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Resumen

En los paises de América Latina, las tasas de incidencia y mortalidad de ddirdeide aguda

(LLA) son altas. En particular en Colombia, durante la ultima década, la LLA ha sido el cancer con
mayor incidencia en nifios entrel@! afios. Segun el InstimNacional de Salud para el afio 2014,

el 43% de muertes en menores de 18 afosasibuyd a LLA. Ante esta problemética de salud
publica y junto con el hechde que el conocimiento del proteoma de la poblacion infantil es
poco, se propuso el estudio del prot@a plasmatico de nifios colombianos diagnosticados con
LLA tipo B en busca deroteinas que podrian tener potencialidad como marcadores de
enfermedad y podrian reflejar procesos alterados por la presencia de la enfermedad o como
respuesta a esta. Utilizandcomo aproximacion protedmicde separacion por cromatografia
liquida acoplda a espectrometria de masas en tandem, se encontré un total de 90 proteinas
diferencialmente expresadas en plasma de pacientes diagnosticados con LLA tipo B en
comparacion con atiroles sanos. Estas proteinas se relacionan con procesos de fase aguda,
alteraciones de la matriz extracelular, adhesién y sefalizacion celular. Entre ellas, se pueden
resaltar las proteinas Fetuina, Butirilcolinesterasa, Factor de coagulacién 13 cad€inaskha
guinasa 3 similar a FMS (FLT3), Gelsolina, Factor plaquetanibitidor de peptidasa 16 y-1
fosfatidilinositol 3fosfato 5Squinasa. Los resultados brindan nueva informacion sobre el
proteoma plasmatico de nifios colombianos, y permiten proponea lista priorizada de
proteinas con potencial como biomarcadores, aderdéscontribuir a la comprension de la
leucemia.

Palabras claveProtedmica, label free.LA LCMS/MS.

Nota: El material suplementario que acompafia esta tesis se encuentra dispobdijie pedido a

la autora Gicalderon@unal.edu.co )
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Abstract

In Latin American countries, the incidence and mortality rates of Acute Lymphoblastic Leukemia
(ALL) are high. In Colombia, during the last decade, ALL has been the most prevalent cancer
among children between-04 years of age. According to the Natiomsdtitute of Health for 2014,

43% of deaths in children under 18 years were attributed to ALL. In the face of this public health
problem and coupled with the fact that the knowledge of the proteome of the child population is
little, we proposed the study ahe plasma proteome of Colombian children diagnosed with B

ALL in search of proteins that could have potential as markers of disease and may reflect
processes altered by the presence of the disease or as a response to this. Using as a proteomic
approach he separation by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry, we
found a total of 90 differentially expressed proteins in plasma of patients diagnosed with.B
compared with healthy controls. These proteins are associated with gahdee pocesses,
alterations of the extracellular matrix, adhesion and cellular signaling. Among them, we can
highlight the Fetuin, Butyrylcholinesterase, Coagulation Factor 13 Chain A, Tyrosine Kinase 3 like
FMS (FLT3), Gelsolin, Platelet Factor 4, Peptidagbittthl6 and Phosphatidylinositol 3
phosphate Skinase proteins. The results provide new information about the plasma proteome of
Colombian children and allow to propose a prioritized list of proteins with potential as

biomarkers, as well as to contriteito the understanding deukemia.

Keywords:(Proteomics, label freeAcute Lymphoblastic leukemjd. GMS/MS)
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1 Busqueda de biomarcadores en plasma de pacientes con leucemizeliadnida

INTRODUCCION

Una de las principales causas de muerte en el mundo es el canceenfarenedad donde las
células no obdecen los controles normales del cuerpo para regular la division, la diferenciacion,
la especializacion de células particulares, y la supervivencia o muerte c&ualayeneral, el
cancer es una enfermedad qumesenta dafio gendmicque bien puede alteragenes corun
efecto deganancia dominante de funci@alterargenes supresores de tumores con pérdida de
funcién recesive?. En la actualidad se salpgie la tumorogéness en humanos es un proceso de
pasos multiples y que estos pasos reflejaneraltiones genéticas que conducen a la
transformacion progresiva de células normalescéfulasaltamente maligas®. Existen mas de
100 tipos distintos deéancer y se pueden encontrar subtipos dentro de érganos especifiaos.
leueemia es uno de estospos de cancer que a diferencia de la mayonia forma tumory
corresponde a una produccion descontrolada de blastos inmaduros en médulaémdtdo de
una serie de eventos mutacionales de la hematopo$esis

Segun estadisticas mundiales la leucemia es el cancer mas comun en la infancia y representa
aproximadamente un tercio de los canceres pediatricos en tédouadc. Segin Globocan 2012

la leucemiatiene el segundo lugar en frecuencia, con 4 casos por cada 100000 menores de
catorce afiosEn Colombia, leMinisterio del Proteccién Social repérfue entre los aéis 2005 y

2011 se registraron 5736 muertes de menores de edad, siendo la causa printideceso la
presencia de leucemia. El Instituto Naciodal CancerologidINC)reporta que entre los afios

2007 y 2011, en el rango de edad dédafios, la incidergide cancer la encabeza la leucemia
seguida por los linfomas no Hodgkin y canceres dem#stnervioso central, siendo la leucemia
linfoide aguda la que tiene mayor incidencia. El Instituto Nacional de Salud para el afio 2014
reporté un total de 1105 muees porcausade cancer en menores de 18 afios, siendo el 43% de
estos canceres diagnosticadocomo leucemia linfoide aguda (LLA). Las estadisticas mundiales
muestran que en edad infantil la LLA representa el 75% de todas leucemias agudas, con una
incidenciamaxima entre los 5 afios®’.

Aproximadamente de los 160000 nifios y adolescentes diagnosticados con cancer cada afio en
todo el mundé&?, el 80% vive en paises de ingresos bajos y medios, donde el acceso a atencién de
calidaden saludes limitado y las posibilidades de curacién son Bajas incidencia en varios
paises de América Latina es la mas alta mundo, Colombia tiene juntcceadoE las tasas de
incidencia mas altds Ademas se estima que en nuestro pais la tasa de mortalidad supera el 50%
de los cass diagnosticados de LLA pediattcanientras que en paises desarrollados la tasa de
mortalidad es menor al 15% el éxito deltratamiento enesos paises es el resultado de la
creacion de unidades de atencién egral en cancer infantil, asi como avances en la
quimioterapia y la aplicacion de tratamientos oportunos estandarizados en el marco de una red
de apoy psicosociaf.
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La baja supervivencia de nifios con leucemias agudas pediatricas en Colombebese

principalmente a problemas serios en el acceso a los servicios de salud, diagnésticoateslio

tasas de abandono al tratamiento y multiples trasladdsn el fin de disminuir el impacto ¢

leucemia agudaen la poblacion infantitolombiana en 2010 se sancianf I f S& mMoyy Gt 2 NJ
RSNBOK2 | t AR RS f2a yA32a iddinglemétagpOSNI Sy / :
paulatinamente Asimismogse han creado sistemas para el mejoramiento del tratamiento integral

del cancer infantil como ®Consejosle Cancer Infantil, el Observatorio Nacional de Céncer y la

Ruta de Atencién para nifios o nifias con presuncién o diagnéstico de leucemia en Colombia.
Actualmente esta vigente elah decenal para el control del cancer en Colombia 28021,que

aborda cino lineasestratégicagara disminuir el impacto del cancer en nuestro pais: 1. Control

del Riesgo, 2. Deteccién temprana de la enfermedad, 3. Atencién, recuperacién y superacion de

los dafios causados por el cancer, 4. Mejoramiento de la cali#gadida depacientes y

sobrevivientes con cancer, 5. Gestion del conocimiento y la tecnologia para el control delycancer

6. Formacion y desarrollo del talento humaruestra investigaciorse relaciona tanto con

deteccién temprana de la enfermedad comoncla geneacion de nuevo conocimiento con el

potencial de hacer un mejor control @ste tipo decancer.

Particularmente, esta tesis doctoral sentré en lablsqueda de posibles biomarcadores de
diagnosticode origen proteico con glotencialde faciltar u optimizar un diagnésticotemprano
de la LLAen poblacion infantil yde esta manera contribuipara mejorar la oportunidad dé
tratamiento. Asimismo, se gened® nuevo conocimientoa nivel molecular que puede
eventualmente explicar las alteraciones celuladebidas ala presenciade la enfermedad o en
respuesta a ella ela poblacién colombiana.

La busqueda debiomarcadores de diagnéstico dkevé a cabo utilizando metodologias de
proteémica comparativacon el fin de identificaproteinas diferencialmente expradasentre
pacientes diagnosticados con L&A comparacion corontroles sanosen una muestra de facil
accesaomo elplasma sanguineo

Esta tesise dividiéen cinco capilos, el primero de ellos presenta el estado actual del tema
relacionado conleucania y con el procedimiento para eldescubrimiento de nuevos
biomarcadoresPosteriormenteen elcapitulo2 titulado Protedmica Basada en Gek habla de
lastecnologias protedmicas y se presentan fesultadoobtenidos mediante gbrimer enfoque
proteémico utilizado para la identificacion de proteinas diferencialas incluyéuna separacion
de proteinas mediante electroforesis en dos dimensione@DE)y poderior analisis por
espectrometria denasas. Etapitulo3, titulado Proteémica Shotgurpresentalos resultados de
proteinas diferencialesbtenidos mediante separacién de péptidos mwomatografia liquida y
posterior analisis de masas acoplado en seti€MS/MS.EI capitulo 4 por su parte, reine los
listados de proteinas consideradas diferenciatesliante todos los enfoques y programas para el
andlisis de datos protedmicos utilizados y muestra los resultadbsarmdisis bioinformatico
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realizadopara car una explicaciémioldégicaa los hallazgos encontrados y ubican un marco
biolégicoprobable las proteinas diferenciales que pueden eventualmente tener potencial como
moléculasbiomarcadoragle diagndstico Finalmenteen el capitulo 5, se muestidos resultados

de un ensayode verificacié por ELISAaraalgunasde lasproteinas diferenciale&lentificadas y

se presenta un analisis global de los resultadesaltando el valor biolégicode los hallazgos y
evidenciando la gtencialidad de las proteinas diferenciales como proteinas biomarcadoras para
uso en clinica.
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1. a!l!w/ h ¢9j)] wL/ h

1.1 Biologiade laLeucemia Linfoide Aguda

1.1.1 Hematopoyesis

La hematopoyesiss el proceso de formacion das células sanguineas que impligaimero, la
proliferacion celulao amplificacion @l numero de células maduras producidas a partir de una
célulaprecursora y segundg la diferenciacion celulao desarrollo progresivo dearacteristicas
bioquimicas, funcionales y estructurales especificas gadlatipo de célulaLa médula 6setBM-
Bone Marrow es el sitio principal donde ocurre la hematopoyealspaer, todas las cavidades
contienen médula rojgue consistegrincipalmentede célulashematopoyéticasdespués de los 4
afios hay un aumentde células de grasantre dichas cavidadegue se conoce commédula
amarillg entre los 10 y 14 afos ejes de Ie huesos largoscontienen Unicamentemédula
amarilla, finalmente enun adulto joven la médula roja hematopoyética se encuentra lea
regiones de los huesos largdémur y humero otros sitios de hemopoyesis e adulto son el
craneo, las costik, laxclaviculas, lagscapulasel esternon, las vértebras y la petei$.

La llamadamédularoja, es aquella que contiengélulas madre hematopoyéticas pluripotentes
(HSeHematopoyectic Stentell) células qe danorigen atodos los linajes sanguiog y son
capaces de mantener el sistema hematopoyético durante toda lg piddiferan raramentein
vivoy constituyen menos del,01% de la poblacion total de célula.

Un evento principal en la diferenciacion kdsHSC es la pérdida del potencial de autorrenovacion
al tiempo que se conserva la capacidad de diferenciacion de multiplges En esta primera
etapa la célula madre pluripotentse diferencia a ma cdula madremultipotente, la cuakufre
otra etapa dediferenciaciorgenerandoun precursor mieloide (CMP) y un precursor linfoide (CLP)
(Figura 11). A diferencia de las HSC, las célymscursoras hematopoyéticasproliferan
activanente paa generarmillones de célulasliariamente.Después de una seride etapas de
diferenciacién eprecursormieloide da lugar das células mieloides, que incluyen granulocitos,
eritrocitos, megacariocitos y monocitdd’ las células mieloides proliferan en sus células
terminales maduras dentro de la médula 6sea, mientras que los precursores linfoides mig
los 6rganos linfoides (paejemplo, nédulos linfaticos, bazo y timo) para completar la maduracion.
H progenitor linfoide por su parteda lugar das células linfoides, que incluyen los linfocitos By T
y las céluladlatural KilleNK) en un proceo llamado linfopoyesi&’.
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Figura 1 1: Diagrama deproceso de hematopoyesis
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Esqiemadel proceso de hematopoyesis en donde se resaltan los factores de transcripcion involucrados en cada etapa
de diferenciacion. En barras rojas se indican las etapas en las que se encuentra bloqueado el desarrollo hematopoyético
por ausencia del faot de transcripcion mediante knoadut de genes. Abreviaturas: -HSC, célula madre
hematopoyética a largo plazo, mencionada en el texto como célula madre hematopoyética pluripotéh® SElula

madre hematopoyética de corto plazo, mencionada en ¢btesmocélula madre hematopoyética multipotente; CMP,
precursor mieloide comun; CLP, precursor linfoide comin; MEP, progenitor megacariocito/eritroide; GMP, progenitor de
granulocitos/macréfagos; RBC, globutops Adaptada de Orkin et a2008'.

A Linfopoyesis

En la linfopoyesis, el precursor linfoide comun (CLP) proviene de una etapa de diferenciacion
desde la HSC por la accién de & ILFLTS. EICLRyenera los progenitores de células B, Ty NK y
dan lugar a todos los tipos de linfocitos. Gran pad la linfopoyesis que se produce en la
médula 6seanormal es independiente de la estimulacién antigénica y sirve para suministrar al
cuerpo linfocitos Bnaduros o progenitores linfoides T que maduran a células T en el timo. La
produccion de células B moenza en la vida fetal dentro de la BM, el higado fetal y el epiplon.
Postnatalmente esté restringida a la BM y depende de la interaccion del CLP yenigpoog las
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células estromales de la médula. Las principales proteinas de superficie, caraaterdstic
desarrollo del progenitor linfoide comdn hasta una célula plasmatica secretora de anticuerpos, se
muestran en la Tabla-1. La maduracion de célul& tempranas, prd3, preB e inmaduras es
independiente de antigenos y ocurre dentro de la BM bajaflaencia de PAX&Eaja combinada

de codificacion be IL-4; las células B maduras que salen de la médula tienen tanto IgM como IgD
en su superficie e imgsan a los tejidos linfoides periféricos donde pueden sufrir una proliferacion
dependiente de antignosy una maduracion adicional hasta células plasméficas

La expresién del receptor pi2BCR es un punto de control crucial en el desarrollo temprano de las
células B, en el cual se monita la funcionalidad de la cadena pesada. La sefalizacion a través
del preBCR permite la exclusi@télica dellocusIGH y estimula un estallido de expansién clonal
proliferativa de células pr8Il grandes, seguido por la-egpresion de RAG y la reordein en

el locus IGL encélulas BIl pequeiid$®. Los praesos de diferenciacién de células madre
multipotentes (MPP) en progenitores restringidos a linfegisecorrelacionan con la expresion

de FLT3, el receptor para el ligando FLT3 (FL) e AsiRismo, los principalefctores de
transcripcién para cebareges asociados al linaje y restringir destinos de diferenciacion al linaje B
dentro del progenitorihfoide coman son lkarofurine boxt (PU.1) y E2A. Ikaros por ejemplo,
media la accesibilidad a la cromatina necesaria para la recombinacion V(D)Jjéntambdula la
expresion de genes especificos de células B temptaiias

En general se mae afirmar quela regilaciéon de la linfopoyesis es compleja e involucra
citoguinas, factores de transcripcién y células estromales; la misma citoquina puede afectar el
desarollo de diferentes linajes. Para la linfopoyesis de células B-4adHrivada de células
estromales jiega un papel clave, asi comebllL6, KL (ligando kit), FL (ligando FLT3)1d1:*8

1.1.2 Nicho hematopoyético

LasHSC esiden en microambientes o nichos que regulan su comportamiento y deciden si la HSC
se mantiene quiescente, sufre divisiones simétricas o asimétrgmgliferencia o entra en
apoptosis. El microambiente de la médula 6sea en el que residen las H8&@idan postnatal
consiste en células tanto hematopoyéticas como estromales. Estas células estromales incluyen
células endoteliales, fibroblastos, miocitaajipocitos y osteoblastos. Las células del estroma
producen y depositan una matriz extracelula€{) canpleja y producen citoquinas que inducen

o inhiben la proliferacién y diferenciacion de los progenitér&s El efecto combinado de las
interacciones célukaitoquina, célulecélula y célul&ECM rige el proceso hematopoyeginormal.

Se ha determinado quedddSC se puedeencontrar muy cerca del nicho osteoblastico acee

del nicho vascular (Figura2). El nicho osteoblastico proporciona un entorno favorable para
mantener el HSC en un estado quiescente, mientras quechkbniascular emite sefales para
diferenciacion y movilizacién a la sangre periféfié&?>
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Tabla t 1: Caracteristicas de los subconjuntos de células B humanas en la médula
O6sea normal

CLP EarlyB Pro-B Pre-Bl Largepre-Bll Smallpre-Bll ImmatureB MatureB Plasma

cells
CD34 + + + - - - - - -
CD10 + + + + + + +/dim - -
IL7-Rex + + + = = - — _ _
D19 - - + + + + + + +
CD79a - + + + + + + + +
D138 - - = = - - - - +
TdT - — + - - - = - _
RAG - — + + - + + - _
Vpre-B = - + + + - = — =
uH - - —/+ + + + + + +
Pre-BCR - - - - + - - - -
IgH GL Dl Vi, DI Vi, D)y Vi, Dy Vi Dy Vi, DIy Vi Dy Vi, Dy
¥l GL GL GL GL GL vil, AN VL, VL,
Cycling - - - + + - - - -
Pax 5 = = + + + + + + =
D20 - - - + + + + + -
sigM - — - - - - ;. + —
sigD - - — - = — — + _

BCR, receptor de células B; Qirégenitor linfoide comun; GL, linea geralirH, cadena pesada; L, caddigera; PAX,

caja emparejada; RAG, gen detivacion de recombinacion; s, superficie; TdT, desoxinucleotidil transferasa terminal;
VDJ, genes variables, de diversidad y de uniéoteifa VpreB, producto del gen V pre-B. Tomada de
Wickramasinghe et aP01116

1.1.3 Leucomogénesiyg vias de sefializacion

La leucomogénesis, desarrollo de leucemianvolucra la tansfomacién maligna de las células
precursoras hematopoyéticasn casos de leucemia linfoide agudd, proceso normal de
linfopoyesises alterado pordiferentes modificacionesgenéticas siendo varias lasvias de
sefalizaciérgue se desregilan colaborand a lasupervivencia y al crecimiento descontrolado de

los blastosleucémios. Algunas de estas vias de sefializacion son activadas por receptores de la
familia tirosina quinasague se encuentran desregulados en leucemia. Asi por ejemplenpasl

citar al ecepta tirosina quinasa BGRBL producto de la translocacion t(9;22), presente en el 2
3% de la LLA infantil. Esta tirosina quinasa citoplasesi@econstitutivamente activa y conduce a

la proliferacion celular activando la fosfatidilinm$i3-quinasa PI3K)y proteinas de supervivencia
posteriorescomoAKT y mTOR, induciendo asi el proceso de transfornt&éion

Otro receptor alterado es dale tirosina quinasa de FLT3, que presentataciones puntuales,
sobreexpresiono duplicacionegnternasen tandemdebido a rearreglosn el gerde leucemia de
lingje mixto(MLL o la hiperdipladia dta, entre otras aberraciones.Estas mutaciones activan
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constitutivamente la tirosina quinasa FLT3, que a su vez activa el RAS/RAF/ERK, PI3K/AKT/mTOR y
el transductor de sefial STAT5, lo que produce unaf@ration celular desadroladay la

pérdida de ontrol apoptético normal. Por lo tanto, la presencia de aberraciones de3FeT

asocia con una alti@sa deresistencia a agentes quimioterapéuticos y un mal proné&tiéo

Figura 1 2: Esquema de nicho hematopoyético
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El nicho dda HSC consiste en matriz extracelular, células vecinas y factores secretados que regulan el destino de la
célula madre. Se ilustramlgunos de los reguladores importantes en el microambiente HSC. ANG1, angiopbyetina
BMP, proteina morfogenética 6sea; BMPRIA, receptor BMP IA; ECM, matriz extracelular; HSC, células madre
hematopoyéticas; PPR, receptor de photerelacionado con PTHVR; PH, hormona paratiroidea; SCF, factor de
células madre; TIE2, receptor de tirosina quinasa 2, VCAM, proteina de adhesién celularlaboalgen tomada de

Smith 1996°.

Otras proteims quhasa mutadas en leucemia son miembros déatailia Janusquinasa (JAK)
asociadas con anomalias genéticas como la eliminaciobn o mutacién del gen IKZF1 y la
sobreexpresion del gen CRLF&mMo consecuencia de reomdamientos gendmicos, que
confieren un mal prondsticoLa activacion de JAK conduce a la fosforilacion de STAT y a la
activacion posterior de las rutas RAS/RAF y RIBKNo que finalmentelleva al fenotipo
leucémicg?#-%

El gen IKZF1 codifica el factor de transcripcion de IKAROS, repesarel desarrollo nonal de
linfocitos®! y CR.F2que es una subunidadiel receptor de citguinas tipo | que forma un
heterodimero con IL7Rs sabe que la uniébn de cdainas a este receptor estimula la
proliferacion de células Blos reordenamientos que implican CRLF2 causan dimerizacion
constitutiva con IL7R, dando comosuitad activacion independiente de JAK2 y STATS5,
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proliferacion de células B y transformacion celular, especialmente en presencia de una mutacion
JAK constitutivaente activad&-*

Finalmente hay que mencionar akceptorde células préB tempranas que esindamentl en el
desarrollo mrmal de células BEste receptortiene una doble funcién primero promover
suwpervivencia y proliferacion de células gey segundo inducir su diferenciacion. Consiste en
una cadena pesada de inmunoglobuliMa(IGHM) acoplada a leadena ligera sustituta con sus
dos componentes VpreB (VPREB1) y 15 (IBLElL)precursor de céluldd ABse caracteriza por
células detenidas en las etapas iniciales del desarrollasieélulas Ben varios subtipos deLA
se identificaron multiples lesiones genéticas dentre th via de sefializacion del receptor de
células B, lo que indica que la detenciéon del desarrefioLLA de linfocitos B puede reflejar
predominantementeuna funciénaberrante del receptor de células pB8?34

1.2 Presentacion clinica

El inicio clinico de la LLA suele ser agudo, aunque un pequefio porcentaje de losueasos p
evolucionar de manera insidiosa durante varios meses. Los sintomas y signos de presentacion se
correlacionan con la carga de célulaacémicas y el grado de reemplazo de la médula, lo que
produce citopenias. Los sintomas mas comunes incluyen fielnesd@ por leucemia o una
infeccion secundaria a neutropenia), fatiga y letargo (como resultado de anemia), dolor en
huesos y articulaciees, y una diatesis hemorragjagalacionada con trombocitopenia. Los sitios
extramedulares comunes de afectacion uyan gnglios linfaticos, higado, bazo y meninges,

con menor frecuencia ldLApuede infiltrarse en tejidos orbitarios, testiculos, addps y
adenoides. Las anormalidades de laboratorio mas comunes en la LLA incluyen anemia,
trombocitopenia, neutroperd y laicopenia o leucocitosis, con hiperleucocitosis presente en
aproximadamente el 1% de los pacientes pediatricd®tras anormalidadesomunes incluyen
niveles elevados de acido Urico sérico y lactosa deshidrogenasa, que se correlacionan con la carga
tumoraly el grado de lisis tumorat®’.

1.3 Clasificacion

La Organizacion Mundial de la Salud (@M&to con la Sociedad de Hematopatologia y la
Asociacion Europea de Hematopatologia definieron en 206@d#icacion de tumores de tejidos
hematopoyéticos y linfoidegjue reconoce como categorias de enfedad principal a las
neoplasias mieloides w3 leucemias agudala actualizacion de 201@&dorpord caracteristicas
clinicas,morfoloégicas de inmunofenotipo, cidgenéicas y de genética moleculaincluyendo
como categoria de enfermedad principal las leucemias agudas de linaje afibiguo
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1.3.1 Clasificaciormorfologica

Los linfoblastosrormalesson morfolégicamente identificables en la médula, la mayoria de los
cuales son pragsores de células B. Son células mononucleares redondas de tamafio pequefio a
intermedio con una alta relacion nucle®itoplasma, ndcleos redondos, cromatina condensada
homogénea, nucléolo ausente o no visible y citoplasma basofilo agranular miRiguoa(1-3).
Comprenden hasta 5% de las células en BM pedidtricmal y hasta 1% eBM adulta. Los
linfocitos maduros de la médula, por el contrario, son mas pequeias un nleo redondo,
cromatina mas gruesa y condensada y sin nucléolos. Las etapas intesnaedliferenciacion
linfoide no pueden identificarsg lamorfologia de los linfaitos B y T maduros no difiéfe

Encasosde LLA Ja primeraclasificaciéraceptadafue la propuestapor la FAB(French American
British CooperativeGraup) que con base en la aparienciamicroscoépicade los linfoblastos
leucémicosde médula 6sea con tincidbn Wright-Giemsareconociétres tipos morfologicos:L1,
blastosde tamafio pequefioa intermedio, citoplasmaescaso cromatinanuclear condensaday
nucléolas indistintoso ausentes} 2,blastosde tamafiomayor, citoplasmaabundantey nuclédos
prominentes;y L3, linfoblastosde gran tamafio con cromatinaagrupada multiples nucléolosy
vacuolashien definidas® (Figura 13). No obstante,la clasificaciorde la FABparalLLAno presenta
correlacionesinmunofenotipicas,genéticasni clinicas significativas,a excepciondel subtipo
L339’40.

1.3.2 Clasificacién dénmunofenotipo

El inmunofenotipo celular se puede defimiomo la expresion de antigenos leucocitarios en la
superficie celular o en el citoplasma, detectable con el uso de anticuerpos monoclonales. Las
células precursoras y sus contrapartes malignas pueden reconocerse sobre la base de
caracteristicas morfolégas ycitoguimicas pero parauna caracterizacion mas precisa del clon
leucémicose realizanmunofenotipificacion comitometria de flujé®22

Los estudios de innmofenatipo, a diferencia deds caracteristicas morfologigasibdividela LLA
en dos categorias amplias, clinica y biol6gicamente significativasde céluhs B precursoras
(LLAB) y LLAde células T precursorakL(AT). En estado normalla célula prognitora linfoide
comunse reconocéCD34+CD10+, CD45RACD24y no expresa marcadores de superficie para
las células T, B o NK. Las células B y T kégen una expresion controladasgcuenciade
antigens durante la diferenciaciénT@bla 11). Este patrones caracteristicos de expresion de
antigenc durante ladiferenciacion de células@h la médula 6sea humana nornpdrmiten una
sub-clasificacion que se muestra entédla 1-2'°.
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Figura 1 3: MorfologiasparaLLAsegunla FAB

Morfologias de linfoblastos en médula ésealibblastos normales, B. LLA tipo Blastos pequefios, con pequefios
nucléolos. C. LLA tipo L2, Blastos grandes con distintos nucléolos. C. LLA tipo L3, Blastos medianos y grandes con uno o

mas nucléolos y citoplasma con vacuolas prominéftt®s

Tabla t 2: Expresion de antigenos a través de la diferenciacion de células B en tutaésea
humana normal

Células comprometidas con| Progenitor linfoide comin CD34+ CRI®T+ cCD79a+ CD19+
el linaje B

Células PreB CD34+ CD19+ CD10+ TdT+ CD38++ caRM+. Las moléculas del MH
de clase Il se expresan en células-Bry células masnaduras hasta
células Bnaduras.

CélulasPre-B Baja regulacion de CD34 y TdT para convertirse en Q0349+ CD10
CD38++ cytigM+ CD20+. Las células-Bprpueden subdividirse e
subconjuntos de tipo 1 y Il

Células B inmaduras CD34 CD19+ CD20+ CD384310'™- sigM°¥-y TdT.
Células B maduras CD16 CD19+ CD38+/CD20+ slgM+ slgD y con expresion de cad
livianas

Adaptada de Carroll et alVickramasinghe 201
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El Grupo Europeo para la Caracterizacion Inmunolégica de la Leucemia (EGIL) ha propuesto
directrices sistematicas para la clasificacion inmuno#die I& leu@mias linfoblasticasgudas,

la tabla 13 presenta el inmunofenotipo presente en Et&4 Méas recentemente, la correlacion

del inmunofenotipo con las caracteristicas genética®genéticas y moleculares ha identificado
nuevos subgrupos de LLA bioldgica y clinicamente distintos.

