
de agua o una disolucion reguladora con eluyentes polares) y una fase estacionaria no polar

(hidrocarburos de cadena larga unidos a un soporte de silice o hibrido)*3.

Las moléculas que poseen algun caracter hidrofébico, como son las proteinas y los péptidos,

pueden ser separados con una excelente resolucion mediante la RP*4,

Kawashima y colaboradores*® han desarrollado un nuevo sistema nanolL.C-MS para el andlisis
de proteinas utilizando una columna en fase reversa no porosa. Aunque las particulas no
porosas tienen una baja capacidad de union debido a la baja densidad de grupos funcionales,
demostraron que el uso de particulas C30 compensd esa desventaja, exhibiendo un
rendimiento superior en comparacién con el uso columnas que poseian particulas C18

porosas.
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Huang y colaboradores*® han demostrado que se puede realizar una separacion SEC
utilizando una columna RP. Los resultados han mostrado que altas concentraciones de
acetonitrilo (>65%), usando acido trifluoroacético como modificador, eliminan las interacciones
entre las proteinas y la fase estacionaria y permiten que la columna de RP actiue como una
columna SEC para separar proteinas en funcion de su peso molecular. Se usaron columnas
C4 o C18 de tamafio de particula 300A. Las ventajas de esta técnica respecto de la SEC
convencional es que el precio de una columna RP es inferior que una columna SEC, sirve
tanto como técnica preparativa como técnica de analisis y se puede acoplar directamente a

un espectrémetro de masas.

Hwang y colaboradores*’ también han hecho uso de la cromatografia en fase reversa para la
identificacion de proteinas desconocidas hasta el momento en tejido epitelial nasal. Se
consiguio identificar a 5 proteinas no conocidas sin falsos positivos (POC7M7, P46721,
P59826, Q658L1, and Q8N434). La secuencia peptidica y su funcién bioldgica puede verse

enla Tabla 1.
Tabla 1. Proteinas desconocidas identificadas en tejido epitelial humano*’.
Numero . - ’ i b io -
i Secuencia peptidica Nombre de la proteina Funcion bioldgica
Uniprot
NFNFAADVLDQWSQKEK . . Actividad de CoA ligasa con
Acetilcoenzima A ACSM4 . .
POC7M7 TGERPANPALWWVNGKGDEVK . . . amplia especificidad de
sintetasa mitocondrial
HCLTGGEPLNPEVLEQWR sustrato
Miembro de la famlllz.a de e i
PAGT21 STVLKDDELKTKL transportadores de aniones ind diente de Na® d
YGITKDFLPFMK organicos portadores de n epc.en iente ,e. a de
aniones organicos
solutos 1A2
IDKDELGKAIQNSLVGEPILQNVLGSVTAVNR . . Posee la capacidad de
Miembro 3 de la familia B que .
P59826 AIQNSLVGEPILQNVLGSVTAVNR . . reconocer y unirse a clases
contiene pliegues de BPI .
GTPESLFELNSVMTVR especificas de odorantes
VTQNALFEGSTEFRESFQPWEIPPPEVK Estabilizador de microtubulos
1 . . ibul
e SSVPFDDVTMYSVEYTPK axonemales 2 Union de microtdbulos
KLSLGTAEPQVKEPK Actividad de t t
Q8N434 Q Transportador putativo SVOPL ctividad ge transporte
ALGMGTSGSLCR transmembrana

Sun y colaboradores*® han conseguido identificar un total de 11558 proteinas mediante el uso
de cromatografia en fase reversa. El objetivo de su estudio era identificar proteinas
desconocidas usando tres tipos diferentes de proteasas (trypsina, Lys-C y Glu-C) combinadas
con una separacion mediante RP. Para el estudio se utilizé una columna C18 (300A, 1.7um,
1x150mm de Waters) en un sistema HPLC Dionex Ultimate 3000.
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4.1.4 Cromatografia de interaccion hidrofébica

En la cromatografia de interaccion hidrofobica (HIC), la fase estacionaria posee ligandos
hidrofébicos inmovilizados. Las proteinas se unen de manera reversible a estos ligandos y
posteriormente se eluyen disminuyendo la fuerza iénica de la fase mévil (Figura 7). La HIC es

una de las principales técnicas empleadas para la separacion y purificacion de proteinas*.

s SalElvada

Absarbantia

Sal Baja

Tiemps

Figura 7. Esquema de un proceso de separacion de proteinas en HIC,

La HIC proporciona una alta resolucién en la separacion de proteinas bajo condiciones no
desnaturalizantes, pero requiere altas concentraciones de sales no volatiles. Chen y
colaboradores®’ introdujeron una serie de compuestos hidrofobicos (polientil A, polihexil A'y
poliheptil A) capaces de retener las proteinas, utilizando concentraciones de acetato de
amonio compatibles con el MS, permitiendo tanto el andlisis cualitativo como cuantitativo. La
sal de la fase movil, mas que ayudar a retener las proteinas, minimiza que éstas se

desnaturalicen.

4.1.5 Cromatografia de interaccion hidrofilica

La cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC) es una variante de la cromatografia de fase
normal. En la HILIC la fase estacionaria es polar y la fase moévil es un disolvente relativamente
hidrofébico®?. Este tipo de cromatografia ha mostrado buenos resultados en la determinacion
de compuestos muy polares en matrices complicadas. Por este motivo, en los ultimos afos

se ha empezado a utilizar con frecuencia en el andlisis y purificacién de péptidos y proteinas®?.
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La HILIC ha mostrado un gran potencial en la caracterizacion de glicoformas de proteinas
intactas, tal y como queda recogido en el articulo escrito por Gargano y colaboradores®. En
su estudio, se muestra un nuevo enfoque de HILIC-MS destinado a minimizar los problemas
derivados con la supresién de la ionizacion por acido trifluoroacético (TFA). Se demostré que
la HILIC puede separar una gran gama de proteinas, proporcionando una selectividad
ortogonal a la RP, pero con volumenes de inyeccién limitados. Para solventar este ultimo
problema, se utilizaron columnas de RP trampa en linea para cargar e inyectar la muestra en
la columna HILIC. Finalmente, se evalud la aplicabilidad del método mediante el analisis de

una mezcla de proteinas (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de los estandares de proteinas analizados. Adaptado de Gargano y col®*.

P

Proteina Nﬁr:nero Ord.e’n de Orfi’en L molecis;:r M, pl”

Uniprot elucion RP  elucién HILIC
(Da)’

Ribonucleasa B P61824 1 11 13681 8.64
Ribonuclease A" P61823 2 9 13681 8.64
Ubiquitina“ RS27A 3/4 1 8564 6.56
Citocroo C° P00004 3/4 3 11701 9.59
Lisozima" P00698 5 4 14313 9.32
Tripsinogenoc P00760 6 8 23993 8.23
AGP* Q3SZR3 7 14 21253 5.67
Transferrin’ QO6AH7 8 10 75091 6.84
BSA® P02769 9 7 66432 5.60
Mioglobina® POCG53 10 2 16951 7.36
Fetuin® Q58D62 11 12/13 40845 5.59
Anhidrasa carbénica”  P00921 12 6 28693 6.40
Ovalbimina® P01012 13 5 42881 5.19
Thiroglobulina” P01267 14 12/13 301219 5.50

®Peso molecular calculado de la secuencia de aminodacidos (no se consideran las
b. ;. C . d . f * ;
proteoformas). "Tedrico. “bovino. “Huevo de pollo. “Equino. 'Humano. Proteina hemo.

**Thiroblogulina como tetramero de 165kDa. El peso moleculado reportado se deduce de la
estructura primaria de 2769 aminoacidos.

