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A. INTRODUCCION

A.1. PROTEOMICA

El desarrollo de la genémica, en especial la secuenciacién del genoma humano,* supuso el
primer paso para conocer en profundidad los procesos celulares. Si bien la informacién necesaria
para el completo funcionamiento de un organismo se codifica en sus genes, dichos genes se
expresan mediante proteinas, que son las que realmente llevan a cabo las funciones vitales y estan
implicadas en la mayoria de procesos celulares. La protedmica es la ciencia que estudia el conjunto

de proteinas, que constituyen el proteoma, expresadas a partir de un genoma concreto.”

El estudio del proteoma presenta una gran complejidad, ya que las proteinas que lo
constituyen se expresan o modifican a lo largo del tiempo, cambiando su abundancia, estructura,
interacciones... Ademas, a partir de la transcripcion de un solo gen se pueden generar diversas
proteinas, que pueden ser modificadas a su vez después de su traduccion. Por otra parte, las

proteinas se hallan en la célula en un amplisimo rango de concentraciones.’

Desde que surgi6 el concepto de proteoma en 1994,% las nuevas metodologias desarrolladas
para la determinacidon cualitativa y cuantitativa de proteinas, esencialmente basadas en
espectrometria de masas, proporcionan una poderosa herramienta en el estudio dinAmico y espacio-
temporal de las actividades de las mismas, pudiendo desentrafiar asi su mision en procesos

biologicos y enfermedades.

A.2. MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES

La actividad de las proteinas no esta controlada Unicamente por la relacién entre su
biosintesis y su degradacion, sino que también se regula mediante procesos covalentes especificos y
selectivos. Estos procesos covalentes, denominados modificaciones post-traduccionales (PTMSs),
cambian las propiedades de una proteina, procesandola proteoliticamente y/o modificando
guimicamente residuos de aminoacidos. Las PTMs modulan la actividad, localizacion, recambio o
degradacion, asi como las interacciones moleculares de las proteinas. Se conocen hasta 300 tipos de

PTMs, entre las que destacan la fosforilacién, metilacion, acetilacién, glicosilacion o sulfonacion.”

El ser humano presenta unos 30000 genes, de los cuales se generan a su vez 5 6 6 RNAs
mensajeros diferentes (MRNA). La mayoria de los mRNA se traducen en proteinas procesadas por
multiples caminos, generando entre 8 y 10 formas modificadas por cada cadena polipeptidica. Por
tanto, el genoma humano puede dar lugar hasta a 1,8 millones de proteinas diferentes.® Esta
complejidad provoca que, a pesar de la gran importancia de las PTMs en las funciones biolégicas,
todavia exista un gran desconocimiento de su extensién e importancia concreta dentro de las

células.’
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A.2.1. Fosforilacion de proteinas

La fosforilacion de proteinas es una de las PTMs mas importantes, ya que esta involucrada
en el control del ciclo celular, diferenciacion, proliferacion, transformacion, metabolismo celular,
degradacion de proteinas, homeostasis... Los enzimas responsables de la fosforilacion y
defosforilacion son, respectivamente, las quinasas y fosfatasas, que emplean casi exclusivamente
adenosin trifosfato (ATP) como donador del grupo fosfato. En las células eucariotas, dicho grupo
fosfato forma un enlace fosfoéster con el grupo hidroxilo de los aminoacidos serina (Ser), treonina
(Thr) y tirosina (Tyr), como se esquematiza en la Figura 1.”® La fosforilacién en Ser o Thr es mucho
mas abundante que la fosforilacién en Tyr. En vertebrados, la relacion de fosforilacion en Ser:Thr:Tyr
es 1800:200:1.°

Pi Bacll ATP
Proteina fosfatasa Proteina quinasa
(e}
[
H,0 R—O—lp—o' ADP
o

Figura 1. Proceso de fosforilacién/defosforilacién en células eucariotas.