Tabla 1 3: dasificacion inmumlégicade LLA propuesta porEGIL

LLA de linaje B (CD19+ y/o CD79a+ y/o CD22+)

Pro-B-ALL (B) Sin expresion de otros antigenos de diferenciacion de células B
LLA B Comun {B CD10+

LLAPreB (BIII) IgM+citoplasmatica

LLAB Madura (BV) | Factorkappao lanbda+ superficial o citoplasmético

LLA delinaje T (CD3+ citoplasmatico o de membrana)

LLA Prer(Fl) CD7+

LLAPreT(FII) CD2+ y/o CD5+ y/o CD8+

LLAT Cortical (1) | CDlat+
LLAT Madura (V) | CD3+ de membrana, CDla
Adaptada deCarrdl et al. 20123

En casos de LiB\se observa expresion de una variedad de antigenos especific#sute B,

gue a menudo incluyen PAX(proteina activadora especifica de células B), CD19, CD20, CD22
(superficial y citoplasmatica), CD24 y CD{@wplasmatico). Una gran proporcion de LiBA
también expresa CD10 (antigeno de leucemia linfocitica agadain), un antigeno expresado
consistentemente por progenitores de células B normales. La mayoriesdadastosde LLAB
muestra una expresion délde CD45 (antigeno comdn de leucocitos), y un subconjunto de estas
leucemias, mas comun en nifios, puede E®45negativo. Otros antigenague son expresados

por los blastos leucémicason CD34 y TdTmarcadores que se ven a menudo en los precursores
de células B de fase temprana. Dependlende su patron de expresion de inmunoglobulinas

0 L AL &AB puedeclasficarse en preB temprana o preB, que carece de expresion de Ig,-Bre
(expresion de cadenancitoplasmaticas, sin expresion de cadena Bgae |g cconrestriccion), y
pre-B-ALL transicional (con citoplasma y expresion de superficie débil daasmesin expresion

0 restriccion de cadena ligera de Ig). La mayoria de los casdd AR también muestran
expresion de uno o varios antigenosetoides asociados, con mayor frecuencia CD13 y CD33 y,
con menor frecuencia, CD11b, CD15 y CD66c. El pd&dabaracionesinmunofenotipicas
correlaciona en cierta medida con la lesiéon genética subyacenttd AB*340

1.3.3 Clasificacion citogenética

Los estudios genéticos y moleculares son completamente indispensables para completar el
proceso de clasificaciéon de las leucemias agudas. Los defectos cromosémicos mas comunes
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observados eftos Infoblastos leucémicos son ganancias o pérdidas numéricasodeosomas y
translocaciones completas. El exceso de cromosomas, o hiperdiploidia, se observa en mas del
25% de la LLA infantila hiperdiploida alta (> 50 cromosomasiene un prondsticafavorable,
mientras quela hipodiploidia con menos de 44 cromos@s en blastos leucémicoesta
vinculada a una baja supevencia. EI cromosoma Filadelfigh)o t(9; 22) (q34; gl11), es una
translocacid tipica asociada a la leucengae conduce a la famacionde un gen fusion que
codifica la tirosina quinasa BCR/ABD actividad constitutivaLa LLAon cromosma Filadelfia
(LLAPh+) ocurre etme el 2%y 3% de los casos de LLA infaifiigura 14);, sin embargo,
aproximadamente el 25% de los casos deltad presentanesta translocaciéii+L

Hgura I 4: Principales alteraciones citogenéticas en EBA

BCR-ABL13%
TCF3-PBX16%

Hypodiploidy 1%
MYC 2%

MLL-R 9%

—

NOS 4.5%
ETV6-RUNX1 25%

TCF3-HLF 0.5%
dic (9;20) 2%

CRLF2 4%
(not BCR-ABLI-like)

NOS 22%
(B-other)

BCR-ABL1-like 9%

Hyperdiploidy 28%

Distribucion de los subtipos moleculares de la-RLiAfantil. El grafico circular de la izquierdaigstra subtipos
moleculares identificados antes de 20@#;orporados en la clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud de
2008, y actualmente se utilizan para la estratificacion de riesgos. Desde entonces, se han caracterizado varios subtipos
moleculaes nuevos22% restanteque se muestran en el gié de barras de la derecha. NOS, no especificado de otra
manera. Imagen tomada de Bhojwani et20152

Otras translocaciones comunes en nifios conBinkluyen (12; 21) [ETVMRUNX1] (25%), t(1;
19) [TCFPBX1] (5%), translocacionesieqimdican el gen MLL con varios genes de fusién
asociaos (5%

Sin embargo, muchas de estas alteraciones por si solas no inducen leucemia en modelos
experimentales, y muchos casos deALcaecen de una alteracion cromosémica importante, lo

gue indica que alteraciones genéticas submicroscépicas adicionales contribayda
leucanogénesisGracias a los analisis de alto rendimiestumo microarrays secuenciaciory
polimorfismos se hanidentificado varias alteraciones genéticas estructurales novedosas y
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mutaciones de secuencia que definen nuevos subtipos dequieAmplican genes que regulan el
desarrollo linfoide, el ciclo celular, la supresién tumoral, y una variedad de vias cetldamss
gue contribuyen a la leucoogénesis énfluyen en la capacidad de respuesiaratamientc®4?43
(Tabla1-4).

Tabla 1 4: Alteraciones genéticas en LA

GEN ALTERACION FRECUENCIA CONSECUENCIA
PAX5 Delecién focal, 31,7%en LLAB Factor de transcripcion requerido para el
translocacion, desarrollo linfoide
mutacién de
secuencia
IKZF1 Delecién focal, 15% en LLB Factor de transcripcion requerido para el
mutacién de pediatrica desarrolb de F5Cs a pregsores linfoides;
secuencia >80% de LLA BER las deleciones y mutaciones resultan en
ABL+ pérdida de funcién o isoformas dominante
30% de LLA BO®BL- | negativas
de alto riesgo
JAK1 Mutaciones en el 18-35% de LLA con | Activacion constitutiva JAK/STAT,;
JAK2 dominio quinasa o | sindrome de Down transformacion de lineas celulares
pseudoquinasa (DS) hematopoyéticas para ser independientes
10.7% en LLA B€CR | de factores de crecimiento
ABL+
CRLF2 Genes fusion IGH | 5-16% de LL#& en Asociado con mutaciones de JAK en mas
CRLF2 o0 P2RY8 adulto 50% de los casos.
CRLF2, lo que >50% el LIAcon DS | Las mutaciones de CRLF2 y de JAK resul|
resulta en la 14% en LLB conjuntamente en la activacion constitutiv
sobreexpresion de | pediatrica de alto de la via JAK/STAT.
CRLF2 riesgo Asociado con alteracion de IKZFay |
mutaciones de JAK
CREBBP | Delecién focal y 19% de LLA con Alteracion de la acetilacion de histonas y |

mutacion de
secuencia

recaida,
especialmente con
hiperdiploidia

la regulacién transcripcional

Adaptada Mullighan 2012

En particular, los genes que codifican reguladores transcripciorgies comprometen la
diferenciacion del linaje B estan mutados en mas de dos tercios ldeAB. Estos incluyen PAX5
(mutada en mas del 30% dies casosy, EBF1 (factade células Bemprano 1), IKZF3 y facto 1
potenciador de linfocitos. ds alteraciones de IKZE# presentan en €15% de las LBy se
asocian con umal resultadg adversotanto en casosle LLA BGRBLpositiva y negativa. Las
alteraciones de IKZFktén presents en fasta un tercio de los casos de tB de alto riesgo y
triplican el resgo de fracaso del tratamienttKZF1, se requiere para el desarrollo linfoide, se une
al ADN y forma homodimeros o heterodimeros con otros miembros de la famili@ 8KARZF1
tiene mutiples funciones, incluida la activacion transcripcional, la represién y la remodelacion de
la cromatina, mediadaor laviade remodelacion nucleosomalppr el complejadeacetilasa que
también contiene IKZFB%245
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Otras alteraciones genéticas recuntes en LLA alteran: regulacion del ciclo celular, activacion
transcripcional, supresién tumoral, sefializacion linfoide, apoptosis y capacidad de respuesta a
farmacos. Estos incluyen CDKN2A/CDKN2B, RB1, CD200, BTLA/TOX, BTG1, el receptor de
glucocorticoiles NR3C1, TBXR1,ETV6 y ER& Los efoques de segenciaion de genes
candidatos han identificado mutaciones en {B_4ue resultan en activacide la sefializacion de

RAS sefializacion JAK/STAT, ruta TP53/RBliag deldesarrollo linfoide Tambiénse han
encontrado mutaciones adicionales eroactivadorestranscripcionales, que incluyen ERG,
TBL1XR1, CTCF, CREBBP y#&#300

Adicionalmente se han determinado algunos subtipos de alto riesgo d8,Ltiahes el caso del
subtipo genético BGRBL1like o LLA Ph lik&*, en dande se encuentra un perfil de expresion
génica similar al de la LIBABCRABL+, incluyendo una alta frecuencia de alteraciones de IKZF1,
pero que a la vez carece de la proteina de fusion-BEIR Este subtipo comprende el 10% de los
cass de LLA ennifiosy el 25% de los casos LLA en adolescentes y adultos jfvedeha
mostrado que este subtipo se caracteriza por cambios que resultan en la activacién constitutiva
del receptor de citoquina y/o sefalizacion tirosina quirté$a El espectro de alteraciones
genéticas es extremadamente diverso; sin embargo, varios reordenamientos implican tirosina
guinasas tales como ABL y PDGHRS reordenamientos se dirigen a JAK y ERBO®&ros a
reordenamienbs queimplicanal gendel receptor deCRLF2 en el 50% de los pacientesldoh

Ph likeé?,

1.4  Diagndstico clinico

Para un diagnostico definitivo y una clasificacion correcta de la leucenés los estudios
clinicos deben ser realizados no solo en sangre periférica sino ademaa emuestra denédula

Osea Elprocedimiento dediagndstico se basa entonces en la morfologia de los blastos tanto en
plasma sanguineo como en médula 6sea, ademas de las caracteristicas de inmunofenotipo y los
resultados del estudio genétitoLatabla 1-5 precisa los ensayos de laboratorio cominmente
realizados para el diagndstico de leucemia.

1.5 Estratificaciondel riesgo

Laestratificacion del riesges una estrategia que considera variables prondsticas para definir

intensidad de la teapiay adaptase al riesgo predicho de recajda idea general es administrar

al paciente de alto riesgo un esquemi@quimioterapia intensiva y al paciente de riesgo estandar

un tratamiento mas suaveDichasvariables prondsticasncluyen la edad al monmto de

diagndstico y el recuegn2z A Yy A OA Il RS  ©1S,de0 eaaNas Xdractaristipass P M A
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citogenéticas denty de la poblacién de blastos leucémicos y la rapidez de la respuesta temprana
al tratamiento. La tabla 46 resume algunos parametros gque se tien en cuenta para la
estratificacion del riesgo.

Tabla 1 5: Pruebas de laboratoripara el diagndstico de leucemia

Prueba de Descripcion Uso clinico
laboratorio
Frotis periférico Visualizacién directa de sangre ente Identificacién de blastos en LMA 'y LLA

bajo el microscopio
Aspirado dviopsia de| Examen madetallado de las células | Evaluar la presencia de blastos en la

médula ésea madre hematopoyéticas leucemia aguda, la extensién de la
infiltracibn medular puede ayudapoao el
prondstico

Pruebas Examen de cromosomas mediante | Presencia de cromosoma Filadelfia en

citogenéticas cariotipo y/o FISH LMC o para identificar subtipos y

mutaciones cromosomicas pronosticad:
en otras leucemias
Citometria de Qasificacion y conteo dgoblaciones | Camteo células clonales para diagnostic
flujo/inmunofenotipo | celulares con marcadores de LLC, y subtipos de leucemia aguda
superficie especificos
Pruebas moleculares Prueba de mutaciones a nivel de AC Puede identificar lpresencia de

mediante PCR cromosoma Hadelfia en LMC, también
puede identificar subtipos de leucemia
aguda
Tomada Widick et aR016".

La respuesta temprana se evalla mediante la deteccion morfolégica de blastos en sangre
periférica o blastos de médula 6seauthnte el primer mes de tratamiento y mediante
seguimiento de la enfermedad minima residual (MRi3andotécnicas de citometria déujo o

de RTPCR, el cual puede detectar células leucémicas residuales con una sensibilidactdesal
0,01%. La estratdacion de riesgo de LLA infantil puede incluir refinamientos relacionados con los
hallazgos en mutaciones de JAK2, la sobreexpre®@dé@RLF2 y IKZF y las firmas de expresion
genética asociadas con una respuesta deficietite

1.6 Tratamiento

El tratamiento para LLiwfantil involucra la administracion degentes quimioterapéuticos en un
periodo de 2 a 3 afios. Comunmeng¢ esquema de tratamieot se divideen tres etapas:
primero, la fase de induccion para la remisiqoe tardaentre 46 semanas/ cuyo objetivo es
eliminar mas del 99% de los blastos leucémicos y restaurar la hematopoyesis remgueido ja



18

Busqueda de biomarcadores en plasmaédeientes con leucemia linfoide aguu

fase de consoligcion o intensificadn cuyo objetivo es eliminar cualquier enfermedad residyal,
tercero la fase de continuacién o mantenimientolyo objetivo es Igrar la remision completa
Entre los farmacos mas utilizados estan: glucocorticoides (prednisona o desame}),
vincristina, aparaginasa, antraciclinas, dosis altas de metotrexato, citarabina y ciclofosfamida,
otros farmacos comunmente utilizadgsara d tratamiento para LLAnfantil se listan en la tabla

1-7.

Tabla 1 6: Variabks prorosticas comunmate utilizadas para la estratificacion del riesgo en
pacientes recién diagnosticados con LA

Variable Favorable Desfavorable

Edad 1-9 afios <1 afio 0 > 10 afios

Recuento de <50x16/L >50x16/L

leucocitos

Inmunofenotipo Precursor B Células T

Sexo Femenino Masculino

Enfermedad del SNC | Ausente Presente

Citogenética/RPPCR | 1(12;21)(p13;922)ETVERUNX1 Hipodiploidia (<44)
(TEEAMLY) 1(9;22)(q34;q11)BCRABL1

Anadlisis molecular

Respuesta temprana

Hiperdiploidia (trisorras 4/10)

<1000 blastos/mL durante la primer
semana

M1 (<5% blastos) en médula en |
primeros 815 dias

<0.01% de MRD en sangre periféri
eneldia8

<0.01% de MRBn médula en el dia®

t(4;11) MLL/AF4

rearreglo 11923 (MLL)

iIAMP21

t(17;19)(q22;p13)TCFHLF
Alteraciones en KZF1

Rearreglo CRLF2

Mutacién de JAK1 #AK2,BCRIAK?2
FenotipoBCRABL 1like

NUP214ABL1

Mutacion IL7R

Mutacion CREBBP

Mutacion TP53

>1000 blastos/mldurante la primera
semana

M2 (5%25%)/M3 (>25%)

en médula en los primerosB5 dias
>0.01% de MRD enédula en el dig
29

MRD positivo en el segundo punto ¢
quimioterapia
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Tabla 1 7: Agentesquimioterapéuticos para el tratamiento de LLA infantfl>®5!

Agente quimioterapéutico

Blanco de accién

Subtipo de LLA

Rituximab
Epratuzumab
Blinatumomab
Alemtuzumab
Imatinib

Dasatinib
Nilotinib
PKC412,EP701 y otros

inhibidores de FLT3
Agentes desnetilantes

CD20
CD22
CD19
CD52
Tirosina quinasa ABL

Tirosina quinasa ABL (también varias
mutaciones de la quinasa SRC
Tirosina quinasa ABL (también varias
mutaciones de la quinasa SRC

FLT3 mutada y FLT3 sobreexpresanla
mutada

Hipermetilacion

LLAB

LLAB

LLAB

LLAB
BRCGABL+
NUP214ABL1+
BRCGABL+

BRGABL+
LLA con rearreglo MLL

LLA con hiperdiploidia
LLA con rearreglo MLL

Vincristina Tubulina Todas las LLA

Clofarabina Ribonuclétido reductasa, ADN polimesa, Todas las LLA
mitocondria

Forodesina Purina nucledsido fosforilasa LLAT

Ruxolitinib Inhibidor de JAK LLA con JAK mutada

LLA BCRBL like+

La mayoria de los farmacos utilizados en el tratamiento se desarrollaron antes de Sif70
embargo, su dosi y régimen de administracion se ha optimizado sobre la base de las
caracteristicas biolégicas de las células leucémicas, la respuesta al tratapitog hallazgos
farmacodinamicos y farmacogenémicos del paciente, lo que ha resultadinaactualalta tasa

de supervivencia, mayor al 989%. Algunas veces se utiliza terapia preventiva comipterapia
intratecal o irradiacion craneal dirigida al sistema nervioso central (SN@3lmente, &
traspante alogénico de células madre hematopoyéti@dSCT}e lleva a cabo emacientesde

alto riesgd.

1.7 Factores de riesgo para leucemia infantil

Se handentificado varios factores de riesgo para el desarrollo de leucemia infantie los

cuales s encuentra sindromes genéticos predisponentes que en tataitribuyen a menos del

5% de casos. El sindrome de Down es el sindrome genético mas comunsecomniffieucemia, se
estima que aproximadamente 1 de cada 100 nifios con sindrome de @esanrollan leucemia,

gue representa un riesgo 120 veces mayor que los nifios sin sindrome de Down. La trisomia 21,
gue es el sello distintivo del sindrome de Down, lbédn se encuentra en las células de leucemia

de niflos sin sindrome de Down. Otros samles que también aum#an dramaticamente el
riesgo de la leucemia infantil es la neurofibromatosis, el sindrome de Schwachman, el sindrome
de Bloom y la ataxia telangiasia (tanto para la LLA como para la LMA), el sindrome de
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Klinefelter, histiocitosisle células de Langerha (para LLA), sindrome de Williams o monosomia
7, granulocitopenia de Kostmann y anemia de Fanconi (>34

De otra parte varios estudios epidemioldgicos han identificados factores de riesgo relacionados
con factores ambientales y diferentes tipos de exposicioneseEggtos se puede incluir la
exposicién a radiacion ionizante, especificamente la sixpin a rayos X en étero esun factor

de riesgo para LLA y LMA infantil. Asimismo, se han considerado otras fuentes de radiacion
ionizante, por ejemplpel radén como consecuencias de bombas atdmicasdde explosiones
nucleaes También se han tenido eluenta exposicién aientes de radiacién no ionizante como

la exposicidbn a campos electromagnéticos en la proximidad a lineas de tensién. Por ultimo, se ha
considerado que la exposicion a bajas dosis de radiacion natural (por ejemplo, rayos cosmicos,
radiacion terrestre) en ekango de 0.82.5 mSV/afio pueden contribuir al desarrollo de la
leucemi&s35%57,

Las exposiciones a productos quimitarabién se han considerado como un factor de riesgo para

el desarrollo de leucemia infantil, remlo la exposicion delifio, sino la exposicion ocupacional de

los padresExposiciones a pesticidas, hidrocarburos y solventes, especialmente benmEvo
metdlico, gases de escape de automoviles y trenes, contaminantes industriales, polvo de madera,
materiales aislantes, ag contaminada y tinte para ehbello, se han relacionado durante mucho
tiempo con el desarrollo de leucomogénédi Turneret al. en 2010mosré que hay un
incremento en el riesgo de leucemia infantil por exposicion a pesticidas efiela teimprané’.

Otros factores de riesgo adicionales se relacionan cologsie vida tales como el tabaquismo y
consumo de alcohol, asi como también se ha demostrado @lgunos agentes
quimioterapéuticos tiene potencial leucomogéntéo

Un facta de riesgo adicional se relaciona con la exposicion en el Utero a través de la placenta a
inhibidores de laopoisomeaasall de origen natural, esto debido a que la gran la mayoria de los
nifios con leucemia tienen translocaciormse involucranel genMLL, translocaciones idénticas

del gen MLL se encuentran también en pacientes que desarrollanniéaggprincipalmente

LMA) después de procesos de quimioterapia con farmacos que inhiben la topoisomerasa |l del
ADNP®8% Por lo tato, se formuld la hipétesigue la exposicion materna a los inhibidores de ADN
topoisomerasa Il durante @mbarazo puede contribuir al riesgo de leucemia infgyail inducir
translocacionesdel gen MLL, y la dieta es una fuga importante de Inhibidores de ADN
topoisomerasa |Il, principalmente en alimentos enlatados y leguminosas secas, cebollas,
manzanas, bgas, productos de soja, café y otras bebidas con cafeina, té verde y negro, cacao y
vino tinto. Fimlmente, un factor protector importante en la dieta materna es el consumo de
acido félico, que segun algunos reportes disminuye el riesgo de desarrolleamlieuiafantif.
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1.8 Biomarcadores

B descubrimiento debiomarcalores especificos para diversos tipos de carggrun campo
importante en las ciencias médicas. flaglos corporales tienen ugranpotencial emergente en
los estudios de biomarcadores, especialmente agsejle se pueden recelctar por medios no
invasivoso minimamente invasivos, como sangre, orina, lagrimas, saliva o. dumcambios en

la compogiion proteica deestos fluidos corporales proporcioma informacion sobre las
condiciones locales ys$émica que pueden represestr la presenci@ node algunaneoplasa en

el individud?®, La sangre, por ejemplo, se considera un tejidaidiq complejo que abaa
células y fluido extraceluladonde la variedad de posibles biomarcadores candidatos es
significativa y puede albear: concentraciones de proteinas, isoformas de proteinas vy
modificaciones postraduccionales (PTM); productos metabs|(lipidos y carbatiratos) y acidos
nucleico§?%4 En casos de leucemia infantil pensarlamposbilidad de tener urbiomarcador en
sangre periférica frente a un aspirado dédula ésea es un objetivo altamente dedble y con

un gran pdencial en el disefio de pruebas gereening de tamizaje.

Un biomarcador se define como una caracteristica gei®lgietivamente medible y evaluada y
gue es un indicador del proceso biolégico normal, de un proceso patolégico madespuesta a

un tratamiento terapéutic®. En térmnos generaledos bomarcadores puededividirseen tres
categorias segun su usobiomarcadores de diagndstico, biomarcadorgsondstico y
biomarcadores deestratificaciont®. Los biomarcadores de diagndsticodeteccionse utilizan
paradetectar una patologia gn algunos casgsaraestratificar al paciente En lamayoria de las
enfermedades y especialmente en el cancediajndstico precoz ewuy importante Se espera
gue estos marcadores tengan alta especificidad y sensibilidad, entendiéndose sensibilidad como
la proporcion de verdaderos pitivos identificadoscorrectamente por el biomarcador y
especificidad como la ppmrcién de verdaderos negativos que son correctamente identificados
por el biomarcador.Ahora bien, ds biomarcadores de prondstico se usan una vez se ha
establecido el estanl de la enfermedad, éss biomarcadores predicen el curso probable de la
enfermedad, incluida su recurrencia, y por lo tanto tienen una influencia importante en la
agresividad del timmiento. Finalmente, los biomarcadoree estratificacioro predictives sirven

para predecird respuesta a urfiarmaco antes que comience el tratamientoeste marcador
predice si el paciente va a responder al tratamiemtoo. Tambiénse han consideradotims tipos

de biomarcadores, como ldsomarcadores de respuestade rearrencia,que son aqudos que

dan cuenta de la eficda del tratamiento administran la heterogeneidad de enfermedades
como el cance puede hacer que los farmacos sean ineficacepuedan causar respuestas
adversas, por lo que la identificacion de biogatores que indiquenal resistencia a los
medicamentosse podria utilizar para rectificar el medicamento y mejor&mpeondstico; stos
biomarcadoregambién pueden usarse para monitear la recurrencia de la enfermedadliargo
plazd?58
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En la tablal-8 se muestran algunos biomarcadores tumorales proteicos aprobados por la FDA
(Food and Drug Administratiply que se usan actualmente en clinietasta el momento no se
enclentra ningun biomarcaok proteico aprobado para el diagndéstico temprano de leucemia
linfoide agua.

Tabla % 8: Biomarcadores tumorales aprobados por la FDA, actualmente de uso clinico

Biomarcador Uso clinico Tipo de cancer | Muestra Afo de
biol6gica aprobacion
Pro2PSA Discriminar sano de Prostata Suero 2012
enfermo
ROMA (HE4+GA25) | Prediccién de malignida¢ Ovario Suero 2011
HE4 Monitoreo de Ovario Suero 2008

recurrencia o progresion
de enfermedad

Fibrina/producto de | Monitoreo progreso de | Colorrectal Suero 2008

degradhcion de enfermedad

fibrin6geno OR70)

CA199 Monitoreo de Pancreas Suero o plasmag 2002
enfermedad

Receptor de Prondéstico, respuesta a | Mama Tejido FFPE** | 1999

estrégenos la terapia

CA125 Monitoreo progreso de | Ovario Suero, plasma | 1997
enfermedad, respesta a
la terapia

PSA libre Discrimina cancer de Prostata Suero 1997
enfermedad benigna

PSA total Diagnéstico de cancer y | Préstata Suero 1986
monitoreo

Antigeno carcino Ayuda en monitoreo y No especitio Suero 1985

embrionario prondstico

Los ensayos clinicos son realizados por inmunoensayos, exceptuando el Receptor de estroget@bapasio en
inmunohistoquimica* FFPE: Formalifixed, paraffirembedded, adaptada delizéry eal. 2013

1.8.1 Descubrimiento de biome&cadores

El descubrimiento de biomarcadores es un proceso de varias etsgasencialegjue tiene como
objetivo evaluar la mayor cantidad posible de candidatos y excluir los marcadores ineficaces tan
pronto como sea posibleEl procso se puede dividir entres grandes fasegjescubrimientq
desarrolloy clinica(Figural-5), a medida que se avanza por cada unaltese va disminuyendo

el nimero de potenciales biomarcadores hasta finalizar con una o unas pocas proteinas que se
estabbcen omo biomarcadore definitivos El costo y la duracion de todo el proceso de
descubrimiento de un nuevo biomarcador puede tardar varios afios, por ejemplo, el
descubrimiento del biomarcador de cancer de ovario proteina 4 del epididimo humano (HE4)
tardo cera de ocho afiosekde la etapa inicial, los estudios de validacion y la aprobacion de la
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FDA. Otro ejemplo es la proteina 1 similar al receptor 1 de la interleukina 1 (ST2) que se descubri6
en 2003 y su ensayo clinico fue aprobado por la FDA hast&8201

La fase dedescubrimientoincluye dos etapas, la primera es la etapa de descubrimiento cuyo
objetivo es la identificacion de proteinas candidatas que cumplan la expectativa del objetivo
clinicq eltamafio de muestt en esta primera etap es pequefio para compensar el reto que
implica el andlisis del gran conjunto de datos resultantes. El resultado general de esta etapa es un
grupo de proteinas diferencialmente abundantes cuyo rendimiento debe ser evaluado. La
segunda etapa es la calificaén en donde se busca una evidencia de asociacién entre la
abundancia proteinica y el resultado clinico. Generalmente, se aplican algunos criterios para
seleccionar un nimero manejable de candidatos y obtener una lista priorizadande&l@os a
biomarcadwes pasa ser evaluados en la fase de desarrbidase dedesarrolloincluye tres
etapas: la primera es la etapa de verificacion cuyo objetivo es medir los biomarcadores
candidatos en un numero mayor de muestras y excluir falsodidaios, en esta etapae utilizan
estrategias analiticas diferentes a la estrategia inip@to parecidas o iguales a la metodologia

gue se usaria en el analisis final. La segunda etapa es el desarrollo de un ensayo preclinico y la
tercera la validaciérle lapequefa lista d biomarcadores casi definitivos. En la validacién se
cuantifica cada biomarcador en cientos de muestras de mdltiples centros médicos, se realiza
andlisis ciego, se establecen valores de referencia y se seleccionan criterios deidralora
clinicamente sigificativos. Finalmente, en la fastinicase desarrolla un ensayo grado clinico y

se somete a aprobacion por las agencias de §ieéP

Para el descubrimiento de biomarcadores de origen proteico y en especial biomarcadores en
fluidos biolégicos como plasma o suero sanguineos, la metodologia mas utilizada es la
protedmica, recomendand un tamafio de muestra pequefio, Zhou demostré que seis muestras
por grupo de estudio era suficiente para proporcionar suficiencia estadistica para la mayoria de
las proteinas con razones de camidimd changg mayor a 2 vecé$ Esta técnica tiene ungran
capacidad para identificar biomarcadores de manera confiable, de hecho, el mayor campo de
aplicacion de la ciencia protedmica, segin el nimero de publicaciones relacionadas, es el
descubrimiento de biomarcadores clinicamentéevantes, y cada vez taamas importancid: "2
Aunque todavia la protedita no es de uso comimeclinica, su potencialidad es cada vez mas
evidente debido al desarrollo de equipos mas eficientes, homogenizacion de protocolos de
analisis y normalizacién de almacenamieptwatamiento de datos, se espera que la protedmica
dirigida tenga un campo decaién importante en clini¢d Algunos autores han indicado que a
pesar de todo el esfuerzo en la busqueda de biomarcadores basados en estrategias jmageom

los resultados noson los esperados y el nimero de biomarcadores aprobados basados en
proteémica para uso clinico es muy B4jd, no obstante, también se ha aclarado que la
expectativa de estos resultados proteémicos fue inflada prematuramente debido a la gran
aceptacion de la tecnologia protedmipar parte de los invegadores, puesto que resulté muy
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atractiva por su gran capacidad para evaluar miles de proteinas y modificaciones
postraduccionales, en multiples muestras, en un tiempo relativamente ©8tto

Figura 1- 5: Procedimiento para el descubrimiento de biomarcadores

Fase N\ Fase \
R ? Fase de desarrollo -
descubrimiento // clinica /

Identificacién Desarrollo de Aprobacion

[:> Verificaci :> ensavo pre- [> Validacion [> por agencias
y eriiicacion ‘ Yo p clinica de salud y uso

Cuantificacién clinico

clinico

Numero de | <10 10-50 100-500 500-1000 >1000
muestras
NUmero de | >1000 30-100 10 4-10 4-10
analitos
Tiempo | 6-12 meses 6-12 meses 6-12 meses >24 meses Varios afios
1 Secuenciaciondel | T SRM 1 Expresiony 1 ELISA 1 ELISA
Estrategia genoma completo | § MRM purificaciéon de | Sin 1 Citometria de
metodolbgica | Secuenciaciénde | § SWATH proteinas fraccionamiento |  flujo
ARN 1 ELISA 1 Desarrollo de Ensayo de alto | Inmunoensayos
1 Arreglos de ADN 1 Fraccionamiento anticuerpos rendimiento
Arreglos de moderado de la monoclonales
proteinas muestra 1 Validacién de
1 Estrategias inmunoandlisis
prote6micas
2DE, LC-MS / MS
Con marcaje o libre
de marca
Fraccionamiento
completo de la
muestra

La protedmica en combation con otros enfoques dmicos proporciamentosde candidatos a biomarcadores que se
evallan en la fase de verificacion en muesinaependients. Tras la verificacion y el desarrollo de ensayos preclinicos,

los candidatos a bioarcadores mas prometedes se validan en miles de muestras clinicaslrférde, el andlisis de
diagnostico se somete a una rigurosa evaluacion y aprobacion por parte de las agencias reguladoras de salud.
Adaptada de Drabovich et al. 2085

Otro aspecto quese resalta como un punto determiante en el descubrimiento de
biomarcadores mediante técnicas protedmicas es que la limitante redl esstla etapa de
verificacion y validacion de listados de proteinas candidafdsse ha aclarado que los ensayos
de ELISAcomo ensayo preferido para estas etapas, no esta disporiblsu totalidad para
analizarel gran nimero de proteinas que deben sarificadas, mas (a, los ensayos ELISA
tienen capacidades denultiplexacion limitadas y pueden exhibir reactividad cruzada, por lo
tanto, el "cuello de botella” en el proceso de descubrimiento de biomarcadores basados en
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proteémica es la falta de una téica para verificar Bcientosde biomarcadores potencialés
Actualmente las mismas tecnologias proteémicas son pioneras en poner a disposicion tecnologias
basadas emspectrometria de masaque permiten la verificacion de esoerntbs de potenciales
biomarcadores en una mayotfimero de muestras, en una rama denominada proteémica dirigida
targeted proteomic®®’ se espera que pronto umumero importante de lwmarcadores
descubiertos por proteémicgsean escalados y aprobados para uso clinico. En el siguiente capitulo
se ampliaran los aspectos técnicos y las bondades de la proteémica.