Ademas, tal y como puede verse en la Figura 8 (ademas de en la Tabla 2) los érdenes de
elucién de proteinas en RP y HILIC son claramente diferentes y no parecen correlacionarse
con parametros fisico-quimicos, como el pl. El orden de eluciéon en HILIC tampoco es

exactamente opuesto a PR, lo que sugiere que los diferentes dominios polares y apolares de

27



Sistemas avanzados en columna para el analisis proteémico

la proteina son los responsables de la interaccion con las fases estacionarias y, como tal, los
dos métodos tienen selectividad ortogonal. Por lo tanto, la HILIC podria ser utilizada como un
método de pre-fraccionamiento para reducir la complejidad de la muestra, dada su

selectividad alternativa y alta capacidad de pico, si se compara con RP.

Ubi
rrLc  RMB CyiCTnp  Myo

| /AGP
Lys;: Tran  |pet

Absorbanciarelativa (mAu) A=214nm

HILIC

Tryp Tran

Rn,

RnB

{
il iovA i i\
‘! llJ Vi ‘x/ ,>l V \“ Thyl’\O/Fet AGP
[Ny SV, Bt -
10 20 30 40 50 60 70
b) Tiempo (min)

Figura 8. Analisis comparativo de la misma muestra por RP (a) y HILIC (b)%*.

4.1.6 Cromatografia de afinidad

En la cromatografia de afinidad (AFC), un reactivo llamado ligando de afinidad se encuentra
unido de manera covalente a un soporte sélido. Este ligando hace que las moléculas de interés
se unan a él de manera reversible y selectiva, reteniéndolas en la columna. Tras la deteccion
de los compuestos no deseados, los analitos deseados se eluyen cambiando las condiciones

de la fase movil (Figura 9)3355%6,
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Carga Limpieza Elucion

A

Absorbancia

>

Volumen

Figura 9. Cromatograma tipico de una separacion por cromatografia de afinidad®’.

En la Figura 10 se muestra, de manera esquematizada, el proceso de identificacion de
compuestos proteicos mediante el uso de la cromatografia de afinidad.

(1) Preparacién de la columna de afinidad L .
(5) Identificacién de proteinas por espectrometria de masas

. . SR S TSR .
Compuesto inmovilizado !

ottt el ]I| e sl | B 0 O
(2) Introduccién de la muestra en la columna de afinidad e TR T S e e

Extraccion de las proteinas '

u (4) Separacion de proteinas en la columna de afinidad

Marcador  Proteinas
i kDa
250
150
100

......

e
+ 3333383338333 333337

75

(3) Lavado del soporte 37
‘ s

Figura 10. llustracion esquematizada sobre el uso de la cromatografia de afinidad en el analisis proteomico®.
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Wang y colaboradores® han utilizado la cromatografia de afinidad con metales inmovilizados
(IMAC) para enriquecer una fraccion de proteinas de suero humano mediante el uso de
columnas inmovilizadas cargadas con cadmio, niquel, zinc, cobre o plomo en solucion salina

bis-Tris y estas proteinas se identificaron mediante LC-MS/MS.

Este estudio es importante puesto que las proteinas que se unen a metales tienen un papel

fundamental tanto en personas sanas como enfermas.

Tabla 3. Lista de 15 proteinas enriquecidas mediante IMAC para cada uno de los 5 metales estudiados®®.

Proteina Suero Blanco Ni%* cu®* Zn* cd* Pb%*
Complemento C3 . . . .
54 (1
(fragmento) (1) 6 (20) 100 (1) 68 (1) 107 (1) 67 (2) 0 (60)
Alpha-2-macroglobulina 49 (4) 28 (3) 64 (2)" 43(2) 832" 1141)" e8(1)
Isoforma 1 de seroalbumina 42 (5) 23 (6) 44 (4) 43 (3) 33(8) 34 (3) 15(5)
Apolipoproteina B-100 36 (6) 1(60) 33(3) 18(9)  55(4)"  18(11)  O(nd)
Complemento componente P e p—
30 (9 31(5
4B preproprotein (9) 0 (nd) 63 (3) 42 (4) 76 (3) (5) 0 (nd)
Apolipoproteina A-1 28(11)  1(51)  35(6)"  33(5)°  25(12) 13(15)  1(31)
Serotransferrina 27 (13) 12(12)  41(5)"""  27(6) 46(5)"  25(7) 12(7)
Isoform 1 de alfa-1- . ganr e . -
24 (14 23 (8
antitripsina e 2(34) 32(9) (8) 32(9) 9(22) 0(63)
Ceruloplasmin 17 (18) 7(15) 357" 26(7)" a1 (@) 248"  1(40)
Proteina 47kDa 14 (20) 7(16)  21(13)" " 15(13) 22(14)" 16(12) 6 (15)
Proteina no caracterizada 14(21) ond’” omdy 17007 19(16)" 15 (13) 0(nd)”
DKFZp696P15220 (nd) (nd) (10) (16) (13) (nd)
Transthyretina 10 (24) 2(37) 16(17)" 13 (16) 11 (27) 2(68) 0(nd)
Hemopexina 9(26)  1(75) 17(16)" 10(19) 20(15)""" 12(16) 0(56)
Inhibidor de cadena larga . s peas - . .
8(31
Inter-alphactrypsina (31) 0 (nd) 20 (14) 17 (11) 24 (13) 1(79) 0 (nd)
Glicoproteina rica en
P 5 (42) 1 (45) 14 (18)" 9(22)" 17 (18)" 24 (9)" 6 (14)"

Histidina

() Los nimeros entre paréntesis indican el rango de abundancia de la proteina. *Indica un contaje superior al 20% de

abundancia comparado con el suero. ##Significa un 50% superior. Test-t *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.005.

Mediante la IMAC, consiguieron identificar decenas de proteinas. La Tabla 3 muestra la
comparacion de 15 proteinas diferentes que se enriquecieron en este estudio o que se
conocen en la literatura como proteinas de union a metales. En el estudio se vio que la

mayoria de las proteinas tenian una especificidad variable para la union de metales.
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4.1.7 Cromatografia bidimensional

Por sus caracteristicas, la LC posee un alto poder de resolucion, elevada sensibilidad y se
puede acoplar facilmente a un espectrémetro de masas. Por ello, es una técnica versatil y
fundamental en el analisis protedmico. Sin embargo, la complejidad de las muestras tras la
digestion enzimatica a menudo excede la capacidad de las técnicas unidimensionales (1D),

requiriendo por tanto, un enfoque multidimensional®.

La cromatografia de liquidos bidimensional (2D LC) se ha utilizado con mucho éxito durante
mas de una década en el ambito de la protedbmica, combinando de manera ortogonal
diferentes técnicas de LC, permitiendo separar los compuestos de una muestra en funcién de
sus diferentes propiedades moleculares®!. Las separaciones 2D ofrecen el potencial de un
poder de resolucidon (separacion) sustancialmente mayor que sus homoélogos 1D

convencionales®?,
La 2D LC puede operar en dos modos®:

o Off-line: las fracciones eluidas de la primera dimensién (1D) se recogen, se separan
del disolvente por evaporacion, se vuelven a disolver y se vuelven a inyectar en la
segunda dimension (2D). Este enfoque es sencillo de realizar y ofrece una gran
variedad de modos de separacion, fases moviles y tampones, aunque se puede ver
afectado por una baja reproducibilidad analitica y una posible pérdida de muestra.

¢ On-line: la transferencia entre las dos dimensiones esta completamente automatizada,
generalmente por medio de valvulas de conmutacién controladas electronicamente.
Las técnicas en linea son mas convenientes cuando se trata de cantidades de muestra
limitadas, pero son mas dificiles de realizar y requieren instrumentacion y software

especifico.

Las combinaciones mas populares son la IEC-RP, como primera y segunda dimension
respectivamente®%4. Aunque la SEC-RP®%6 |a AFC-RP® y la HILIC-RP®® también han sido
técnicas propuestas para el analisis de proteinas. Ademas, para el analisis de péptidos

también se ha propuesto el uso de RP en las dos dimensiones®5%7°,

Dowel y colaboradores® realizaron un estudio comparando los resultados obtenidos utilizando
RP-RP o SCX-RP. Observando que mientras que con la primera técnica se consiguieron

identificar 281 proteinas, mediante la segunda so6lo se identificaron 81.
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En otro estudio, Cassidy y colaboradores’’ han combinado dos tipos de RP para conseguir
una mejor separacion. En una primera dimension, utilizaron la cromatografia en RP a pH 10,

mientras que, en la segunda dimensién, el pH fue 2.

