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PHOSPHOPROTEOMIC METHODS USEFUL IN CLINICAL STUDIES

RESUMEN

La fosforilacién es una modificacién post-traduccional (PTM)
reversible, la cual juega un papel crucial en cascadas de sefializacién,
controlando muy diversas respuestas biolégicas, tales como el cre-
cimiento y la diferenciacién celular, y los procesos de invasién, metas-
tasis y apoptosis». Mas atin, la identificacion de residuos fosforila-
dos implica poder profundizar y entender diferentes mecanismos de
transduccién de sefiales. Ademas, la activacion y desactivacion
mediante fosforilacion de las cascadas de sefializacion, es relevante
en el desarrollo de patologias como el cancer®?.

En esta revision se exponen, discuten e ilustran algunas de las
innovaciones proteémicas recientes y ttiles para abordar estudios de
investigacion clinica, especialmente aquellos cuyo objetivo sea la iden-
tificacién de proteinas fosforiladas a nivel funcional.

Se detallara el fundamento y utilidad de diferentes cromatogra-
fias basadas en el uso de metales para enriquecer en péptidos fosfo-
rilados, junto con los distintos tipos de cromatografias de fase rever-
sa para la limpieza de sales y concentracién de los mismos. Mas atin,
se detallan posibles estrategias basadas en Espectrometria de Masas
(MS) para la identificacion de los residuos fosforilados.

PALABRAS CLAVE: Fosfoproteémica/ Péptidos fosforilados/ Ané-
lisis de la fosforilacién/ Espectrometria de Masas, MS.
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ABSTRACT

Phosphorylation is a reversible post-translational modification
which plays a crucial role in the regulation of signalling pathways;
therefore it controls many biological responses including cell growth
and differentiation, as well as invasion, metastasis and apoptosis.

Current phosphoproteomic approaches are a powerful tool for
monitoring global molecular responses to the activation or deactiva-
tion of signal transduction pathways. Moreover, relevant advances
in Proteomics and Mass Spectrometry (MS) technologies have ena-
bled the identification of thousands of known and novel phosp-
horylation targets. Indeed, today’s scientists take heed of those stra-
tegies for functional phosphoprofiling studies of signalling pathways,
for drug discovery and for the understanding of the etiology of dif-
ferent diseases.

KEY WORDS: Phosphoproteomics/ Phosphorylated peptides/ Phosp-
horylation analysis/ Mass spectrometry; MS.
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FOSFOPROTEOMICA Y SUS UTILIDADES

La fosforilacion es una modificacién post-traduccional
(“post- transductional modification”, PTM) reversible, que
es clave en los procesos biolégicos de organismos procariotas
y eucariotas. Los procesos celulares, como la adaptacion a
los cambios del entorno celular, estan regulados por la
fosforilacién y defosforilacion de proteinas (por ejemplo,
quinasas). En organismos procariotas esta PTM ocurre
principalmente en residuos de histidina, acido glutdmico y
acido aspartico; sin embargo en eucariotas ocurre en serinas,
treoninas y tirosinas.

La fosfoprotedmica consiste en el estudio de la fosforilacién
de las proteinas que forman parte de la célula o tejido en
un estado determinado. Los abordajes fosfoproteémicos
actuales permiten realizar estudios de fosforilacién tanto
de una como de muchas protefnas®.

Debido a que los proteomas celulares consisten en muchas
y diferentes proteinas, de las cuales, las fosforiladas representan
un tercio, es realmente dificil identificar todos los residuos
fosforilados de una muestra compleja?19. Por tanto, uno de
los objetivos mas laboriosos en las aplicaciones de las técnicas
fosfoproteémicas, consiste en la extraccion de todas las
proteinas fosforiladas de los lisados celulares y/o tejidos
con el fin de identificar fosfoproteinas cuyo nivel de expresién
sea bajo. Por ejemplo, se estima que los receptores Ars-
andrégeno- son fosforilados en diferentes residuos, y tan
solo algunos de ellos son conocidos. Ademas, las quinasas
que median dichas fosforilaciones tampoco han sido atin
establecidas en su totalidad. Chen y cols. realizaron un
estudio con el fin de elucidar el papel de la fosforilacién en
relacion al cancer de préstata®®. Esto implica gran dificultad
y procesos tediosos, ya que dicha modificacién post-
traduccional es una reaccion reversible y altamente dindmica,
la cual ademas, puede ocurrir en varios residuos de una
misma protefna®?.