1.8.2 Biomarcadores emancer

Desde finales del siglo pasada protedmica ha pemitido la caracterizaciorcompleta de
proteinasy ha colaboradp junto con otras técnicas émicas y los enfoques de la biologia de
sistemas a la dilucidacion ycomprension de lasedes de sefializaaien células tumorale®-22

Los avanes en las tecnologidmsadas en protedémica hgrermitido identificarcon éxitovarios
biomarcadores prometedorede cancer, ettatabla 19 se muestra una listde algunosde ellos

Enel caso de leucemia linfoide aguda, solo se encuentran unos poeaficssrelacionados @o

la busqueda de biomarcades para diagnéstico temprano de la enfermedad. S#hal. en 2014
present6 un estudio protedmico comparativo basado en gel de linfocitos B de pacientes eon LLA
B y controles sanos e identific 79 proteimaguladas diferencialente en las células matigs®.

Otro reporte relacionado es el de at al. en 2017, el cual mediantehotgun proteomics
identificoO 86 proteinas expresadas diferencialmente en muestras de médula 6sea de pacientes
pediatricos con LLB de alto riesgo versus pacientes sanos, resalard proteinas que
eventualmente tendrian roles importantes en la leucomogéiésign esta tesis se presenta un
listado de 90 proteinas difeencialmente expresadas en plasma sanguineo de pacientes
pediatricosdiagnosticados con LA en comparacion con caoles sanos mediantshotgun
proteomicslibre de marca, que pueden tener potencial como biomarcadores de enfermedad en
nuestra poblacién dombiana.
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Tabla 1 9: Potenciales bimarcadores de cancer obtenidos medianéafoque proteémicos

Potencial Biomarcador

Tipo de cancer

Cadena pesada de la inter alfa tripsina
Clusterira

Peroxiredoxiras

Proteina 3 inducida por acido retinoico
Proteinas de unién a transferrina

Precursor de |&lfa-2-HSglicoproteina

Histora H2B, NIA (zinc finger335)
Biliverdirareductas B

Glutation peroxidasl, fumarab hidratasa,
oncogénSET

Modificador tipo ubiquitina que activa la enzimi
1 (UBAL1), isoforma 1 del precursor deddena
alfa del fibrindgeno, factor plaquetario 4 (PF4).
Canal de aniones dependiente de voltaje 1
(VDACL1), Nexina 3 (SNX3), subunidad prefold
6 (PFDNG).
ClusterinaGelsolinaCeruloplasmingCERY)
ApolipoproteinasAPOE (APOAJ (APOA],
ProteinaAMBP actina citoplamatica 1, Afamina
(AFAN)

Diagndstico temprano en cancer de ovério
Biomarcador cancer gastri¢o

Potencial biomarcadorrevarios tipo de cancéf
Biomarcadr prondstico para cancer de col#h
Biomarcador para cancer daama®.
Biomarcador para cancer de cof8n
Biomarcador para cancele vejigd
Biomarcador para caec de prostats?
Biomarcadores para Leucemia mieloide adtida

Potenciales lomarcadores para Leucemia
mieloide agud&

Potenciales biomarcadores predictivos en
Leucemia linfoide agwad®

Biomarcadores prondstico para Leucemia lidéo
agud&®
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2. twh¢9jaL/! .1 {151 9bp

2.1 Objetivos

I Separar el proteoma de plasma sanguineopdeientes diagnosticados con EBAy de
controles mediante electrof@sis bidimasional.

I Detectarspotsde proteinas diferenciales entre los grupos de estudio.

I Identificar las proteinas diferenciales mediante espectrometria de masas en tandem.

2.2 Hallazgos

* Un total de 18 geles 2DE de 7cm se analizaron utilizando el pragdemanalisis de
imagenedMelanie?.0, el perfil despotspermitié una separacion de los grupos de estudio.

* Treinta y cincospots de proteina resultaron diferenciales entre pacientes ontwles
mediante 2DE sin marcaje, 3potsdetectados Unicamente eml grupo pacientes y 10
spots detectados Unicamente en el grupo controles. 6 proteinas se identificaron por
espectrometria de masas en tandem.

* Uno total de cuatro geles 2DE con magec®IGE se analizaron mediante Progenesis
SameSpotsgersion4.5.432532621, logrando alinear un total de 172Rotsde proteina.

*  Un total de 22spotsde proteina resultaron diferenciales en la estrategia 2DE con marcaje
DIGE, se identificaron 18 proteinasediante andlisis de espectrometria en masas en
tandem.

DI |
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2.3 Introduccion a la protedmica

En 1994 Marc Wilking acufio el térmipmteomapara hacer referencia al conjunto completo de
las proteinas expresadas por un gendméal términoproteémicaes rdativo a proteoma y abarca
el andlisis de todas las proteinas expresagor una entidad biolégica o parte de ella en un
momento determinado. En este sentide,proteoma es un conjuntoidamico con un namero de
posibles componentes mucho mayor que el gaaoo el transcriptoma. La anotacion del genoma
humano revel6 entre 20 y 25000 geneslinternational Human Genome Sequencing
Consortium 2004), mientras que el nimero estimado de progésirtodificado por estos genes es
de 2 a 3 ordenes de magnitud may&ste nimero mucho mayor de proteinas se explica por
diversos mecanismomoleculares que como splicingde genes, ebplicingalternativo de los
pre-mRNA, la edicion del RNA, el desphaieato en el marco de traduccion, las dificaciones
postraduccionalesRTMs)y los process de protedlisis.

En el campo de la proteémica las herramiastanaliticas y bioinforméticas pueden considerarse
un eje central, los avances éécnicas de eparacion, de purificacién y de enriquecimiento de
proteinas, nuevos disefios en equipos @& rendimiento, herramientas bioinformaticas de
procesamiento de das y softwares estadisticos disefiados para el procesamiento de datos
protedmicos aumentan cadaez mas la robustez de los resultalfoEn este sentido, la
protedmica tiene un papel central enrsasareas de investigacion, por ejemplo: blsqueda de
biomarcadores de enfermedad, estudio de PTMs e interacciones prepedtainao estudios de
interactoma, estudios de estructura de proteinas, caracterizacion de proteoynaliversos
estudios de biologia dsistemas, por ejemplo en lo relativo a vias de seaeidn y analisis de
redes de proteinas, entre otr¢fS.

Ahora bien, los enfoques experimentalesliméidos en estudios protedmicos, en general, se
pueden dividir en dos grupos, la protedmica comparativa (relativa) y la proteémica absoluta o de
cuantificaciéon aboluta y su eleccion dependera depl@gunta de investigacion. En experimentos
absolutos o tenbién conaidos como protedmica dirigidal objetivo es identificar las proteinas
blanco tanto como sea posible, aca se requiere una investigacién detalladamapeo de
secuencia completo de unagieina blanco. En protedmica comparativa, conocida t&émigomo
Discovery Proteomicel objetivo es identificar simultaneamente el mayor nimero de proteinas
posibles, prestando especial atencién en proteinas de baeuéncia y/o abundancia, un
ejemplo es la protebmica comparativa en la blsqueda de biomanedale enfermedad,
usualmente en un fluido biolégico de facil acceso de gran compléfitigd

Uno de losgrandes desafios de la protedmica se refiere al and8isisiitdneo de un amplio
namero de péptidos o proteinas con gran variabilidad quimica, lo cual se traduce en un reto
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analitico. La espectrometria de maddS (Mass Spectrometjyes el corazén de la giedmica y

es la herramienta que ha permitido el rapideaace de esta ciencia y su aplicacion en muchos
campos clinicos y de investigacion. Existen dos estrategias bien establecidas (Higypard
estudiosLINR (i S5 YA O2 & Yop §ofvig | B 2 yeRdlizadpoteinas intactas y el abordaje
éBotton ug  Goyide se analiza una mezcla de péptidos, proveniente de proteinas que han sido
digeridas por una enzima proteoliti€¢a!

Figura 2 1: Estrategias proteémicaBotton upy Top downpara la identificacion de proteina

A Bottom Up Approach Peptide MS Analysis

l | 371253 Da

Digestion ‘ ! |
—> L. A1)y
7 o MS/MS Analysis .

B Top Down Approach
Intact MS Analysis

No Digestion A )\/ ‘ ‘l‘ \ 29043.3 Da
S ) Intact protein
A ’\A' / v ’M le'\_/\ A — identification and

characterization

MS/MS Analysis

A. Enfoque Bottorp donde la digestion enzimética se utiliza para convertir proteinas intactas en péptidos. Los
péptidos se analizan a través de MSténdem, y la identificacion de proteinas se realiza a través del emparejamiento
(match) de péptidoxon informacion de um base de datos de proteinas mediante un algoritmo de busqueda. B.
Enfoque TofDown donde las proteinas intactas se analizan direet@m en elespectrémetro de masas sin digestion
enzimatica. El precursor resultante y las masas d&dgsnentos se compan con secuencias candidatas de una base
de datos de proteinas, haciendo posible la localizacion y caracterizacion de modificpogiretuccionales. Adaptado
Kellie et al. 201094

2.3.1 Proteémicade plasma

El proteoma del plasma puede cambiar muy rdpidamente en determinadas condiciones
fisioldgicas, tale como estrés, depaet alimentacion, periodos de suefio, estado de embarazo y
diversas enfermedades. El plasma sanguineo contiene una combinacion deotsobyas
derivados de diferentes tejidos y en este sentido puede reflejar el estado de salud de un
individuo, por lo tantoJa mayoria de los esfuerzos en investigacion se han dirigido a estudiar el
potencial del proteoma plasmatico como una fuente prometedde biomarcadores que pueden
usarse para diagnéstico, estratificacién y monitoreo de enfermedasiesoano para respuesta
tratamiento!®®. Hasta la fecha se encuentran un total de 10546 proteinas e isoformas
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enumeradas en la base de datos del protecoma de plasma disponible en
(http://www.plasmaproteomedatabase.olg

Cuando se analiza el plasma sanguineo mediante técnicas protedmicas se debe considerar varios
aspectos ga pueden alterar el resultado analitico. El primero desles el amplio rango
dindmico del plasma,l&€ual excede los 12 érdenes de magnitcesto es, que hay ureguefio

namero de proteinas con muy alta abundancia y hayincremento gradual del nimero de
proteinascon menor abundancia. La albumina, representa en masa, mas de la mitad de la
proteina total del plasma, y las siguientes 21 proteinas mas abundantes ®i88% de la masa

total de proteinas del plasma (Figue?). De modo que las pocas proteinas maanalantes

tienden a dominar el andlisis protedmico y limitan la capacidad de detectar componentes de baja
abundancia®,

Camo segundo aspecto importante se considéaanormalizacion de la toma de muestras y de
protocolos de procesamiento y almacenamiento destas con el fin de asegurar la
reproducibilidad y la confialilad de los datos. En los analisis en plasma, se suéfauplasma
pobre en plaquetas, obtenido edliante una doble centrifugacion, dado que las plaquetas
contienen un namero importante de péptidos y enzimas que se liberan tras su agregacion. El
proce® de agregacion de plaquetas puede activarse por ejemplobpjas temperaturas, en
consecuencia, egsucial retirar las plaguetas antes de enfriar y congelar las muestras. Igualmente
importante es el tiempo transcurrido entre la centrifugacion y la segarade la fracciéon
globular, el cual tiene un impacto e perfil proteico puesto que el metabolisnu las células
sanguineas sigue activo después que se ha colectado la ¥angre

Como tercer aspecto importante se requiere evitar la hemdlisis de la muestraiptura
mecanica de lanembrana de los gldbulos rojos durargarecoleccion porque podria teneun

impacto sustancial enl@esultado analitict®. Y finalmente el uso de inhibidores de la proteasas

j dzS S&a NBO2YSyYyRLI ®p-donind NI LISNEF 2 { 25&Bbtiidhupe S yaFR2 |j a5
incluyen antes del pceso de digestion, dado que tendrian efectos adversossrekultado¥”.

A Reduccién déa complejidad del plasma

Las estrategias mas importantes para reducir la complejidad del plasma sanguineo involucran
multiples etapas que pueden inalel fraccionamiento de la muestra, bieeaspor precipitacion
diferencial, electroforesis o cromatagjfa, el enriquecimiento en proteinas de baja abundancia
LAP Ilow Abundance Proteing)la deplecion selectiva de proteinas altamente abundahta®
(High-Abundant Proteins Actualmente estan dmnibles distintos métodos para eliminar una o
varias de lagroteinas mas abundantes de la sarifite En laabla 21, se resumen algunos de los
sistemas comUnmente ilizados para la deplecion de proteinas mayoritarias en plasma o suero
humano. Pese a que es posible retirar con gran eficiencia hasta 20 de las proteéisas


http://www.plasmaproteomedatabase.org/
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abundantes del plasma, existe contessia al respecto, algunos investigadores han argumentado
gue retirar varias de las proteinas abundantes o eliminarlas en un alto porcentaje puede tener
variaciones importantes en la muestra, dado que muchas deaséston proteinas
transportadoras'®!'l ademas del ait costo de estos sistemas.

Figura 2 2: Rango dindmico y porcentaje de proteinas de plasma sanguineo
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A. Rango normal de abundancia de proteinas en plasma sanguineo para un subdej@dt proteinas..BPorcentajes

de las 22 proteinas mas abundantes en plasma que constituyen apoaimente el 99% de la masa de proteinas
plasmaticas. Las 10 proteinas ma®umdantes de muestran en la figura de la izquierda correspondiendo
aproximadamate al 90% de todas las proteinas del plasma, el 10% restante se divide a su vez en la tortaebida der
el 1% marcado como remanente comprende miles de proteinas. Adamdkdr et al. 20122

A pesar delos grandes avances en la ingtrentacion proteénica 'y que se han propuesto
protocolos que no utilizan etapas deplecion de proteind$’, los procese de enriquecimiento

en LAP y deplecion de HAP estan vigentes y se incluyen como etagasiéntales en el analisis
proteémico de muestras compleja**>
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Tabla 2 1: Sistemasomercialesde deplecion de proteinas

ProteoPrep® Albumina SigmaAldrich®
Immunoaffinity Albumin & IgG
IgG Depletion Kit
ProteoPrep® Blue Bumin Albumina
& 1gG Depletion Kit 1gG
ProteoPre® 20 Plasma Albdmina, 1gG, transferrig, fibrinbger~ L 3! X
Immunodepletion Kit Macroglobulina lgM," mAntitripsina, complemeno C3,
haptoglobulira, apolipoproteind mx~ ! o 4+ y |

Glcoproteina acidy, ceruloplasmia, complemeno C4,
C1q; IgDprealbumina yplasmirbgero.

t ASNOSu ¢ 2LJ| Albiming IgGh1- Glicgproteina acidah 1- Antitripsing | Thermo
Protein Depletion Spin h 2- MacroglobulinaapolipoproteinaA1,apolipoproteina | { OA Sy { A

Columns A2, fibrindgeno, Haptoglobim, IgA, IgMiransferrina

t ASNOSxn ¢2LJ Albumira
Protein Depletion Spin 19G

Columns

MARSHuman 6 Polyclonal Albuming 1gG Antitripsing IgA, transferriny Agilent
haptoglobira Techmologies
MARSHuman 7 Polglonal Albuming 1gG Antitripsing 1gA, transferria,
haptoglobiray fibrindgeno
MARSHuman 14 Albuming IgG Antitripsing IgA, transferriny
Polyclonal haptoglobirg, fibrinbgend -macroglobulimz -" m

Glicoproteina aciddgM, apolipoprotéa Al,
apolipoproteina A2, complemenb C3,transtiretina.

2.3.2 Digestiéon de proteinas

La digestion proteica es una herramienta Util en la identificacion, caracterizacion y cuantificacion
de proteinas mediante estrategias protedémicas. Si bien la estraféggmdown proteomicso
requiere digestion de las proteinas, la gran mayoria de los experimentos de protedmica se basan
justamente en la digestién para el andlisis por espectrometria de masaesdeéptidos
resultantes?®, El andlisis de péptidos tiene algunas ventajas frente al andlisiotdnas, entre

ellos una separacién mas eficiente mediante cromatografia ligu@ifiqgud Chromatography)

una masa molecular mas baja y menores estados de carga, lo que lleva a una mayor
sensibilidad’.

Una amplia gama de enzimas fwoliticas esta disponible en el mercado, cada una con diferentes
especificidades, eficiencias y condiciones de digestién. La tripsina es la enzima proteolitica mas
ampliamente utilizada debido a su alta especificidad y eficacia, esta enzima hidrolidacel e
peptidico por el grupo carboxilo de los residuos de lisina y arginina, excepto cuando es seguido
por una prolind®. En proteinas humaisa estos amino&cidos son relativamente abundantes y
suelen estar bien distribuidos a lo largo de una proteina, de modo que el patrén de corte de la
tripsina da comaesultado un promedio de 61 péptidos por proteina, esto conduce a péptidos
compuestos por B 2374 residuos, con un promedio de 9 y una desviacion estandar de 15, una
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longitud que es adecuada para el andlisis por el espectrometro de HfadésAsimismo, la
presencia de un m@duo basico en el extremo-t€rminal mejora la ionizacion positiva, que
permite obtener epectros de fragmentacion MS/MS de alta calidad y una identificacién de
péptidos mas confiable, lo cual a su vez aumenta la precisién de la inferencia de la iddatidad
proteinas. Un beneficio final es proporcionado por el equilibrio basico entre la ditmiealel N
terminal del péptido, y el-®rminal de lisina y argining.

Ahora bien, se han probado diferentes alternativas para reducir el tiempo de accién de la
proteasa, por ejemplo, aplicar temperatura, utilizar energia de microondas, energia de
ultrasonido, alta presion, energia infrarroja o micraceres de tripsina inmdlizada (IMER),

estos Ultimos se han convertido en los mas empleados para acelerar la digestion, ya que la
enzima se puede reutilizar, tiene un bajo consumo de reactivos y evita los problemas derivados
de la autolisis de la propenzima, ademas, se puedéntegrar a un sistema LC con digestion en
linea para aumentar el rendimiento y reducir la manipulaciéon de muésgs

A pesar de las muchas ventajas dérilasina, puede senecesario usar otras proteasas en casos
especificos, tales como una falta o una abundancia excesiva de lisina y arginina en la secuencia de
la proteina o incompatibilidad del pH. En la tabla 8 muestran algunas proteasas alternativa

con sus especifitades de cort&®.

Tabla 2 2: Proteasas comunmentetilizadas en proté&mica

Actividad Proteina Nombre comercial pH optimo | Especificidad
Sefn proteasa Tripsina Trypsin 7,50 C:K,R
Quimiotripsin6gendA Chymotrypsin 7,80-8 C.Y,F,W
Lisil endopeptidasa LysC 7-9 C: K
Glutamil peptidasa | GluC 408 C.E,D
Metaloproteasa PeptiditAsp AspN 49 N: D
metalopeptidasa
PeptiditLys LysN 9.5 N: K
metaloendopeptidasa
Utilisina LysargiNase 7,50 N: K, R
Cistdn proteasa Clostripain ArgC 7-8 C:R
Asparticoproteasa | Pepsina A Pepsin 14 CY,RWV, L
Candidapepsin& Sap9 4500550 | C:K, R
Proteasa 7 OmpT 6-6,50 C: K, Ry dasicos

En la columna de especificidad, N significa clivaje entetnnal y C significa clivaje en eteminal, K: lisina, R:
arginina, Y: tirosina, Fenilalarina, W: triptéfano, E: acido glutamico, D: acido aspartico, L: leudidaptada de
Tsiatsiani and Heck 2048
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2.3.3 Técnicas de separacion de proteinas

Debido a la gran complejidad del plasma sanguineo y de otros tipos de muestras biolégicas
analizadas mediante técnicas protedbmicas, es necesario utilizar metodologias de separacion ya
sea de proteinas oéptidos, previas al andlisis por espectrometria desas. El objetivo general

de la separacion es simplificar la cantidad de analitos en la muestra que entra al analizador de
masas. Las técnicas electroforéticas, en una dimension (1D) o en dos dimen(@bDhey la
cromatografia liquida, con su amplia gadeposibilidades, son las dos estrategias de separacion
mas utilizadas en diversos abordajes protedmicos, ya sea solas o en combinacion.

A Técnicas electroforéticas

En la electroforesis 1D la separacif# proteinas se realiza en funcidon de su masa mtde@an

geles de poliacrilamida en presencia de dodsdilfato de sodio, conocida como SPSGE
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophotfgsia)metodologia clasica evolucioné

a la electoforesis bidimensional (2DE), que logra una maysoleion de la separacion proteica.

La 2DE fue descrita en 1975 por O Farrell y Klose y contempla una primera dimensién en donde
las proteinas se separan en funcion de su punto isoeléctrico (pl) medianpeoceso conocido

como isoelectroenfoque IEs@dectrofocusingy posterior acople a una segunda dimensién que
corresponde a una SEBFAGE convenciort&, para obtener finalmente un mapa 2D con un perfil

de proteinas separadas en manchaspotsde proteina. Cabe destar que, con el desarrollo de
gradientes inmovilizaas de pH, IP@nimobilized pH gradientse ha mejorado y aumentado la
reproducibilidad, la capacidad de carga, la resolucion cuantitativa y el rango dinamico. Hoy en dia
también permite separar las prdteas muy acidas y muy basi¢#s*

La 2DE se considera una técnica robystae hecho, la variable mas critica hoy en diag/as el
proceso de obtencidn del gel 2DE, sino la preparacion de la muestra y el analisis de imagenes, en
donde cabe resaltar los grandes avances en los métodos de tincion deajglews de los mas
utilizados incluyera tinciéon concolorantes fluorescenté¥, la tincién con azul de Coomassie
coloidal?®®y la tincién con plat&® todos elbs compatibles con la espectrometria de ma$agn

plasma o suero sanguineos, la resolucion de un gel 2DE permitir la visualizacion de miles de
spotd® 128 pese a todas estas ventajas, la 2DE también tiene desventajas que limitan su
aplicacion. Es una técnica laboriosa y que consume mucho tiempo, pueden pasar varios dias
antes de obtener datos cuaétativos. Tiene un uso limitadpara proteinas de baja abundancia y
proteinas poco solubles como proteinas de membrana, sin embargo, su aplicacion para el andlisis
de proteinas de plasma o suero es ideal, dado que las proteinas plasmaticas son s@uoldes y

gran mayoria tienen puntossoeléctricos intermedid$®. Pero tal vez, la mayor desventaja que
puede afectar el an#éis de plasma por 2DE es la a&hiidad entre geles corridos
simultdineamente que puede llegar a ser muy alta debido a factooeso diferencias en la
polimerizacion de la acrilamida, fluctuaciones térmicas, concentracion de sales, variaciones de pH
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0 decorriente eléctrica y variacione el proceso de tincion. Esta variabilidad se ha resuelto por

el uso de colorantes fluorescentes con bandas estrechas de excitacion y emisioén, en una
metodologia conocida como electroforesis en gel diferencial DIGHferénce gel
electrophoresig#1%

- Electroforesis 2DBIGE

La estrategia 2DBIGE comprende el marcaje de las muestras, previo a la separacion por IEF con
fluorocromos derivados de cianina (CyDye: Cy2, Cy3 y Cy5) que se unen covalentemente al grup
e-amino de las lisinas a través de un enlace aMtdd.as muestras marcadas se mezglase
separan en un unico gel 2D, de modo que la reproducibilidedpyecision aumentan en gran
medida. Usualmente lofuorocromosCy3 y Cy5 se utilizan para marcar cada condicion bioldgica
en estudio y el Cy2 se utiliza para marcar el estandar inteme,es una mezcla equimolar de
todas las muestras en analisis digne como objetivo comparar y normalizar las intensidades del
marcaje. Finalmente, se capturan las imagenes correspondientes a la longitoddde de
excitacion de cadfuorocromg, y se aalizan en un software apropiado (Figur832133 De esta
manera se logra la deteccién de diferencias cuantitatima la abundancia proteica de diferentes
muestras en un Unico gedbteniendo mejor reproducibilidad y reduciendo costos.

Figura 2 3: Esquema de trabajo 2DE DIGE
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A Técnicas cromatograficas

La cromatografia es una técnica mpgderosa y versatil para la separacion y purificacion de
mezclas complejas. Existen diversos tipos de cromatografia, sin embargo, en protedmica la més
utilizada es la cromatografia liquida. Brevemente, en este tipo de cromatografia, la fase movil es
un liguido y la fase estacionaria es un soporte solido conteritl una columna, la separacion de

los aralitos se da en funcion de lasteracciones fisicoquimicas que establece este con la fase
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liguida y la fase estacionaria. En cromatografia de péptidostgipes estan presentes diferentes
mecanismos de separacifta tabla 23 resume algunos tipos de cromatografia usados en

protedmica.

Tabla 2 3: Tipos de cromatografia utilizada en prote6mica*

Mecanismo de Propiedad de la

Principio

separacion proteina
Cromatografia de| Reconocimiento
afinidad (AC) de ligando
especifico
Cromatografia de Carga
intercambio
ionico (IEX)

Cromatografia de | Tamafio molecular
filtracion en gel
(GF)

Cromatografia Tamafio, carga e

multimodal hidrofobicidad
(MMC)
Cromatografia en Hidrofobicidad
fase eversa (RPC)
Cromatografia de Hidrofobicidad

Interaccion
hidrofébica (HIC)

Separacién en funcién de interacciones entre las proteinas y los lige
especificos de laafe estacionaria, es una estrategia altamente selecti
de gran resolucién. El ligando puede ser un anticuerpo, un metal,
enzima, un carbohidrato o cualquieotra molécula que interactle
especificamente con la proteina de interés, de modo que estdapa
retenida en la columna y podra ser separada.

Separacion de proteinas en funcion de su carga. En aaste, la fase
estacionaria presenta en la superficie grupos funcionales cargados
interactlan co iones de carga opuesta presentes en la muestra. La elt
de las proteinas retenidas en la columna se realiza aumentando la fi
ionica de la fase mdyitle forma que primero eluyen las proteinas mer
cargadas y por ultimo las de mayor carga. Eptdie cromatografia puede
ser de intercambio catiénico (fase estacionaria cargada negativamen
intercambio aniénico (fase estacionaria cargada positivaeje
Separacion de proteinas en funcid@e su tamafio. No se produce
interacciones quimicas o fisicas entre los analitos y la fase estaciona
cual corresponde a un gel o resina con diferentamafos de poro. La
moléculas més grandes no pueden entrar a los poros y eluyen primer
moléculas de menor tamafio entran a los poros, tienen un recorrido |
largo y eluyen mas tarde.

Separacion de proteinas en funcién de su tamafio, carga e hidrofobic
En este tipo de cromatogfia la fase estacionaria interactia con
molécula diana a través de dos o0 mas modos de accion. Estos mod
accion pueden operar independientemente o eanjunto. Los soportes
para cromatografia multimodal pueden prepararse de diferentes mane
1) Pa un enfoque estocastico, en el que se introducen dos 0 mas tipg
interacciones independientemente en la matriz. 2) El enfoque de lige
multimodal, en ¢que grupos que promueven diferentes interacciones ¢
conectados a través de una molécula andamiando como resultado uni
estructura tridimensional bien definida, y en donde se fija una relac
estequiométrica entre los grupos. 3) El uso de un matesgasible que,
segun las condiciones, exhibira diferentes interacciones.

Separacion de proteinas en funciébn de su hidrofobicidad. La
estacionaria es apolar, cominmentedrocarburos C18 y la fagmovil
polar, por ejemplo, mezclas acetonitrilo:aguACNAgug. Debido al
caracter apolar de los péidos, éstos se quedan retenidos encldumna.
La elucién gradual se realiza incrementando el porcentaje de solv
organico en la fase mévil, de modo gekiyen primero los péptidos ma
polares y por ultimo los menos polares.

Separacion de proteinas en funcién de su hidrofobicidad superfici
diferencia que en RPC esta técnitiliza un menor grado de sustitucion €
la resina, es decir, un menor numero de ligandos hidrofébicos de n
que las interacciones hidrofébicas son mas débiles. Para que las prof
queden retenidas en la columna lo que se hace inducir la interacdor
medio de una alta concentracion de sales. La elucién se logra cg
gradiente en donde va disminuyendo lancentracion de sales hasta U
100% de agua. Tiene menor resolucién que la RPC.
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2.3.4 Espectrometria de masas

Aunqgue la primera publicacion relacial@con espectrometria de masas data de 1886, cuando el
fisico aleman Eugene Goldstein descubrié los iones posign un tubo de descarga eléctrica a
baja presioi®, la apicacion real de la espectrometria en el andlisis de proteinas sélo tuvo lugar
en los afos setenta con el desdloode técnicas de ionizacion suave, las cuales permitieron por
primera vez la ionizacion y volatizaciéon de moléculas grandes, tales comoosépfidoteina’s’.