Aunque se estima que al menos un tercio de todas las proteinas celulares se encuentran
fosforiladas en algun momento, sus niveles de fosforilacion varian ampliamente, lo que dificulta su
estudio. Sin embargo, la importancia de la fosforilacion ha sido ampliamente descrita en la
bibliografia. En procesos de sefializacion, la fosforilacion supone una activacion o desactivacion de la
actividad de la proteina. Un desorden en el sistema de control habitualmente desemboca en
enfermedades.® Por ejemplo, la fosforilacion tiene un papel relevante en enfermedades como el
cancer,”™ la diabetes,” respuestas frente a virus y necrosis programadas'® o enfermedades
cardiacas,™ entre muchas otras. Interviene también en la regulacion de la mitosis'® y en diversos

procesos cerebrales.'®*’

En definitiva, existe un gran interés en el estudio de la fosforilaciéon y, en concreto, en el
desarrollo de estrategias para la determinacion cualitativa y cuantitativa de fosfoproteinas, dada su

importancia en los procesos biolégicos.
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A.3. ANALISIS CUANTITATIVO DE FOSFOPROTEINAS

Las primeras metodologias para el analisis de fosfoproteinas Unicamente proporcionaban
resultados cualitativos, identificando las fosfoproteinas presentes en la muestra. Sin embargo, las
respuestas celulares dependen no sélo de la identidad de la fosfoproteina sino también de los sitios
de fosforilacién, estequiometria y cambios temporales en el grado de fosforilacion. Por todos estos

motivos, es necesario el desarrollo de estrategias cuantitativas en fosfoproteémica.*®

Los analisis cuantitativos pueden proporcionar la cantidad absoluta de proteina en una
muestra o el cambio relativo en la cantidad de proteina entre dos estados. La cuantificacion absoluta
es la determinacion de la cantidad de la especie concreta, por ejemplo, ng mL™ de un biomarcador o
el numero de copias de una proteina por célula. En cambio, en cuantificaciones relativas la cantidad
de proteina se define en relacion con otra medida de la misma proteina, comparando asi, al menos,
dos estados celulares. Como es obvio, la cuantificacion absoluta permite también una determinacion

relativa facilmente.*

En este apartado se describiran los métodos disponibles para la cuantificacién de
fosfoproteinas, clasificados segun las técnicas empleadas (métodos tradicionales, espectrometria de
masas molecular y espectrometria de masas elemental) y distinguiendo si proporcionan una

cuantificacioén relativa o absoluta.

A.3.1. Métodos tradicionales

A.3.1.1. Cuantificacion relativa

Los primeros trabajos publicados para la deteccion y determinacién de proteinas empleaban
electroforesis en geles de poliacrilamida de una o dos dimensiones.” La electroforesis en gel de dos
dimensiones es una técnica poderosa para separar y aislar proteinas, pudiendo incluso resolver

diferentes PTMs de una proteina dada.

Para la deteccion de fosfoproteinas, se incorpora in vivo o in vitro ¥2p_ posteriormente, las
bandas de las proteinas se detectan en una pelicula de autorradiografia o con equipos de imagenes
digitales.® El marcaje con **P presenta varios inconvenientes. En primer lugar, el tejido debe poder
ser marcado radiactivamente y no siempre la eficacia del marcaje es elevada. Ademas, altos niveles
de *¥p pueden provocar dafios celulares y alterar los niveles de fosforilacion. Por ultimo, el laborante
se ve sometido a elevadas cantidades de radiactividad, con los peligros que ello conlleva. En cuanto
a la posibilidad de cuantificacion, ésta es poco precisa ya que se basa en la comparacion de las

bandas observadas en las placas radiograficas.?**

Otra técnica aplicada en la deteccion de fosfoproteinas es la técnica Western-Blot, que

emplea anticuerpos fosfoespecificos. Una importante limitacibn es que los anticuerpos anti-
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fosfoserina y —fosfotreonina son muy escasos. Ademas, el uso de anticuerpos especificos exige