Como ya se ha comentado anteriormente, la IEC se ha utilizado durante mucho tiempo para
el analisis de proteinas y péptidos y, a menudo, se utiliza como primera dimension en las

separaciones 2D LC"2.
La combinacién IEC-RPLC posee las siguientes caracteristicas’:

La IEC ofrece una alta capacidad
Tanto la IEC como la RP ofrecen una alta resolucion
La mayoria de los sistemas 2D LC utilizan RP como segunda dimensién debido a su
compatibilidad con ESI-MS
4. Ambos modos cromatograficos proporcionan una alta eficiencia de separacion

Mud-PIT (técnica multidimensional de identificacion de proteinas) es otro método ampliamente
utilizado en la separacion de proteinas y puede acoplarse directamente al espectrometro de
masas’®. La Figura 11 muestra de manera esquematizada en qué consiste esta técnica’?,
donde puede verse la columna hibrida que contiene una zona de intercambio idnico y otra

zona de RP.

50um capilar
split
50um capilar 100um de columna
de silica capilar

Hoja de oro para Capilar abierto hacia el
contacto eléctrico espectrometro de masas
con el liquido (1.8kV)

Figura 11. Esquematizacion del sistema Mud-PIT.
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La AFC es una técnica efectiva y reproducible para aislar proteinas y péptidos de baja
concentracién. La IMAC, por ejemplo, es muy efectiva para la identificacion de fosfopéptidos,

mediante el uso de iones inmovilizados de Fe(lll) o Ga(lll)™.
Las ventajas de la IMAC-RP son’?:

o Estabilidad de los ligandos

e Alta capacidad de carga de muestra

e Condiciones de elucion suaves

e Regeneracion simple

e Alta aplicabilidad bajo condiciones desnaturalizantes

o Bajo coste

La SEC se utiliza ocasionalmente en la primera dimensiéon en separaciones 2D LC. Las
ventajas de esta técnica es su alta reproducibilidad, estabilidad y tiempo de analisis

relativamente corto’2.

4.2 Electroforesis Capilar

La electroforesis es la migraciéon de particulas o iones que se encuentran en solucién cuando

se les aplica un campo eléctrico™.

La electroforesis capilar (EC) es una técnica sencilla, selectiva, proporciona una gran
eficiencia de separacion y posee un elevado grado de independencia respecto de la matriz
utilizada’. Otra ventaja de la EC es que el volumen de muestra necesario para obtener una

alta resolucién analitica es muy pequefio®.

Pero posee también ciertas desventajas, como la sensibilidad a bajas concentraciones,
aunque se puede resolver con éxito mediante la aplicacion de varias técnicas de

concentracion en linea’.

La electroforesis bidimensional es la técnica central de la protedmica’’. Sus aplicaciones
incluyen el analisis de proteomas, la sefalizacién y la deteccion de marcadores de

enfermedades y cancer.

En la 2D-PAGE se realiza una primera separacion de las proteinas de acuerdo a su punto
isoeléctrico (pl) utilizando un gradiente de pH (IEF) y, posteriormente, se realiza una segunda

separacion de acuerdo a su peso molecular mediante el uso de un gel desnaturalizante de
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poliacrilamida (SDS-PAGE)’®. Esto permite el analisis de miles de proteinas en un unico

ensayo.

El sistema EC, tal y como se muestra en Figura 12, se compone de los siguientes elementos’:

e Un capilar de silice fundida recubierto de poliamida, donde se realiza la separacion.

e Reservorios con solucion amortiguadora, donde quedan sumergidos los electrodos y

el capilar.

e Reservorios que contienen las muestras.

¢ Una fuente de alto voltaje que genera el campo eléctrico.

¢ Un sistema de inyeccion de muestra (hidrodinamica y electrocinética).

e Un sistema de control de la temperatura.

e Detector conectado a un sistema de adquisicién de datos.

+

Fuente de alto voltaje

Anodo

Electrodo

Amortiguador

Entrada

Capilar con control
de temperatura

|
Catodo
Detector
Electrodo
Amaortiguador
Salida

Figura 12. Representacion de los elementos que componen un sistema de EC™.

Un avance prometedor en la electroforesis capilar es la adicién de modificadores en las

paredes de los capilares. Los modificadores mas prometedores son las nanoparticulas (NP),

que debido a su quimica de superficie Unica, forman suspensiones estables con el electrolito

de fondo y son compatibles tanto con disolventes organicos como con la deteccién por MS.
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4.2.1 Electroforesis capilar de zona
Shen y colaboradores® realizaron una revision del progreso mas reciente en electroforesis
capilar de zona (CZE) acoplada a un espectrometro de masas, técnica con gran potencial para

el andlisis de proteinas siguiendo la estrategia top-down (Figura 13).
Los temas que se han tratado en su revision han sido:

e La mejora en la técnica de CZE-MS para el analisis top-down con respecto a la CE-
MS.

e Elacoplamiento, tanto en linea como off-line, de otros sistemas de separacion en fase
liquida con la técnica CZE-MS.

e Ladescripcion de varios métodos de fragmentacién en fase gaseosa basados en CZE-
MS.

e Eluso de CZE-MS en la protedbmica nativa.

Gel-Free

MS Ps MS/MS
a3
v
-~ | | | I | i | |
m/z bbv m/z m/z

MLssloralvk e LER /;.]-_- GlaAFlElliLsS
PRSKES VP DIFIPLLISLP P K K KDL S L ELE
UQXKKLEAAEIERRKSHIEAEV LKLQLLLA €
IKREHEKELLQKIALLELE N NINUALS KIMLA €

EXLTH KIMIEANKEINREAQMAAKLE

RLREKIOIMHMEHElV RKNKESKDPADETEAD

Busqueda de la proteoforma en bases de datos

Figura 13. Sistema de trabajo en el andlisis proteémico top-down utilizando la técnica CZE-MS/MS.

El método de ionizacion mas utilizado para la CZE-MS es el ESI. El desarrollo de nuevas
interfaces con una mayor sensibilidad y estabilidad es uno de los grandes retos en el campo

de la electroforesis capilar acoplada al espectrometro de masas.
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4.2.2 Electroforesis capilar bidimensional diferencial en gel

El principio fundamental de la electroforesis capilar diferencial (DIGE) es el de etiquetar las

proteinas antes de su separacion por 2DE?'.

Lim y colaboradores®? utilizaron la técnica 2D-DIGE para la identificacion y validacion de
potenciales biomarcadores proteicos en el suero de pacientes con cancer colorectal (CCR).
La 2D-DIGE facilita el analisis de expresion de proteinas al marcar poblaciones de proteinas

de diferentes origenes con tintes fluorescentes”.

Tras el analisis DIGE, se procedio a identificar las proteinas encontradas por LC-MS/MS. Los
resultados obtenidos pueden verse en la Tabla 4. Se detectaron 2419 manchas mediante la
técnica 2D-DIGE, de las cuales 23 proteinas (derivadas de 33 manchas) se expresaron de
manera significativamente diferencial entre los grupos de estudio (p<0.05). Estas proteinas
estan involucradas en la protedlisis celular, transporte de proteinas, apoptosis, reacciones de
fase aguda, factores de coagulacion, proliferacién y diferenciacion celular, proteinas

estructurales y vias de transduccién de senales.
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Tabla 4. Proteinas identificadas por LC-MS/MS tras el analisis DIGE®2.