Sin embargo, el verdadero progreso en los analisis de macromoléculas no volatilesligatelaiti
espectrometria de masa en protedmica ocurrié en 1988i de forma paralela con el desarrollo
de la ionizacion poelectrospray-ESI Electrospray lonizatigi®y con la aparicion de la desorcion
suave por lasé®y la ionizacion/desorcion por laser asistida por matrizLRAMatrix Assisted
Laser Desorption lonizatidfy14

En términos generales, la espectromiatde masas es una herramienta analitica indispensable en
diferentes areas de investigacion. El principio basico de la MS es el de generar iones en fase
gaseosa,eparar estos iones en funcion de su relaciébn masa/carga (m/z) y detectarlos de manera
cualitativa y cuantitativa dada su respectiva relacion m/z y su abunddftiaestos procesos se
realizan en el espectrémetro de masas (Figuf.2

Figura 2 4: Esquema bésico de un espectrometro de masas
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2.3.5 Partes de urespectrometro de masas
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A Fuente de ionizacion

La fuente de ionizacion es el lugar donde los analitos se cargan y se convierten en iones gaseosos;
las técnicas de ionizacion ESI y MALDI son las estrategias utilizadas en protedmica parar volatiliz
e ionizarproteinas y péptidos, usualmente en modo positivo, en donde el analito adquiere uno o
mas protones y queda cargado positivaméftte

MALDI: El proceso deesorciorionizacion por laser asistido por matriz involucra una mezcla
compleja de fendmenos Opticos, mecanicos ycdiguimicos deransicion de fase e ionizacion.
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Este proceso se logra en dos etapas. En el primer paso el analito se mezcla con una solucion de la
matriz, las moléculas de dicha matriz deben tener una fuerte absorcion a la longitud de onda del
laser. Esta mzcla se secpara permitir la cecristalizacion de la matriz y el analito, de modo que

las moléculas de analiguedanincrustadas en toda la matriz y aisladas entre si. El segundo paso
se produce bajo condiciones de vacio dentro de la fuente del espeetré de masa, se hace

incidir un laser UV de pulso corto para vaporizar pequefias cantidades de la matriz y analito,
aunque el mecanismo de ionizacion no estd completamente descrito el mas aceptado involucra la
transferencia de protones en la fase solatges de la dsorcidn y/o la transferencia de protones

en fase gaseosa en la pluma o nube expansiva a partir de moléculas de matriz fotoionizada. La
figura 25 muestra un diagrama del proceso MALDI. Debido a que con la desorcién por laser la
produccion deones es diseta, en pequefios paquetes, RIALDIlesta cominmente combinado

con un analizador de tipime-of-flight (TOF dandolugar aun sistema de alta sensibilictd

Figura 25: lonizacion MALDI
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ESI: La ionizacién pelectrosprayes una técnica de ionizacién suave que ocurre en un capilar o
aguja enla punta del emisor, donde se aplica un potencial é4k3; se utiliza para muestras
liquidas y por lo tanto se acopla a métodos de separacion LC. La solucién con conductividad
eléctrica proveniente de los analitos i6nicdsyfferso por disociacién eleadtitica del solvente,
comienza a salir de la aguja, incrementa su carga y asume una forma coénica, llamada cono de
Taylor. La transferencia de iones desde el estado liquido a ionessergéseosa comienza a
presion atmosférica y se conduce continuamentaltd vacio del analizador de masas, lo cual da
lugar a una ionizacién marcadamente suave. En la punta del cono, el liquido cambia de forma a
una linea fina, que se vuelve inestablegdndo a un punto critico donde se dispersa en forma de
niebla, pequefa gotas de menos de Ifm de diametro, altamente cargadas que vuelan y se
dispersan cubriendo un area cada vez mayor, buscando una superficie de carga opuesta, de
forma que se van rediendo por evaporacion del solvente y la distancia entre las moléculas
cargadas disminuye draméticamente. Si la gota no encuentra donde disipar su carga, las cargas
eléctricas llegan a un estado critico y la gota explota violentamente, este proceso fue
originalmente observado por el fisico John Zelany en 1914 (FigbraEhESI se forman iones de
carga multiplé*>146
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Figua 2- 6: lonizacion ESI
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A Analizadores de masas

Una vez la muestra es vaporizada e ionizpdaa al analizador de masas donde los iones se
separan de acuerdo con su relaciébn m/z. Este médulo en el instrumento es el que usualmente lo
define, exsten varios tipos segun su resolucién o capacidad para separar los iones, el rango de
iones que transmé y la eficiencia de esa transmision, asimismo pueden combinarse para lograr
la espectrometria de masas en tdndem. Algunos de los analizadores deméssampleados en
protedmica son: etuadrupolo(Q), las trampas de iones (IT), los analizadores de tiefapsuelo,

el Orbitrap y el FICR.

Cuadrupolo Consiste en cuatro electrodos dispuestos en paralelo a los cuales se les aplica una
radiofrecuencia (RF) y una corriente directa (DC), de tal forma que se genera un campo eléctrico
gue enfoca los iones en eentro de los electrodos. En cualquier combinacién de RF + DC sélo

ciertos iones con una relacion m/z en particular pueden tener twagectoria estable que los

dirige al detector, el resto colisionan con los electrodos, el espectro de masas se obtiene

mediante un barrido de voltaje en una relacion constante de DC/RF. En consecuencia, este
analizador también puede utilizarse como €lale masas (Figura?.



Capitulo2

41

Figura 2 7: Esquemauadrupololineal
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Los iones generados endaidad de ionizacion son acelerados en la direcciéon Z por un voltaje relativamente débil, unas
pocas docenas de voltios. Estos ioresap a través de un pequefio orificio y entran en el area cuadripolar. El voltaje de
la misma polaridad se aplica a los @®ldiagonalmente opuestos y la polaridad opuesta se aplica a los polos
adyacentes. Cuando se aplica una combinacién de tension dentercontinua U y tension de corriente alterna de alta
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rapidamente variable dentro del cuadrupolo. En consecuencia, los iones que pasaésad&raaste campo eléctrico

oscilan en las direcciones X e Y. Cuando se aplican un conjunto dado de condiciones @ara W)\ OA SNIi 2 &

rango especifico de relacion masarga (m/z) mantienen una oscilacion estable y pasan a través del cusalpga
alcanzar el detector. Por el contrario, las oscilaciones de los iones con otros valores m/z sénasthi®ashaciendo

que choquen con los polos, salgan volando del sistema o0 no sean detectados. Imagen tomada de JUrgean‘éﬁoss 2004

Trampas de ionesSu funcionamiento se basa en el mismo principiccdalrupolg no obstante,
son difeentes en la forma y disposicién de los electrodos. La trampa de iones cuadrupolar QIT

&Quadrupole lon Trap
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hiperbdlica enfrentados que forman una camara donde sematan los iones (Figura8). El
potencial se aplica en los electrodos que actian de seccién hiperbdlica, de tal forma que los iones
generados quedan confinados dentro del anillo @bitas concéntricas tridimensionales, una
para cada valor de m/z. Losnies son expulsados de ¢@mara tras la aplicacion de rampas de
radiofrecuencia, proceso que se le denomina eyeccion selectiva de masas. También se
encuentran las trampas de iones 2D o trampas lineales LLi@daf Trap Quadrupole)LIT Linear

lon Trap) Las trampas ionicas sanuy simples y de bajo costo, y se caracterizan por ser muy

Iy

sensibles, aunque tienen menor capacidad de resoldtiétt

Figura 2 8: Esquema trampas de iones
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Analizalores de Tiempo de Vuelo (TOE¥tos analizadores usan un campo eléctrico para acelerar
los iones de analito. Lseparacion se produce por la diferencia en el tiempo que éstos invierten
en recorrer una distancia en el vacio en el interior del analizatiiemado Tiempo de Vuelo. La
aceleracion y por tanto el Tiempo de Vuelo es una funcién de la relacién m/z méssque
impactan en el detector a diferentes tiempos. Los analizadores TOF separan todo el paquete de
iones en una escala dependiente diglntpo y por tanto se usan en combinacion con ionizacién
MALDI, que introduce iones en el analizador en pulsosader len un régimen discontinuo
controlado.

Este analizador mide el tiempo que tarda en viajar un ion desde la fuente hasta el detector
localiado de 1 a 2m de distancia. Los iones son acelerados por un campo eléctrico con la misma
energia cinética, sin emabgo, dadas sus diferentes masas estos vuelan a diferentes velocidades
produciéndose asi la separacion, cada especie iénica llega al detentorun paquete de iones
separado de los demas en funcién de su masa (Figarg.2.a ventaja inherente del TOfque

no tiene limite de masa, sin embargo, para reducir la posibilidad de colisiones con especies
neutras en su largo recorrido hasta el deter se debe mantener un valor de la distancia media
inter-colision igual o mayor a 1m y trabajar a un alto vagimque la idea es que todos los iones
reciban la misma energia cinética inicial, en la practica se produce una dispersion espacial y
temporal asi el paquete inicial no es monoenergético y disminuye la resolucion, por lo cual, los
analizadores TOF utilizaun reflectron para compensar las diferencias en la energia cinética
inicial de iones con el mismo m/z (Figur@R),haciendo qudos ionescon el mismo m/z llegan al
mismo tiempo al detector independientemente de su energia cinética itfici&d

Figura 2 9: Esquema de un TOF
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Esquema de un analizador de tiempo de vuelo TOF mide el tiemgardaen ion en viajar desde la fuente hasta el
detector localizado a-2m de la fuente. Uibn acelerado de 300eV a 800m/z tarda 70ms en un tubo de 1m. A. sin
reflectron, B. con reflectron, espejos de iones que reflejan los iones del mismo valor de m/anpenssando sus
diferencias de energia cinéti¢a
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Orbitrap Desarrollado por Alexander Makarpara Therno Scientific a finales de los afios80
Consiste en dos electrodos coaxiales asimétricos, un electrodo externo en forma de barril y un
electrodo interno coaxial en forma dwaso. Los iones son introducidos tangencialmente en un
campo eléctrico entre los elettdos y quedan atrapados porque su atraccion electrostatica hacia
el electrodo interior es balanceada por fuerzas centrifugas, de este modo los iones quedan
girando en dbitas elipticas longitudinales formando paquetes de anillos. La relacibn m/z se
determina a partir de la frecuencia angular de la oscilacion de los iones en torno al electrodo
longitudinal interno (frecuencia proporcional a m#). La imagen dehovimiento axial de los
iones se registra y se convierte en espectros mediante la transfore@durier (FF)® (Figura

2-10).

Figura 210: Esquema Orbitrap

4

Esquema del analizador Orbitrap de acuerdo con la descripcion de Makarov. Un electrodo exterior tiene la forma de un
barril cortado en dos partes separadas por un pequefio espacio. En su interior hay un segundo elecbrock da f

huso. Sélo se aplican lt® de corriente continua (algunos kilovolts). Los iones giran alrededor del electrodo central
mientras oscilan hacia adelante y hacia atras a lo largo del &jgagen tomada de Hoffmann & Stroobant 2067

El analizador de Resonancia ciclotronica de iones con transformada de FauR(Fourier
Transform lon @jotron Resonancegonsiste en una celda ICR donde se aceleran los iones
mediante la aplicacién de un campo magnético homogéneo y fuerte, en donde los iones siguen
una trayectoria circular con una frecuencia de rotacion der&tica de cada relacion mizdel

valor del campo. Al aplicar un campo eléctrico de igual frecuencia a la frecuencia de rotacion, la
particula es excitada para seguir una trayectoria mas larga aumentando el radio dg giro
provocando que los iones alazan las placas de deteccién.defial formada por la mezcla de las
frecuencias de todos los iones es deconvolucionada utilizando la transformacion matematica de
Fourier gue permiten la deteccién simultanea de todas las frecuencias (Fidddal2a resoluén
depende del tiempo de dete@n y de la intensidad del campo magnético y es inversamente
proporcional a la relacion mF2:143
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Figura 211: Esquema FICR
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Analizador FTCR en donde los iones gaseosos adquieren un movimiento circular (movimiento ciclotrénico) causado por
un poderoso campo magnético que actlia dentro de la celda. La frecuencia de este movimiento (frecuencia ciclotrénica)
es caracteristica de@$ iones con una determinada m/z. Para detectar los iones se aplica sobre la trampa un campo
eléctrico y aquellos iones cuya frecuencia ciclotrénica coincida con el voltaje transmitido, alargan sus oérbitas de
movimiento de modo que faecuencia es regisida en un detector en funcién del tiempo. Imagen tomadRatker et

al. 201047,

- Rendimiento de los analizadores de masas

El rendimiento de un analizador de masas se evalla frecuentemente en términos de su resolucion
(R) y su precision. Lasiadrupolosy las trampas de iones son muy frecuentes para aplicaciones
de alto rendimiento debido a su robustez y precio razonableemibargo, tienen una resolucion
relativamente baja (3000). Los analizadores TOF son mas precisos queadospolosy las
trampas deiones, pero son menos sensibles (R sin reflectron 5000, R con reflectron 25000), tiene
un precio intermedio, los espectrértres TOF de Ultima generacion pueden alcanzar R=50000
para moléculas pequefias y R=40000 para péptidos. Los instrumentos de traaddiodm Fourier
pueden alcanzar valores significativamente mas altos siendo equipos de altd*tH8toEn la

tabla 24 se resumenlgunos parametros para los analizadores de masas mencionados.

Tabla 2 4: Comparacién de analizadores deasas

Parametro Cuadrupolo | Trampa de TOF TOF reflectron| FTICR Orbitrap
iones

ResoluciérFWHM | 2000 4000 5000 20000 500000 | 100000

Precision ppm 100 100 200 10 <5 <5

Entrada de iones | Continuo Pulsado Pulsado | Pulsado Pulsado | Pulsado

Tabla adaptadale Hoffmann & Stroobant 208%
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A Detectores

Después de la sepaiiaa de los iones segun su relacion m/z, se registra la corriente iénica en un
detector, el cual estd conformadmor multiplicadores de electrones o fotones en donde inciden
los iones sobre una placa lo que provoca una segunda emision de electrones csfgtasé
sucesivamente, amplificAndose la sefial. Los detectores mas utilizados incluyen electro
multiplicadores @ canal, electro multiplicadores de dinodo discreto, fotomultiplicadores vy
detector de microcanalé& 143147

2.3.6 Espectometria de masas ebandem MS/MS

La espectrometria de masas en tAndem es un método que implica al menos dos etapas de analisis
de masas. En el experimento mésmun de espectrometria de masas en tandem se utiliza un
primer analizador para aislar un ionegursor (ion de péptido), el cual sufre una fragmentacion
adicional y estos fragmentos productos se analizan posteriormente en un segundo analizador de
masas.El conjunto de iones correspondientes a los fragmentos obtenidos se representa en un
espectro defragmentacion o espectro MS/MS y permite determinar la secuencia de aminoacidos
del péptidg®143144

Existen diversas configuraciones de @qggihibridos para realizagspectrometria de masas en
tandem que combinan las ventajas de ciertomlizadores de masas cuanto a sensibilidad y
selectividad en la deteccion para poder aislar, fragmentar y analizar los iones en el MS2.

Cuando se realizsspectrometria de masas en tandem se puede hablar de tandem en el tiempo y
tandem en el espacioguando las dos etapas del andlisis de masas se realizan en espacios
diferentes, se denomina tdndem en el espacio y se realiza en instrumentos como triple
cuadupolo (QqQ), @TOF o TOF/TOF (Figurd2). Ahora bien, cuando los iones se mantienen
atrapadosy posteriormente se realiza un proceso de disociacién o fragmentacion adicional y esta
seleccién y andlisis de masas se realiza utilizando el mismo analeadenomina tandem en el
espacio, esta modalidad usualmente se lleva a cabo en trampas deyice®sectrometros de
masas FICR (Figura-22). En este Ultimo ejemplo, se pueden realizar multiples rondas de
MS/MS (M98, no obstante, la sensibilidad delpeximento disminuye significativamente con
cada ronda adicional de MS/NM&!%0

A Fragmentacion de péptidos

Los epectros MS2 contienen la informacidén necesaria para deducir la secuencia de aminoacidos
de péptido que lo origina. La fragmentacion de iones precursores @ idegéptido se lleva a
cabo en una celda de colision, donde los péptidos ionizados son actipadtosnsferencia de
energia para inducir su disociacion. Actualmente, el método mas comun es la disociacion inducida
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por colision (CIDCollision Induced BHsciatior), en la cual se permite la colisién de los péptidos
ionizados con un gas inerte. La colisién provoca que parte de la energia cinética del ion sea
transformada en energia vibracional, lo que origina la ruptura del enlace peptidico.

Figura 2 12: Configuracion de espectrémetros de masas hibrido
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a. TOF: los iones se aceleran a una alta energia cinética y se separan a lo largo de un tubo de vuelo como resultado de
sus diferentes velocidades, el reflector compensa ligéifagendas en la energia cinética, b. FOBF: Incorpora una

celda de colision entre dos analizadores TOF. Los iones de una m/z determinada, se seleccionan en el primer TOF, se
fragmentan en una celda de colision y los fragmentos se separan en el sa@DRdoTriple cuadrupolo, los iones de

un m/z particular se seleccionan en el primer cuadrupolo (Q1), se fragmentan en el segundo cuadrupolo que actiia como
camara de colision (g2), y los fragmentos se separan en Q3, ejemplo de tAndem en el espatiamipa l& iones

lineales, los iones se capturan en una seccion cuadruple, representada por el punto rojo en Q3. A continuacion se
excitan a través de campo eléctrico resonante y los fragmentos se escanean, creando el espectro de masas en tandem,
d. Quadrypolotiempo de vuelo 0 QqTOF, e. Trampa de iones (tridimensionales), ejemplo de tandem en el espacio f. FT
MS atrapa los iones con ayuda de campos magnéticos fuertes. Figura adaptada de Aebersgld 2013

Cuando la carga positiva del ion formado se sitta en el fragmetdéonNnal se denominan ies

tipo b y cuando se ubica en el fragmentaegfminal se denominan iones tipg ver figura 21.3.

En el caso ideal, la fragmentacion produciria una serie de iones producto que se han fragmentado
después de cada aminoacido generando una serie completandsb e y, sin embargo, esto rara

vez ocurre ya que algunos aminoacidos son mas propensos a la fragmentacién que otros por lo
gue el patrén de series de iones depende en general de la secuencia péftidic@tro método

de ionizacién utilizado, por ejemplo junto con analizadores Orbitrap, @isdaia®dn par colisién

de alta energia HCIHigher Energy Collision Dissociajjola cual también genera ionése vy,

pero por su mayor energia de activacion, los iomesufren fragmentaciones adicionales
generando iones intermediarios, tifoy otras especiede menor tamafid®3,
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Figura 2 13: Nomenclatura deRoepstorfgFohimanrgBiemannparalos fragmentos en MS/MS
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El rompimiento del enlace amida producido por CID conduce a la formacion de iones a o b cuando la carga es retenida
por el fragmento Nerminal o iones y cuando la carga es retenida por el fragm@¢ominals2

2.3.7 Identificacion de proteinas mediante MS

Después del andlisis de masas, el equipo arroja un resultado crudo de todos los valores m/z
detectados e informacion de la corrida cromatogréfica, cuando se trata edS.CSe han
desarrollado algoritmos para g@erar este archivo crudoRaw y extraer Unicamente la
informacioén relevante a la muestra que incluye una lista de los iones detectados, informacion de
la carga, intensidad del ion e informacién del tiempo de retencién, cuando aplique. Este archivo
es muchamas liviano y es la base jpaia identificacion de los péptidos e inferencia de proteinas
por espectrometria de masas. El proceso de identificacion de proteinas a partir de datos de MS se
puede realizar mediante la huella peptidica, utilizando los datosMi& en tandem o por
secuenacion denova

Ahora bien, en muchos de los procesos de identificacibn de proteinas a partir de datos
proteémicos se requiere la comparaciébn con una base de datos. Brevemente, con la
secuenciacion de los genomas de varias eigsese ha producido una gracantidad de
informacion que puede traducirse computacionalmente en informacion sobre la secuencia de
proteinas y de esta manera han surgido bases de datos publicas con informacion de secuencias
de proteina$**®’. Una de las mas conocidas UniProt®® que ademas tiene una base de dat

de secuencias de proteinas con evidencia experimental y curadas manualmente con mas de
555000.

A Peptide mass fingerprintingPMBP

La huella peptidica (PMF) fue la primera técnica para la identificacion de proteinas a partir de
datos de masas, se descdbéen 1993 por varios grupos simultineaméfté®®. En PMF, las
masas de péptidos se com@m@an con una base de datos thasas de péptidos calculadassilico

de secuencias de proteinas conocidas. Es un enfoque rapido, sencillo y util en muestras de baja
complejidad, por ejemplo, proteinas purificadas. Sin embargo, debe tenerse en cuentaaglge pu
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haber varias proteinasifdrentes que producen péptidos con masa similar, lo cual es un
problema cuando la muestra es compleja o se utilizan equipos de baja resolucion, pudiéndose
obtener identificaciones incorrectas. Por este razon, usualmente Idifidacion de proteinas
mediante PMF proviene de una separacion por electroforesis 2D, codpatg digestion triptica

y andlisis MALBTOF o MALBIOF/TO¥% Esta comparacién se realiza con la ayuda de
multiples algritmos, por ejemplo: Mascoy MSFit, entre otros, que asignan una puntuacion o
score que indica el grado de correlacién entre los valores experimentales y los tedricos,
incluyendo parametros como: precision e intensidad de las sefiales, péptidos quaneceapen

el espectro expemental, presencia de aminoacidos modificados, fragmentos no digeridos,
errores presentes en las secuencias peptidicas descritas en las bases de datos, calibracion del
instrumento y presencia de sefiales no especifitas

A Peptide Fragment Fingerprintin(PF

En esta estrategia la identificacibn de un péptido se hace a partir de su espectro de
fragmentacion y consiste en emparejar los espectros MS2 de los iones precursores, con espectros
tedricos MSMS, fragmentados computionalmente a partir de los péptidom silico PSM
(peptide spectrum match)

Existe una gran cantidad de programas o motores de buUsqueda disefiados para este fin, por
ejemplo, Sequest, Mascot, X!Tandem, OMSSA, Phenyx, EasyProt, €uneeotros, los cuals
requieren una serie de parametros proporcionados por el usuario para facilitar la basqueda y
reducir el costo computacional. En primer lugar, se define la enzima proteolitica utilizada que
limita la digestionn silicoa aquellogéptidos que cumplan glatron de corte conocido. Segundo,

se define el rango de masas o0 ventana de tolerancia de masas tanto a nivel del ion precursor
como a nivel de sus fragmentos. Otros parametros pueden tenerse en cuenta como, por ejemplo,
la selec@n de masa mondsotépica o masa promedio, el nUmero de puntos de corte donde la
enzima fallé, la presencia de modificaciones gomtiuccionales y de modificaciones permitidas
(variables o fijas) que se dan en el proceso experimental y por ultimo, kecigeledel tipo de
ionesfragmento a buscdp152163

También es posible lograr la identificacion de proteinas a partir de los espectros MS/MS por
comparacion con bibliotecas desgectros experimentalesyn espectro adquirido puede ser
comparado directamente con los espectros de la biblioteca para determinar la mejor
coincidencia. Este tipo de aproximacion supera a la busqueda basada en secuencia en términos
de velocidad, tasa dermr y sensibilidad enal identificacion de péptidos, pero su campo de
accion se limita a aquellos péptidos que hayan sido previamente identificados y que se
encuentren en la bibliotecé’.
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2.3.8 Adquisicion de datos

En la intoduccion de este capitolse mencioné que la identificacién de proteinas mediante MS
se puede llevar a cabo medianbettom-up proteomicso top-down proteomics Hasta la fecha,

se han desarrollado varias estrategias proteémicas basadas en MS para athifedantes
desafios bidlgicos y analiticos. La figurél2 resume las etapas claves de una estratbgitom-

up, que ha sido el abordaje utilizado en este trabajo y resalta la importancia del acople entre la
cromatografia liquida y la espectrometria de saa en tandem (:=RIS/MS) que actualmente es

el método de andlisis protebmico mas utilizado.

Un factor importante en la estrategia MS/MS es el método para la adquisicién de los datos
MS/MS que dependera de la naturaleza y la etapa de la investigaciéy. dbs métodos de
adquisicion de datos bien establecidos, por un lado, se tiene el andlisis dependiente de datos DDA
Data-Dependent Acquisitigngue es el modo de adquisicion mas comin cuandobgdtivo es
analizar el mayor nimero posible de proteinasgemes en la muestra, aunque el resultadodest
sesgado a proteinas de mayor abundancia. En la adquisicion DDA, los analizadores de masa
seleccionan, en un primescan de MS1, un subconjunto de ries precursores para la
fragmentacion MS/MS, esta selecciéengralmente esta dirigida al teN de iones mas
abundantes detectados en el MS1. Con el fin de ampliar la cobertura y lograr fragmentar iones
precursores de menor abundancia, el modo DDA usuaknsa acopla al método de exclusion
dinamica que previene htscierto punto, la reseleccion del mismo valor m/z durante un cierto
periodo de tiempo especificado (tiempo de exclusion dinartficy}

Por otro lado, esta el andlisis independiente de datos Défe-Independent Acquisitiorgn

donde todos los iones peptidicosegentes en el analizador se fragmentan, el andlisis DIA ha
tenido avances importantes en los ultimos afios y su popularidad cada dia es mas alta. Con el
modo de adquisicion DIA se logra ampliar el rango dinamico detectable, reducir los limites de
detecciény mejorar la confianza en la identificacién de péptidosgukmtificacion relativa de las
proteinas. En DIA el equipo aisla y fragmenta todos los iones peptidicos presentesraresira
analizador de masa o dentro de una ventana relativamente argbr@xXimadamente ®©0 m/z),
moviéndose a la siguiente ventam® superpuesta hasta que todo el rango de masa esté
cubierto'®”*%% ! 'y | @F yOS Yt a NBOASY (S KMS, uh m&ao dqué Ay ( NJ
combna el modo DIA con la extraccion de datos especificos @mstmmento hibrido MS de alta
resolucion®®,
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Figura 2 14: Estrategias para la identificacién y caracterizacién de prossitbasadas en MS

Top-down

Protein separation (Shotgun approach) Pr_otsin_
digestion fractionation
separation
Single protein or less Y
complex protein mixture Peptide mixture Single protein or less
Digestion complex protein mixture
- On-line
peptides On-ine multidimensional
(1D)LC-MS separation
(ND)LG-MS
_ | Oftine static MS | | On-line LC-MS |
Peptide mass Peptide precursor
measurement mass measurement
l ‘ ;
| Protein precursor mass measurement |
| Data dependent MS/MS |
Target precursor
Y ion selection Y
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Current Opinion in Chemical Biclogy

Las proteinas extraidas de muestras biolégicas pueden analizarse mediante métodos-uUpottotopdown. En
bottom-up, las mezclas complejas de proteinas pueden separarse detla digestion enzimatica, por ejemplo, por 2DE
seguida deproceso de digestion y analisis de huella peptidica, por ejemplo, por analisis MMUDOF, o puede darse

una separacion adicional de péptidos medianteMSIMS. Alternativamente, la mezde proteinas puede ser digerida
directamente (shotgun proteomicy luego ese extracto peptidico puede ser separado mediandSII@S. En el
enfoque de topdown, las mezclas complejas de proteinas se fraccionan y se separan en mezclas menos complejas,
seguda de la infusién de muestra dfifie en el espectrémetro de pas para la medicién de masa de proteina intacta y
fragmentacion de esta. Adaptado de Han et24l0850,
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2.4 Metodologia

2.4.1 Muestras deplasma sanguineo

El material biolégo se colectdé bajo el marco del proyecto Estudio exploratorio de potenciales
biomarcadores en Leucemia Linfoide Aguda en Colombia, realizado en el Grupo de Investigacion
en Hormonas del Departamento de Quimica. Las muestras de sangfi€ripgrse tomarornde

seis pacientes (Grupgmacientes con LB P1 a P6) sexo masculino y femenino entre 1 y 10 afios,
diagnosticados con LLA tipo B sin tratamiento para la enfermedad, cuyos padres firmaron el
consentimiento informado de inclusion en eltedio y el diligesiamiento de la encuesta
epidemiolégica para reconocer informacion clinm@sica(AnexoA-1), con la colaboracion del
personal médico de Centro dematoncoldgicalel hstituto Nacional deCancerologi&.S.B el
Hospital Departamental el Villavicencio. ds muestras control (Grupo controles: C1 a C6)
provienen de muestras de sangre periférica de voluntarios sanos asistentes a control pediatrico
en el Servicio de Salud UNISALUD, cumpliendo los mismos criterios de niUmero, sexo y rango de
edad que los paciees con LLA. Los protocolos de trabajo fueron avalados por los Comités de
ética de las instituciones participantes en el estudio (Are2p

2.4.2 Separacion de plasma y cuantificacion de proteinas

Las muestras seolectaron en tubos vacutain® con anticoagunte EDTA. Se tomaron
aproximadamente 4 mL de sangre y se centrifugaron a 1300xg durante 10 minutos a temperatura
ambiente. El plasma obtenido se centrifugd a 2400xg durante 20 minutos adicionales, hasta
obtener plasma pobre en plaquetas. 8mlizaronalicuotas de 50uL y se preservaror/8°C. Se
utilizé el método del &cido bicinconinico (BCA Pigtc&hermo Scientifi¢’ Rockford, LI, USA)

para la cuantificacién de proteina total en plasma y como estandar, albimina de suero bovino.
Se realizaron dilugnes seriadas para la elaboracién de la curva de calibracion (BBxo

2.4.3 Obtencion de plasma inmunodepletado

Se realizda inmunodeplecion del plasma utilizando el sistema en columna de inmunoafinidad
ProteoPref (Immunoafinity Albumin and IgG Depletigit, SigmaAldrich, StLouis MO, USA),

para remover especificamente albumina e Inmunoglobulina G, proteinas que ssnéacuen la
muestra de manera abundante y que pueden enmascarar la presencia de otras proteinas o
péptidos. El procedimiento se siguie acuerdo con protocolo del fabricante. Se cargaron 30uL
de plasma que equivalen a 2mg de proteina aproximadamemrtesli®/eron proteinas con un
buffer de equilibrio y se cuantificd la cantidad de proteina recuperada en la fraccién eluida,
utilizando & método del &cido bicinconinico (BCA Pi€fc@hermo Scientifi¢! Rockford, LI, USA).
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El plasmanmunodepletado se alnt@nd a-70°C en alicuotas equivalentes a 150ug de proteina.
Las proteinas retenidas en la columna también se eluyeron y se almacen2@iit.

2.4.4 Precipitacion de proteinas con acido tricloroacético

La proteina inmunodepletada se precipité por adicion déd@ctricloroacético (TCA) frio
suficiente para obtener una concentracion del 10%, se idadirante 1 hora a10°C y se
centrifugd a 880xg por 15 minutos a 4°C. gelletobtenido se lavo tres veces con acetona fria y
una ultima vez con una mezcla acedeagua 90:10, en todos los casos se centrifugd a 8500xg por
5 minutos a 4°C. Flellet de proteina se sec6 y se almacené78°C hastal momento de su
analisis.

2.4.5 Electroforesis bidimensional libre de marca

A Obtencion depooles

Los poolesde muestras se realizaron antes de la etapa de precipitacion con TCA. Se tomaron
alicuotas de 150ug de proteina y se realizaron tres pooles de ragemt cada grupo de estudio,

dos muestras popool (Tabla 25) y se completé a un volumen final de 200cph solucién salina
enseguida se llevo a cabo el procedimiento de precipitacion de proteinas con TCA descrito
anteriormente.