conocer previamente la fosfoproteina que se esta buscando.*

A.3.1.2. Cuantificacion absoluta

La aparicién de fosfoanticuerpos ha permitido también el desarrollo de inmunoensayos
enzimaticos heterogéneos especificos (ELISAs) para proteinas fosforiladas, siendo los mas
empleados los ELISAs tipo sandwich. Tras la adicion secuencial de los anticuerpos y sustratos
necesarios, se genera un producto coloreado que se puede medir espectrofotométricamente. A pesar
de que esta técnica es versatil y robusta, es necesario disponer de anticuerpos fosfoespecificos, por

lo que cae en las limitaciones ya discutidas anteriormente para Western-Blot.”®

A.3.2. Espectrometria de masas molecular

Aunque la fosforilacion es facilmente detectada con los métodos tradicionales comentados,
que de hecho son una herramienta basica en el mapeo del fosfoproteoma, dichos métodos no
permiten identificar nuevas fosfoproteinas o localizar los sitios de fosforilacion especificos en una
fosfoproteina concreta. La espectrometria de masas molecular (MS molecular), empleando como
fuentes de ionizacién electrospray (ESI) o desorcién/ionizacién laser asistida por matriz (MALDI), se
ha utilizado ampliamente en los Gltimos afios para el estudio de la fosforilacion. La MS puede, a priori,
identificar cada fosfopéptido y localizar los sitios de fosforilacion en una proteina concreta, ademas de
presentar elevada sensibilidad, versatilidad y rapidez. Por estos motivos, la MS molecular se ha
postulado como la técnica capaz de superar las limitaciones de los métodos tradicionales en el

analisis de fosfoproteinas.®

El andlisis de fosfoproteinas por MS molecular resulta complicado debido a varios motivos.
Por una parte, las fosfoproteinas suelen ser muy poco abundantes y solo una pequefia parte de la
proteina total esta fosforilada, presentando un amplio rango dinamico. Ademas, en MS molecular se
dan interferencias de péptidos no fosforilados, ya que estos Ultimos se ionizan mejor y estan en
mayor abundancia, lo que afecta a la ionizacién y, por tanto, deteccién del péptido fosforilado. Por
todos estos motivos, las fosfoproteinas deben ser enriquecidas o purificadas antes del analisis

cuantitativo por MS molecular.®®

A.3.2.1. Estrategias de enriguecimiento

Los métodos mas usados para el enriquecimiento de fosfopéptidos son la cromatografia de
afinidad con metales inmovilizados (IMAC) y la cromatografia de afinidad de 6xidos metélicos
(MOACQ), ilustrados en la Figura 2.
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Figura 2. Enriquecimiento de fosfopéptidos: A) IMAC; B) MOAC.*

IMAC se basa en la afinidad de los grupos fosfato por iones metalicos (Fe**, Ti*", Ga**, A”**,

4+...) inmovilizados en la fase estacionaria gracias a diversos quelantes.z‘:"26

Las mayores
limitaciones del método son la unién de péptidos no fosforilados que contienen un alto nimero de
residuos de aminoécidos acidos y la influencia de la naturaleza del material, el quelante empleado y
las condiciones de elucion. Se han desarrollado recientemente diferentes estrategias para superar
estos inconvenientes y mejorar el enriquecimiento, por ejemplo, empleando microesferas

magnéticas®’ o IMAC-IMAC.?®

Debido a las limitaciones nombradas, MOAC surgié como alternativa a IMAC en 1997.% Se
basa en el empleo de resinas de Oxidos metalicos, fundamentalmente TiO,, que permite obtener

mayor selectividad y recuperacién de fosfopéptidos.*

La cromatografia de intercambio catidnico (SCX) también se ha empleado en el
enriquecimiento de fosfopéptidos (Figura 3.A). El enriquecimiento mediante SCX se debe a las
diferencias entre cargas que presentan en disolucion los fosfopéptidos respecto a los péptidos no
fosforilados. A pH=2.7 un péptido triptico tipico suele tener carga neta +2 mientras que el mismo
péptido fosforilado reduce la carga en una unidad.® La elucion se produce aplicando un gradiente de
sales. Aunque el método aln no es totalmente especifico para fosfopéptidos,®" ha sido empleado

como un primer paso de separacion seguido de IMAC o MOAC en multiples trabajos.sz'34
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0 | i
Ny, 0 oO—p=0

™ % !