Potenciador de procolageno C N
1 Q15113 P & 19.4 479 73 Up Down Proteolisis
endopeptidasa 1

3 Q9P173 PRO2275 humana 21.7 131 9.6 Up Up Proteolisis

Transporte de

5 Q363Q5 Fragmento de beta globina 72.5 4.5 10.0 Up* Down’ ,
proteinas

N Transporte de

7 P02649 Apoli teina E 42.1 19.9 8.7 U
polipoproteina p Up proteinas

9 P47929 Galectina-7 52.2 15.1 7.6 Down’ Up Apoptosis

11  P08603 Complemento de factor H 32.1 31.0 7.7 Down Down  Proteina de fase aguda

Inhibidor de cadena larga H4 .
13 Quaepa oidordecadenafarga 5.1 1033 65  Up Up Proteina de fase aguda
inter alfa tripsina

|

15  P02735 Amiloide humano 20.2 25.4 6.1 Up Up Proteina de fase aguda

* « Fact d
17  P00734 Protombina humana 10.0 70.0 5.5 Up Up cZacgc:J::(s:iéi

Isoforma humana 6 de la .
19 70YC5 43.1 5.7 11.0
Q proteina ZNF 365 Down Down diferenciacién celular

N Proliferaciony

. . Transduccion de
21 015056 Synatojanin-2 17.4 10.0 4.7 Up Up sefiales

Proteina humana no *
23 9.5 17.0 7.5 U D id
caracterizada LOC 134121 P Up esconocido

" Diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) cuando se comparan entre diferentes grupos de estudio.

w
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Otro estudio interesante utilizando esta técnica ha sido el desarrollado en Colombia por
Calderon-Rodriguez y colaboradores®. Se centraron en estudiar el proteoma plasmatico de
nifios diagnosticados con leucemia linfoblastica aguda (LLA) tipo B, causante de mas del 40%
de las muertes por cancer en menores de edad. En esta enfermedad, el diagndstico temprano
es uno de los factores que mas afecta el éxito del tratamiento. Se realizé una primera
separacion por 2DE-DIGE para posteriormente realizar una segunda separacion por LC-
MS/MS. Se encontraron ocho proteinas con expresion diferencial en plasma de pacientes con
LLA-B (posibles biomarcadores para un diagnostico temprano de la enfermedad), entre las
cuales resaltan la serotransferrina, la alfa-1-antitripsina, la haptoglobina, la alfa-2-
glicoproteina de zinc y el complemento C3. Sin embargo, se requerira de una etapa posterior
de validacion de la técnica para poder ser usada para detectar y diagnosticar de manera

temprana la LLA-B.

4.3 Cromatografia de liquidos acoplada a electroforesis capilar

La cromatografia liquida bidimensional como la electroforesis capilar de zona son técnicas
que se utilizan habitualmente en el analisis protedmico, siguiendo la estrategia bottom-up. Las
dos técnicas son ortogonales entre si en la separaciéon de péptidos. Sin embargo, el nimero
de proteinas que se pueden identificar mediante el uso CZE en muestras complejas sigue
siendo muy inferior que la encontradas utilizando LC. Es por ello que recientemente, Chen 'y
colaboradores® han establecido por primera vez una plataforma SCX-RP-CZE-MS/MS para
el analisis proteémico. Consiguieron mediante esta técnica la identificacion de 8200 grupos
de proteinas y 65000 péptidos de una muestra de proteoma de cerebro de ratén en 70 horas.

La Figura 14 muestra el disefio experimental del trabajo.
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—~—

Toma de muestra de cerebro
de ratén Lisis celular

}( Digestion triptica

Wil ———
60 fracciones RP pH bajo SCX
Separacién SCX-RP

CZE-MS/MS ,
en linea

&
P | —| | S %

40 fracciones RP pH bajo SCX

30 fracciones RP pHalto

RP (pH bajo)-MS/MS -~ '\ Je—d—1p %

Figura 14. Disefio experimental del trabajo.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

En esta seccion del trabajo se han seleccionado los articulos y publicaciones cientificas mas
recientes relacionadas con el analisis de péptidos y proteinas mediante el uso de sistemas
capilares, y se ha analizado tanto la preparacion de muestra como el analisis. En todos los

casos, el sistema de deteccion utilizado ha sido el MS o MS/MS.

5.1 Preparacioén de la muestra

Tal y como se ha descrito en varios articulos durante los ltimos afios®8¢87  |a preparacion de
la muestra en analisis protedmico continua siendo un cuello de botella para la obtencién de

datos de alta calidad, tanto si se sigue la estrategia botom-up como la estrategia top-down.

Brown y colaboradores®® han publicado recientemente un articulo sobre el desarrollo de un
nuevo método compatible con MS para el andlisis de proteinas, siguiendo la estrategia

bottom-up.

Los surfactantes convencionales que se utilizan para solubilizar las proteinas, como por
ejemplo el SDS, generalmente no son compatibles con el analisis por espectrometria de
masas y se deben retirar antes, repercutiendo no sélo en un consumo en tiempo sino en la
pérdida y degradacién de las proteinas presentes en la muestra®® . Para evitar este
problema, se desarrollaron los tensioactivos idnicos labiles a los acidos (compatibles con MS),
como RapiGest™ (conocido también como RG o ALS)%?%, ProteaseMax™ % (acido
decilfuranilsulfénico) y MaSDeS®%, que mejoran de manera significativa la solubilidad de las
proteinas y facilitan su digestién. Sin embargo, estos tensioactivos necesitan condiciones muy
acidas para su degradacion tras la digestion y requieren un paso de limpieza fuera de linea,
lo que excluye la automatizacion. Ademas, esta degradacion acida puede provocar la pérdida
de importantes PTMs que son inestables en condiciones acidas (fosforilaciones o
glicosilaciones labiles a los acidos) y no es compatible con el analisis directo de proteinas

intactas (apoximacion top-down).
La estructura general de RapiGest™ puede verse en la Figura 158, donde:

e ppueden ser 0, 1 o 2 sustituyentes
e Resunalquil

e R1yR2 pueden ser, independientemente, hidrégeno y metil
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R3 puede ser —0S0;7, —R40S0;3;7, —R4OR5S03~ Yy —OR5S03”

e R4 yR5 son alquiles

R2 R3
)
=
R R,

Figura 15. Estructura general de RapiGest™.

En la Figura 16 puede verse una estructura quimica particular posible para el RapiGest™ 8

F
PN

Figura 16. Estructura quimica particular de RapiGest™.

El objetivo de Brown y col. fue demostrar que el surfactante 4-hexilfenilazosulfonato (Azo) es

compatible con MS vy sirve tanto para la aproximacion top-down como bottom-up (Figura 17)

i
\ I/

<\ r ly
NS

/ \\\\ \\

( Y
Bottom-up Top-down

Proteinas

PP
ol (/7
/) )34

Péptidos

Figura 17. Uso del Azo en protedmica.
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El Azo es un reactivo facil de sintetizar (que sélo requiere de dos pasos) y facil de purificar.
Ademas, solubiliza las proteinas de manera efectiva y se puede degradar facilmente antes del
analisis por MS (Figura 18).

Azo

Nn-80s" Na* W\/@ J
\/\/\Q N 3 a 305 |lll)> W\/@o + Na* + “SOy + Ny

H

Figura 18. Reaccion de degradacion del Azo por UV.

El surfactante tiene su maxima absorbancia a 305nm (Figura 19a), por lo tanto, su
degradacion puede llevarse a cabo mediante espectroscopia UV/VIS usando una lampara de

mercurio en menos de 5 minutos (Figura 19b).

Q

Curva de absorbancia Azo

20 305 nm

1.0

0.0 4 ' \
200 300 400

Longitud de onda (nm)

Absorbancia (U.A.)

o

Degradacion Azo

20
1.7

1.0
03 02 02

=

0A0I|IT|Iv
0 1 2 3 4 5

Tiempo de irradiacién (min)

Absorbancia @ 305nm

Figura 19. (a) Curva de absorbancia del Azo. (b) Curva de degradacion del Azo.