Los abordajes fosfoproteémicos actuales constituyen
una herramienta muy poderosa para estudiar respuestas
celulares tanto a nivel global (fosfoproteomas) como a nivel
individual de una determinada proteina. Ademds, el gran
avance de la espectrometria de masas (MS) ha permitido
identificar y cuantificar miles de residuos fosforilados®?.
Por estos motivos, hoy en dia muchos cientificos recurren
a estrategias proteémicas y de espectrometria de masas para
la identificacién de residuos fosforilados correspondientes
a proteinas que forman parte de cascadas de sefializacion.
La razén tdltima de esto, es que el estudio de la activacion
y desactivacién de dichas cascadas mediante fosforilacién,
puede ayudar a desarrollar nuevos farmacos y permite
profundizar en los mecanismos de las diferentes patologfas.
Recientemente, estudios relacionados con diferentes tipos

de cancer (por ejemplo en leucemia mieloide aguda)®!
sefialan como futuras perspectivas la importancia de la
identificacion de las proteinas fosforiladas y defosforiladas
durante el comienzo y desarrollo de la enfermedad para un
mejor entendimiento de la propia patologia. Sin embargo,
para entender los complejos eventos bioldgicos que ocurren
en las células, es necesario identificar las quinasas que forman
parte de las cascadas de sefializacidn, y determinar si
éstas estan activadas o desactivadas mediante fosforilacion.
Estos estudios complejos requieren ademas de la identificacién
de las fosfatasas implicadas en dichos procesos bioldgicos'?.

METODOS UTILES PARA EL ESTUDIO DE LA
FOSFORILACION EN PROTEINAS Y PEPTIDOS

Marcajes radioactivos (P32)

El uso de la radioactividad supuso un importantisimo
avance quimico y biomédico ya que permitié marcar las
proteinas mediante la adicién de is6topos radioactivos. El
marcaje con P22 suele utilizarse en combinacién con los geles
2DE®9, y permite cuantificar el aumento o disminucién de
las proteinas marcadas bajo distintas condiciones (ejemplo,
estrés y estimulo). En el marcaje radioactivo se marca una
proporcién baja de la protefna y no es una tecnologia 6ptima
para estudios a gran escala, ya que mide la incorporacién
del marcaje y no del nivel de la fosforilacion. Por tanto, existe
el riesgo de que proteinas con bajo nivel de expresion no
sean marcadas radioactivamente, y que, por otro lado, no
sean visualizadas en los geles 2DE. Por tanto esta metodologfa,
atn siendo de gran utilidad, tiene el inconveniente de que
es dependiente tanto de la tasa de recambio de las proteinas
como también del nivel de expresion proteico.

Anticuerpos fosfoespecificos

Existen anticuerpos de uni6n a tirosinas, serinas y treoninas
fosforiladas, los cuales, en combinacién con ensayos de
inmunoprecipitacién, permiten enriquecer la muestra en
fosfoproteinas a partir de la mezcla compleja de proteinas
de un lisado celular. Se ha comprobado que el uso de algunos
fosfoanticuerpos para inmunoprecipitar proteinas cuyo
nivel de expresion es bajo, poseen un rendimiento no muy
elevado y cierta inespecificidad. También, su uso en
combinacién con técnicas de inmunoblot permiten detectar
si las proteinas a estudiar estan o no fosforiladas‘?.

Los anticuerpos que se unen a determinadas secuencias
peptidicas fosforiladas (por ejemplo SerXThr, donde X es
cualquier amino acido, Ser y Thr corresponden a serina y
treonina), pueden ser utilizados para inmunoprecipitar
determinadas proteinas fosforiladas a partir de lisados
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celulares y/o tejidos. El material inmunoprecipitado puede
ser visualizado mediante geles (SDS-PAGE, 2DE), y
subsecuentemente las proteinas de interés seran digeridas
mediante un enzima (generalmente tripsina) para su andlisis
posterior mediante MSU9. Esta via permite por tanto enriquecer
en sub-fosfoproteomas especificos.