& _0 {Ij_l

s

N B)

Figura 3. Enriquecimiento de fosfopéptidos: A) SCX; B) Inmunoprecipitacién p-Tyr.24
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Recientemente, la cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC) ha demostrado ser una
herramienta poderosa en la separacion de fosfopéptidos.>> Emplea una columna con fase
estacionaria polar y fase movil parcialmente hidrofilica, de modo que los péptidos son retenidos en
proporcién a su hidrofilicidad. Tiene como ventaja que no requiere adicion de sales no volatiles a las

muestras (como en SCX) y por tanto puede ser acoplada online a MS.*®

También se ha aplicado la cromatografia liquida de interaccién de repulsién hidrofilica
(ERLIC). La separacion se puede llevar a cabo en isocratico ya que la columna (intercambio aniénico
débil) presenta una carga similar a los analitos pero el disolvente contiene suficiente fase organica
para forzar a los solutos a permanecer en la columna a pesar de la repulsion electrostatica.®” Esta

técnica esta ganando popularidad en los Gltimos afios.*®

Finalmente, el empleo de anticuerpos permite la inmunoprecipitacion especifica en una
muestra compleja de una proteina que se sospecha que pueda estar fosforilada (Figura 3.B). La
inmunopurificacion mas empleada utiliza anticuerpos antifosfoTyr ya que presentan mayor eficacia

que los pSer y pThr. En este caso, es necesario el uso de métodos alternativos.*

A.3.2.2. Cuantificacion relativa

Aunque la espectrometria de masas molecular ha probado ser una extraordinaria herramienta
para la caracterizacion de proteinas, la medida de las intensidades de los péptidos no proporciona
informacién cuantitativa de forma directa, ya que la eficiencia de ionizaciébn en MS molecular varia
dependiendo de las propiedades fisico-quimicas del péptido y la presencia de otros componentes en
la matriz. Por este motivo, se han desarrollado fundamentalmente estrategias de cuantificacién
relativa basadas en el marcaje con isétopos estables, por comparaciéon de una muestra que mantiene

el elemento natural con otra muestra que incorpora la marca isotépica.™

Las caracteristicas y propiedades fisico-quimicas de los péptidos sin marcar y marcados con
isétopos estables permanecen semejantes exceptuando la diferencia de masa introducida por la
marca isotépica. Tras mezclar las dos poblaciones, los péptidos se analizan simultaneamente,
apareciendo como pares (dobletes) en el espectro de MS. Las intensidades del doblete permiten

realizar la cuantificacion de péptido relativa para las dos muestras comparadas.®

Los marcajes se clasifican, segun el momento en el que se realizan, en marcajes in vivo o in
vitro, también denominados metabdlico o quimico, respectivamente. En la Figura 4 se esquematizan

los diferentes tipos de marcaje que seran descritos a continuacién mas detalladamente.
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Figura 4. Diagramas de cuantificaciéon relativa de fosfoproteinas con marcaje metabdlico
(SILAC) y marcaje quimico (ICAT e iTRAQ). En rojo se representa la muestra marcada

isotépicamente y en azul la no marcada.™®**

A.3.2.2.1. Marcaje in vivo o metabdlico

La estrategia mas empleada consiste en introducir aminoacidos marcados con isétopos
estables en los cultivos celulares (SILAC), por ejemplo *Cs-Arg.*® Se hacen crecer dos poblaciones
celulares idénticas afiadiendo a una de ellas el aminoacido marcado y a otra el “natural”, de modo
gue cada proteoma celular incorpora el aminoacido que se le ha suministrado. Asi, cada par de
péptidos estara separado en el espectro por la diferencia de masa introducida por el aminoéacido
marcado.” La estrategia SILAC ha sido empleada ampliamente en fosfoprotedmica por ser

especialmente adecuada para el estudio de cambios en el grado de fosforilacion.*?