Se evalud el poder del Azo en la digestion de la mioglobina (proteina resistente a la tripsina),
utilizando una solucion control (0% de Azo) y tres soluciones adicionales al 0.05%. 0.1% y

0.2% de Azo. La eficiencia de la digestion se hizo mediante la visualizacion de la mioglobina
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intacta remanente mediante SDS-PAGE y el analisis por LC-MS (Figura 20). Tras 0.5y 1h de

digestion, los resultados fueron los siguientes:

o (0% Azo: se observo una banda de proteina intacta a 17kDa. Por lo tanto, la eficiencia
de la digestion fue mala.

e 0.05% Azo: se observo una leve banda de proteina intacta.

e 0.1% - 0.2% Azo: no se observd ninguna banda. Esto indica que el Azo mejord la

eficiencia de la digestion.

Brown y col. han demostrado con este experimento que el Azo facilita la desnaturalizacion de

la proteina, proporcionando una digestion eficiente.

0% Azo 1h +18
Oh 05h 1h

0% Azo

\

250 1250 m2

0.05% Azo
Oh 05h 1h

0.05% Azo

.

0.1% Azo
Oh 05h 1h 0.1% Azo

i

0.2% Azo 0.2% Azo
Oh 05h 1h

\J \J

8 10
Tiempo (min)

:

Figura 20. Digestion de la mioglobina con diferentes concentraciones de Azo (izquierda). Analisis mediante LC-
MS de la mioglobina remantente (derecha).

Se realiz6 una comparativa directa entre Azo y RapiGest™ en la digestién de mioglobina,
usando soluciones al 0.1% en ambos casos, observando una sefial de péptido mas baja para

la muestra con RG que con Azo, tal y como puede verse en la Figura 21.
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Digestion de mioglobina

Azo 1
LIL lll ll " g i | " A
Azo 2
g LlIL “L ll " P (] | "
< | : Azo 3
—f?) :L].L llx ll Lj § - P il
T | H
g | E RG 1
= :1 O T | l l :‘ A Aol L 2
RG 2
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Figura 21. Comparativa directa entre Azo y RapiGest™ (RG) en la digestién de la mioglobina seguido de un
analisis por ESI-MS.

Brown y col. también probaron el poder del Azo en la digestién de una mezcla estandar de
insulina, mioglobina y anhidrasa carboénica (CA). Nuevamente, se observo que el Azo mejora
la digestion (Figura 22).

Insulina i
Mioglobina
g Anhidrasa

carbdnica

¥
500 m/z 2500

600 m/z 1800
\ K 600 m/iz 1600

Sin digestion
0% Azo
A
0.1% Azo
A\
0.2% Azo
. VAN , . \
7 9 1"

Tiempo (min)

Figura 22. Digestion de proteinas estandar en presencia de Azo.
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Los resultados obtenidos indicaron que las proteinas (incluso las resistentes a la digestion con

tripsina) se pueden digerir rapida y eficazmente utilizando Azo.

Finalmente, Brown y col. investigaron el poder del Azo en la digestién en un solo paso de una
muestra compleja utilizando células de riidn de embrién humano 293T (HEK293T) y se
comparé con un protocolo estandar mediante el uso de SDS-FASP (preparacion de muestra

asistida por filtro) desarrollado por Mann y colaboradores®. Los resultados se muestran en la

Figura 23.

a Comparacion en la digestion b
de HEK293T
Azo
1400 — 1254 1225 30 min
g 1200 213
£ 1000
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Figura 23. Comparativa de la digestion enzimatica de proteinas extraidas de células HEK293T utilizando Azo o
SDS.

Después del analisis por LC-MS/MS y el procesamiento MaxQuant, se observo que el mayor
numero de identificaciones se consiguié utilizando Azo con una digestién durante toda la
noche (1254), seguido de la digestion con FASP durante toda la noche (1225). Utilizando el
Azo y una digestién de 30 minutos, se detectaron soélo 33 proteinas menos que respecto del
SDS durante toda la noche. Esto demostré que el Azo es un reactivo que proporciona datos

robustos y reproducibles reduciendo significativamente el tiempo de preparacion de muestra.

Otro estudio reciente que también pretende sustituir al FASP como técnica de preparacion de
muestra es el desarrollado por Massamba y colaboradores®. Han propuesto un dispositivo
llamado ChipFilter Proteolysis (CFP) que posee dos camaras de reaccion de 0.6uL de
volumen cada una (diametro interno 4mm, altura 50um), separadas por una membrana de

filtracion de proteinas (diametro 4.3mm) en celulosa regenerada (corte de 10kD). Ver Figura
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24. En estas dos camaras se concentran o retienen los polipéptidos grandes y se liberan las

moléculas pequenas. El microchip permite la lisis celular, la concentracion de proteinas y su

tratamiento quimico y enzimatico.

F’ ChipFilter (10kDa)

(a) (b)
Entrada de la bomba de microfluidos 3 ’ Salida hacia el sistemaLC ‘
> ’ —

Péptidos

Moléculas pequerias

am—

Muestra (células o proteinas)
Reactivos, tampdn de lavado

Capilares

Figura 24. Disefio del ChipFilter.

El transporte de fluido y el flujo dentro del microchip se pueden controlar mediante una bomba
externa y un controlador de fluido. El sistema permite usar de forma fiable un caudal maximo

de 3pL/min y una presién maxima de 500mbar.

El protocolo de trabajo utilizado con células de mamiferos o con extracto de proteinas se
compone de varios pasos, que se muestran en la Tabla 5 y en la Tabla 6, en funcién del tipo

de muestra que se utilice.
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Tabla 5. Protocolo de protedlisis aplicado a células de mamiferos.

Volumen de En funcin

1 Carga de la célula Carga de la célula en el ChipFilter 2 del volumen
muestra

de muestra

Lisis celulary r?:duc'cmn 0.1M ditiotreitol en tampdn de lisis 2 40 30
de puentes disulfido

5 Lavado Bicarbonato de amonio 50mM 2 30 15

7 Activacién de la tripsina Bicarbonato de amonio 50mM 2 20 10

Tabla 6. Protocolo de protedlisis aplicado a extractos de proteinas.

En funciéon

, Lo Volumen de
1 Carga de la muestra  Carga del extracto de proteinas en el ChipFilter 2 muestra del volumen
de muestra

I 50mM iodoacetamida en bicarbonato de 2 40
3 Alquilacién . 30
amonio 50mM 1 10

Solucidén de tripsina 0.1ug/ul en 4cido

5 Carga de tripsina
& P trifluoroacético al 0.1%

7 Digestidn y elucion Bicarbonato de amonio 50mM 67

En la Figura 25 se muestra una esquematizacion del sistema analitico utilizado en el presente

articulo.

4
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Loop de 80pL

Bomba de flujo

0-1000mbar Bomba de carga

° Unidad de flujo
1-7uL/min

LEER T

ChipFilter

Muestra
0
DTT

Carga —
Inyeccion we=  m—

Residuo

Precolumna C18 hacia LC-MS

Figura 25. Configuracién automatizada para el CFP acoplado a nanoLC-MS/MS. DTT: Ditiotreitol. IAM:
lodoacetamida. ABC: bicarbonato de amonio.

El ChipFilter se probd con albumina de suero bovino (BSA), mostrando que era
completamente operacional. Posteriormente, Massamba y col. aplicaron el microchip en la
caracterizacion del extracto de proteinas de levadura comparando los resultados con los
obtenidos con el método FASP (Figura 26).

Las condiciones en las que se realizd la comparacion fueron las siguientes:

e CFP: 1ug de extracto de proteina incubando durante 1 hora.
e FASP: 10ug de extracto de proteina y realizando varias incubaciones durante 1h o

durante toda la noche (ON).

B crp_1pg_1h B rasp_i0pg ON 1 FASP_10pg_1h M rAsP_10pg_1h-ON

325
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Numero de peptldos / Protelnas identlflcadas

Numero de proteinas identificadas
—+-160

8:»
I 46
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Figura 26. Comparacion entre los resultados obtenidos con el método CFP (digestién on-chip) y el método
FASP, en el extracto de proteinas.
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El método CFP permitié disminuir drasticamente tanto la duracion del procesamiento de la

muestra como la cantidad de material de partida requerido.

La situacion ideal es poder disponer de una técnica universal que permita la extraccion y
fraccionamiento de las proteinas y que, a su vez, sea rapida, no necesite sustancias
surfactantes y requiera del menor niumero de pasos y manipulacion de la muestra, y por

supuesto, que se pueda automatizar.