Por otro lado, los anticuerpos que reconocen residuos
fosforilados de manera independiente a la secuencia peptidica,
son agentes de purificacion mediante afinidad muy dtiles.
Este es el caso de los anticuerpos anti-tirosina, los cuales
estan siendo extensivamente usados('”. Esta estrategia es
de gran relevancia, ya que la forma fosforilada en tirosinas
ocurre en menor medida que la de serinas y treoninas.
Ademas, se ha descrito que algunas tirosinquinasas juegan
un papel importante en la patologia del cdncer. Las proteinas
fosforiladas en tirosina pueden ser inmunoprecipitadas a
partir de mezclas complejas, las cuales pueden ser —tras la
digestion triptica- analizadas mediante MS utilizando modos
de escaneo especificos??. Del mismo modo, las fosfotirosinas
inmunoprecipitadas, pueden ser sometidas a diferentes
métodos de fosfo-enriquecimiento (se detallan a continuacién
en el siguiente apartado) y luego ser analizadas mediante
Msen,

Los anticuerpos anti-tirosina han sido recientemente y
exitosamente utilizados por Zhang y cols.!? para capturar
péptidos fosforilados en dicho residuo. Este estudio permitio
a este grupo identificar 180 sitios de fosforilacion en tirosinas.
Gygi y cols.1V identificaron 385 residuos fosforilados
partiendo de una concentracion proteica mayor que la
utilizada por Zhang y cols.(?.

Se han generado y utilizado exitosamente también
anticuerpos anti-fosfoserina y anti-fosfotreonina. Sin embargo,
actualmente estos anticuerpos no son extensivamente
utilizados en estudios fosfoprotedmicos. Esto es debido a
que tienen una especificidad menor comparada con la de
los anticuerpos anti-tirosina. Mds atn, hay alternativas y
métodos mas eficientes para enriquecer en serinas y treoninas
fosforiladas —por ejemplo IMAC y TiO,- que se detallan
mds adelante.

Técnicas de cromatografia de afinidad basadas en el uso
de metales en micro-columna (IMAC y Diéxido de Titanio)

IMAC (“Immobilized Metal ion Affinity Chromatography”)
y la cromatografia con diéxido de titanio (TiO,), emplean
dos resinas ttiles para el enriquecimiento en péptidos
fosforilados previo al analisis por MS. En ambas cromatografias,
el material o resina con la que se empaquetan las micro-
columnas contiene metales y constituye la fase estacionaria.
Esta fase estacionaria posee afinidad por grupos fosfato
cargados negativamente.
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a. IMAC es una técnica de enriquecimiento de
fosfopéptidos muy usada, basada en la unién de fosfopéptidos
cargados negativamente a iones metalicos (Fe**, Ga* o Co).
La unién se establece por atraccion electrostética entre cargas
positivas y negativas.

Esta técnica ha sido usada extensivamente para el
enriquecimiento de péptidos fosforilados y su deteccién
por espectrometria de masas(*19%-%), ya que la incorporacion
de un fosfato a un péptido le hace ser mas hidrofilico.

La muestra que contiene fosfopéptidos y péptidos no
fosforilados, es disuelta en una solucién acida (fase movil)
antes de ser introducida en la fase estacionaria. El pH de
eleccién suele ser de 2.7-2.9. Esta acidificacion se desarrolla
para promover interacciones entre los fosfopéptidos y la
fase estacionaria, y para minimizar la unién de los péptidos
no fosforilados cargados negativamente®. En condiciones
de pH 4cido, el valor del pKa del grupo fosfato de los
péptidos fosforilados es 1, y el correspondiente al de los
grupo carboxilo es 4, de tal forma que los radicales fosfato
estaran ionizados y con carga negativa, mientras que los
grupos carboxilo estaran protonados. Asi pues, a pH acido,
los fosfopéptidos cargados negativamente se unen a los
iones metalicos cargados positivamente (Fe2, Ga*, etc) a
través de interacciones electrostaticas y se minimizara la
unién a péptidos acidos. Sin embargo, los péptidos altamente
acidos competirdn por la unién a los metales debido a su
alto contenido en residuos de aminoacidos acidicos (acido
glutdmico y acido aspartico).

b. La afinidad del di6xido de titanio (TiO.) por iones
fosfato en solucién acuosa fue comprobada por Connor en
199961, Pinkse y cols. en el afio 2004 profundizaron en la
capacidad del TiO, para unirse a fosfopéptidos®%2. Ellos
vieron que, bajo condiciones acidas (pH 2.9), al introducir
el analito en una columna de TiO, se promueve la unién
de fosfopéptidos a dicha resina. Los fosfopéptidos eran
subsecuentemente eluidos de la columna usando un tampén
alcalino (pH 9.0). Posteriormente los fosfopéptidos eluidos
eran concentrados en una columna de fase reversa (R3) y
analizados por LC-MS/MS.