Una alternativa a SILAC es el marcaje metabdlico incorporando el is6topo a todos los
aminodcidos sintetizados por la célula por enriqguecimiento del medio del cultivo celular en N, El
principal inconveniente de esta metodologia es la dificultad en la interpretacion de los espectros

obtenidos.**
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A.3.2.2.2. Marcaje in vitro o quimico

Otra posibilidad para la cuantificacion relativa consiste en modificar quimicamente los dos
proteomas bajo estudio, antes o después de la digestion proteolitica, derivatizando quimicamente los

péptidos. Existen fundamentalmente dos estrategias: Marcaje isotépico o marcaje isobarico.

El marcaje isotépico diferencial de afinidad (ICAT) emplea un reactivo dirigido a la cisteina
que puede incorporar *H o deuterio. Las muestras se marcan una con el reactivo ICAT ligero (con *H)
y otra con el pesado (con deuterio), resultando en una diferencia en masa de 8 Da.® Este
procedimiento sélo permite la cuantificacion de sitios de fosforilacion presentes en los péptidos
tripticos marcados quimicamente. Sin embargo, el marcaje también puede dirigirse especificamente a
fosfoSer y fosfoThr por B-eliminacion del fosfato y adicién de 1,2-etanoditiol marcado isotopicamente

(PhIAT).*

Otra estrategia de marcaje emplea metanol comin o deuterado para derivatizar el grupo C-
terminal de los fosfopéptidos en O-metil ésteres.” Una estrategia similar derivatiza las aminas por
dimetilacion con formaldehido normal o deuterado.”® Finalmente, otra posibilidad combina una
digestion con tripsina y agua con o) y o) seguida de formacién de un O-metil éster usando metanol

con**0u*®0.¥

Por otra parte, se han desarrollado reactivos para marcaje isobarico (iTRAQ o TMT), que
reaccionan con los extremos N-terminales y los residuos de lisina después de digerir la proteina. Los
péptidos de diferentes muestras se marcan con reactivos que tienen la misma masa nominal. Sin
embargo, cuando se someten a MS/MS, cada marca se disocia del péptido produciendo iones con
menor m/z diferenciados en 1 Da. Esto permite cuantificar de forma relativa hasta 4 muestras

diferentes.*®

A.3.2.3. Cuantificacion absoluta

Los métodos descritos en el apartado anterior permiten obtener las abundancias relativas de
hasta cientos de sitios de fosforilacion especificos. Sin embargo, la cuantificacion absoluta mediante
MS molecular requiere el uso de patrones especificos de cada péptido, debido a la variabilidad de la

eficiencia de ionizacion de los péptidos ya comentada.

Una metodologia comuln consiste en sintetizar quimicamente péptidos marcados
isotépicamente a través de tecnologia AQUA y después afiadirlos en una cantidad determinada a la
muestra como patrones internos. El espectro de masas obtenido esta representado por un doblete de
picos espectrales separados una m/z determinada correspondiente al marcaje, de modo que la
cuantificacion se realiza mediante dilucion isotépica. El empleo de esta estrategia para el analisis de
(fosfo)proteinas requiere la sintesis de (fosfo)péptidos tripticos marcados isotopicamente y, en el caso
de que se encuentren fosforiladas, estas deben contener el sitio de fosforilacion buscado.

Obviamente, la secuencia de la (fosfo)proteina debe ser conocida de antemano.*
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Otra estrategia para la cuantificacién absoluta se conoce como QconCAT y se basa en la
sintesis artificial mediante ingenieria genética de una cierta proteina formada por varios péptidos
tripticos marcados isotépicamente. Al igual que en el caso de AQUA, la secuencia debe ser conocida

de antemano.”