Tabla 2 5: Elaboracién depoolesparaelectroforesis 2DE libre de marcaje

CONTROLES Paciented LAB
Pooll Pool2 Pool3 Pool4 Pool4 Pool4
C1 C3 C5 P1 P3 P5
Cc2 C4 C6 P2 P4 P6

A Isoelectroenfoque

Sed dza LISYRASNRZY wmnn >3 RS LIPE & Soufet8e velyidvatmyicd RS LX SGF RI
(CHAPS 2%, anfolitos 0,2% ptD3DTT 40mM, azul de bromofenol 0,01%, urea/tiourea 7M/2M),

se sembraron en camara de focalizacion y enseguida se colocaron tiras seocagizadas

(ReadyStrip" IPG Strip BioRad, 7 cm pH d&@\L), ubiando el lado del gel directamente sobre

la muestra. Se dejé rehidratando de forma pasiva durante 1 hora y luego se focalizaron en el

sistema Protean® IEF Cell {Red), se cubrié toda l&a con aceite mineral (BiBad) para evitar

la deshidratacion y edobrecalentamiento de la tir&e siguiduna rampa de voltaje de gradiente

lineal de 50 V durante 11 h, 200 Ven 1 h, 500 Ven 1 h, 1000 V en 1 h, 2200 V en 1 h y finalmente

a 4000 V hastaompletar 12000Vh. Posterior al isoelectroenfoque, las tiras sdileigron con

buffer de equilibrio 1 (DTT 1M, Urea 6M, SDS 10%HRIs1.5M pH 8,80, Glicerol 85%) durante
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20 minutoscon agitacion suave, y luego cbaoffer de equilibrio 2 (IAA 135 mMJrea 6M, SDS
10%, TritHCl 1.5M pH 8,80, Glicerol 85%) durante @hutos con agitacibn suave. A
continuacioén, las proteinas se separaron por electroforesisPHIEE usando el sistema Mini
PROTEAN etra Vertical Electrophoresis Cell (®ad) a 20°C.

A SDSPAGE

Se polimerizaron geles de poliacrilamida al 12% segun prot¢émexoB-2). Las tiras IPGs con
lasproteinas separadas por sus puntos isoeléctricos se depositaron en el extremo superior de un
gel sellando la unién con agarosa 0,5% p/v lograr unamateficiente entre la tira y el gel. Los
geles se corrieronon tnarampa de voltajele 80V por 40 minutos, 100V por 1 hora y 12@éta

gue el frente de corrida alcanzara el limite del, gel buffer de electroforesis (TribIClI 25 mM,
glicina 192 mM, SB 0,1% a pH 8,30). La visualizacion de proteinas en |0sSIREAGE se
realizé segun protocolo de tincion de muestras con azul de Coomassie colei8al Sigma
Aldrich®) (AnexoB-3). Como marcador de peso molecular se utilizé6 el marcador Page™Ruler
Unstained Protein Ladder (Thermo Scientfi#26630 Rockford,|, USA).

A Andlisis de imagenes cuantitativo cdvielanie 7.0

Las imagenes de los geles bidimensionales se obtuvieron a través del documentador de geles
VersaDot" (BioRad®). Las imagenese capuraron en escala de grises a una resolucién de 300

dpi y de B bits/pixel, apta para el programa de andlisis de geles bidimensionales. Se utiliz6 el
programa Melanie 7.0 de Genebit Las imagenes smrgaron al programa, se recortaron a un
mismo tamafio y se ordenaron en el proyecto LLA, donde se crearon jerarquias de los grupos de
estudio (Figura45).

Figura 2 15: Orden jelarquico establecido para el analisis de imagemkesplasma sanguineo
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Para reducir la dimensionalidai® los datos se realiz6 un Andlisis de Componentes Principales
(PCA) empleando un algoritmo incluido en el programa. Para evaluar los cambios en d@expre
de las proteinas entre lodos grupos de esdio se realizo el andlisis estadistico de tendencia
central y dispersién de los datos de intensidad, volumen y area de spda con sus
contrapartes en otros geles. Se usaron dos test estadisticos pdiackiminacion de lospots

con expresion difamcial, el test de Anova y el test de KolmogeBmirnov a unnivel de
significancia de 0.05.

2.4.6 Electroforesis bidimensional diferencial (DIGE)

A Obtencion de pooles

Se solubilizarondn >3 RS LINRSILSINS/ I Ry bfgydepisis Ureq SMRGHAPS
4% plv, Tris 20mM pH 8,h0se sonico en frio con un sonicador ultrasénico de punta il
con 10 pulsos de 10 segundos y una amplitud del 40%, posteriormente se agit@nex
durante 30 segundoy luego se centrifugé a @00xg durante 15 minutos a 4°C.

Se realizaron pooles de muestras de acuerdo con la tablasg tomaron volimenes iguales de
cada muestra, Q5L en cada caso, se cuantificé la cantidad de proteina utilizando el método
RcD®(Bio-RadLaboratories, HérculeCA, USAAnexoB-3) y el resto de muestra se almacené a
-80°C hasta el momento del marcaje DIGE.

Tabla 2 6: Elaboracién de pooles parglectroforesis 2DEDIGE con marcaje

Pooll Pook PooB Pool4
PACIENTES3L PACIENTES# CONTROLES31 CONTROLES4
P1 P4 C1 C4
P2 P5 C2 C5
P3 P6 C3 C6

A Proceso de marcaje DIGE

Las proteinas se marcaron utilizando el sistema Amersham @YDyeE Fluor, minimal dye

labelingkit (2nmol) UK, siguiendo las recomendmes del fabricante (Anex&4). Brevemente,

aS d2YFINRYy pn >3 RS LINBGSNYlF RS OIFRF dzy2 RS f2a
de los fluoroforos Cy3 @y5 en hielo y en oscuridad durante 30 minutos. En ambas muestras se

introdujo un estandar interno que contenia, cantidadgsales de cad@ool marcado con el

FEd2NEF2NR /@Hd [ NBFOOAsYy RS YINDI2S a8 RS(dz2

minutos en oscuridad. Tras la reaccién de marcaje, los pooles y el estdndar interno se combinaron
en un mismo tubo de acuerdmu el disefio experimental (Tabla72. Cada uno de estos cuatro

L
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pooles de muestras marcadas se diluyeron 1:1maffer de isoelectoenfoque (Urea 8M, CHAPS
2%, azul de bromofenol 0,01%, IPG 1% fHQE Healthcarblppsala, Swedgry DTT 130mM).

Tabla 2 7: Disefio experimental para estudio comparativo por andlisis DIGE

Cy3 Cy5 Cy2
Estandar interno
Gel 1 Pooll PACIENTES 1 Pool3 CONTROLES 1 Pooll a Pool4
Gel 2 Pool2 PACIENTES 4 Pool4 CONTROLES 4 Pooll a Pool4
Gel 3 Pod4 CONTROLES 4 Pooll PACIENTES1 Pooll a Pool4
Gel 4 Pool3 CONTROLES 1 Pool2 PACIENTES 4 Pooll a Pool4

A Isoelectroenfoque

Las proteinas marcadas se cargaron mediante método de carga en copa en tiras de gel de
poliacrilamida de 24 cm con un gradie lineal inmovilizado de pH7 (ReadyStrig¥ IPG strips

pH 47, BioRad) previamente rehidratadas pasivamente durante 16 horas con 450piffdede
isoelectroenfoque (Urea 8M, CHAPS 2%, azul de bromofenol 0,01%), IPG 1% (GE 4
Healthcare Bjorkgdan, Uppsala, Swedgny DeStreak! 97mM (GE HealthcareBjérkgatan,
Uppsala, SwedénLas tiras se colocaron en una bandeja de cerarttan{™ IPGphor Manifold
Ceramic TrayGE Healthcare) que se situé en la unidad de focaliz&ttén IPGphdt Il sysem

(GE Healthcare) utilizando m@/tira a 20°C, se cubritodla la tira con IPG Cover Fluid (GE
Healthcare) para evitar la precipitacion de la urea.

Se siguiduna rampa de voltaje asi: 300 V durante 3 h, gradiente lineal de 1000 V en 6 h, gradiente
lineal de 8000 V en 2 h y finalmente @0V hasta estabilizarsea$ta completar 70000Vh.
Finalizado el isoelectroenfoque las tiras se incubaron con DTT 65nhffende equilibrio (Tris

50 mM pH 8,80Urea 6 M,Glicerol 30% (v/v), SDS 2%, y trazas de azul de bromofenol) durante 15
minutos y bego con IAA 143mM emuffer de equilibrio durante otros 15 minutos. A
continuacioén, las proteinas se separaron por electroforesisPHIEE en geles de poliacrilamida

del 13% usando el sistendtan™ Dalt Six devicéGE Healthcare) a 20°C.

A SDSPAGE

Se palmerizaron geles de acrildda al 13% segun protocolo (AneBeé). Cada tira tratada, con

las proteinas separadas en funcién de su punto isoeléctrico, se colocé en el extremo superior de
un gel de poliacrilamida sellando la unién con agarosa §,586eguado la eliminacion de
cualquier burbuja de airpara lograrun cantacto eficiente entre la tira y el gel. La SB'SGE se

llevd a cabo erbuffer de electroforesis (TrBICI 25 mM, 192 mM glicina, 0,1% SDS a pH 8,3)
durante cinco horas.
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A Andlisis de imagenesuantitativo en Progenesis SameSpots v 4.5

La adquisicién de imagenes se realizé en el escaner de fluoresdgmtiaod™ FLA 9500 (GE
Healthcare), las imégenes resultantes corresponden a la fluorescencia emitida por los
fluorocromos Cy2, Cy3 y Cy5 uniddasaproteinas presentes en cada gel. Ibagitudes de onda

de excitacidon/emision fueron correspondientemente Cy2 (473/520 nm), Cy3 (532/580 nm) y Cy5
(635/670 nm)todos los geleseescaneaon a una resolucion de 10@n. Las imagenes obtenidas

se analizaron usando el software Progenesis Same$@dd (Nonlinear Dynamics Ltd.), con el fin

de detectarspotsde proteina en cada gel y evaluar la expresion diferencial de los memmios

dos grupos de estudiBacientes LA-BversusControles. La cuantificacion de kmotsde proteina

se normalip usando el estandar interno (Cy2). Todas las imagenes de geles se alinearon a la
imagen de estandar interno correspondiente (Cy2) y cada imagen de estandar interno éaaline
un gel de refeencia (elegido por el usuario o sugerido por el programa). Después de la deteccién
y el filtrado despotsde proteina, las imagenes se separaron en dos grupos (Pacient&yLLA
Controle$ y se analizaron para determinar los cambios sign¥icaten la hundancia despotsen

el mapa 2D. Se generd una lista de resultados dedpstsdiferenciales en los dos grupos de
estudio, que inclu§ spotsde proteina con un valor d® de ANOVA menor que.@ y una
variacién de abundancia absolutlfl change mayorde 1,5. Inmediatamente después de la
adquisicion de imagenes, los geles se sometieron a un proceso de tincion con plataEShexo
compatible con el analisis de masas por MALOF/TOF, con el fin de visualizar $p®ts de
proteina y conseantemente levar a cabo el proceso de corte de kmotsdiferencialmente
expresados, resultado del analisis de iméagenes.

2.4.7 Analisis mediante espectrometria de masas en tandem

A Digestion con tripsinan gel

Losspotsdiferenciales se cortaron, se transfidm a tubos de 1.5 my. se digirieron con tripsina
(Promega, Madison, WI, USA)ng/mL en NEHCQ 50mM, durante18 h a 37C de acuerdo con
el protocolo de digestion (Anex®7). El extracto con los péptidos se conté en Speed Va¥!
hasta sequedad.

Parael caso de lospotsprovenientes de los geles marcados con DI@ESpotsdiferenciales se
cortarony se sometieron a digestion con tripsina (Promega, Madison, WI, USA) en un digestor
automaético Digestor Digest ®MS, siguiendo el protocolo de digestiphnexoB-8). El extracto

con los péptidos skevdasequedadcen Speed Va¥.
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A Identificacion de proteinas mediante MALDI TOF/TOF

El andlisis MALDI TOF/TOF de dpsets provenientes del andlisis 2DE se llevo a cabcelen
Instituto Oswaldo Cru&o de Janeiro, Brasil.

Los péptidos tripticos se solubilizaron en 5uL de una solucion de metapuaMeOH HO) 1:2

con acido trifluoroacetico (TFA) al 0.1%. Se mezcl6 uoaoth 0.5uL de solucion de péptidos y
0.5uL de matriz décido h -Ciane4-hidroxicinamico CHCASigmaAldrich®) en ACN+O (1:1)

con TFA 0.1%. La mezcla se sembré en una pla¢DIOpti-¢ h Cu oy n @B BCEIEXA y & S NI
Framingham, MAy se permitié su caristalizacion. Las muestras se analizaron en el rango m/z
de 800 a 4000 enruespectrometro de masa8B SCIEX TOPF 5800 (Applied Biosystems,
North Warrington, Cheshire, United Kingdom) operado en modo positivo. Los espectros MS se
calibraron con una mezcla patrén de cinco péptidos:-Aegl-bradkinina (m/z 904.4680);
angiotensgna | (m/z 1296.6850); Glufibrinopéptido B (n/z 1570.6770); ACTH q17) (n/z
2093.0870) and ACTH ¢B®) (m/z 2465.1990). Los espectros MS/MS se calibrarsemdo los

iones fragmentados de la angiotensina |.

El analisis de MALDIOF/TOFle losspotsprovenientes del andlisis 2EIHGE se llevo a cabo en
el Laboratorio de Proteémica CSIC/UAB Barceltspana.

Los péptidos tripticos se suspendieron en 5uL de una solucion de M&OHL:2 con TFA al

0.1%. La muestra de péptidos se sembnduna placa d®MALDIOpti¢ hCu oyn @Bff Aya
SCIEX se cargaron Ol de mezcla de péptidos tripticos y enseguida, antes de secarse, se
cargaron 0.fLde solucion de matricHCAAB SCIB>3.3mg/mL en ACNH,O 1:1 con 0.25% TFA

y se dejo secar a temperatura ambten Las muestras se analizaron automaticamente e¢n

rango de m/z de 800 a 4000 en espectrometro de masastippy nn a! [ 5 L(Applle€Ck ¢ h Cx
Biosystems/MDS SC)EXcontrolado por el softwaren n a1 n { SN S &Appked LI 2 NB N.
Biosystems/MDS SCI)EX operado a modb positivo. Para laalibracion externa se utilizé el
estandarPeptide Calibration Standard (Bruker) que consiste en ueacka de seis péptidos:
angiotensim Il (m/z 1046.5418); angiotensinl (m/z 1296.6848),Substani@ P (m/z 1347.7354;

Bombesima (m/z1619.8223;, ACTH clip-17 (m/z 2093.0862, ACTH clip 289 (m/z 2465.1983,

Somatostatia 28 (m/z 3147.4710. Los espectros MS/MSe calibraronusando los iones
fragmentados de la angiotensinaMara el andlisis de masas en tandem (MS/MS) se escogieron

los cinco ionegpéptido de mayor intensidad para fragmentacion por CID.

2.4.8 Busqueda en bases de datos

La identificacion de proteinas se realizd la plataforma MASC®T (Matrix Science, London,
UK), a partir de la informacion de espectros MS ycaugespondientes MS/MS y utilizando la
base de datos Swidarot (Swiss Institute of Bioinformatics (SIB); Ginebra, Sligs). programa
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proporciona una lista priorizada que incluye aquellas proteinas que presentan mayor
probabilidad de corresponder con [aoteina analizada en funcion de su huella peptidica y
emparejamiento de péptidos. Los parametros de busqueda estabkedigeron: tolerancia de
masas de 50 ppm, carbamidometilacién de cisteinas como modificacion fija y oxidacién de
metionina como varialet y 1 como numero maximo de errores en el corte de la proteasa.

2.5 Resultados

2.5.1 Preparacion de la muestra para 2DE con yrsiarcaje

Los resultados de la cuantificacion del plasma completo provenientes gad@ntesy controles
se muestran en la tabla& Se encontré una diferencia significat{fPa<0.05)entre la cantidad de
proteina en el plasma completo gmcientesfrente a loscontroles(Figura 21L6A), la integridad
de la proteina se verific6 mediante electroforesis FIDGE en una dimension (Figara7).

Tabla 2 8: Cuantificacion de proteinan plasma

Muestra Concentracion de proteina  Concentracién de proteina
(mg/mL) en Plasma completc (mg/mL) en Plasma
inmunodepletado
C1 71,17 3.38
Cc2 79,26 2.14
C3 80,12 3.16
Cc4 79,87 2.74
C5 70,06 2.51
C6 64,25 2.95
P1 71,11 2.61
P2 45,48 2.95
P3 57,03 3.04
P4 67,59 3.79
P5 69,69 3.06

P6 6512 2.64
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Figura 2 16: Niveles de proteina en plasma sanguineo
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Cuantificacion de proteina mediante el método de BCPPlasma Completanedia controles 74.12 mg/mL, pacientes
62.97mg/mLB. Plasma Inmunodepletadanedia cntroles 281 mg/mL, pacientes B1 mgmL Prueba de andlisis t
Studentutilizando el programa GraphPad Prism P<0.05.

Figura 2 17: Pefrfil electroforético del plasma sanguineo
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A Inmunodeplecionde plasma sanguineo mediante el sistema ProteoPrep®

Debido a que el plasma es una muestra biol6gica con un amplio rango dirdemoncentracion

gue se separa en unos H2denes de magnitud, entre 600mM hasta niveles muy bajos del orden

de femtomoles/L de sangt®, se requiere disminuir su congjidad por medio de la eliminacién

de proteinas abundantes. En nuestro caso se utilizo el sistema comercial ProteoPrep®, el cual se
basa en una cromatografia de afinidad que remueve en méas de un 80% de las proteinas albumina
e inmunoglobulina G, que sorpsl de las proteinas mas abundantes enspla y las cuales
pueden enmascaran al resto de proteinas plasméticas cuando son separadas en geles
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bidimensionales. La fraccion eluida se utilizé para la elaboracién de geles losnisidimalesLos
resultados ded cuantificacién de proteina inmunodepdeta se muestran en la tabla& En este

caso no se observa diferencia significativa entre los dos grupos de estudio (Fb&BY. Eh
seguida se procedid a correr las muestras eotedoresis en dos dimensionesin cuantificacion
adicional para evitaotra manipulacion de la muestra y facilitar la disposicion de la muestra en
buffer de IEFlas condiciones de andlisis para la obtencion de geles bidimensionales de plasma
sanguineo & habian previamente estandaaidas en el grupo de investigactén

2.5.2 Obtencion de gles bidimensionales 2DE y andlisis de
imagenes por Melanie 7.0

Se obtuvo un total de 18 geles bidimensionales. Se realizaron tres pooles de dos muestras cada
uno, teniendo tresédplicas técnicas de cadaol, tal ®mo se ilustra en la figura 8.

Figura2- 18: Disefio experimental, @plicas técnicas y biolégicas para el andlisis de 2DE

Rk KR fi e
1 2 3 4 5 6

3 Réplicas
Bioldgicas

\ | \ ' | l '

@ @ -@ Triplicado de geles
‘ 9 geles
| LN
i ; E | ; i Réplica Técnica

El IEF y la electroforesis SPSGE, se realizaron en formato de 7cm con geles al 12% de
poliacrilamda. Finalizado giroceso de tincién coazul de Coomassie, la adquisicion de imagenes
se llevé a cabo en el documentador VersaDoc-RBid®) a través derogramaQuantity One
(BioRad®) para posterior andlisis de imégenes. La Figd@ rduestra el peif proteico
bidimensional representativpara el plasma sanguineo inmunodepletado dgpaalde controles

y unpoolde pacientes.
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Figura 219: 2DE de plasma sanguineo de controles y pacientes corBLLA
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man>3 RS lethdd deVyG y Rfinina, se separaron posPAGE usando tiras IPG de 7cm{ABNL y geles

de poliacrilamida al 12%, las proteinas se visualizaron por tincion con azul de Coomassie c@bBidabesuso el
marcador de peso moleculaageRuler UnstaineBroad Range Protein Ladder (#26630, Thermo Scienfifippol 1
ControlesB. pool 4 Pacientes LEB\ En el recuadro se resaltan spots que por simple inspeccién visual se pueden
considerar diferenciales o ausentes/presentes.

La observeidn visual de logeles muestra un buen perfil electroforético, buena resolucsfots

bien definidos y patrones de separacion sjgots comparablesindicando que la metodologia
ejecutada fue exitosa y que su variabilidad fue baja. Asimismqueeen olservar spots
diferenciales entre los grupos de estudio que podrian 0 no estar relacionados con el estado
fisiol6gico de los individuos.

A Andlisis de imagenes comparativo

El andlisis comparativo de imagenes de geles 2D se realizé utilizandgeinpaMelanie 7.0
Brevemente, una vez cargadas las 18 imagenes de los geles 2D correspondientes a controles y
pacientes, se procedio a un recorte eigtasparatener un area homgénea.En el proyecto LLA se
crearon jerarquias de andlisis (Controles y Pacientes) que representan los dos grupos de estudio y
dentro de cada una de estas jerarquias se almacenaron las 9 imagenes correspondientes al
mismo grupo (Figur@-1). En seguida skevo a cabo la deteccién depots de acuerdo con
parametros establecidos por el programa. Se seleccion6 una imagen de referencia, que
correspondia a la imagen con el mejor patrén de separacion y el mayor nimespote
detectados, yposteriormente, seestablecié un spot de referencia olandmark que estuviera
presente en todas las imagenes para fijar su posicion durante el emparejamiento y facilitar asi el
alineamiento entre las réplicas y grupos de estudio. Se realizd el emparejansistdmatico

entre los geés de cada jerarquia, alli casglpotse alined con sus semejantes en todos los geles,

Por ultimo, se realiz6 una curacién manual, con el fin de eliminar fafsutsy corregir falsos
emparejamientos. La etapa de emparejamiento gides se verificdnediane el porcentaje de

spots pareados frente al gel que fue tomado como referencia que para este caso fue el gel
PoolzO2 y G NRf Sa¢ @ [2a NBadzZ#9GlI R2&a &S Ydz$SaiuNly Sy

t
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Tabla 2 9: Porcentaje de emprejamiento entre bs geles 2D frente al gel de referencia

Grupo de estudio Nombre del gel Match Count PercentMatches
Controles pooll gel 1 402 98
pooll gel 2 406 94
pooll gel 3 328 93
pool2 gel 1 420 94
pool2 gel 2 413 90
pool?2 gel 3 430 95
pool3 gel 1 377 97
pool3 gel 2 376 92
pool3 gel 3 379 95
Pacientes pool4 gel 1 481 97
pool4 gel 2 477 93
pool4 gel 3 460 95
pool5 gel 1 509 97
pool5 gel 2 499 93
pool5 gel 3 472 92
pool6 gel 1 413 96
pool6 gel 2 425 91
pool6 gel 3 399 91

Después de realizado el emparejamiento entre geles, se realiz6 un analisis de componentes
principales que se muestra en la figurd @ y con el cual pudimos evidenciar en una primera
etapa la existencia de diferencias significagiven los perfiles @ exgesion globales entre las
muestras. La figura-20 muestrala proyeccion de factores de todas las muestras en estudio, se
observan algunos emparejamientos que se resaltan lejos del origen y que son los mas
significativos para podatiferenciar los dogrupos de estudio. Pero, ademas el PCA permite ver

la similaridad que existe entre los geles; los geles de los controles se encuentran ubicados todos
en el cuadrante inferior mientras que los geles de los pacientes ceB kkAncuentin todos en

el cuadante superior, asi, las dos poblaciones de estudio tiesgotspareados caracteristicos

gue permiten diferenciarlos del otro grupo.
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Figura 2 20: PCA de los geles E2n comparaciorpacientesvs. controles en Melanie 7.0
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Componente 2

Componente 1

Finalmente se ejecutd el proceso de analisis de clases que permite identificar variaciones en la
expresion de proteinas entre los dos grupos de estudio. Los resultados se filtraron
considerandose cuatro parametros para araligpots diferenciales:Match count(=2), el cual

indica el nimero de grupos de estudio o clases en las cuakgsoeésta presente y pareado.
También se tuvieron en cuenta lspotscon un valor deMatch countde 1, lo cual indica que el
spotsolo se detecté enno de los grupos destudio y no fue pareadoUn fold change> 2, unP

de ANOVAmenora 0.05y el resultado de la prueba estadistica BelmogorovSmirnoven donde

se definieron como significativos vads superiores 0.309 que corresponde al valor paraiuvel

de significaion de 0.05 para un n igual a 18.

Bajo estos criterios se encontraron 8potspareados con expresion diferencial significativa, los
spotsunicos en cualquiera de los grupos de e#utambién se consideraron diferenciales, el
resumendel andlisis de cies se muestra en la figure22.
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Figura 2 21: Representacion de lospotsde proteina con expresion significativa encontrados
en la comparacion de los perfiles proteicos gacientesy controles

Analisis de clases melnnie
956 MATCH EN TOTAL

80 MATCH DIFERENCIALES
6 AUMENTADOS
29 DISMINUIDOS

2.5.3 Andlisk de proteinas poespectrometria de masas d&pots
con expresion diferencial

De los 8Gspotsconsiderados diferenciales, 63 de ellos permitieron una facil visualizacién dada su
intensidad y su tamafio. Estepotsse recortaon del gel, se sometieroa unproceso de lavado y
posteriomente adigestion con tripsina. Los péptidos tripticos se ern@j del gel y analizaron
mediante espectrometria de masas MALDI TOF/TOF. Los espectros de masas obtenidos se
utilizaron para la identificacion de proteinas usanBiASCOW! como motor de busqueda.
MASCOT es una herramienta basada en el sistema de puntuacién estadisticd®¥pweemite

la identificacion de proteinas por huella peptidica y a partir del espectro de fragmentacion (PFF).
MASCOT calcula lagbabilidad de un emparejamiento aleatorio entre un pico del espectro y la
relacion m/z calculada a partir de la secuencia de un péptido o fragmento para cada una de las
entradas de la base de datos. En funcion del nidmero de picos ne@neenparejados yoks
calculados por azar, se ordenan los candidatos en un ranking de pifmubos parametros de
bldsqueda establecidos se muestran en la tabl®2Los criterios para una identificacion positiva
fueronP<0.05 yYMASCOT score4.
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Talda 2- 10: Pardmetros de busqueda en MASCOT modo MS/MS para 2DE

Parametro Descripcién
Base de datos SwissProt
Enzima Tripsina
Taxonomia Homo Sapiens (Human)
Error de corte permitido 1
Cuantificacién Ninguno
Modificacionesifas Carbamidometacion enCys
Tolerancia Péptido +/ 1,2 Da
MS/MS tol +f 0,6 Da
Carga del péptido +1
Modo de reportar masa Mono isotépico
Instrumento MALDITOFTOF

Finalizado el proceso de busqueda y depuracién manual de resultados se logeaniifical seis
proteinas en seispots La tabla 2L1 muestra el listado de proteinas identificadas y la figue2 2
muestra la ubicacion destasen un gel representativo.

Tabla 2 11: Proteinas con expresion diferencial entmacientes LLMAy controles, metodologia
2DE MALDTOF TOF

Expresion en e Cédigo | MASCOT Péptidos/ PM pl
spot ; Identificacion . L. b
pacientes Uniprot score Matches tedrico | tedrico
40 Disminuye =~ PMiNOgeno o600 105 5(4) 956 570
cadena alfa
55 Disminuye Protrombina P0O0734 147 5(4) 72 5,70
g3 =~ EXClusvo o cminégeno | P0O0747 129 4(3) 93 7,04
control
136 Aumenta Complemento C3 P01024 265 7(4) 188 6,02
379 Exclusivo Fibrinbgeno P02679 93 2(2) 52 5.30
control cadena gama
375 BXClusvo o ansferrina | P02787 245 8(6) 79 6,80

paciente
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Figura 2 22: Mapa bidimensional Asignacion deproteinas con expresiodiferencial entre
pacientesy controlessegun2DEMALDITOFTOF
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Los spots de proteina se digirieron con tripsina, se anatizaor MALDTOF/T@E y se identificaron utilizando el
software MASCOT, modo MS/MS vy los parametros de blsqleddaTabla 26. Los resultados se compararon con el
mapa DEpara plasma sanguineo humano de Expasy Swiss2D PAGEP Database

http://world -2dpage.expasy.org/swisadpage/

2.5.4 Obtencion de geles bidimensionales 2[DEGE y analisis de
imagenes por Progenesis SarSpots

A Ensayos preliminares

Los resultados anteriores muestran una aparente bajeiegfcia del procesglobal, tanto en la

parte correspondiente a la 2DE como en la parte de identificacion por espectrometria de masas
MALDI TOF/TOF. Pese a que se encamir80spotsdiferenciales en el analisis de imagenes, solo

se logré la identificacib de seis proteina€sto por dos razones, primero, solo se cortaron 68 de
los 80spotsdiferenciales, debido a que en el gel no se lograba una buena visualizaciéon o se
trataba de unspot muy pequefio. Y segundo, aunque se sembraron los péptidos tripticos
proveniente de esto$8 spotsen la placa MALDI, solo 20 de ellos lograron tener informacion de
masas suficiente para adjudicar una identificacién de proteina apseresultando en que solo

6 spotstuvieron identificaciones con un alszorey unP <0.(b, los otros archies de informacion


http://world-2dpage.expasy.org/swiss-2dpage/
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no alcanzaron el umbral minimo para la asignacién de proteinas o solo identificaban queratinas
contaminantes.

De modo que con miras aumentar la informacion de proteinas diferenciales en plasma
sanguineo entrepacienes con LLA y controles sanos por medio de la metodologia de
electroforesis bidimensional, se decidié llevar a cabo un experimento con marcaje DIGE en
formato grande, esto es aumentando el tamafio del gel y en consecuencia cargando mas
proteina. La técnicaDIGE tiene com ventaja analizar muestras complejas marcadas con
diferentes fluorocromos en un mismo gel, evitando el problema de la variabilidad entre geles y
permitiendo normalizar las intensidades de $potscon un Unico estandar interno.

Para manteer los parametos el experimento de 2DE anterior, se realizaron pooles de muestras

y se separaron mediante 2DE. En un primer ensayo, para evaluar el escalamiento a un formato
grande, se separaron mediante isoelectroenfoque en tira de gradiente inmowilideagH 310NL

de 24 cm, 150 de unpool de proteina inmunodepletada proveniente de una muestra control y
una muestra de paciente, y posteriormente se llevo a cabo la electroforesiB/SBES en un gel

de acrilamida al 13%, la figura23 muestra el gel 2DE resultantditdo con pla&.