La técnica SPEED?®! es una nueva aproximacion que, tal y como su nombre indica, reduce la

preparacion de la muestra a tres pasos:

e Acidificacion con TFA para romper las células y extraer las proteinas.
e Neutralizacién con TRIS.

¢ Digestién con proteasas para generar péeptidos.

5.2 Analisis de la muestra

Como ya se ha mencionado durante el presente trabajo, las técnicas por excelencia mas

utilizadas en el analisis proteémico son el HPLC y la EC.

La cromatografia de liquidos miniaturizada, utilizando nanoparticulas, ha sido una de las
técnicas mas empleadas en el anadlisis de péptidos y proteinas, principalmente porque una
menor velocidad de flujo hace que se mejore la ionizacién de péptidos por ESI para MS,
mejorando asi también la sensibilidad. Sin embargo, la fabricacion de este tipo de columnas
tiene un coste elevado, ademas del mantenimiento que requieren, limitando la reproducibilidad

de la identificacion y cuantificacion de péptidos.

Bian y colaboradores® han evaluado el uso de microflujo LC-MS/MS en el andlisis proteémico,
utilizando un equipamiento HPLC estandar (disponible en cualquier laboratorio analitico).
Utilizaron una columna RP de 150mm de longitud y diametro interno igual a 1mm (comparado
con los 75um de diametro interno que posee una columna de nanoflujo), que trabaja a
50uL/min.

Debido a que la configuracion de microflujo permite la inyeccion directa de la muestra en la
columna a 100uL/min, el tiempo necesario para cargar la muestra y/o el equilibrio de la

columna se pueden reducir de manera drastica en comparacion con los sistemas populares
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de nanoflujo que operan a velocidades de flujo bajas, aumentando la eficiencia del MS y

permitiendo el analisis de hasta 96 muestras por dia (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen del rendimiento que se puede lograr con el sistema de microfiujo LC-MS/MS en comparaciéon
con una configuracion tipica de nanoflujo LC-MS/MS.

Gradiente Eficiencia en el MS (%) Muestras analizadas por dia
(min) . .
Micro Nano Micro Nano
10 67 33 96 48
15 75 43 72 41
20 80 50 58 36
30 86 60 41 29
45 90 69 29 22
60 92 75 22 18
90 95 82 15 13
120 96 86 12 10

Ademas, en el estudio se configuraron dos sistemas de microflujo LC independientes en un
Orbitrap Q Exactive HF-X y un Orbitrap Fusion Lumos, viendo que el rendimiento era muy
similar en los dos sistemas. Se analizaron 11 lineas celulares de cancer humano dando como
resultado la identificacién de 7786 y 6388 proteinas utilizando los métodos HF-X y Lumos,
respectivamente, a partir de 250ug de péptidos (16h de analisis). Se observé también que, si
se aumenta el gradiente de flujo de 15 a 25, los resultados obtenidos en Lumos eran
comparables a los obtenidos en HF-X (7636 proteinas). En este caso, el tiempo de analisis
aumenta hasta las 24h. El numero de proteinas identificadas usando el sistema de nanoflujo
LS acoplado al HF-X fueron 7470. Los resultados mediante las dos técnicas son comparables,
aunque hay que tener en cuenta que la cantidad de péptidos necesaria para lograr este nivel

de rendimiento fue entre 2-5 veces mayor. Estos resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Resumen de resultados para el analisis proteémico a gran escala de 11 lineas celulares de cancer
humano utilizando sistemas LC-MS/MS de nanoflujo o microflujo.

Gradient Sistema de Péptidos Proteinas
(min) deteccion MS identificados identificadas
15 Micro Lumos 59089 6388
25 Micro Lumos 89733 7636
15 Micro HF-X 93698 7786
15 Nano HF-X 76415 7470
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Los resultados que se obtuvieron sugieren que el uso de la técnica de microflujo LC-MS/MS
puede llegar a tener el potencial de transformar el analisis protedmico, debido a la facilidad de
su implementacion técnica, la amplia gama de aplicaciones factibles y la alta calidad de los

datos que se obtienen.

Otro estudio que va en una linea similar fue el desarrollado por Vowinckel y colaboradores®
en 2018, donde ya apuntaban a que el uso de sistemas de microflujo puede mejorar los
resultados obtenidos y disminuir el coste del analisis. Segun Vowinckel y col., las columnas
de microflujo se bloquean con menos frecuencia e idealmente duran afios. En muestras
preparadas y analizadas en su estudio, una columna de nanoflujo duré6 como maximo 200
inyecciones, mientras que las columnas de microflujo se pudieron utilizar en aproximadamente

3000 inyecciones.

También se esta estudiando la mejora de los rellenos de las columnas en LC para una mejor
separacion de péptidos y proteinas. Sun y colaboradores'® han desarrollado, haciendo uso
de una técnica novedosa y de bajo coste, una columna OT de 100um de diametro interno (di)

y 120cm de longitud, modificada con una mezcla de monémeros:

e N-fenilacrilamida: proporciona mayor selectividad, al controlar la polaridad de la fase
estacionaria resultante.
o Estireno: para mejorar la eficacia de separacion de la columna.

e Dimetacrilato de etileno (EDMA) como cross-linker.

El método desarrollado es simple ofrece una buena morfologia, alta permeabilidad y una

excelente estabilidad mecanica de la columna (Figura 27).

Se validd la nueva columna mediante la separacién con éxito de 5 péptidos sintéticos con una

alta eficiencia (211500platos/columna).
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Figura 27. Esquema de preparacion de la columna poli(N-fenilacrilamida-co-estireno).

La columna presentd una buena repetibilidad, tanto intra como interdia, mostrando una

desviacion estandar relativa inferior al 4%.

Recientemente, Wang y colaboradores'®' han desarrollado un nuevo método para el andlisis
de proteinas intactas de cromatografia de liquidos bidimensional (RPxRP), mediante el uso

de columnas capilares con canales (C-CP) de fibra de polipropileno en la segunda dimension.

Para la fabricacion de las columnas, siguieron las instrucciones descritas por Randunu y col.
en articulos previos'%21%, Se analizdé una mezcla sintética de 11 proteinas y se compararon
los resultados obtenidos con los de las columnas comerciales de lecho empaquetado que se

emplean habitualmente en 2D-LC.

La Tabla 9 muestra las columnas comerciales utilizadas, asi como sus caracteristicas
principales: tipo de ligando (C8 y C18), longitud (50-100mm) y diametro interno de la columna
(2.1-4.6mm), y el material de soporte y el tamafio del poro que se presupone son los

parametros que mas afectan a la separacion de las proteinas.
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Tabla 9. Detalles de las columnas comerciales utilizadas en la segunda dimension.

Nombre

ACE Excel Super C18

Zorbax Eclipse Plus C8

Zorbax Eclipse Plus C8

Zorbax SB-C8

InfinityLab Poroshell 120 EC-C8

AdvanceBio PR-mAb SB-C8

Chromolith Performance RP-8e

P -
: tamafio del macroporo. :tamafio del mesoporo.

Diametro
interno de la
columna
(mm)

2.1

2.1

3.0

2.1

3.0

2.1

4.6

Longitud de
la columna
(mm)

50
50
50
100

50

50

100

Material de soporte

Silica completamente
porosa

Silica completamente
porosa

Silica completamente
porosa

Silica completamente
porosa

Silica superficialmente
porosa

Silica superficialmente
porosa

Silica monolitica

Tamaiio de Tamaiio de
particula

(nm)
1.7
1.8
1.8
1.8
2.7

3.5

poro
(R)

100
95
95
80

120

450

130

Ligando

C18

c8

Cc8

c8

Cc8

c8

c8

Los cromatogramas bidimensionales obtenidos tras la separacion de la mezcla sintética se

presentan en la Figura 28, observandose diferencias muy significativas entre el uso de la

columna de fibra (Figura 28a) y el resto de columnas.