A.3.3. Espectrometria de masas elemental

La espectrometria de masas molecular es una herramienta Util para la evaluaciéon de cambios
entre una muestra y otra (cuantificacién relativa). Sin embargo, las estrategias de cuantificacion
absoluta mediante MS molecular requieren la sintesis quimica de cada fosfopéptido y, por tanto,
estan limitadas a proteinas con fosforilaciones conocidas y a la disponibilidad de fosfopéptidos

marcados isotdépicamente.

Hoy en dia, la espectrometria de masas elemental con fuente de plasma de acoplamiento
inductivo (ICPMS) es una técnica ampliamente reconocida para el analisis de biomoléculas que
contienen elementos detectables mediante ICP, pudiendo aplicarse también a proteinas, ya que estas
contienen heteroatomos (cualquier elemento presente en la biomolécula que sea diferente de C, H, O,

o N), por ejemplo, S, P, Se 6 diversos metales (Zn, Fe, Mn...).51

El empleo de ICPMS presenta varias ventajas: bajos limites de deteccion para la mayoria de
elementos, minimos efectos de matriz, amplio rango lineal, informacién de relaciones isotépicas y
facilidad en el acoplamiento con técnicas de separacion.® Sin embargo, la caracteristica mas
excepcional es que la respuesta elemental obtenida con ICPMS, bajo ciertas condiciones, puede ser
directamente proporcional a la cantidad absoluta del elemento medido, independientemente de la
estructura del compuesto. Esto posibilita el desarrollo de metodologias para la cuantificacién absoluta
de (fosfo)proteinas con ICPMS empleando patrones genéricos. De este modo, se podria monitorizar
(fosfo)proteinas de forma simultanea o calcular su recuperacion en preparaciones y purificaciones de

muestra.>®

Por contra, el ICPMS como analizador elemental que es, no puede distinguir entre las
distintas especies que contienen un determinado elemento en una muestra, a no ser que dichas
especies lleguen al plasma separadas en el tiempo. De ahi que el empleo del ICPMS en proteémica
esté supeditado al uso de una técnica separativa acoplada (normalmente cromatografia) lo

suficientemente eficiente que permita aislar completamente las especies en estudio.

A.3.3.1. Andlisis de *'P vy *S por ICPMS

Las proteinas contienen heterodtomos de forma natural que pueden ser medidos mediante
ICPMS. El azufre estd presente en los aminoacidos cisteina (Cys) y metionina (Met).

Estadisticamente, un péptido o proteina que contenga mas de 20 aminoacidos contendra al menos un
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azufre y por tanto, sera detectable mediante ICPMS.>* Una medida adecuada del azufre en proteinas

mediante ICPMS posibilitaria la cuantificacién absoluta de proteinas.

Por otra parte, el fésforo se incorpora a los aminoacidos Ser, Thr y Tyr mediante el proceso
de fosforilacion ya descrito. Una medida adecuada de fosforo mediante ICPMS podria emplearse, por

tanto, para la cuantificacion absoluta de fosforilacion en proteinas.

Sin embargo, la medida de ¥p y %25 mediante el ICPMS con un Gnico cuadrupolo (ICPQMS)
presenta importantes limitaciones. En primer lugar, ambos elementos tienen un alto potencial de
ionizacién (10.484 eV para P y 10.360 eV para S), lo que implica una baja eficacia de ionizacion en el
plasma. Ademas, existen una gran cantidad de interferencias poliatbmicas para ambos elementos,
dando lugar a una elevada sefal de fondo a las m/z 31 y m/z 32, siendo dichas interferencias mas
acusadas para el 825 %2
Estas interferencias han sido minimizadas hasta la fecha empleando las siguientes

aproximaciones instrumentales:

i) ICPMS de alta resolucion (o doble enfoque). Esta técnica permite separar fisicamente
¥p* y 5" de sus interferencias poliatdmicas. El factor limitante es su elevado
preci0.55'56

ii) ICPMS con celda de reaccion dinamica (DRC). Resuelve quimicamente *'P* y *S* de
sus interferencias poliatdbmicas por oxidaciéon a $plep* (m/z 47) y 250" (m/z 48).
Sin embargo, los limites de deteccién para DRC son tres veces mas altos que para
ICP de doble enfoque debido fundamentalmente a que las sefales de fondo a esas
nuevas m/z son todavia elevadas.”’