Figura 2 23: Gel2DE formato 24cm de plasma sanguinemunodepletado

3 4 4,8 53 5,6 5,9 6,2 6,8 8,0 9,2 10,4

mpn>3 RS LX I ayYl RSLX SiGlR2 RS-PAGH Dsaritlo tirab IP@ deR4Em-ABINE § gelesS LI NI NE y
de poliacrilamida al 13%, las protegnge visualizaron por tincion con plata.
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Se observa que el patrén de separacion es bueno, pero seaagsdt en los extremos del gel,
esto es a unos valores de pH menor de 4 y mayor a 8, no hay una concentracpotsle

importante. Por lo tanto, se date hacer urzoomde pH para lograr una mejor separacion de
spotsen el area donde se concentran.

En esé segundo ensayo, se separaron mediante isoelectroenfoque en tira de gradiente
inmovilizado de pH-Z lineal de 18 cm, 15@ de proteina inmunodepletadproveniente de una
muestra control y una muestra de paciente por separado. Luego se llevé a cabctiaf@lesis
SDSPAGE en gel de acrilamida al 13%. La figteé @uestra los geles 2DE resultantes tefiidos
con plata.

Figura 2 24: Gel2DE formato 18 cm del@sma sanguineo inmunodepletado
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mpn>3 RS LX I &Yl aR@nids Sdisefrraronp& I GHusaiddo tiras IPG de 18cm pHliheal y

geles de poliacrilamida al 13%, las proteisasvisualizaron por tincion con plata. A. Muestra control. B. Muestra
paciente LLAB.

Se observo um separacion mayor de Iepotsen el rango de pH de-Z y se decidio6 utilizar estas
condiciones para el experimento con marca.

A 2DE DIGE

Las muestras inmwudepletadas se mezclaron en cuatro pooles diferentes, como se muestra en la
tabla 26. El marcaje @ las muestras se realiz6 de maaeruzada para evitar artefactos debidos

al marcaje de un fluoréforo especifico a una condicion dada. Una mezcla de dasdusoles se
marcé con Cy2 como estandar interno. Los cuatro pares Cy3 y Cy5 se combinaron somezcla
con el estandar Cy2 como se estra en la tabla Z. Las proteinas marcadas se separaron en
2DE, segun parametros establecidos y las imagenes se adyuieie las tres longitudes de onda

de los fluorocromos. La figuraZzb muestra los geles 2DE DI®E cada uno de los fluorocromos,

la imagen de fluorocromos superpuesta y el gel 2DE DIGE tefiido con plata.
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Figura 2 25: Perfiles comparativos 2B-DIGE de plasma inmunodepletado de pacientes{B\A
controles
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mpn >3 R Snmudbdeglevatio se separaron por -PBGE usando tiras IPG de 18cm pH lieal y geles de
poliacrilamida al 13%. Las imagenes se adquirieron con un egddrilerorescencia TyphoonTM. A. fluorescencia azul
(Cy2), B. fluorescencia verde ILYC. fluorescencia roja (Cy5) D. Imagenes sobrepuestas con los tres fluorocromos. E.
Gel tefiido con plata.

Se utilizé eprograma Progenesis SameSpots ({i6&nlinear Dynanics Ltd.). Se cred un proyecto
llamado LLAIGE y se cargaron las imagenes, s@atenuatro geles y tres imagenes por cada gel,
para un total de 12 imagenes en andlisis. Se verificd que las imagenes se agruparan
correctamente a cada gel y se procediGaliheamiento automatico de geles. Las imagenes de
geles se alinearon a la imagenl déstandar interno correspondiente (Cy2) y cada imagen de
estandar interno fue alineada a una imagen del gel de referencia, que en este caso correspondio
a la imagen del gel Cy2. La cuantificacion de Ispotsde proteina se normalizusando el
estandarinterno (Cy2). Después de la deteccion y el filtradspletsde proteina, las imagenes se
separaron en dos grupoddcientes LB y Controles) y se analizaron para detenani los
cambios significativos en la abundanciagpmtsen el mapa 2D. Se alinearain total de 1722
spotsde proteinas entre todas las imagenes, 22 de los cuales fueron diferencial®<6dib y

fold change>2 (Fjura 226). Se cortaron del gel5 deestos 22spotsdiferenciales debido a que
aunque se visualizaron en el prografgenesis SameSpot® se visualizaron en la tincion con
plata yposteriormentesesometieron adigestion con tripsina en digestor aut@tico.

La identificacion de proteinae realiz6 mediante andlisis de espectrometria de masas, tanto por
MALDI TOF/TOF mm por LEMS/MS. Los resultados de las identificaciones se muestran en la
tabla 212. La estrategia de HIS/MS es mucho mas sensilylgoermite la identificacion de mas

de wna proteina porspot, aun asi, la identificacién por MALDI TOF/TOF coincidi6 es tod
casos con la identificacion por LCAWS.
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Figura 2 26: Resultado del andlisis de imagenegediante Progenesis SameSpots v4.5 en
plasmainmunodegdetado depacientesLLABY controles
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A.Imagen 2DE Cy2 donde se uhitas spots de proteina diferencialmente expresados cdhdmANOVAOQ.05 y un
fold change> 2 en plasma inmunodepletadoR#&Eentesvs. controles.B. spot 5047: vista 3[@n un mismo gel y vista
2D en varios gele€&.spot 4294: vista 3D en un mismo gelista 2D en varios geles.
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Tabla 2 12: Proteinas con expresion diferencial entpacientes LLA Yy controles, metodologia
2DE DIGE y anélisie masa

Spot Expresion  Analisis de Cadigo Descrigion Score  #péptidos MW pl
en masas Uniprot Unicos [Da] Tedrico
pacientes /Matches
2775 Aumenta LGMS/MS P02787 Serotransferria 520.90 60 77.014 7.12
LGMS/MS P01871  IgcadenamuregionC 54,17 13 49.276  6.77
LCMS/MS P19827 Cadena pesadaHld 6.29 2 101.326 6.79
la Inter-alfa-tripsina
MALDI P02787 Serotransferria 99 5(3) 79.294 6.81
2780 Aumenta LCGMS/MS P02787 Serotransferria 520.90 60 77.014 7.12
LGMS/MS P01871 Ig cadenanregion C  54.17 13 49.276  6.77
LGMS/MS P01023 Alfa-2- 5.68 2 163.188 6.46
macroglobulim
MALDI P02787 Serotransferria 63 3(2) 79.294 6.81
2894 Aumenta LGMS/MS P01009 Alfa-1-antitripsina 163.99 22 46.707  5.59
LCGMS/MS P010423 Isoforma 3 del 8.56 2 43.794  6.43
Kininogem-1
LCGMS/MS P01011 Alfa-1- 8.30 2 47.621  5.52
antiquimiotripsira
LCGMS/MS P01023 Alfa-2- 5.68 2 163.188 6.46
macroglobulim
LCGMS/MS Q5T749  Queratinocitorico en 6.61 3 64.093 8.27
prolina
MALDI P02787 Alfe-1-antitripsina 65 3(2) 46.878 5.37
2906 Aumenta LCMS/MS P01009 Alfarl-antitripsina  163.99 22 46.707  5.59
LGMS/MS P010423 Isoforma 3 del 8.56 2 43.794  6.43
Kininogenel
3075 Aumenta LGMS/MS P007382 Isoforma 2 de la 52.39 10 38.427 6.60
Haptoglobira
MALDI P00738 Haptoglobira 64 3(2) 45861 6.13
3085 Aumenta LCMS/MS P007382 Isoforma 2 de la 52.39 10 38.427  6.60
Haptoglobira
LCMS/MS P01024 Complemeno C3 23.98 5 187.030 6.40
LCMS/MS 043866 AntigenoCD5like 4.16 2 38.063 5.47
LCGMSMS P010092 Isoforma2de laalfa 2.18 2 40.238  5.47
1-antitripsira
MALDI P00738 Haptoglobia 104 2(2) 45.861 6.13
3080 Aumenta LCGMS/MS P25311 Zincalfa-2- 34.93 8 34.237  6.05
glicoproteira
LCGMS/MS P01024 Complemeno C3 23.98 5 187.030 6.40
LCGMS/MS P007382 Isoforma2dela 52.39 10 38.427  6.60
Haptoglobina

5046 Disminuye LGMS/MS P02647 ApolipoproteinaA-l  24.52 7 30.759 5.76
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MALDI P02647  Apolipoproteinad-l 79 2(2) 30.759 5.75
4294 Aumenta LGMS/MS P007382 Isoforma2dela 52.39 10 38.427 6.60
Haptogldina
LCGMS/MS Q5T749  Queratinocitorico en  6.61 3 64.093 8.27
prolina
LCGMS/MS Q86YZ3 Hornerira 4.33 2 282.228 10.04
5047 Disminuye LGMS/MS Q86YZ3 Hornerira 4.33 2 282.228 10.04
5053 Disminuye LCGMS/MS P02647 Apolipoproteinad-l  24.52 7 30.759 5.76
5054 Disminuye LCGMS/MS P02647 ApolipoproteinaA-l ~ 24.52 7 30.759 5.76
LGMS/MS P026792 Isoforma Gamsh de 6.50 2 49.465 6.09
la cadena gama del
Fibrindgeno
5061 Aumenta LCGMS/MS P007382 Isoforma 2 de la 52.3 10 38.427  6.60
Haptoglobira
LCGMS/MS P25311 Zincalfa-2- 34.93 8 34.237 6.05
glicoproteira
LCGMS/MS P01024 Complemend C3 23.98 5 187.030 6.40
LCGMS/MS P010092  Isoforma2de laalfa 2.18 2 40.238 5.47
1-antitripsira
LCGMS/MS P02750  Alfa 2Glicoproteina 5.22 2 38.154  6.95
rica en leucina
LCGMS/MS P06727  ApolipoproteinaA-lvV  4.87 3 45.371 5.38
MALDI P00738 Haptoglobira 85 3(2) 45.861 6.13
5065 Aumenta LGMS/MS P007382 Isoforma2dela 52.39 10 38.427  6.60
Haptoglobina
3206 Disminuye LGMS/MS P026792  IsoformaGamaAde 6.50 2 49.465  6.09
la cadena gama del
Fibrindbgeno

La tabla presenta la identificacion de proteinas realizada por las dos estrategias utilizadas: MALDI TOFME&IM$ LC
para cada spot analizado, indicando el nUmero de matglaea laidentificacionpor MALDI TOF/TOF y el namero de
péptidos Unicos para la identificacion por-MS/MS
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2.6 Discusion

El andlisis protedbmico basado en 2DE para la busqueda de biomarcadores de enfermedad ha sido
una estrategia ampliamente utilizadaarticularmente en la hisqueda de biomarcadores en
fluidos bioldgicos de facil acceso como la sattgié

La aproximacién 2DE trae ciertas desventajas que, dependiendo degianpat de investigaciq

podrian ser muy relevantedal es el caso de la aplicabilidad el analisis de proteinas de
membrana o muy hidrofobicas, proteinas muy grandes o muy basicas y en proteinas de baja en
abundancia. Sin embargo, ofrece mdltiples \&a$ que la mantienewigente, la 2DE sigue
siendo la Unica técnica protedmica que permite visualizar el perfil de proteinas de un extracto de
una forma sencilla ¥condmicaincluyendo la visualizacion de isoformas de proteinas y PTMs a
través de cambiosn la posicion de lospotsen la direccién debunto isoeléctrico Mas aun, los

geles 2D son también un medio para el almacenamiento de proteinas intactas durante varios
meses. Ahora bien, pese a que en la comunidad cientifica se ha afirmado mucha dees & f |
electroforesist £ S35 | adz FAYyS Ff YSy2a Sy LINRBGiSsYAO!I ¢
demuestran lo contrarig muchas estrategias en protedmica incluyen separaciones
electroforéticas que optimizan los resultados y logran aumentar elerd deidentificacione$™,

En este sentido las estrategias basadas en gel son aun validas para el piuddisisico y en
nuestra investigacion, la 2Dfe una posibilidad para la busqueda de biomarcadores de
enfermedad, puesto que tenemos una muestra de proteinas solubles y que en su mayoria no se
consideran extremadamente basicas o 4cidas.

En esta investigadn, la2DE, ya sea con tincion @oomassie utilizando marcaje DIGE, nos
permitié visualizar los proteomas plasmaticos de los dos grupos de estudio y evidenciar
diferencias en el perfil depotsde proteinas mediante el andlisis de imagenes, desde dorad
podiamos evidenciar diferencias. Hasta este punto, la separacién por electroforesis era aceptable,
pues se habfalogrado obtener geles 2DE con buena separacidrsmasde proteinas y alta
reproducibilidad. Sin embargo, el andlisis de masas posteaimbioun poco el panorama y la
percepcion de la metodologia basada en gel. Cuando los extractos tripticos se sometieron a
andlisis de masas mediante MAITIDF/TOF los resultados de identificacibn mostrazolo una
proteina significativa pospot (Tablas2-11 y -12) y en algunospots no se logré ninguna
identificacion, por esta razon en el ensayoEIDIGE, se decidi6 analizar los extractos tripticos
provenientes de todos lospotsde proteinas diferenciales por IMS/MS, para identificar y/o
confirmar la protehas presentes en cadgot Los resultados de masas mostraron que csuta
contenia mas de una proteina, por ejemplo,spbt 2894 (Tabla 22) tenia cinco proteinas
diferentes identificadas mediante {MIS/MS, mientras que en MALDI TOF/TOF soldes#ificd

una de ellas, la alfa-antitripsina, las otras cuatro proteinas pudieron haber escapado del analisis
por MALDI TOF/TOF por varias razones, mopghlemente por su menor concentracion en la
muestra, pero también podria ser porque los péptidds esas proteinas no se ionizaron
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completamente de modo tal que no volaron, esta condicién es indispensable para el andlisis
TOF/TOF, si el péptido no se immino vuela y no se detecta.

Ante estos resultados, nos enfrentamos a una situacion ambiguasaber con exactitud cuéles
eranlas proteinas que sencontrabanrealmente alteradas en cadgpot, si cadapotde proteina
teniatres, cuatro, cinco o mgwoteinas, ¢ cual de ellastabadisminuida o aumentada? ¢ Debido

a cual de esas proteinassgloteradiferencial? No lo podemos saber con certeza. El resultado de
esta estrategia basada en gel, si bien nos permite ver el perfieipootdel plasma de los
pacientes y los controles y nos brinda un panorama global de algunas de las proteinas alteradas,
no llega al nivel de certeza para proponer una o varias proteinas definitivamente alteradas entre
los grupos de estudio.

Otro aspecto metodolégico fundamental para resalar en este capitulo es la inmunodeplecién de
proteinas abundantes. Los protocolos pa&faanalisis protedbmico de plasma concluyen, en la
mayoria de los casos, que debe realizarse un prodesieplecion de poteinas abundantes o un
proceso de enriquecimiento de proteinas de baja abundatfci® y este enfoqa es muy
conveniente en la busqueda de biomarcadores, puesto que en muchos casos las proteinas
marcadoras de enfermedados proteinas de bajo nivel de expresiébn que pueden verse
enmascaradas en el analisis. Sin embargo, no debe desecharse la idea de puntelfmas de
mayor abundancia también pueden ser consideradas marcadores de enfermedad y ain mas
teniendo en cuenta quenuchas de ellas son proteinas de anclaje o transportadoras.

Nuestra investigacion utilizé la inmunodeplecion de dos de las proteféss abundantes en
plasma sanguineo, IgG y albumina. Pese a que en el mercado se disponen de métodos para retirar
las veitie proteinas mas abundantes en plasma, la conveniencia de eliminar esas proteinas puede
ser debatida, y mas en investigaciones dirigidala busqueda de biomarcadores, pues como se
menciond muchas de ellas actian como proteinas de anclaje, de modo tabcquedrian estar
retirando proteinas adicionale€bmo sea el caso, se ha evidenciado que aunque solo se realice
un proceso de inmunagplecion de dos proteinad almero despotsen un gel 2DE aumenta
dramaticamenté® % En nuestro caso,oks geles 2DE obtenidos evidencian un proceso de
inmunodeplecion exitoso que permitid la visualizacion de cientospdés, ya sea mediante el
software Melanie 7.0 o mediante Progenesis SameSpmisque vale la pena resaltar que este
ultimo ofrece un analisis mucho més rapido, versatil y robusto, sin perder de vista que la calidad
de la imagen es fundamental.

En cuanto das proteinas identificadas, ya sea que estén o no alteradas en el plasma de los
grupos de estudio, debemos mencionareqtodas ellas son proteinas abundantes de plasma,
varias reportadas como alteradas en diferentes patologias. Strohkempl, recopil6 la
informacion publicada y relacionada con biomarcadores, cancer y electroforesis en dos
dimensiones y mostré que existen ocho proteinas comunes que se alteran en estados malignidad:
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antitripsina, haptoglobina, alf@-glicoproteina rica en leuta, clusteina, plasmindgeno, proteina

de unién a vitamina D, apolipoproteinalAy la transtiretina, lo cual no es del todo extrafio pues
estas proteinas actlan en diferentes vias fisioldgicas, metabdlicas e inmunoldgicas, alteradas en
cancer, como por emplo pro@sos de fase aguda o procesos inflamatdfiod res de estas ocho
proteinas, también se encontraron alteradas en nuestro estudio y su interpretacién biol6gica
debe ser cautelosa, puesto que es mas que claro que estas proteinas estan lejos de ser proteinas
especificas maadors e la enfermedad. Strohkampt al. sugiere un esquema de trabajo
basado en 2DE para la busqueda de biomarcadores, el cual incluye reduccion de la complejidad
del plasma, marcaje de las proteinas con fluorocromos (DIGE), rango de pH del proceso de
isoelectreenfoque entre 47 y un tamafio degel de separaciégrande ademas de los cuidados
previos en la toma y manejo de la muestra.

Pese a que addas estas condiciones las cumple nuestro abordaje-RIQHE, el hallazgo
encontrado mediante el analisisIMS/MS en ganto a que cadapotcontenia varias proteinas y

la poca certeza de sabeual de ellas se emmntraba aumentada odisminuida nos condujo a
decidir que las proteinas identificadas mediante el enfoque basado en gel no ceni&Ederada

para los analisibioinformaticos y por lo tanto no se tendrialentro del listado de proteinaa
considerarsecomo potencialeshiomarcadoes de enfermedadVale la pena anotar que esta
decision fue dificil y se tom6 después de anale@arortexto biolégico de dichas proteasy su
relacion con cancerEn vista de nuestra experiencia consideramos euanalisisde proteinas
mediante 2DEeon fines cuantitativoslebe serconsiderado paranvestigaciones dirigidas o para
muestras de baja complidpd y que, en abordajes explatorios, como en este caso, se
recomienda utikzar tecnologias mas robustas y de mayor sensibilidad en la medida de las
posibilidades con una o mas etapas previas de prefraccionamiento o purificacién. En cualquier
caso,las técnicas electroforéticas son arherramienta fundamental en investigacién basica y
hacen parte activa de lopipelines proteémicos como una herramienta de purificacion o
prefraccionamientologrando incrementos en el cubrimiento del proteoma que en otedalpas

hace referencia a un nyar nimero de proteinas identificadas.



76

Busqueda de biomarcadores en plasma de pacientes con leucemizlindpida

Capitulo 3



Capitulo3 77

3. twhe¢9jaL/! {1 he¢D!oD

3.1 Objetivos

| Identificar y cuantificar proteinas en plasma sanguineo inmunodepletadeadentes
con LLAB ycontroles sanos mediante S/MS.

| Comparar dos programas para el andlisis desigroteémicos evaluando el nimero de
proteinas identificadas y cuantificadels cada caso.

I Establecer un listado de proteinas diferencialmente expresadas en plasma sanguineo de
pacientes con LB versugontroles sanos.

3.2 Hallazgos

* Se identificaron y a@ntificaron 460 proteinas en elsoftware Progenesis QI for
proteomics,64 delas cuales se consideraron diferencialmente expresada$?&n0s y
unfold change>2.

*  Se definieron 12 proteinas capaces de separar los grupos de estudio en un analisis de
agrupamiento jerarquico mediante dos herramientas estadistid&stats y ROTBara el
analisis de datos prote6micos.

* e identificaron y cuantificaron 241 proteinas ehsoftware PatternLab for proteomics,
de lascuales31 se consideran diferencialmente epgsadas entre los dos grupos de
estudio utilizando la herramienta TFold inda en la plataforma de Pattelcab.

3.3 Protedmica cuantitativa basada en IS

Los primeros enfoques de la protedmica se relacionaron con un andlisis cualitativo temprano, es
decir, con la identificacién de las proteinas de un sistema biologicoejparplo: una célula, un

tejido o un organismo. Sin embargo, se ha hecho evidente que conocer el listado de proteinas es
insuficiente para la comprensién de los procesos bioldgicos ysguequiere saber, ademas de

las proteinas de un sistema, cuanto del@aina de ellas esta presente y como esta cambigfido

Los cambios en la abundancia de proteinas son un reflejo de procesos bioldgicos o estados de
enfermedad; los niveles alteradode algunas proteinas pueden ser blancos para posibles
farmacos o pueen ser biomarcadores clinicos potenciales para diagnostico, de tal forma que la
protedmica cuantitativa es fundamental en investigacion biol6gica y clinica.
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La primera herramienta utdada para la cuantificacién del proteoma fue la tecnolbgisada en

2DE. No obstante, por sus limitaciones ha sido reemplazada en gran medida por la proteémica
cuantitativa basada en H@S. En esta estrategia se extrae informacion cuantitativa a partir de
espectros de masas en diferentes etapas del procesq@séjemplo: se pueden usar intensidad

de iones primarios, conteo de espectros, intensidades de iones fragmento o combinaciones de
estos. La figura-B resume las principales estrategias de protéda cuantitativa actuales.

Los métodos proteGmicos cuaraitvos basados en H@S/MS se pueden dividir teniendo en
OdzsSy il fI LINBaSyOAl RS dzy YI NOI2S AlabeliredlIA O2 Sadl o
en la figura 3L, la clasificacion de estegias protedmicas cuantitativas se basa en la presencia o
ausencia de una marca isotopica. Brevemente, la proteémica cuantitativa con marcaje isotépico
consiste en marcar las proteinas de una muestra con dtopge estable mediante procesos
guimicos, metablicos o enzimaticos. La marca introduce un valor de méiseencial que puede

ser monitoreado en el analisis de masas. En un esquema general, las muestras de dos 0 mas
condiciones biolégicas se marcan coftapos de diferente masa (natural y pesadajedo se
mezclan y se analizan simultdneamente en el espewtro. La abundancia absoluta o relativa

de proteinas puede calcularse midiendo las intensidades de las sefales de los péptidos marcados
gue se distinguen en el andlisis MS, bien sea en los eesirsores peptidicos en el MS1 o en

los iones reporteromarcados, que reflejan la cantidad de péptidos, en el 432

Figura 3 1: Principales estrategias de proteGmica cuantitativa
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Ahora bien, otro enfoque para clasificar los métodos proteémicos cuantitatives &mcion del

tipo de cuantificacion: estdlos métodos que proporcionan resultados de cuantificacion relativa,
es decir, el aumento o disminuciéon de la abundancia de una proteina, y los métodos que
proporcionan resultados en términos de concentracidong gge conoce como cuantificacion
absoluta, anque los resultados siempre son, en realidad, relativos a un estditfar

La cuantificacion relativa tiene una amplia aplicacion en el campo del descubrimiento de
biomarcadorespermite evaluar cambios en abundancia de amplio espectro de proteinas en
muestras complejas, miles de potenciales biomarcadores han sido propuestos por esta estrategia.
Los métodos de cuantificacion absoluta se utilizan para etapas de verificacidillacioa de

estos biomarcadores (figura®"".

Figura 3 2: Tendencia de uso del modo de adquisicién MS en el descubrimiento de
biomarcadores
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Los métodos protedmicos en la etapa de descubrimiento tienen alta reproducibilidad y precision, mientras que en la
validacién tienen mucho mas alto rendimiento. Imagenadende Mayne et aR0167.

3.3.1 ProteémicalLabelfree

La cuantificacion libre de marcdabel free(LFQ label free quantificatipmes actualmente uno de

los métodos proted6micos cuantitativos mas utilizados gracias avises en los espectrometros

de masas de alto rendimiento y al desarrollo de algoritmos para un manejo eficiente de los
datos”’. La LFQ posee un amplio rango dinamico de aplicacién y no tiene limitacién en el nimero
de muestras para analisis, mas aun, se considera una alternativa muy versatil que supera algunas
dificultades de la prote6mica cuantitativa$adch en marcaje isotépico, como por ejemplo, etapas
adicionales de procesamiento de muestra, alto costo de los reactivos de marcaje, procesos de
marcaje ineficientes o incompletos, limitacion del nimero de muestras a analizar en un solo
experimento y resgiccion de muestras dado que los procesos de marcaje no se pueden aplicar
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facilmente a todos los tipos de muestfal’® La cuantificaciomabel free (LFQ) en protedmica
Bottomrup permite estimar la abundancia diferencial de proteinas mediante el nidmero de
espectros MS/MS conocido como conteo espectral §8€ctral countinyo mediante la medida

de la intensidad de sefial del ion precurdeig(ra 3-3).

Figura 3 3: Representacidén esquemética de dos enfoques de LFQ
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Por conteo espectral las abundancias de proteinas y péptidos se pueden estimar en funcién del nimero de espectros
MS2 adquiridos. En el enfoque basado la intensidad de iones, los cambios en las abundancias de péptidos se
determinan midiendo y comparandas areas de pico cromatografico. En este ejemplo, ambos resultados indican una
mayor abundancia de péptidos en el estado A. Figura tomada de MegajeR@137°,

3.3.2 Conteo espectral

El conteo espectral mide el numero de espectros MS2 asignados a una proteina, como una
estimacion de su concentraciéen la muestra. Incluye toda la informacién de identificacién
redundante de péptidos tales como mod#mones, estado de carga, escisiones perdidas y
deteccién multiple del mismo péptido debido a la terminacion del tiempo de exclusiéon dinamica.
Muchos paametros de la corrida LES pueden tener un fuerte impacto en el SC, siendo la mas
importante el tiempode exclusion dinamica que puede afectar significativamente la deteccion de
péptidos y espectros para las proteinas de menor abundancia. Para caasefjirckuaciones en

el SC total entre muestras debe hacerse un proceso de normalizacion, se han d#gergos
algoritmos para tal fin, por ejemplo, el indice de abundancia de proteinas (PAIl), que se define
como el numero de péptidos identificados didiol por el nimero de péptidos tedricamente
observables para cada proteina. También se ha descrito stficamibn exponencial (emPAl) que
tiene mayor proporcionalidad a la abundancia de proteinas en una mti&stra



Capitulo3 81

Otro parametro que afecta la estimacion de la proteina por SC esta relacionado con la longitud de
la proteina, para minimizar su efecto se propuso el Factor de Abundancia Espectral Normalizado
NSAF, que se obtiene dividiendo el SC por la lothgie la poteina o su equivalente el Factor de
abundancia de proteina PAF, que tiene en cuenta la masa molecular. Otro método propuesto
para la normalizacién de la cuantificacion por conteo espectral se relaciona con una caracteristica
de abundancia denomada exprsion absoluta de proteina (APEX), que toma informacién del
tamafio de las proteinas, propiedades de la secuencia, la ionizabilidad y otras propiedades que
influyen en la deteccion por MS3unto con la probabilidad de identificar correctamente la
proteina paa la cuantificaciét’189

Una opcién mas de normalizacion considera el sesgo existente en relacion con el nimero de
péptidos compartidos por varias proteinas, que los factores anteriormente descritos no tienen en
cuenta. Generalmente, el nUmero de espectdesMS2 asdados a un péptido compartido por
diferentes proteinas se utiliza para el conteo espectral de cada proteina que contiene ese
péptido, lo que puede sesgar la estimacion de las abundancias proteicas. Por ejemplo, si uno o
varios péptidos son compi#dos entre una proteina de alta abundancia y una proteina de baja
abundancia, la abundancia de la proteina minoritaria serd sistematicamente sobreestimada. Se
plantea entonces el Factor Unico de Abundancia Espectral Normalizado (UNSAF), en el que sélo se
consideranlos péptidos proteotipicos o péptidos que identifican de forma Unica cada proteina y
se observan consistentemente cuando una mezcla de muestras es analizada por MS en tandem.
Otra alternativa es el Factor de Abundancia Espectral Normalizattdbgida (INSAF) en el que

el conteo espectral compartido es distribuido en funcién de las proporciones relativas de
espectros Unicos asignados a las proteinas que contienen los péptidos comp&itidos

3.3.3 Intensidad de sefal del ion precursor

Este método de cuantificacién consiste en medir el perfil de eluciéon de uno o mas fragmentos
peptidicos y correlacionarlos con su concentraciénlan muestas. El perfil de eluciéon se
determina integrando las areas o alturas de los picos m/z de los iones fragmentos que se
cuantificaran a partir de cromatogramas de iones extraidos (XICs). Se ha mostrado que el area
bajo la curva (AUC) se correla@atirectamete con la concentracion de péptidos en el intervalo

de 10 fmol a 100 pmol. Utilizando este método, s6lo se puede comparar la intensidad de los
mismos fragmentos de iones entre muestfas

El procso de cuarificacion de proteinas basadas en XIC implica la medicion de la abundancia de
iones en tiempos de retencion especificos para los péptidos ionizados sin el uso de un isétopo
estable como estandar. A medida que los péptidos ionizados se eluyenadeolumnade fase
reversa al espectrometro de masas, sus intensidades i6nicas pueden medirse dentro de los
limites de deteccibn dados en la configuracion experimental. Aunque este método es
relativamente sencillo desde el punto de vista conceptual, hag tgner encuenta varias
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consideraciones para asegurar la reproducibilidad y la exactifad ejemplo:la coelucién de
péptidos, en particular cuando las sefales peptidicas se extienden durante un intervalo largo de
tiempo de retencidén; multiples sefiaepara el msmo péptido debido a variacion técnica o
biolégica en el tiempo de retencién; velocidad y sensibilidad del espectrometro de masas y ruido
de fondo debido a la interferencia quimica. Por lo tanto, se requiere una "limpieza"
computacional de lodatos orighales LMS. Los métodos computacionales implementados para
tal fin tienen en cuenta la alineacion de los tiempos de retencién, supresion de ruido, seleccién
Optima de picos y normalizacion de abundancia de pico. Las exploraciones subsigdentes
MS/MS paa estos péptidos confirmaran su identidad. El uso de espectrémetros de masas de alta
resolucion en la cuantificacidabel freeLGMS ayuda a las estrategias de normalizacion para una
cuantificacion precisa. Es importante resaltar que la ctiaation baada en XIC depende en
gran medida del software de analisis.

