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Resumen

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

1. Espectrometria de masas

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

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

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

2. Analizadores de masa

2.1. Cuadrupolo

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

2.2. TOF

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

2.3. Trampas de Iones

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

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

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

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

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

2.5. Orbitrap

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

2.6. FT-ICR

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

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

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

diana

onl

0

filamento placa rf

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

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

2.7. Caracteristicas de los diferentes analizadores

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

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

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

1) EC: Calibracion Externa, IC: Calibracion Interna

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

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

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

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

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

3. Métodos de ionizacion

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

1971
Clegg&Dole

Molecular Beara of masroions.
JI Zain and polwimplpprrolidome,
Bioc hentistry

1985
Whitehouse et al

Beotranpray intefice fiv Eiquid
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2
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Figura 3. Filogenia de la familia del Electrospray

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

En los trabajos pioneros de Fenn y Aleksandrov
de 1985 se demostraba ya la capacidad del ESI para
el analisis de péptidos, presentandose resultados
obtenidos con la ciclosporina A (Mr 1203), la gra-
micidina S (Mr 1140), la bleomicina (Mr 1375), la
substancia P (Mr 1348) y la bradiquinina (Mr 1060).
Poco después se demostro la capacidad del ESI
para el analisis de proteinas de gran tamafio como

23

la alcohol deshidrogenasa (Mr 40000) (Meng et al.,
1988), haciendo aparicion los primeros sistemas
comerciales. A partir de este momento la tecnologia
inicial se desarroll6é rapidamente para dar lugar a
interfases acopladas a la cromatografia liquida con-
vencional (ionspray) y capilar (microelectrospray,
Emmet y Caprioli, 1994) y a interfases para ana-
lisis off-line (nanospray, Wilm y Mann, 1994). La
utilizacion del sonoro término “nano” actualmente
engloba, probablemente de forma incorrecta, las in-
terfases de ESI para cromatografia capilar en linea.

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

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

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



24

Células, tejido, fluido

control enfermeda
e e

o ‘};O { %
Immunopurificaci én Complejos
proteicos

=
—| SDS-PAGE
H i

Buscador

o = °
" .

P
.

Electroforesis 2D

&

dige stidn

Pieza de gel

HUELLA PERTIDEA
Péptide Mass

MALDI-IE

a2
oy AL T M
[ IS LN

P a— i o /,

ESI-MSMS é;g o1 Tz || azd
RIS |

wm sm oo

miz
Huella de secuencia

Figura 4.- Esquema del procedimiento bdsico para la iden-
tificacion de proteinas en bases de datos (J.Abian, Tratado
de Medicina Interna Rodes-Guardia, Ed Massons (2004))

4. Identificacion de proteinas mediante
mapeo peptidico

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

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

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

Secuenciacion de péptidos

GPM X! Hunter h201.thegpm

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Digerido 1 Prot A

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

Saeparacion = Digestion = ldeniificacion (n analisis)

Péptido 1 Prat A

Péntido 2 Andlisis

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

F;é';{‘do " LC(/LC)-MS/MS

ProtZ

Digestion > Separacian+identificacian ({1 analisis)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

6. Identificacion “top-down” de proteinas

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

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

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