El diéxido de titanio empaquetado en micro-columnas
en combinacién con DHB (acido 2,5 dihidroxibenzéico) en
el proceso de elucién aumenta la selectividad de retencién
de péptidos fosforilados, y la retencion de péptidos acidos
no fosforilados disminuye, en comparacién con el uso de
acidos como salicilico, benzdico, fosforico, formico o acético.
Parece ser que el mecanismo consistiria en que las moléculas
de DHB compiten eficientemente con los péptidos no
fosforilados para la retencion a la superficie del TiO,, mientras
que la unién de los fosforilados no se ve afectada. Por tanto
hasta ahora el DHB es el 4cido més eficiente para prevenir
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la retencién de los péptidos no fosforilados mientras que
retiene la habilidad del TiO, para unir los fosforilados. El
efecto del DHB en combinacién con IMAC (Fe3+; otro sistema
de enriquecimiento de fosfopéptidos) resulta en la unién
de un ntimero alto de péptidos no fosforilados®?, esto indica
una mayor selectividad de unién de péptidos fosforilados
en la micro-columna de TiO, que con la resina de IMAC. El
diéxido de titanio (TiO,) parece ser un sistema altamente
prometedor, pero al igual que IMAC, aunque en menor
medida, tiene el inconveniente atin por resolver, de la unién
de péptidos acidos no fosforilados. Este estudio comparativo
se realizé con proteinas modelo como ovoalbiimina y
casefna®. Ademés, innovaciones recientes respecto al TiO,®¥
demuestran que dicho material en presencia de acido gliclico
mejora atin més la retencion de péptidos fosforilados.
Mis aun, Larsen® demuestra como el uso de diferentes
detergentes que se utilizan habitualmente en la preparacion
de muestras, interfieren en mayor grado en el proceso de
retencién de fosfopéptidos al material IMAC que con respecto
al material de empaquetamiento diéxido de titanio (TiOy).

Se ha demostrado que tanto IMAC como TiO, poseen
cierta inespecificidad por péptidos dcidos no fosforilados
(por ejemplo por acido aspartico y/o glutamico) y por
péptidos donadores de electrones (por ejemplo, péptidos
conteniendo histidina). Ficarro y cols.? solucionaron dicho
problema esterificando los péptidos acidos. De esta forma,
los péptidos cargados negativamente solo serian los que
tuvieran grupos fosfato. Sin embargo la esterificacion resulté
no ser eficiente al 100% en todos los péptidos acidos y ademas
complicé en gran medida la complejidad del espectro debido
a las sefiales de esos péptidos con diferentes grados de
esterificacion. Por otra parte, en este caso la esterificacién
requeria de liofilizacién de la muestra, la cual puede causar
pérdidas de fosfopéptidos®?.

Técnicas de cromatografia de fase reversa
en micro-columna

Estas técnicas simplifican el analisis de la muestra, y
su uso de forma previa al andlisis mediante MS es de gran
utilidad para la limpieza de los péptidos de interés. Esto
es debido a que enriquecen en funcién de la hidrofobicidad
o hidrofilia del analito a estudiar. Por tanto la muestra se
enriquecera en analitos hidrofébicos o hidrofilicos en
funcién del material con que se empaqueten las micro-
columnas.

En las micro-columnas de fase reversa, el analito es
disuelto en una solucién polar mévil antes de ser cargado
en una fase estacionaria hidrofébica. Por medio de interacciones
hidrofdbicas, el analito se une a la fase estacionaria, que esta
formada por micro-esferas cubiertas de cadenas lineales de

hidrocarbonos. La elucién del analito de la fase estacionaria
se consigue usando solventes hidrofébicos, los cuales rompen
las interacciones hidrofébicas entre el analito y las cadenas
de hidrocarbonos de la fase estacionaria. Normalmente el
acetonitrilo es el solvente que se usa como eluyente.

El empaquetamiento de las micro-columnas con material
R3 favorece el enriquecimiento en péptidos hidrofilicos®6?
y simplifican la complejidad del analito. El grafito® también
puede ser usado con el mismo fin en el caso de proteinas
fosforiladas®. Por otra parte, estudios recientes demuestran
la utilidad del material C18 en abordajes para el estudio de
la fosforilaciéon®?. Mas atin, Thingholm y cols.®? demuestran
que la combinacién de R3 con C18 es altamente eficiente
para la limpieza, eliminacién de sales y concentracién de
fosfopéptidos que provienen de muestras complejas. Lo
interesante de dicha combinacién es que el material C18
empaquetado en el extremo de la micro-columna impide
que el material R3 sea arrastrado en el proceso de elucién
de la muestra, lo cual deterioraria el analisis mediante LC-
ESI. En dicho trabajo, se identifica un elevado nimero de
fosfopéptidos demostrando la utilidad de dicha combinacién
para muestras biolégicas.

ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS)

La Espectrometria de Masas permite el analisis de la
fosforilacién, mas atin, permite identificar los residuos
fosforilados de las proteinas o péptidos a estudiar, aunque
implica una gran complejidad.

La deteccidon de residuos fosforilados -en serinas, treoninas
y tirosinas en eucariotas- mediante MS no es igual en
estos tres residuos. La fosforilacién en serinas o treoninas
suele ser labil, mientras que en tirosinas, los fosfopéptidos
son relativamente mas estables. Esto implica estrategias
diferentes en MS para su deteccion e identificacién del sitio
fosforilado®“?.

Causas que dificultan la deteccion de la fosforilacién
mediante MS

A pesar de ser una de las estrategias mas relevantes hoy
en dia, la deteccion de la fosforilacion mediante MS resulta
complicada por 5 razones: (a) una estequiometria baja, es
decir, la forma fosforilada de una proteina se encuentra en
menor proporcién que la no fosforilada; (b) los residuos de
fosforilacion de una proteina pueden variar, es decir, una
proteina puede fosforilarse en diferentes residuos, lo cual
puede implicar la activacion o inhibicién funcional de la
propia proteina; (c) en la célula, el nivel de expresion de las
proteinas que se fosforilan normalmente suele ser bajo, por
eso el enriquecimiento es un prerrequisito para su estudio®;
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(d) un rango dindmico limitado, es decir, aunque se pueden
detectar los residuos de fosforilacion, los sitios minoritarios
puede resultar de dificil deteccion; (e) las fosfatasas pueden
desfosforilar los residuos, y por tanto el uso de inhibidores
de fosfatasas es otro prerrequisito®.

Por estos motivos, el estudio de fosfopéptidos por MS
es un desafio por si mismo, pero ademas los grupos fosfato
de los péptidos estan cargados negativamente y se cree que
esto puede disminuir la eficiencia de la ionizacién en el
analisis MS positivo. Esto implica una mayor dificultad en
la deteccion de fosfopéptidos por espectrometria de masas
comparado con péptidos carentes de dicha PTM®@®. Otro
inconveniente es la baja abundancia de éstos en comparacién
con los no fosforilados, por lo que los fosfopéptidos pueden
quedar ocultos, haciendo muy dificil su deteccion en muestras
altamente complejas. Por estas razones, el enriquecimiento
de fosfopéptidos es prioritario y necesario para su andlisis
por MS.

Identificacién de los residuos fosforilados mediante
espectrometria de masas

Para la identificacion de los residuos fosforilados es
necesario el uso de la espectrometria de masas en tandem
(MSn) empleando ionizacion MALDI (Ionizacién, desorcion
mediante laser asistida con matriz, Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization)® y ESI (Ionizacion en electrospray,
ElectroSpray Ionization)“#” que permiten realizar estudios
de identificacion de residuos fosforilados adecuadamente.

Cuando se buscan fosfopéptidos por espectrometria de
masas, existen “huellas-fosfato” en el espectro de fragmentacion
(MSn) para la identificacién del residuo fosforilado. A
continuacion se detallan dichas “huellas-fosfato”@9.

El grupo fosfato puede perderse de los residuos de serina
y treonina por la reaccién de p-eliminacién formandose
acido fosférico (HsPOs). Esto se debe a la fragmentacion
CID (Collision Induced Dissociation, colisién inducida por
disociacion)@®49 y elucién alcalina de los fosfopéptidos. En
consecuencia, se produce la pérdida de 98 Da (Da, Unidad
de m/z) del residuo fosforilado (80 Da del grupo fosfato y
18 Da del agua), que es utilizado como una identificacion
positiva de fosfoserinas y fosfotreoninas.