Para todas las columnas, las condiciones cromatograficas fueron las siguientes:

e Velocidad de flujo: 1.2mL/min

e Tiempo de modulacién:0.6min (incluido el tiempo de equilibrio de 0.1min)

e Longitud de onda de deteccion: 216nm
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Figura 28. Mapa bidimensional de la técnica RPLCxRPLC mediante el uso de diferentes columnas en la
segunda dimension. (a) PP fiber column. (b) ACE Excel Super C18. (c) Zorbax Eclipse Plus C8 (2.1mm). (d)
Zorbax Eclipse Plus C8 (3.0mm). (e) Zorbax SB-C8. (f)InfinityLab Poroshell 120 EC-C8. (g) AdvanceBio RP-mAb
SB-C8. (h) Chromolith Performance RP-8e.

54



Sistemas avanzados en columna para el analisis proteémico

Un aspecto muy importante del estudio de Wang y col. es la capacidad de realizar

separaciones 2D sin necesidad de recurrir a un sistema de bombeo UHPLC.

Como alternativa a la cromatografia de liquidos, Meyer y colaboradores'® han demostrado
que la adquisicion independiente de datos del analisis de inyeccion de flujo (FIA-DIA)
utilizando la separacion de péptidos en fase gaseosa en lugar de LC, ofrece un analisis

extremadamente rapido.
Se usaron tres tecnologias (Figura 29):

e Movilidad iénica (FAIMS)

e Quadrupolo m/z

e Disociacion ionica
Al incorporar la movilidad iénica con FIA-DIA, se consiguié analizar mas de 500 proteinas en
pocos minutos (aproximadamente 3.5proteinas/segundo). Han conseguido demostrar la
utilidad de esta técnica para realizar un complejo estudio de proteoma multifactorial de
interacciones entre nutrientes, genotipo y toxinas mitocondriales en una coleccién de células
humanas cultivadas. Se midi6 de manera cuantitativa mas de 45000 proteinas de 132
muestras en menos de 5 horas. FIA-DIA ofrece un nuevo enfoque para impulsar los estudios
de descubrimiento de farmacos y biomarcadores que requieren el analisis de miles de

proteinas.
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Figura 29. Resumen general de la técnica FIA-DIA para la identificacién de proteinas. (A) La muestra digerida se
somete a una ionizacién por electrospray, los iones se separan por movilidad iénica y son fragmentados en el
quadrupolo. Los fragmentos son detectados.

En el ambito de la electroforesis capilar, Lubeckyj y colaboradores'® han presentado un nuevo
estudio, continuando las investigaciones realizadas por ellos mismos en un trabajo previo'®,
en el que han tratado de aumentar la ventana de separacién y el volumen de muestra en un
sistema CZE-MS/MS, mediante el uso de una columna capilar con un recubrimiento interior
de poliacrilamida lineal (LPA). Para este estudio, han utilizado un capilar de separacién mas
largo (1.5m vs. 1m), con el objetivo de reducir el campo eléctrico a través del capilar y disminuir
la velocidad electroforética de las proteoformas, dando como resultado una ventana de
separacion mas amplia para poder adquirir e identificar mas espectros en el MS/MS. Ademas,

esto permite cargar un mayor volumen de muestra sin perder eficiencia en la separacion.

Primero compararon los resultados obtenidos al analizar una mezcla de proteinas que
contiene mioglobina (Mio), CA'y BSA, con los capilares de 1.5m y de 1m. En ambos casos, el

volumen de inyeccién fue de 500nL.

Tal y como se puede observar en la Figura 30, con la columna de mayor longitud se obtuvo
una mayor ventana de separacion (11min vs. 5min), debido a que las proteinas migran de una

manera mas lenta (dato que evidencia el mayor tiempo de migracion).
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Figura 30. Electroferogramas obtenidos tras el analisis por CZE-MS usando una columna capilar de 1.6m

(arriba) y 1m (abajo).

Posteriormente, se analizé la misma muestra unicamente con el capilar de 1.5m, utilizando

diferentes volimenes de muestra:

e 0.5 L (17% del volumen total del capilar): 8ng de proteinas totales

e 1 uL (33% del volumen total del capilar): 16ng de proteinas totales

e 2uL (67% del volumen total del capilar): 32ng de proteinas totales
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Figura 31. Analisis de una mezcla de proteinas estandar mediante CZE-MS utilizando 3 volumenes diferentes de

muestra: 0.5uL (arriba), 1uL (medio), 2uL (abajo).
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Tal y como puede verse en la Figura 31, a medida que se aumenta el volumen de muestra,

mejora considerablemente la ventana de separacion.

Posteriormente, analizaron el proteoma de E. coli identificando 800 proteoformas (usando

250ng de proteinas) y 400 proteoformas (utilizando 25ng de proteinas).

Segun sus datos, esta técnica puede tener un gran potencial en la protedmica top-down

cuando el volumen de muestra es limitado.

Aunque las separaciones 2D se han utilizado ampliamente desde el periodo inicial de la
protedmica, la separacion tridimensional (3D) apenas se ha utilizado en el pasado, debido a
una baja reproducibilidad en la separacién y al aumento en el tiempo del analisis. Pero con el
desarrollo de nuevas técnicas y las mejoras de la espectrometria de masas, la separacién 3D
se convierte en una muy buena alternativa en el analisis proteémico. Duong y colaboradores'”
han realizado recientemente una revision donde resumen las plataformas 3D-LC
desarrolladas para el analisis de proteinas, tanto en el analisis off-line (Tabla 10) como on-line
(Tabla 11).
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Tabla 10. Desarrollo de varios sistemas off-line 3D-LC.

Plasma humano Agilent
(500ug) 1100LC/MSD Trap

2006

RP-SCX-RP Shen y col.

484 100

2011
Garbis y col.'®

Suero humano Trampa de iones

SEC-HILICRP (7.4mg) cuadrupolo

1955 60

Fibroblasto 2013
SCX-RP-RP embrionario de Orbitrap LTQ XL 5051 - Betancourt y
raton (1mg) col.

SCX-HILIC-RP

Céhglgg HelLa Orbitrap LTQ- 3424

2013
Velos Zhou y col.

Células madre
SCX-RP-RP embrionarias
humanas (-)

2015
Zhao y col.

Thermo Finnigan

LTQ 3184 17

GELFrEE-RP-RP Orina humana
& LPIEF-RP-RP (5mg)

2017

TripleTOF 5600 6085 720 Zhao y col.

SCX & SAX-RP-

RP Suero humano (-) Orbitrap Fusion 862 12 2018

Xue y col.

Tabla 11. Desarrollo de varios sistemas on-line 3D-LC.

2005
Wei y col.

Saccharomyces

RP-SCX-RP cerevisiae (200ug)

LCQ Deca XP 1900 140

Células madre
RP-SAX-RP embrionarias Orbitrap XL 11352 580
murinas (25ug)

2013
Zhou y col.
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Ademas, Duong y col. han analizado y comparado el rendimiento del analisis 3D con el 2D de

ultima generacion (Tabla 12).

Tabla 12. Comparativa de la estrategia off-line vs. on-line

L. Off-line On-line
Caracteristica
3D-LC D-LC
Puesta a punto Simple Generalmente sofisticada
Capacidad de transferir la
s Alta Baja-media

tecnologia a otro laboratorio

Alta, hasta mg. No adecuada para

Cantidad de muestra
muestras de cantidad limitada

Baja, del orden de pg

. . , . Generalmente, completamente
Dimensiones separadas, facil y

Operabilidad . automatizado. Requiere
sencilla de operar .
entrenamiento.
Mezcla de muestras Permitido No permitido
Manipulacién de muestras Alta Baja
Pérdida de muestra Alta-media Baja

La protedmica top-down estd emergiendo como una estrategia muy potente para la
caracterizacion de proteinas intactas, pero el analisis de proteinas de membrana es un gran
desafio debido a su baja solubilidad, poca abundancia y su complejidad. Kyle y
colaboradores' recientemente han reportado un método simple pero efectivo para
enriquecer y separar proteinas de membrana en muestras de células renales embrionarias
humanas y lisados de tejido cardiaco, permitiendo la identificacion de 188 y 124 proteinas de

membrana integrales enddgenas, respectivamente.