Un problema asociado con los métodos basados eneXt&en encontrar un equilibrio entre
deteccién de iones de péptido y deteccion de fragmentos para obtener una cuantificaciGapreci
mientras se maximiza la identificacion de proteinas. La conmutacion entre los modos MS y
MS/MS sacrifica la integridad de uno u otro. Una manera de superar esto es realizando mdltiples
andlisis de la muestra en los modos MS1 y MS2 por separado, usspelirémetos de masas

de alta resolucioén, y posteriormente emparejando valores m/z precisos y tiempos de retencion
para lograr por un lado la identificacion de péptidoy por otro la cuantificacion de
proteinag’>177.182

Un equipo de alta resolucion es elfQacive®, el cal combina una trampa de iones lineal, donde

se seleccionan los iones precursores con alto rendimiento con un analizador Orbitrap que ofrece
alta precision en la deteccién (Figur@) El GExactive® ofrece ventajas que aseguran la calidad
del analisis. TBne una fragmentacibn muy rapida del péptido, utiliza un algoritmo de
transformacion mejorada de Fourier que duplica la resolucién de las sefiales de masa, tiene un
aislamiento de ion precursor y de fragmentacion casi instantaneos, alcanzanaoos de alo

total de 1s para un toplO y se reporta que pueden identificar 2500 proteinas en gradientes
estandar de 90 minutos en digerido triptico de células de mamff&ra=on lo cual lo hace un
instrumento apropiado para el analisis de muestras complejas.

A Formatos de datos

Una gran variedad de formatos de datos crudd®av) de diferentes fabricantes de
espectrometros de masas se han normalizado utilizando varias alternativas de formatos XML
eXtensible Markup Languadea normalizacién es crucial para un intercambio de datos eficiente y
preciso y permite que los datos de pEdmica sean totalmente accédes y reutilizables para
aprovecharlos al maximo, se ha propuesto que cualquier conjunto de datos proted6micos soélo se
entiende parcialmente, existe una gran oportunidad para la reutilizacion (ortogonal) de los datos.
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Para ecampo de la proteémica basaga MS, l&Proteomics Standards InitiathRSI de ldduman
Proteome Orgaaation HUPO ha asumido el papel principal en el desarrollo de los vocabularios
controlados requeridos, formatos de archivo estandar y requisitos minaegsresentacion de
informes paa diversos aspectos de los datos de protedmica de MS. Los formatos mas populares
son: mzML, que almacena datBawMS, asi como listados de picos de espectros procesados;
mzldentML, que almacena identificaciones de péptidpsogeinas derivadas de los s de MS;

y mzQuantML, que recoge informacion cuantitativa detallada. Ademas de estos tres formatos
basadosen XML, se ha lanzado un formato mas simple, delimitado por tabuladores llamado
mzTab que almacena informacién demtificacién y cuantificacion

Figura 3 4: Esquema de un espectrometro de masasE@active®®
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Por lo taro, convenientemente todos los archivos, producto de un ensayo protedmico, deben
alinearse a estos formatos y deben hacerse publicos en los repositorios de datos prote6micos
basados en MS establecidos hace mas de 10 agodrg los cuales se cuentan Pejsitlas®,
GPMDB*, y PRIDE® Actualmente el consorcio ProteomeXchange retne a PRIDE
PeptideAtlas, MassIVE y jPOST. Todo esto es una sefial de la madoaezpietie la prote6mica

y el intecambio de datos publicos se considera una buena préctica ciefitifica

A Feature

Un compuesto quimico cualquiera, con una carga y distribucidépea dada es representad
como un pico gaussiano tridimensional en el MS1 y se denonfeature’ en el mundo del
procesamiento de datos. Debido a la distribucion natural de is6topos y a la ocurrencia de estados
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de carga multiples, un compuesto quimica cdomo resultado multiples picagussianos con el
mismo tiempo de retencidi® (Figura 35).

Figura 3 5: Esquema de ureature
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la figura muestra dos features para el mismo péptido con diferente carga

3.3.4 Preprocesamientade datosRaw

Se han publicado varios flujos debajo o pipelinesde preprocesamiento de datoRaw
provenientes de analisis {MS/MS y LFQ. La figuréé3resenta un flujo de trabajo general desde

la etapa de adquisicion de datos hasta la identificacion y cuantificacion de péptidos y proteinas.
Esteprocedimiento comienza con el analisis de masas edd# para obtener informacion de
masas MS1 y MS2 que se almacenan en forrRaiw estos datos son sometidos a una etapa de
prefiltrado donde hay una reduccion del ruido, principalmergpikes(picos geerados en la
fuente de iones), ruido quimico y ruiddectronico. La caracterizacion del ruido es importante y
puede considerarse como una parte del proceso de deteccidn de picos que trata de discriminar el
ruido de la sefial ddeatures relacionadas con umompuesto quimict®!® E la etapa de
deteccién defeatures los algoritmos utilizados comparan el patrén de is6topos de los
compuestos en la dimensién m/z o la forma del pico basada en cromatogramas de iones
extraidos XIC o $odatos completos 3D: dimensidon de masa, de tiemporetencién y de
intensidad de la L1519

Posteriormente esta el proceso de alineacionfel@uresque tiene como resultado un listado de
picos con informacion de cuantificacion, este proceso de alineacion tambiénrdalizarse en
las tres dimensiones de los datos d&M

H Alineacion en la dimensién m/z, pese a que es la dimensién mas estable usualmente se hace
una calibracion de masa con estandares.
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Figura 3 6: Pipeline para el procesamanto de datosRaw
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Imagen adaptada de Sandin et'&.

Alineacién en la dimension de intensidad, la cuakdqe ser relativa para comparar la
intensidad de péptidos y proteinas, o absoluta con el uso de estandares. Los algoritmos de
normalizacién utilizados minimizan las diferencias en la cantidad de muestatada,
diferencias o desviaciones en la eficiende la ionizacion, diferencias en la eficiencia de
transmisién de iones o saturacion del detector, o diferencias en la transferencia entre ciclos
LC. En general, los procedimientos de normalizacion émsidad se aplican después de la
alineacion de picey antes del andlisis estadistico.

H Alineacion en la dimensién tiempo de retencion. Esta dimension requiere de especial
atencion y de algoritmos mucho mas sofisticados puesto que el tiempo de retencién suf
cambios no lineales dificiles de controlar debia pardmetros propios de la cromatografia
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liquida, por ejemplo, pequefios cambios en la composicion del eluyente, cambios de pH,
envejecimiento de las columnas o cambios de temperatura. El objetivo dadacon del
tiempo de retencion es encontrar lagerposicion méaxima entre picos similares en diferentes
cromatogramas y proporcionar una funcion de transformacion del tiempo de retencién, que
puede ser utilizada para cambiar los tiempos de retencidtodes los picos en una lista de
picos, o para camar el tiempo de retencién asociado de Issansde masa en los datos
crudos. Los métodos de alineacion de tiempo de retencibn mas comunes utilizan algoritmos
de alineacion bidimensional que tienen en cueta separacidon de los compuestos en funcién

de lamasa y del tiempo de retencién y difieren en cuanto a si utilizan los datos brutos, los
datos preprocesadosbtenidos después del filtrado de ruido o las listas de picos después de
la etapa de detecciode pico. Algunas variaciones de estos métodos mheation utilizan la
informacion de MS2 o crean etiquetas de tiempo de retencion y masa por normalizacion del
tiempo de retencién y masa exacta, las cuales se utilizan para alinear conjuntos multiples de
datos L@MVS seleccionando un cromatograma como refaia y alineando todos los demas a
esa referencitf0-188.189.191

Finalmente, esta el proceso de coincidencia de picos que identifica picos comunes en diferentes
cromatogramas bsadosen la proximidad del tiempo de retenciénirsado y la identidad de
masa o péptido basadan datos MS/MS, cuya informacion esta vinculada a la lista de picos. El
procedimiento proporciona una lista de grupos de los mismos compuestos en diferente
cromatogramas, a partir de los cuales se con&ruga matriz cuantitativa dieaturesque puede
procesarse adicionalmente mediante deisotipaje y por integracion de diferentes estados de carga
del mismo compuesto dando como resultado una matriz peptidiamntitativa, que ademas se
puede combinar con redtados de identificacion. El proceso de deisotipaje y de integracion de los
estados de carga (deconvolucién) también se puede realizar antes del procedimiento de
coincidencia de picd¥-188191

Los pipelinesdeben ser muy flexibles y adaptarse facilmente al disefio experimental y a la
naturaleza de los datos. En la figur® 3e observa queldeteccion ddeaturespuede realizase
antes del dneamiento en la dimensién del tiempo de deteccion o después. En la teblse3
observan programas disponibles para la cuantificaciongiml free En este trabajo se probaron

el softwarecomercial Prgenesis QI for proteomics y el software libre Patteab for Proteomics
para analizar los datd?aw
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Tabla 3 1: Programassomunmente utilizados para cuantificacidabel free

Software Cuantificacion | web Disponibilidad
Censu$® MS1, SC http://fields.scripps.edu/census/ Libre
Corral® MS1 http://tools.proteomecenter.org/Corra/corra.html Libre
MaxQuant®* | MS1 www.biochem.mpg.de/5111795/mapiant Libre
msComparé® | MS1 WWW.msmetrix.com/ouf Libre
products/msxelerator/mscompare/
mslnspect®® MS1 http://proteomics.fhcrc.org Libre
MSQuant®’ MS1 http://msquant.sourceforge.net Libre
MZmineZ% MS1 http://mzmine.github.io/ Libre
OpenMS®°® MS1 www.openms.de Libre
SIEVE MS1 www.thermofisher.com Comercial
Progenesis Q| MS1 www.nonlinear.com/progenesis/efor-proteomics/ Comercial
for proteomics
Scaffold SC www.proteomesoftware.com/products/scaffold/ Camercial
PatternLab for| MS1, SC www.patternlabforproteomics.org/ Libre

Proteomicg®

3.3.5 Progenesis QI for Proteomics

Progenesis QI es un programa para el andlisis de datos protedmicos obtenidosM8MLE que
permite la cuantiftacion de proteinas en mezclas complejas, por medio de diferentes etapas de
recuperacion y procesamiento de datos que asegura una alta coberfidemas, permite de
forma automética la importacion de archivos, la seleccion de una corrida de referencia y la
alineacion de las corridas. Este software utiliza un algoritmo inteligente de modelado de picos
gue reduce los archivos de datos en un ordenndagnitud,identifica picos y creanodelos de

pico que conservan toda la informacion relevante de cuantificagitaninformacion de posicién.
Progenesis QI soporta todos los formatos de datos comunes producidos por los sisteli@s LC
de altaresolucior®,

Progenesis QI es capaz de prreun gran numero de réplicas y tiene una interfaz grafica que
permite al usuario ver sus datos de MS1 en mapas 2D o 3D paliaaresiflageaturesse han
cuantificado correctamente. Las etapas de analisis bagioa realiza Progenesis QI se resumen

en la figura 37. El proceso comienza con la importacion de los dRas posteriormente se
ejecuta la alineacion de corridas endanension de tiempo de retencion, esta compensa la
variacion entre los ciclos de LC eliminando los efectos derivados gédtidos que se eluyen en
diferentes momentos en las diferentes inyecciones por medio de la comparacion de sefiales
peptidicas simiresy de esta manera se asegura una gran fiabilidad y reproducibilidad en la
seleccion de picos y abundancia de péptidosclage para generar la mejor alineacion de las
corridas es elegir la mejor corrida como referencia, aquella que tenga el mayormaméones


http://fields.scripps.edu/census/
http://tools.proteomecenter.org/Corra/corra.html
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peptidicos, puesto que todas las demas corridas van a estar alineadas a ella. El software puede
elegir objetivamate la mejor corrida como referencia y aplicar la alineacién automaticamente. La
calidad de este proceso se verifica gtoresde dineamiento y en un mapa de colores en la
interfaz graficg%2%3,

Posteriormente se ejecuta la deteccion fd&atures que comprende la identificacién del patrén

de isétopos delpéptido, incluyendo la separacion de péptidos solapados y la cuantificacion
usando un método de area bajo la curva. Para garantina seleccién de picopdak pickiny
coherente y una coincidencia entre todos los archivos de datos, se crea un conguaaias
agregados a partir de las corridas alineadas, conteniendo toda la informacién de picos de todos
los archivos de la muestsapermitiendo la deteccién de un solo mapa de iones peptidicos. Este
mapa se aplica a cada muestra, dando 100% de coinc&ddegpicos sin valores faltantes, lo que

le permite aplicar herramientas estadisticas multivariantes para explorar los datosizareal
andlisis diferencial.

En la deteccidonde featurestambién estan presentes las etapas de fiipadonde se pueden
remove iones especificos a un tiempo de retencién o estado de carga dado. El proceso de
normalizacion de datose realiza respecto a una corrida seleccionada que puede ser 0 no la
utilizada en la etapa de alineamiento, este proceso @separio en experimentogrotedmicos

LCMS para calibrar los datos entre diferentes corridas de muestras. La normalizacion lzorrige
variacién experimental sistematica, por ejemplo, diferencias en la carga de la muestra.

El error sistematico puede ser cegido por un factor deanancia Unico para cada muestra que

es un mdltiplo escalar que se aplica a cada medicién de abundandeatees La principal
suposicién en la normalizacién es que la mayoria de los iones peptidicos no cambian en
abundancia (ladglistribuciones de abund&ia no se alteran globalmente), y por lo tanto es
apropiada la recalibracion para ajustar globalmenteatoths corridasn unamisma escala.

A continuacién, se tiene el disefio experimental, donde se crean los grupos de estselio y
asignan a cada uno laachivos correspondientes. Luego esta la etapa de cuantificacion de
abundancia de iones, Progenesis (rtifica antes del proceso de identificacion el cual se realiza
fuera de Progenesis Ql, el enfoque de cuantificar antes datifitar tiene ventajasobre el
proceso inverso y sobre el conteo espectral porque permite la cuantificacién de iones peptidicos
gue no lograron ser fragmentados, en este caso se pueden recolectar datos de MS2 adicionales
usando una lista de inclusion Isetiva. Posteriormente,la informacibn MS2 asociada a cada
feature es exportada en formato .mgfm@scot generic fil§sparaunaidentificacion de péptidos
externa y el resultado de esta identificacién es importada a Progenesis QI para crear una matriz
completa de iones de péptidocuantificados e identificados.
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Figura 3 7: Principales etapa del andlisis coProgenesis QI for proteomics
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Progenesis QI puede realizar la cuantificacion de proteinas de cuatro formas:

H Cuantiftacién absoluta utilizarad HiN: Requiere un calibrador absoluto de proteinas,
utiliza los N péptidos mas abundantesrg cada proteina y permite determinar
cantidades absolutas de cada proteina en cada corrida, hacer comparaciones directas
entre la mismaproteina en diferentes aoidas y comparaciones directas entre diferentes
proteinas dentro de una corrida.
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H Cuantificzion relativa utilizando HW: Utiliza los HN mas abundantes sin un calibrador
absoluto. El valor promedio de las abundancias indivetuale los N péptidos mas
abundantes se compara a través de las corridas.

H Cuantificacion relativa utilizando péptido® conflictivos: En este caso las proteinas se
cuantifican usando solo péptidos que no son parte de otra proteina (péptidos Unicos o no
conflictivos); entonces, labundancia de proteinas en una corrida se calcula a partir de la
suma de todas las abundaasi de iones peptidicos normalizados Unicos
correspondientes a esa proteina. El descuento de los péptidos en conflicto o compartidos
por vaias proteinas puede sdficar datos, pero el uso de péptidos asignados
inequivocamente proporciona una lectura esffiea mas confiable de la abundancia de
proteinas, evitando efectos de confusion tales como la superposicion de tendencias
derivadas de diersas proteinas. La figu 3-8 ilustra este proceso, la cuantificacion es
relativa y sobre la misma especie en cadaoc Se supone que si la proteina X esta en la
relacion A:B entre dos muestras, entonces cualquiera de sus péptidos constituyentes esta
también en esa relacion A:B por lo tanto no todos los péptidos son esenciales para
determinar esta relacion y espedcdmente s6lo deben usarse péptidos que reflejen
inequivocamente la relacidon de dicha proteina. Sin embargo, cuanto mas péptidos se
miden,mas precisa sera la lect.

H Cuantificacion relativa utilizando todos los péptidos: Las proteinas se cuantifican
utilizando todos los péptidos. Esto no sacrifica ningin dato, pamenta elriesgo de
confundir los efectos de la superposicion de tendasciderivadas de diferense
proteinag®20s,

3.3.6 Identificacion de proteinascon NP 1 S2YS 5A & 02 @S NB NM

Proteome Discoverer S & dzy a2F0 61 NB jdzS ARSYGAFAOF & Odzt yiA-T
complejas. Este software retne entre otros flujos de trabajo proteémicos, la identificacién de

proteinas y péptlos, andlisis de PTM wantificacion. Compara los daté&w con libliotecas

espectrales de base de datos en formato FASTA e identifica proteinas a partir de espectros de

masas MS2 y trabaja con varios motores de busquéda Y2 { SljdzS&adun patatc & al a0?2
procesar datos de especmetria de masas obtenidos tanto en instrentos de baja como de

alta resolucioff.
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Figura 3 8: Proceso de cuantificacién usando péptidos no conflictivos en Progenesis QI
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3.3.7 PatternLab for proteomics

PatternLab for Proteomics es un entorno computacional integrado que contiene varios médulos
para el andlisis ddatos protedmicoshotgun Estos médulos perit@n: dar formato a basede

datos de secuencias, comparar espectros, organizar datos y realizar tratamiento estadistico,
ademas obtener informacion cuantitativa de datos obtenidos por enfodabsl freeo con
marcaje isotopico y realizar analisis estadistPatternLab tambiéniéne modulos para realizar
estudios de similitud con datos de secuenciacion raeo y un moddulo para estudiar la
importancia biol6gica de los datos con respecto a la base de datostd@ia de Gené¥’,

PatternLab forproteomics 4.0 contiengoor ejemplo, Blzios, qupermite el agrupamientale
perfiles prote6micos similares; el sistema XD Scoring, para evaluar la confianza de sitios
fosforilados; PepExplorer, herramienta para analizar los datos proteérafcmgunde Organos

no secuenciados; herramientas para reali@aalisis de varianzal motor de busqueda Com&,
envuelto en una interfazrgfica de usuario que también permite el andlisis de experimentos de
marcaje isobarico (iTRAQ y TMT), el médulo XICs para cuantificaciomaisgbdmreey un servicio

en la nube que permite predicciones cuantitativas a gran esceteamparaciones de donios de
proteinas, entre otro¥°206

Lafigura 39 muestra el flio de trabajo en la plataform&atternLab for proteomigsque a
diferencia de Progenesis QI realiza el proceso de identificacion de proteinas primexgoy lu


http://www.nonlinear.com/progenesis/qi-for-proteomics/
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realiza el proceso de cuantificacion. El procedimiento comienza coepanacion de la base de
datos de secuencias, y la generacion de una base de datos reversa que sirve como sefiuelo en el
Ys RdZD 8y &INI (i S ,{eb toNdd derbas se pueden iriclautomaticamente los 127
contaminantes comunes encontrados en experimenpreteémicos (queratina, 8A, etc¥”.

Luego se realiza la id#ficacion de péptidos en el moduld { S NOK / ehefanie et { a €
motor de busqueda Comet para la comparacion de espectros de masas MS/MS, expersnentale
tedricos. Comet es un motor de busqueda de codigo abierto rapido y sewgib se derivo de
Sequest’®, los resultados de la bgseda se guardan en undivo .sqt para cada uno de los
archivos Raw. Posteriormente los archivos .sgt son filtrados con un FDR predeterminado y
procesados en el médulBearch Egine ProcessqiSEPra for PSMJ*2%7 una herramienta para
filtrar, organizar, compartir y mostrar PSM obteniendo una sola lista de identificaciones de
proteinas confiables, este listado se guarda como archivo .sepr.

Para el andlisiguantitativo porlabel free, PatternLab permite realizar conteo espectral con
normalizacién NSAF o integracion XIC, en donde se realiza trazado de la intensidad de un valor
m/z dado, mas o menos una tolerancia dada, durante un intervalo de tiempo dada. ébar
proceso de cuantifacion se organiza un proyecto de cuantificacion en el méduto N2 2 S O
Organizatiod A Y RA Ol y R Rawfy eépr pardl&xéaic@ndidion experimentasultando

un archivo que contiene las identificaciones y los datos de ci@tibn de todas las cadas, los

cuales pueden ser analizados en los demas mddulos de PatternLab, mddulos estadisticos como
Buzios, TFold y de andlisis de términos GO como Geexff-208.20
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Figura 3 9: Flujo de trabajo uilizandoPatternLab for proteomic€®
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3.4 Metodologia

3.4.1 Digestionin solution

Se solubilizaron 100ug de proteina inmunodepletddacada una de las muestras iniciales y se
digirieron con tripsina (Promegadison, WI, USA9n una proporcion 1:25efzima: proteina

en NHHCQ 25 mM durante 16 ha 37°C, de acuerdo con el protocolo de digestién en solucién
(AnexoB-9).

La mezcla dpéptidos tripticos resultante se llevé a sequedadSpeed Vad'y se almacenaron a
-70°C hasta el momento de su andlisis

3.4.2 nLCGMS/MS

La mezclade péptidos tripticos seanalizé por triplicado en un espectrometro de masas
ExactivéM Hybrid QuadrupoleOrbitrap (Thermo Scientific) acoplado en linea a un cromatégrafo
liquido a escala nanBroxeon EasyLCM Il HPLEThermo Scientific, Waltham, MAluya fuente

de nanosprayProxeonnanospray. Este analisis de nandllS/MS se realizd por servicen el
Proteomics Core FacilityC Davis Genome Center (Davis, CA).

Los péptidos se reconstituyeron en ACN 2%: TFA 0.1%, se desalaron en linea en undmrtucho
fase reversa 100 pm 25 mm Magic C18 100 A 5 pm y posteriormente se separaron en una
columna75 um x 150 mm Magic C18 200 A 3 p (BrMihrom, Auburn, CA). La elucion de
péptidos se llevo a cabo mediante gradiente lineal de 3 a 50% de ACN en TeA 0QLBwinutos

a un flujode 300nL/min. Se utilizé un voltaje étectrosprayde 2.200V para iomar los péptidos.

Los espectros de magall scan(MS1) se registraron en el rango 83600 m/z a una resolucién

de 70000 en modo DDA y se seleccionaron lo®tés precursores de may intensidad para
fragmentacién (MS/MS) por CID; el tiempo de exclusiiii@mica se fijo en 15s y la ventana de
exclusién fue de 1.6m/z. El sistema se control6 por el programa Xc#dliptmermo Fischer
Scientific) y los resultadose exportaron en formatThermoRaw

3.4.3 ldentificacion ycuantificacion de proteinas

A Procesamient de datosRawmediante Progenesis QI for proteomics y
t N2PGS2YS 52302 3SNBNMU

Los archivos ThermiRawse analizaron en el software Progenesis QI for Proteom@sion 3.0,
Nonlinear Dypamics Ltd, New Castle, UK) que realiza la cuantificdaligtfree medante el
método de modelado de pico basado en intensidad. Se cargaron los 36 alRhivasProgenesis
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QI y se visualizaron todos los picos de cada corridanemapa 2D (tiempo de rehcidnversus
relacion m/z) como se muestra en la figurd@®

Figura 3 10: Vista de la importacién de datoRawa Progenesis QI
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Vista del proceso de carga de datos Raw a Progenesis QIl, cada aechiv@stra como un maf@D (m/z, tiempo de
retencion) en la parte superior derecha se sitan estadisticas del conteo de picos MS1, conteo de espectros MS/MS y
el valor de la intensidad de iones total.

Los tiempos de retencion de los iones de péptidesdels de todas las muess se alinearon a

una corrida de referencia seleccionada de farautomatica por el programa. En seguida se llevo

a cabo el proceso de agrupamiento de pico (figufd Bdefiniendo una maxima sensibilidad y un
nimero de cargas de @imo 5, luego se realiztry LINP OS5 &2 RS & defpBplitb,R2 RS
donde se eliminaron los picos con carga +1 y todas las sefiales obtenidas en un tiempo de
retencion inferior a tres minutos.

Las intensidades de péptido se normalizaron contra leida de referencia parecorregir
variaciones experimentales. Posteriormente se cred el disefio experimental para la comparacion
de lospacientesy controles, a los cuales se asignaron las corridagspondientes a cada grupo

(18 corridas por grupo).

Pragenesis QI no realiza idificaciones de péptidos, por esta razén se exportaron las listas de
picos MS/MS en un archivo con extension .mgf y se realizé la identificacién de péptidos en el
paquete inbrmatico Proteome Discovergf version 1.4 (Thermo Fish&cientific), utilizande!
algoritmo SEQUEST, contra la base de datos humana UniProtKB7?8widescargada el 4 de
mayo de 2016 y que contenia 20199 secuencias. Dado que usualmente se obtietiptesnul
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espectros MS/MS para un mismo ion precursor &édsade todas las muestrasolo se exporto la
informacién de espectros MS/MS de los cinco primeros precursores mas intensos.

Figura 3 11: Vista de laalineacionde datosRaw a Progenesis QI
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Vista del proceso de agrupamierde pico el software perite tener una vista 2D o 3D del mapa de features, y hacer
revision y correccion del proceso.

Para la identificacion se fijaron los siguientes parametros de bldsqueda: tripsina como enzima de
digestion, méaximo dos errores de la prasa, carbamidometilacié@ en cisteina como
modificacion fija y oxidacion en metionina como modificacion variable,aot@a del precursor
20ppm vy tolerancia de los fragmentos 0.60%e considerarorlos péptidos con una alta
confiabilidad en la identificadn (FDR <05%) medidaor Percolatof®, algoritmo implementado

en Proteome Discover&f para calcular la tasa dalso descubrimiento, se fijé una longitud de
secuen@ minima de 6 aminoacidgsmaxima de 144, los resultados se exportaron en formato
.msf fnass spec format

Juntos, los archivos .mgf y .msf se ingresaron a Progenesis QI para generar una matriz con
informacion completa de cuantificacion dada poifidl MSy de identificacion preeniente de la
informacion de espectros MS/MS. Para la determinacion de proteiifi@sedciales se utilizo el
método de cuantificacion relativa considerando Unicamente péptidos Unicos, en donde la
abundancia de proteinas en una rda se calcul6 a partde la suma de todas las abundancias de
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iones de péptidos Unicos normalizados cop@sdiente a esa proteina. Las abundancias
normalizadas de las proteinas en las muestras individuales se utilizaron para el célculo de los
valores defold changey valor deP de ANOVA dentro del programa Progenesis QI. La lista de
abundancias de péptidosproteinas se exportaron a un archivo Excel para andlisis estadisticos
adicionales en MSstats y ROTS en la plataforma R.

A Procesamiento de datoRawmediante Patternlab for poteomics

- ldentificacion de péptidos a partir de datos MS/MS

Los 36 archivos ThenrRaw (28 Gigas) provenientes del andlisiotgunde los dos grupos de
estudio, se analizaron con el motor de busqueda Céfthairesente en la plataforma PatternLab
for proteomics version 4%°. Comet compara los espectros de masas expartales y los
generadosadricamente.

Se realiz6 la busqueda contra la base de datos humana UniProtKBPsetiskescargada el 3 de
junio 2016 que contenia 20199 secuencias, utilizando PatternLab 4.0 paeadeagon de la
base de datos reversaddcoy @tabasg y la adicibn 127contaminantes comunes en
experimentos de protedmic&e definieron como parametros de blsqueda: tripsina como enzima
de digestiobn, maximo dos errores de la proteasarbamidometilacié en cisteina como
modificacion fija, oxidaci®en metionina como modiacion variable y tolerancia del precursor
de 40ppm, obteniendo un archivo con extensién .sqt, para cada ardRaxa El filtrado
estadistico del emparejamiento de espectros P®kplides spectra matchese realiz6 con el
moddulo Search Engine Process@EPro) de PatternLab 4.0 que establece automéaticamente un
valor de FDR del 1% en funcién del numero de sefiudiesoy3. Todos los resultados de la
identificacion se reportaron con elincipio de parsimonia maxir¥d, que es el nimero minimo

de proteinas o péptidos que se pueden explicar cuando la misma secuencia de péptido es
compartida por todos los péptidos idefitiados. Las identificaciones se agruparonusegl
estado de carga (+a +5) se fij6 una longitud de secuencia minima de 6 aminoacides
consideraron s6lo PSMs < 5ppm, los resultados se guardan extension .sepr.

- Cuantificacién relativa de proteis por XIC

La cuantificacion relativa de prdteas se llevé a cabo efi e Y 5 Pdxfess X [j dzS NB |j dzA S NE
directorio que contiene los archivos MS1 y los resultados de SERwa 212). En el médulo

Project Organizatiorse cargaron las rutas de lograttorios controles y pacientes, se cre6 el

proyecto pacientesvs. controles y se procedié a ejecutar la cuantificacion teniendo en cuenta
(2R24 f2a LISLIIAR2 sPtcessAX&y (f 134 | NDKS B8 B dztal{ ma 42y
descargados usand6ADA!? |luego se obtiene los XIC de los archivos de MS1 deconvolucionados

y se emparejan o vinculan con los PSM correspondientes teniendo en cuenta el archivioosepr.
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XIC se normalizan de acuerdo con el método dNtidtributed Normalizedlon Abundance
Factor$®'® una adaptacion de dNSAdistributedNormalized Spectral Abundance Fagigue en
lugar de confiar efia cuantificacion por conteos espectrales utiliza XIC extraidos de los MS
deconvolucionadc§®214

Figura 3 12: Organizacién proyecto para cuantificacién XIC en PatternLab for proteomics
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La carpeta de cuantificacién se organiz6 teniendo en cuenta los dos grupos de estudio, controles y pacientes, y en cada
una de ellas se earon seis carpetas quepresentan las réplicas biolégicas numeradas con letras. En cada carpeta de
réplica biolégicase crearon tres carpetas que representan las réplicas técnicas y en cada una de ellas se ubicaron los
archivos correspondienté&&w, .sqty .sepr.