Si el grupo fosfato se posiciona en un residuo de serina,
aparecera un pico 69 Da inferior al fosfopéptido que sufrié
la B-eliminacién. Este pico aparece por la conversion de
fosfoserina en dehidroalanina durante la 3-eliminacién. La
presencia de 69 Da y 167 Da (98 Da+69 Da) son indicativos
de una fosfoserina en la secuencia peptidica. La f-eliminacién
de fosfotreonina da lugar a la formacién de acido dehidro-
2-aminobutirico (83 Da), el cual sirve de indicador de
fosfotreonina.
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La fosfotirosina, sin embargo, no sufre la f-eliminacion
debido a su cadena aromética. En su lugar, la fragmentacién
con CID causa que la fosfotirosina pierda H;PO (80 Da).
Ademads, a menudo se visualiza el ién imonio de la tirosina
de 136 Da en los espectros de péptidos que contienen tirosina.
Un residuo fosforilado en tirosina resulta en un ién imonio
de 216 Da (136 Da+80 Da), el cual sirve de diagndstico de
fosfotirosina en la secuencia®.

Estrategias para el analisis de los fosfopéptidos en
espectrometros de masas en tandem que incorporan
ionizacién tipo ESI y un triple cuadrupolo

Existen varias estrategias posibles para este andlisis:

a) Mediante la seleccién en el modo MS de péptidos con
pérdida neutra de 80-98 Da (0 49 Da si el péptido posee
doble carga), para mas tarde fragmentarlos y analizarlos
en el modo MS/MS.

En un triple cuadrupolo (QQQ)@*05Y, todos los iones

entran en QO (transmision), a continuacion, se puede

fijar Q1 para la deteccién de una masa de valor especifica

(80-98 Da), tras lo que se produce su fragmentacién

(seleccién y fragmentacion). Finalmente los iones “hijo”

son analizados en Q2.

En un triple cuadrupolo acoplado a un analizador tipo

“tiempo de vuelo” (QqTOF)®Y, el proceso es similar.

Todos los iones entran en QO (transmision), a continuacién,

se puede fijar Q1 (seleccion) para la deteccién de una

masa de valor especifica (80-98 Da). Esos iones seleccionados
son enviados a Q2, que en este caso es la célula de colision

o fragmentacién (CID). Finalmente los iones “hijo”

son analizados en el TOF.

b) Mediante la seleccion de los 3 péptidos mas intensos en
el modo MS, para mas tarde fragmentarlos y analizarlos
en el modo MS/MS. El proceso es similar al descrito en
el apartado anterior, salvo que en vez de seleccionar un
valor de masa especifico (80-98 Da), se seleccionan en
cada ciclo, los 3 péptidos de mayor intensidad en el
modo MS, para posteriormente fragmentarlos y analizarlos
en el modo MS/MS.

En ambos casos (a) y (b), la lista de masas obtenidas son
introducidas en programas bioinforméticos (Mascot
www.matrixscience.dk, Vems http://yass.sdu.dk/), donde
se seleccionard como modificacion variable la fosforilacién
en serinas, treoninas y tirosinas. En estos programas, los
péptidos obtenidos como coincidentes, que incluyan una
pérdida de 80-98 Da serdn susceptibles de estar fosforilados.
La visualizacion de los espectros de fragmentaciéon y la
deteccion en ellos de patrones caracteristicos de fosforilacién,
permitirdn validar la existencia de dicha PTM en la muestra
analizada.
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La combinacion de cromatografia liquida (LC) a este
sistema, tiene un considerable valor para el andlisis de
fostopéptidos, ya que la separacién de los péptidos mediante
LC disminuye la supresion tan comtinmente observada
en el caso de fosfopéptidos“. En este método, los péptidos
son introducidos en columnas de didmetro pequefo
(nanocolumnas de 75 um didmetro interno) que contienen
material C18, para eliminar impurezas. Los péptidos son
eluidos y separados por el uso de gradientes (Acetonitrilo
(ACN) 3%, Acido acético (HAQ) 0,5 %, ACN 80% HAc 0,5%)
para acceder directamente al espectrometro de masas.
Ademas, la elucion es por flujo lento (100-200 nl/min), y
por tanto miles de péptidos pueden ser analizados mediante
este método®?.

Utilidad de la disociacién por captura electrénica ECD

(Electrén Capture Dissociation) en un analizador FT-ICR

MS (Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance) para

estudios de fosforilacién

En 1974 el analizador de resonancia ciclotronica de
iones (ICR) fue descrito por Comisarow y Marshall®?. El
principio general del instrumento FT-ICR se basa en dos
fundamentos:

a. Los iones son atrapados en el interior de un campo
magnético intenso. Si la velocidad de un ién es lenta y
el campo magnético aplicado es intenso, el radio de la
trayectoria del i6n se hace pequefio. Entonces, el iéon
puede ser atrapado en una trayectoria circular que crea
el campo magnético.

b. El campo magnético es orientado a lo largo del eje z y
los iones son introducidos y atrapados a lo largo de este
eje. Enlos planos x e y, los iones rotan alrededor del eje
z. Cada i6n lleva asociada una frecuencia que depende
de sum/z. La medida de las frecuencias de las corrientes
eléctricas inducidas permite obtener el valor de las masas
de los iones. La sefial es medida en el tiempo, siendo su
intensidad proporcional al tiempo de medida.