La técnica desarrollada (ver Figura 32) consiste en el enriquecimiento de las proteinas de
membrana mediante la técnica de extraccion en punto de nube (Cloud Point Extraction, CPE),
utilizando surfactantes no iénicos como Triton X-114 o Tergitol NP-7, a partir de muestras
complejas de células o tejidos. Posteriormente realizaron una separacion SEC, donde se
consigue eliminar el surfactante, para finalmente analizar el extracto de proteinas enriquecidas

mediante RP-MS/MS. Se detectaron proteoformas en un rango de 6 a 115kDa.
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Enriquecimiento de las proteinas de

membrana
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Fracciones SEC  Eliminacién

!
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Figura 32. Aproximacién Top-down para la caracterizacion de proteinas de membrana endégenas.

Ademas, Kyle y col. han demostrado en su estudio que la RP-MS/MS es una técnica efectiva

para la separacion y caracterizacion de proteinas de membrana.
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6 PROTEOMICA Y SARS-CoV-2

El ultimo ano se ha declarado una pandemia mundial debido a una nueva severa enfermedad
respiratoria causada por coronavirus 2 (SARS-CoV-2) llamada enfermedad por coronavirus
2019 (COVID-19). Haas y colaboradores''® han escrito un articulo cientifico donde exponen
como la comunidad cientifica del campo de la protedmica puede ayudar a investigar en cuatro

areas clave para conocer mas sobre la biologia del virus:

1) Como las técnicas basadas en espectrometria de masas pueden superar las
limitaciones y complementar las aproximaciones estructurales tradicionales, para
informar sobre la estructura dinamica de las proteinas del SARS-CoV-2.

2) Como el conocer la interaccion proteina-proteina entre el virus y el huésped puede
identificar la maquinaria celular necesaria para la replicacion del SARS-CoV-2.

3) La abundancia global de proteinas y las PTM pueden caracterizar las vias de
sefalizacion que se forman durante la infeccién.

4) La protedmica puede ayudar en la identificacion de biomarcadores, el diagndstico y el
desarrollo de farmacos para monitorizar la patologia de COVID-19 e investigar

estrategias de tratamiento.

La protedmica puede informar la estructura de una Unica proteina viral, la composicién de un
virion completo y una vision global del proteoma del huésped durante la infeccion. Los
métodos protedmicos proporcionan una visidn unica de la interaccion entre el virus y el
huésped, incluida la maquinaria del huésped elegida para la replicacion viral y las vias de
sefalizacidon que caracterizan la respuesta del huésped. Las herramientas proteémicas
también se pueden utilizar para investigar las interacciones entre compuestos y proteinas, y

representan una poderosa estrategia para el descubrimiento de farmacos.

Las técnicas propuestas para el estudio del SARS-CoV-2, incluidos los tipos de muestras que
se pueden usar, los conocimientos moleculares que se pueden obtener y como se pueden
integrar las tecnologias para informar la biologia del SARS-CoV-2 y la patologia del COVID-

19, pueden verse resumidas en la Figura 33.
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Figura 33. Resumen de las técnicas basadas en espectrometria de masas propuestas para el estudio de SARS-
CoV-2.

La pandemia de SARS-CoV-2 requiere el estudio urgente de la estructura de la proteina viral,
su replicacion, la interaccién virus-huésped y la respuesta del huésped, para obtener una
comprension molecular de la patogenicidad e investigar estrategias para posibles
tratamientos. El campo de la protedmica esta bien posicionado para poder responder a

preguntas actualmente abiertas:

e ;Como informan de la patogenicidad las estructuras dinamicas de las proteinas y los
viriones del SARS-CoV-27?

e . Qué maquinaria celular utiliza el SARS-CoV-2 durante la infeccién?

e Qué vias de sefalizacion se activan durante la infeccion por SARS-CoV-27?

e ;Cuales son las estrategias para monitorizar la patologia de COVID-19 e investigar

estrategias de tratamiento?

De hecho, hay un precedente de importantes contribuciones protedmicas en el estudio de

otras infecciones virales como el VIH y la influenza.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

El objetivo actual del analisis protedmico y en lo que se centran los estudios mas recientes,
es en conseguir técnicas cada vez mas rapidas y que permitan la identificacion del maximo

numero de péptidos y proteinas posibles.

La combinacién de métodos para la separacion de proteinas (como puede ser la 2DE) con
una estrategia bottom-up (ESI LC-MS/MS) podria ser una buena aproximacion para

incrementar la productividad de la espectrometria de masas en tandem™'".

Ademas, mejoras recientes en el ambito de la espectrometria de masas, abre las puertas para
el analisis 4D en protedmica''?. En la conferencia virtual organizada por la American Society

for Mass Spectrometry (ASMS) en 2020, Bruker Corporation (www.bruker.com) anuncié el

lanzamiento de métodos unicos para el analisis de protedmica 4D mediante nanoLC-CCS-
MS/MS.

La protedmica top-down también ha experimentado en los ultimos afios un aumento en
popularidad, debido a que los métodos en espectrometria de masas han evolucionado
considerablemente. Tecnologias emergentes como la DIA pueden aplicarse también en el
analisis top-down, haciendo que se puedan solventar las dificultades en la complejidad de los

espectros y en la deteccion de proteoformas que se encuentren en bajas concentraciones™.

Ademas, enfoques sencillos como la RP-MS/MS se puede utilizar ampliamente para la

caracterizacion de proteinas de membrana'®.

El analisis Top-down y las medidas encaradas a resolver y caracterizar proteoformas tienen
un valor de gran especificidad molecular, de cara, por ejemplo, a poder detectar ciertas
patologias. El incremento en numero de usuarios de esta metodologia y los avances
realizados y en constante evolucion, seran los agentes de conduccion hacia un cambio de

rumbo en la protedmica aplicada™.
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8 CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden extraer del presente trabajo se presentan a continuacion:

e Las estrategias Bottom-up y Top-down se pueden considerar técnicas
complementarias. Mientras que la primera se centra basicamente en la cuantificacion
de péptidos, la segunda caracteriza proteoformas intactas.

o La cromatografia de liquidos y la electroforesis capilar son las técnicas de preferencia
para el analisis protedmico, por su alta capacidad de separacion y selectividad.

o EI mayor problema en el analisis protedmico es el tamafo de muestra y la baja
concentracién de algunas proteinas, ademas del tiempo de analisis, que suele ser
elevado.

e Para conseguir unos resultados éptimos en el analisis en protedmica se requiere de la
combinacion de varias técnicas analiticas acopladas entre ellas, es decir, separacion
multidimensional (MD) combinada con la espectrometria de masas. Las separaciones
multidimensionales proporcionan una capacidad de pico mejorada y reducen la
complejidad de la muestra, lo que permite que la MS analice mas proteinas con mayor
sensibilidad.

e Se ha conseguido mejorar notablemente los resultados en el analisis protedmico
mediante la introduccion de técnicas como la 2D LC o la 3D LC, requiriendo esta ultima
de tres técnicas de separacion que sean independientes y ortogonales. Aunque la 3D
LC no siempre es mejor opcién que la 2D LC, sobre todo teniendo en cuenta el
incremento en el tiempo de analisis y el consumo y la posible pérdida de muestra.

¢ Laidentificacion y caracterizacion completa de las proteoformas en la protedmica top-
down todavia no es sencilla porque requiere una determinacién y localizacion precisas
de todas las modificaciones en las secuencias de proteinas. Una fragmentacién mas
extensa de las proteoformas podria beneficiar la identificacion y caracterizacion
completa de las mismas.

e Elcampo de la protedbmica es un complemento esencial en los estudios sanitarios, tal
y como ya se demostré con sus contribuciones en el estudio de infecciones virales
como el VIH, la influenza y el SARS-CoV-2.
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