Las proteinagdiferencialmente expresadas entre los dos grupos de estudio se determinaron
utilizando el médulo estadistico TFold utilizando un valor q.88.CEl m6dulo TFold utiliza un
estimador FDR te6rico para maximizar las identificacianes cumplieon tanto conun fold
change cutoffcomo con el valor deéP del t-test que apunta a recuperar proteinas de baja
abundancia.
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3.5 Resultados

3.5.1 Cuantificacionlabel freede proteinas en plasma sanguineo
Andlisis en Progenesis QI

S identificaron y cuatificaron 460 proteinascon al menos un péptido Unico, a partir de 36
corridas L&MS/MS de los dos grupos de estudio, controles y pacientes. La primera base de datos
comprende las intensidades totales de las proteinas por corrida y en una segunda lokdesde

se ertuentran lasritensidades por péptido para cada proteina cuantificada por corrida. El archivo
de cuantificacién completo esta disponible en la informacion suplemenfaablas S1 y $2 Se
realizé un analisis estadistico de los resultadosadeulntifi@acidn, incluyado como proteinas
diferencialmente expresadas aquellas que tenian un VRt ANOVA <0.05 y dald change>2

y se encontraron 64 proteinas que cumplen con estos dos criterios (T2hle&EBlnicamente se
tienen en cuenta las rpteinas cantificadas ca dos o mas péptidos Unicos, el listado de
proteinas disminuye de 64 a 28.

Con Progenesis QI se realizé un PCA que indica la separacion de las ndeeatrasrdo cona
variacién de la abundancia, permite encontrar valores aiipic estudiar las réplisatécnicas. El
PCA de lopacientesvs.controles se muestra en la Figurdal3 € PCA teniendo en cuenta todas
las proteinas cuantificadas permite observar que lasestras manifiestan la tendencia a
agruparse en dos clases (F8313A), sinembargo,al onsiderar Unicamente laé4 proteinas
diferenciales, se observa una separacion clara de los grupos de estudiel(3®). 3

Figura 3 13: Andlisis de componentes principales a partir de datos de cuaraifion obtanidos
en Prognesis QI
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Principal Component 1

Analisis de componentes principales. Los puntos azules son muestras de controles y los puntos morados son muestras de
pacientes. Cada muestra amaliz6 por triplicado. A2CA obtenido con todas las proteinas cuantifisacon uno 0 mas
péptidos Unicos.
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Figura 3 13: Andlisis de componentes principales a partir de datos de cuantificacion obtenidos
en Progenesis QI
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Andlisis deeomponentes principales. Los puntos azules son muestras de controles y los puntos smmaduestras de
paciertes. Cada muestra se analizé por triplicadoP8A con las 64 proteinas consideradas diferendta@95 y fold

change >2 obteniendo una buena separacion entre grupos de acuerdo con el componente principal 1 con un 46.23% de
la varianza explicada.

Los esultados de la cuantificacion también se someth a analisis estadisticos adicionales en
paquetes especializados en analisis de datos proteémicos.

Tabla 3 2: Proteinas consideradas diferencialmentegresadas en Progenesid @onP<0.05y
fold change>2.0

Cédigo Péptidos Anova P) Fold Expresion  Proteina Gen
Uniprot unicos change en

pacientes
P00488 10 5.34E10 3.89 Disminuye Factor de coagulaciéh3 cadena A F13A
P23142 11 2.35E08 3.49 Disminye  Fibulinal FBLN1
P16112 1 8.71E08 5.13 Disminuye Agrecatm ACAN
P51884 18 1.59E07 2.39 Disminuye Lumican LUM
Q9UJV3 1 2.43E07 3.04 Disminuye Probable E3 ubiquitin ligasa MID2 MID2
P07333 1 2.78E07 4.06 Disminuye Receptor del factor estimante de colonias de CSF1R

maaoéfagosl

P04278 18 5.35E07 3.43 Disminuye  Globulina fijadora de hormonas sexuales SHBG
P54108 3 6.47E07 3.52 Disminuye Proteina secretora rica en cisteina 3 CRISP3
P06396 42 7.12E07 2.65 Disminuye  Gelsolina GNS
PO1717 1 1.45E06 2.37 Dismhuye Igcadenaambda VIV region Hil LVv403
P05160 17 3.55E06 2.56 Disminuye Factor de coagulacidt3 cadena B F13B
Q9HCU4 1 5.97E06 3.64 Disminuye CaderinaCELSR2 CERR2
P06276 13 7.93E06 2.60 Disminuye Colinesterasa BGHE
P02679 70 9.60E06 3.04 Disminuye Cadena gama del fibrinbgeno FGG
Q9Y217 1 1.34E05 1298.63 Aumenta 1-fosfatidilinositol 3fosfato 5quinasa PIKFYVE
P02675 91 1.83E05 2.98 Disminuye Cadena beta del fibrinbgeno FGB
P02765 27 1.85E05 2.20 Dismiruye  Fetuina AHSG
P041% 36 2.71E05 2.36 Disminuye  Glicoproteina rica en histidina HRG
P02671 130 2.93E05 2.52 Disminuye Cadena alfa del fibrinbgeno FGA

P11597 7 4.78E05  2.37 Disminuye Proteina de transferencia de éster de colesterilo APCS
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Tabla3- 2: Proteinas considexdas diferencialmente expresadas en Progenesis QIR&0.05 y
fold change>2.0 (continuacion)

Cédigo Péptidos Anova f) Fold Expresion Proteina Gen
Uniprot Unicos change en pacientes
QI9NP78 1 5.67E05 2.82 Disminuye ATPRbinding cassette sulamilia Bmiembro9 ABCB9
Q6UXB8 7 6.84E05 2.20 Disminuye Inhibidor de peptidasa 16 PI116
Q9NQ11 1 8.16E05 38.91 Aumenta Probabletransportador de cationes ATPasa 13A2 ATP13A2
P221053 4 8.84E05 2.88 Disminuye Isoforma 4 de la TenscinaX TNXB
Q32MH5 1 124E04  30.37 Disminuye Proteina FAM214A FAM214A
Q13449 1 1.82E04 3.81 Disminuye Proteina de membrana asociadasatema limbico LSAMP
Q06830 1 417604  3.25 Disminuye Peroxirredoinal PRDX1
Q9COKO 1 4.82E04 2.29 Disminuye Linfoma de células B/leemia 11B BCL11B
000187 1 5.43E04 2.55 Disminuye Serin proteasa 2 de unién a manano MASP2
P02751 90 6.21E04 2.24 Disminuye Fibronectina FN1
Q12860 1 8.02E04  30.34 Disminuye Contactinal CNTN1
P23083 2 1.39E03 2.19 Dismiruye Ilg @dena pesada-y¥region V35 HV103
P487402 2 1.39E03 2.17 Disminuye Isoforma 2 de serina proteasa de uni6Manano1  MASP1
P14923 1 1.42E03 2.16 Disminuye Plakoglobina JUP
000533 1 1.76E03 3.41 Disminuye Molécula de adhesion de célulasuronales Ldike NCHL1
Q9Y5Y7 2 1.94E03 3.24 Disminuye Receptor de acido hialuronico endotelial de va LYVE1
linfatico 1
P80748 4 2.39E03 2.09 Disminuye Igcadenalambda VIl region LOI LV302
Q9NS15 1 2.93E03 5.68 Disminuye La proteina de unidéibeta del factor de cremiiento LTBP3
transformante latente 3
Q03001 1 3.64E03 448.31 Aumenta Distonina DST
A4DOV7 1 4.26E03 2.48 Disminuye Proteina que contiene el dominio caderina yé¥terasal CPED1
P01889 1 4.29E03 2.11 Disminuye Antigeno dehistocompatibilidad HLAlase |, cadena alfaB  HLAB
Q9Y4A5 1 4.35E03  3.65 Disminuye Proteina asociada al dominio de Transformacic TRRAP
transcripcion
Q86XE0 1 4.84E03 7.80 Disminuye nexina32 Sorting SNX32
Q99835 1 5.51E03 2.43 Aumenta Homologo Smoothened SMO
P698®1 2 5.85E03  4.65 Aumenta Subunidad gamd de la hemoglobina HBG1
P36888 5 6.33E03  10.68 Aumenta Tirosina quinasa similar a FMS FLT3
Q15121 1 7.95E03 2.24 Disminuye Fosfoproteina astrocitica PEA PEA15
P40197 1 9.41E03 5.53 Aumenta Glicoprdeina de plaquetas V GP5
Q96PY5 1 1.29E02 23.91 Aumenta Formina 2ike FMNL2
060347 1 1.30E02 6.94 Aumenta Miembro de familia de dominio TBC1 12 TBC1D12
P02776 1 1.40E02 3.24 Disminuye Factor plaquetario 4 PF4
Q15063 1 143602 3.31 Disminuye Peiostina POSTN
Q7z7TMO0 1 1.64E02 2.22 Disminuye Multiple epidermal growth factotike domains MEGF8
protein 8
P55290 1 1.72E02 2.98 Disminuye Caderinal3 CDH13
Q9BYZ2 1 1.76E02  4.98 Aumenta L-lactato deshidrogenasa-kke 6B LDHALGB
Q9Y577 1 1.87E02 251 Aumenta E3 ubiquitinaligasa TRIM17 TRIM17
PODJI9 7 2.55E02 10.81 Aumenta Amiloide sérico &2 SAA2
Q9Gzv1l 1 2. 7302 2.15 Disminuye Proteina 2 que contiene dominio Ankyrina PRKAG2
Q9Y5E8 1 2.94E02 2.10 Disminuye Protocaderina betd 5 PMOHB15
P05451 1 3.69E02 4.59 Disminuye Litostatire-1-alfa REG1A
P01860 6 3.83E02 2.28 Disminuye Igcadenagama3 regionC IGHG3
P30443 1 3.94E02 4.18 Aumenta Antigeno de histocompatibilidad HLA clase |, cadi HLAA
alfa Al
P01880 13 4.63E02 235 Disminuye Igcadena eltaregionC IGHD
Q8TAQ2 1 4.88E02  6.58 Disminuye Subunidad compleja SWI/SNF SMARCC?2 SMARCC:

Listado organizado en funcion del valor de P
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3.5.2 Andlisis estadistico utilizando la herramienta MSstats

Se utiizé la herramienta estasliica MSstat8®, paquete & codigo abierto para?® usado para
cuantificaddn relativa de proteinas y péptidos totales. El paquete incluye cuatro secciones
principales: La seccion | coatie funciones para (i) el preprocesamiento de datos y el control de
calidad de las series de M$&ataProcespy (ii) la visualizacién para eldisis de datos explicativos
(dataProcessPlojsLa seccion Il contiene funciones péjancontrar proteinasiterencialmente
abundantes droupComparison y (ii) para visualizar los resultados de las pruebas
(groupComparisonPloty para comprobar la psuncién de normalidadr{odelBasedQCPIgtd.a
seccion Il contiene funciones para @aular el tamafio de la nestra flesignSampleSieg (ii)
para visualizar los calculos del tamafio de la muestesignSampleSizePIpty finalmente, la
seccion IV cdiene funciones para cuantificacion por grupo por proteina o por paciente
(quantification)?”.

El analisison MSstés utiliz6 laibta de abundancia de péptidos y se disefid como un experimento
comparativo con el comandoGroup Comparisdnentre controles y pacientes, asgmdo un
identificador Unico para cada replica bioldgica (a las tres replicas técnicamdie replica
biologica & le asigné el mismo identificador Unico). El valor de intensidad fue el area de cada
feature. El preprocesamiento de datos y el control dedzal de cada corrida se evalud utilizando

St O2 YRIVIR2t N{intd $an aa transfomacion logl10 a partir déos datos crudos. La
visualizacion del andlisis explicativo de datos se llevd a cabo utilizando el comando
S adFt NP CGSAat teaniliies § yhuebtia [a énedia y la variabilidad de cada proteina
para la condiciégue fue la visualizacion prefata (Figura 314).

Luego se encontraron los cambios significativos en la abundancia de proteinas usando un modelo
lineal mixto con el comandoGroup Comparisdny los valores dé® crudos se ajustaron por el
método de Benjamin y Hbberg (BH) 8. La visualizaciéde estos resultados se observa en la
figura 315 en el gréfico d&olcanePloty en el mapa de caloHeatmap)obtenidos por medio

del canandogroupComparisonPlot&os resultados indican que solo tres proteinas se consideran
diferencialmente expresadason un valor deP-ajustadeBH <005, unfold change>2 y con un

FDR <@5: F13A1 y ACAN disminuidas en pacientes y PYKFYVE aumentaddeptespac
(Tabla 33).
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Figura 3 14: Visualizaciondel andlisis de datos exjgativo en MSstats
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Ejemplo para lgproteinaF13A1l del andlisis de datosantitativos después del preprocesamiento de datdzando
St O02YI yRES&&kIti2daNRd DN} FAO02 YSRA2Z RS OwegidyNalariabiidad
en de cada condicién por proteina, la barra de error es un intervalo de confianza.

La funcion ddheatmapde MSstatsompara entre comparaciones, en este caso la comparacion es
controlesversus pacientey se observa una separacion de grupos aceptable, no obstante, el
control 5 se agrupa coms pacientes. Las grafica R&hditonploE O2 NNB AL YRASY (1 Sa
proteinas diferenciales también se muestran en la figui#®.3Los resultados de la herramienta

MSstats estan disponible enitformacionsuplementarialabla S3

Tabla 3 3: Proteinas diferencialmente expresadas segun analisis eBshéts

Cddigo Péptidos  Fold Pajustada Expresion Proteina Gen
Uniprot unicos change BH en

MSStats pacientes
P00488 10 6.88 1.06E04 Disminuye  Factor de coagulacidh3 cadenaA F13A
P16112 1 5.91 3.19E04 Disminuye  Agrecam ACAN
Q9y217 1 1360.20 5.06E05 Aumenta 1-fosfatidilinositol 3fosfato 5quinasa PIKFYVE

Listado organizado en funcion del valor de P
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Figura 3 15: Visualizacion de restddos de comparacion ené grupos en MSstats
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3.5.3 Anadlisis estadistico utilizando la herramienta ROTS

El test estadistico optimizado de reproducibilidad (ROR8producibility Optimized Test
Statisti¢'*?2%), fue la segunda herramienta estadést utilizada para evaludos resultados de la
cuantificacién. Este es un método adaptativo de datos que puede optimizar sus parametros
basados en caracteristicas intrinsecas de los datos de entrada. Ademas, el método tiene como
objetivo resolver el prolema de tamafios pequefia®e muesta a través de un procedimiento de
remuestreo bootstrapping) ROTS proporciona robustez y disminuye no solo la variabilidad
experimental sino también el nimero de cuantificaciones faltantes, incluyendo proteinas de baja
abundancia. La optimizaciée defne en términos de la maxima superposicion de caracteristicas
top clasificadas en un grupo, preservando los datos iniciales.

Para el analisis con ROTS se utilizé la lista de abundancia de protginatal 460 entradas de
proteina,y se ejecuté o proce® de bootstrappingde 100621222 La salida de la funcion ROTS
incluye prueba Estadistica (d), vaestimado Pvalue), FDR, prametros estadisticos de prueba

y tamafio de lista superior optimado (al, a2, k), valate reproducibilidad optimizada (R) vy
puntuacion Z (Bcore). En general, si el valosébre es inferior a 2 indica que los datos o la
estadistica no son suficientes para una deteccion confi&blen nuestro casdos valores de -Z

score fieron de 7. Efold changefue calculado a partir de la base de datos enriquecida con la
funcién log2FCen R y ademas se realiz6 un andlisis de componentes principales utilizando la
funcién prcompen R para revelar variaciones mager En la figura-36 semuestra el PCAD
considerando todas las proteinas cuantificadas en la base de datos enriqup@déamaremos

base de datos ROTS, se observa una buena separacién de los grupos de estudio mostrando que la
base de datos ROTS tieparacteristicas relevaes para cada grupoque los diferencia. Las
proteinas que se consideraron diferencialmente expresadas a partir de la batsadeROTS,

con valores deP inferiores a 0.05 yfold changemayor a 2, se muestran en la tabla43
Adiconalmente se realiz6 unnalisis de agrupacion jerarquica con la funchiZatmapen R. La

figura 317 muestra patrones de agrupamiento considerando diferentes grupos de proteinas en
funcién de los valores dild changey valoresP ajustados. La parte A maatra elheatmapque
consdera todas las 460 proteinas cuantificadas y en este caso no se observa una separacion clara
de los grupos de estudio. La parte B presenthegtmap obtenido con las 49 proteinas que
tienen unfold change>2 yPajustada BH <0.0%n este Ultimo caso sdserva que las corridas se
separan en los grupos controles y pacientes, sin embargo, las tres replicas técnicas del control 5
se agrupan con los pacientes. La parte C muestheaimapobtenido con las 24roteinas que

tienen unfold change>2 y unaP ajustada Bonferroni <0.05, el patrén de agrupamiento es similar

al anterior, donde las tres réplicas de la muestra del control 5 se agrupan con el bloque de
pacientes, aun asi, la separacion de grupos es bugnalmente, la parte bhuestra elheatmap
obtenido con las 12 proteinas que tienen faid change>3 yPajustada Bonferroni <0.05, en este

caso resulta una separacion completa de grupos. Los resultados de la herramienta ROTS estan
disponibles en la infonaciénsuplementarial ebla S4
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Figura 3 16: Analisis de componentes principales con la base de datos enriguecida ROTS
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PCA no supervisado para controles y pacientes teniendo en cuenta la ldsed®OTS con 460 proteinas y los tres
primeros componentes principae Las burbujas rojas y negras representan las muestras de pacientes y controles
respectivamente. El andlisis resultdé en una buena separacion entre los grupos segun el compongrakIp(iPCil)

con el 64,56% de la varianza egptia, el componente priipal 2 (PC2) 18,39% y el componente principal 3 (PC3) con el
11,92%.

A continuaciorse realizé nuevamente el proceso beotstrappingde 1000 en ROTS, pero esta
vez utilizando la lista de abundancia de proteinas que incluiamgiti@ proteinas cuantifadas
conal menosdos péptidos Unicos, en total 236 entradas de protelrala figura A8 se muestra

el PCA3D obtenido con esta bas#e datos de 236 entradas que llamaremos ROTS2, donde
igualmente se observa una buena separaaérios grupos de estudimostrando que la base de
datos ROTS2 también tiene caracteristicas relevantes para cada, giupolos diferencia.
Asimismo se realiz&l andlisis de agrupamiento jerarquico con la funcid@atmap en R
consideranddas proteinas @n un fold change>2 y unP ajustada Bonferroni <0.05, en total 16
proteinas consideradas diferencialgse se muestra en la figura-B9. Alli también se lograna
buena separacion, pero nuevamente las tres replicas técnicas del control 5 se agrupan con lo
pacientes, el listadoalestas proteinas se muestra en la tabi. 3
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Figura 317: Heatmapsa partir de base de datos enriquecida utilizando ROTS
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A. Heatmap no supervisadmnsiderando460 proteinas.B. Heatmap no supervisadidtrado fold change >2 y P
ajustada BH <0.05, en total 49 protein&s$.gradiente de color indica, en color rojo niveles aumentados y en color azul

niveles disminuidos.
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Figura 3 17: Heatmapsa partir de base de datos enrigeida utilizando ROTS
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C. Heatmap no supervisado filtrado fold change >2 y P ajustada Bonferroni <0.05, en total 24 proteinas. D. Heatmap no
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Tabla 3 4: Proteinas diferencialmente expresadas, base de datos enriquecida ROTS

Cédigo Pajustada Pajustada LogZold Péptidos Expresion Proteina Gen

Uniprot BH Bonferroni  change  Unicos en pacientes

P00488Pbcd  <0.001 <0.001 1.96 10 Disminuye  Factor de coagulaciét3cadena A F13A

P23142bcd  <0.001 <0.001 1.80 11 Disminuye Fibulinal FBLN1

P16112bc 5.00E05 1.00E03 2.36 1 Disminuye Agrecamm ACAN

P51884bd 2.78E05 5.00E04 1.26 18 Disminuye Lumican LUM

Q9uUJV3be <0.001 <0.001 1.60 1 Disminuye Probable E3 ubiquitin ligasa MID2 MID2

P07333b¢ 5.00E05 1.00E03 2.02 1 Disminuye Receptor del factor estimulanteed CSF1R
colonias demacréfagosl

P04278bcd  <0.001 <0.001 1.78 18 Disminuye Globulina fijadora de hormona SHBG
sexuales

P54108bcd  <0.001 <0.001 1.82 3 Disminuye Proteina secretora rica en cisteir CRISP3
3

P06396bcd  <0.001 <0.001 1.40 42 Disminuye Gelsolina GSN

P0O171%b 2.78E05 5.00E04 1.24 1 Disminuye Igcadenalambda WV region Hil LVv403

P0516@bcd  <0.001 <0.001 1.36 17 Disminuye  Factor de coagulaciétBcadena B F13B

Q9HCuUab <0.001 <0.001 1.86 1 Disminuye CaderinaCELSR2 CELSR2

P06276:0d <0.001 <0.001 1.38 13 Disminuye  Colinesterasa BCHE

P02679bd <0.001 <0.001 1.61 70 Disminuye Cadena gama del fibrinbgeno FGG

P026758bcd  <0.001 <0.001 1.58 91 Disminuye  Cadena beta del fibrin6geno FGB

P02763.2d 2.78E05 5.00E04 1.14 27 Disminuye Fetuina AHSG

P04196:bd <0.001 <0.001 1.24 36 Disminuye  Glicoproteina rica en Histidin HRG

P02672bd 2.78E05 5.00E04 1.33 130 Disminuye Cadena alfa ddibrinégeno FGA

P11597bd 3.80E04 9.50E03 1.25 7 Disminuye  Proteina de transferenciale éster CETP
de colesterilo

QINP78 4.52E03 2.04E01 1.50 1 Disminuye  ATPRbinding cassette sutamilia B ABCB9
miembro9

Q6UXB8bd  1.00E03 2.90E02 1.13 7 Disminuye Inhibidor de peptidasa 16 P116

P221053? 4.88E03 2.39E01 1.53 4 Disminuye Iscforma4 de la Tenascind TNXB

Q32MH3 2.50E03 8.00E02 4.92 1 Disminuye Proteina FAM214A FAM214A

Q13449 2.65E03 9.55E02 1.93 1 Disminuye Proteina demembrana asociada a8 LSAMP
sistema limbico

Q06836 4.98E03 2.49E01 1.70 1 Disminuye Peroxirredina1 PRDX1

Q9COK® 8.58E03 4.70E01 1.20 1 Disminuye Linfoma de células B/leucemia 11/ BCL11B

000187b 2.73E03 1.01E01 1.35 1 Disminuye Serin proteasa 2 de unibn a MASP2
manano

P0275% 3.59E03 1.44E01 1.16 90 Disminuye Fibronectina FN1

P2308&2 1.21E02 8.22E01 1.13 2 Disminuye Ig cadengesada M region V35 HV103

000533b.c 2.78E05 5.00E04 1.77 1 Disminuye Molécula deadhesion de células CHL1
neuronales Ldike

P80748 3.59E03 1.42E01 1.06 4 Disminuye Ig cadenalambda Ml regiénLOIl LV302

A4DOV?7 7.83E03 4.07E01 1.31 1 Disminuye Proteina que contiene el dominic CPED1
cadherinalikey PCesterasa 1

P01889 4.88E03 2.36E01 1.08 1 Disminuye Antigeno de histocompatibilidac HLAB
HLA clase |, cadena alf&yB

Q9Y4A8 1.59E02 1.00E+00 1.87 1 Disminuye Proteina asociada al dominio d TRRAP

Transformacion/ transcripcion

* Calculadocon la funcién log2Féh R con la base de datos ROTS

a Proteina agrupada en el Heatmap supervisaddiltrado fold chang >2 y P ajustada BH <B.0

b Proteina agrupada en el Heatmap supervisaddiltrado fold change >2 y P ajustada Bonferroni <0.05.
¢ Proteina agrupada en el Heatmapswupervisaddiltrado fold change >3 y P ajustada Bonferroni <0.05.
Listado organizaden funcion del valor de d® Bonferroni
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Tabla 3 4: Proteinas diferencialmente expresadas, base de datos enriquecida ROTS
(continuacion)

Cédigo Pajustada Pajustada LogZold Péptidos Expresion Proteina Gen
Uniprot BH Bonferroni  changé  Unicos en pacientes

Q15122 1.04E02 6.88E01 1.16 1 Disminuye Fosfoproteina astrocitica PBA PEA15
P02778 9.39E03 5.26E01 1.70 1 Disminuye Factor plaquetario 4 PF4
Q15063 1.01E02 5.83E01 1.73 1 Disminuye Periostina POSTN
Q7Z7TM0B» 3.75E04 9.00E03 1.15 1 Disminuye Multiple epidermal growth factor MEGF8

like domains protein 8

P5529@:bc 6.25E04 1.75E02 1.57 1 Disminuye  Caderinal3 CDH13

Q9BYZ2 8.58E03 4.72E01 -2.32 1 Aumenta L-lactato deshidrogenasa-bke 6B LDHAL6B

Q9Y5ES 4.55E02 1.00E+00 1.07 1 Disminuye Protocalerina betal5 PCDHB1E

P30443 1.03E02 6.18E01 -2.06 1 Aumenta Antigeno de histocompatibilidac HLAA
HLA clase |, cadena alfelA

P4874@4 3.70E04 8.50E03 1.12 5 Disminuye Serina proteasa 1 deuniébn a MASP1
manano

Q15643 2.86E02 1.00E+00 -4.13 1 Aumenta Proteina que interactia con € TRIP11
receptor de la tiroides 11

Q58EX2 4.55E02 1.00E+00 -3.58 1 Aumenta Proteina sidekicR SDK2

Q9HCL3 3.28E03 1.25E01 -3.60 1 Aumenta Homoblogo Zinc fingemproteinal4 ZFP14

P07996 4.14E02 1.00E+00 -1.11 4 Aumenta Trombospondinal THBS1

Q14964 4.35E02 1.00E+00 -1.09 1 Aumenta Proteina relacionada con Ras Ré RAB39A
39A

Q6ZMR3 1.03E02 6.10E01 -1.44 1 Aumenta L-lactato deshidrogenasa tipo A 6/ LDHALGA

* Calculadoconla funcién log2F€n R on la base de datos ROTS

a Proteina agrupada en el Heatmap supervisaddiltrado fold change >2 y P ajustada BH <0.05.

b Proteina agrupada en el Heatmap supervisaddiltrado fold change >2 y P ajustada Bonferroni <0.05.

¢ Poteina agrupada en el Heaap nosupervisaddiltrado fold change >3 y P ajustada Bonferroni <0.05.

d Proteina agrupada en el Heatmap supervisaddiltrado fold change >2 y FDR <0.05 a partir de la base de datos
ROTS2.

Listado organizado en funcion deler de P de Bonferroni

Fgura 3 18: Andlisis de componentes principales con la base de datos enriquecida ROTS2
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PCA no supervisado para paciengesontroleseniendo en cuenta la base de datos ROTS2 con 236 proteinaseg los
primeros componentesprincipales. Las burbujas rojas y negras representan las muestras de pacientes y controles
respectivamente. El andlisis resultdé en una buena separacion entre los grupos segun el componente principal 1 (PC1)
con el 64,56% de la vanza explicad, el compaente principal 2 (PC2) 18,39% y el componente principal 3 (PC3) con el
11,92%.
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Figura 3 19: Heatmap a partir de base de datos enriquecida utilizando ROTS2
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Heatmap no supervisadfiltrado con un féd change >2 y ajustadaBonferroni <0.05, en total6 proteinas El
gradiente de color indica, en color rojo niveles aumentados y en color azul niveles dismiguigladiente de color
indica, en color rojo niveles aumentados y en color dazeles dsminuidos.

3.5.4 Cuantificacdn label freede proteinas en plasma sanguineo
Analisis enPatternLab for proteomics

Se identificaron y cuantificaron 241 proteinas en la platafofasternLab for proteomicsEl

Ys Rdz 2 dat NPOS&aa - L/ ¢ igaSighSonlextedzipn dkigNprnig@ xer IS Odzl y
valores de cuantificacion por proteina o péptido en cada corrida e incluso permite ver un modelo

de integracion de pico (Figura2®). PatternLab también foece una opcién para rescatar la
informacion cuantitdva de los péptidos quao fueron seleccionados para fragmentacion. El
YsRdzZ 2 &- L/ oONRgaSNE NBI ffilliinithe §apsi So LANRYRA2S S§y
tiempos de retencién y las masas ds leéptidos precursores identificados en una corrideapa

estimar el XIC de uréptido en otra corrida, en la que dicho péptido no se fragmentd. Los nuevos

XICs, completados usando los tiempos de retencion y las masas precursoras de péptidos
identificados @ ejecuciones compatibles, se muestran en verde dabéa; las identificacioes

sin XICs o con XICs que no superan un criterio de calidad minimo aparecen en rojo con valores de

-1 (figura 320). Los resultados de la cuantificacion por proteinas sonitesos que pueden ser
exportados a un archivo de Excel resultado de ideniifacion y cuantificaciébn puede ser
consultado en la informacién suplementafliabla S5
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Los resultados de la cuantificacién se filtraron en funciébn de parametros estadistices
modulo TFold, en la misma plataforma de PatteimLTFold resalta protefis poco abundantes y
mejora la sensibilidad de las proteinas que se pueden considerar diferenciales. El médulo TFold
realiza una validacion adicional por medio de la aplicad&inpardmetroFstringencyantes de

usar el pardmetralel estimador BHFDR. Ehlgoritmo de TFold tiene el potencial de eliminar ain
mas los probables falsos positivos relacionados con algunas de las proteinas poco abundantes
gue solo considerando la apdmaciéon BH-DR. Segun lo reportaron los autores deldoio

TFold esas proteisarequieren experimentacion adicional antes de considerarlas de forma
definitiva como expresadas diferencialmeftfe

Los resultados dehndlisis estadistico se pueden ver en la figurdl3la cual presenta la
comparacion pacientewvs controles los puntos azules corresponden a proteinas que pueden
considerarse con certeza como diferencialas total de 31 proteinas, los puntos naranjas son
proteinas que, aunque cumpieon unP<0.05 y urfold change>2.0, requeirian una evaluacién
adicional, un total d&1 proteinas. El listado de proteinas diferenciales marcadas como azules y
naranjas se puede ver ea tabla 35, se consideraron Unicamente proteinas cuantificadas al
menos condos péptidos Unicos, y el valor @ fold changese fij6 en2.0 teniendo en cuenta la
robustez del médulo TFold.

Figura 3 20: Cuantificacion XIC en PatternLab for proteomics
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intensidad en y. La tabla adyacente muestra los valores para cada punto en las tres alisengalor m/z, la
intensidad y el tiempo de retencion para dibujar el XIC, el punto amarillo en el Xispaote al momento en que

ocurrié un evento MS2 que dio lugar a la identificacion de la secuencia del péptido. El valor m/z 441.2225 representa la
masa (MH+) debn peptidico
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