En el analizador FT-ICR (Fig. 1), al crearse un sistema
de vacio muy elevado, los iones generados en la fuente
de ionizacion son guiados a través de una serie de bombas
hasta que entran en una célula de movimiento circular
(ICR). En dicha célula, la presién es de ~10-° Torr para
que las trayectorias sean estables. Cuando los iones
generados en la fuente de ionizacion entran en el analizador,
éstos quedan expuestos a un campo magnético y a un
campo eléctrico. El campo magnético fuerza a los iones
a describir 6rbitas cerradas en un plano perpendicular
a dicho campo, y las senales que se obtienen de las
frecuencias ciclotrénicas de los iones, proporcionarén las
masas de los analitos. El campo eléctrico permite variar

Figura 1. Esquema del analizador FT-ICR. El instrumento FT-ICR consiste
en una trampa de iones que se encuentra en el interior de un imdn que crea
un campo magnético elevado y uniforme. Los iones son almacenados, analizados
y detectados en el analizador y la transformada de Fourier (FT) se utiliza
para analizar la sefial producida, que es muy compleja. Figura adaptada de
www.chm.bris.ac.uk y E. Lopez Villar, Tesis doctoral 2006 UCM-PR Group.

el radio de las érbitas de los iones, para que éstos se
posicionen cerca de las placas detectoras. Las sefiales
de frecuencia que se obtienen serdn transformadas a través
de la FT para obtener los espectros (sefial de intensidad
en funcién de los valores m/z).

Este instrumento suele ir acoplado a un sistema de
adquisicién de datos complejo, ya que al producir espectros
de muy alta resolucién, la cantidad de informacién producida
es muy elevada®®.

El instrumento FT-ICR puede ser combinado también
con la ionizacién en electrospray y técnicas de cromatografia
liquida (HPLC), con lo que se obtiene una sensibilidad y
precisién hasta ahora inigualable por otros espectrometros
de masas®.

La fragmentacién de péptidos ionizados via ECD consiste
en inducir la rotura del analito mediante disociacién por
captura de electrones. Esta fragmentacion es alternativa a
la fragmentacién tipo CID, y tipica de algunas trampas
i6nicas como la de Finnigan (LTQ; http:/ /www.thermo.com/
com/cda/product/detail /1,22172,00.htm).

McLafferty y cols.®® introdujeron un método de
fragmentacion de péptidos/proteinas ionizadas: ECD. En
este método, péptidos o proteinas multiprotonados son
almacenados en un analizador trampa i6nica con FT-ICR y
expuestos a electrones con transferencia energética. La
captura de un electrén por parte de un péptido protonado
es exotérmica (6 eV (1 eV = 1.602x10" ]) y causa que el
péptido se fragmente.
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Figura 2. Diferentes técnicas de fragmentacion en Espectrometria de Masas.
CID: Disociacidn inducida por colisién. La molécula se fragmenta al adquirir
un protén movil. Este tenderd a posicionarse en los aminodcidos bisicos de
la zona N-Terminal, inestabilizando la molécula y generdndose las series
de iones "b”. Ademds, los péptidos tripticos normalmente tienen un
residuo de lisina o arginina en el extremo C-terminal, asi pues, ésta podrd
también quedar secuestrada en el extremo C-terminal, que facilitaria la

u,

formacion de la serie de iones “y”.

ECD: Disociacidn por captura del electron. La molécula se fragmenta al
adquirir un electron. Este se unird principalmente al C o del enlace amida
de la cadena principal. Como consecuencia, la molécula se inestabiliza y se
fragmenta, generdndose finalmente mayoritariamente las series de iones iones

o

c”y “z". Preserva que la fragmentacion se produzca en las cadenas laterales
de la molécula, las cuales pueden contener modificaciones posttraduccionales
(PTMs). Figura cedida por Karin Hjerno 2007 (PR Group).

La ECD en combinacion con FT-ICR#!4245535457) permite
que la fragmentacion se produzca mayoritariamente en la
cadena principal del péptido y escasamente en las cadenas
laterales que incluyen PTMs. Esto es muy util en estudios
de fosforilacion, y supone una ventaja frente a fragmentaciones
con CID, donde es muy fécil perder el grupo fosfato (Fig.
2).

Una desventaja del uso de ECD es la necesidad de que
la muestra esté altamente limpia, junto con que su uso se
desarrolla en espectréometros de masas (ejemplo LTQ-FT-
ICR) de muy elevado coste y requieren de personal
especializado.

En un espectrémetro de masas LTQ-FT-ICR (Finnigan),
el desarrollo de abordajes fosfoprotedmicos consiste en que
todos los iones entran en la trampa idnica lineal (LTQ),
donde son almacenados y desde donde los iones son enviados
ala FT-ICR para el andlisis en modo MS con elevada resolucién.
Ah{, los iones de mayor intensidad (MS) son seleccionados
para su fragmentacion (MS/MS) en la trampa iénica lineal
LTQ. Cuando se detectan iones con una pérdida neutral de
acido fosférico (80-98Da), éstos seran de nuevo fragmentados
(MS3) en la LTQ®6L52),

La ECD acoplada a FT-ICR, dada su elevada sensibilidad,
es también un instrumento poderoso para la secuenciacién
de péptidos y proteinas.
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CONCLUSIONES Y FUTURAS PERSPECTIVAS

Actualmente, el campo de las rutas de sefializacién celular
—tan relevantes en patologias como el cdncer- estd siendo
bien equipado gracias a los avances e innovaciones de la
proteémica y la espectrometria de masas. Las estrategias
fosfoproteémicas y de MS actuales permiten identificar a
gran escala residuos fosforilados de proteinas que componen
diferentes cascadas de sefializacién. Por ello permiten
profundizar en el entendimiento de las alteraciones en
procesos de sefializacion y ayudan en el disefio y desarrollo
de nuevas dianas terapetiticas®®.

Sin embargo, a pesar de los grandes avances previamente
mencionados, a veces puede ser dificil disponer de suficiente
cantidad de determinadas proteinas (por ejemplo algunas
quinasas fosforiladas), lo cual dificulta en gran medida su
andlisis. Ademas, la preparacion de la muestra a estudiar y
los métodos a utilizar tienen que ser lo mas Gptimos y directos
posible, con el fin de (a) minimizar pérdidas de las proteinas
de interés, y (b) reproducir eficientemente los protocolos
de la estrategia elegida.

Existen muchas y diferentes técnicas experimentales que
permiten detectar la fosforilacion (radioactividad, “western
blotting”, inmunoprecipitacion con anticuerpos, etc) pero
hasta hoy en dia, la espectrometria de masas es la herramienta
que permite identificar los residuos donde se produce dicha
modificacién post-traduccional. Esto tltimo es de gran
relevancia para el desarrollo farmacéutico de dianas especificas
de drogas.

IMAC y Didxido de titanio acoplados a espectrometria
de masas, son una de las estrategias protedmicas de eleccién
para la identificacion de residuos fosforilados en serinas y
treoninas.

Los anticuerpos anti-tirosina, han sido reciente y
exitosamente utilizados para capturar proteinas fosforiladas
en tirosina. Esta técnica, acoplada a espectrometria de masas,
es una de las estrategias de eleccion para identificar residuos
fosforilados en tirosinas.

La fragmentacion ECD de péptidos ionizados, es una
herramienta de gran utilidad en estudios de fosforilacién.
Su utilizacién implica una ventaja frente a fragmentaciones
tipo CID, en las que es muy fécil perder el grupo fosfato.
Esto tltimo dificulta e incluso puede impedir la identificacién
del residuo fosforilado correspondiente a la o las proteinas
a estudiar.

Finalmente, el gran y rapido avance de las metodologias
proteémicas y de la espectrometria de masas en esta tiltima
década permite investigar diferentes patologias a nivel
funcional. Para ello, siempre es necesario: (a) optimizar la
preparacién de la muestra (tejidos o lineas celulares), y (b)
establecer estrategias protedmicas en funcién del tipo de
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muestra y de los objetivos cientificos que se quieran alcanzar.
Maés atin, la eleccién del espectrémetro de masas a utilizar
para el analisis de las muestras es también un requisito
imprescindible que dependerd también de los objetivos
finales del estudio a realizar.
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