iii) ICPMS con celda de colisién empleando un gas de colisién, siendo lo comun para
interferencias de *'P utilizar He 6 Xe.*®

iv) Recientemente, el desarrollo de un nuevo ICP con triple cuadrupolo (ICPQQQ)
posibilita la deteccién de S y P libre de interferencias. Este equipo, empleado en el

presente Trabajo Fin de Master, sera descrito con mas detalle en el apartado A.3.3.4.

A.3.3.2. Acoplamiento a HPLC

Como se ha comentado anteriormente, dado que la sefial en ICPMS puede ser independiente
de la especie que contiene el elemento, antes de la deteccidon es estrictamente necesaria la

separacion adecuada de las distintas especies que contienen el elemento de interés.

Se han empleado fundamentalmente dos acoplamientos al ICPMS para la deteccion de
fosfoproteinas. Por una parte, el analisis de los heteroatomos presentes en las manchas de geles de
electroforesis se puede realizar mediante el acoplamiento de un sistema de ablacion laser (LA) al
ICPMS.*

11
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Sin embargo, la técnica hibrida mas empleada para estudios de especiacién bioldgica es la
basada en el acoplamiento de HPLC-ICPMS.® En concreto, HPLC en fase reversa (RP-HPLC) ofrece

mejores caracteristicas para separacion de péptidos.**

El acoplamiento de RP-HPLC con ICPMS presenta un importante problema: las fases moviles
empleadas contienen altos porcentajes de modificadores organicos, que afectan negativamente a la
estabilidad del plasma y producen un descenso en su temperatura. Como consecuencia, se produce
una acusada variacion de la sensibilidad del elemento medido a lo largo del gradiente, especialmente
para elementos con altos potenciales de ionizacion, como P y S. Esto supone una importante
limitacion para el desarrollo de metodologias de cuantificacion absoluta. Ademas, se forman

depésitos de carbono en los conos que producen fuertes efectos de deriva.®”

Una estrategia para minimizar el impacto de las fases méviles con altos porcentajes de
modificadores organicos consiste en reducir el flujo a los niveles de HPLC nano y capilar (capHPLC) y

I 55,63

el empleo de micronebulizadores de consumo tota En la Tabla 1 se muestran comparativamente

los parametros tipicos en HPLC convencional, capilar y nano.

Tabla 1. Comparacién entre HPLC convencional, capilar y nano.

i Diametro interno de la Rango de flujos
Cromatografia N
columna tipicos
Convencional 3.2-4.6 mm 0,3 - 1 mL/min
Capilar 250 — 500 ym 1-10 uyL/min
Nano 10 — 150 ym 10 — 1000 nL/min

El empleo de capHPLC presenta ademds algunas ventajas, como son la alta eficacia de
separacién, bajo consumo de fase mdvil y bajo consumo de muestra, ademas de una drastica

reduccion de los iones poliatdbmicos que interfieren, fondos mas bajos y mejores LD.%

Desafortunadamente, el empleo de capHPLC no es suficiente por si solo para corregir la
variacion de la sensibilidad producida durante el gradiente. Una alternativa para minimizar la fuerte
variacion de la sefial de P y S durante el gradiente en RP-HPLC consiste en emplear un flujo post-
columna que contenga el mismo modificador organico durante el gradiente. Este concepto fue
probado, inicialmente, empleando nanoHPLC-ICPMS para el analisis de biomoléculas que contienen

Co and Se.®*
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A.3.3.3. Cuantificacion de fosforilacion de proteinas empleando ICPOMS

Teniendo en cuenta las aproximaciones descritas en el apartado anterior, Ana Pereira Navaza
et al. desarrollaron una cuantificacién independiente de la matriz y de la especie para fosforilacion de
proteinas mediante cap-RP-HPLC acoplado a ICPQMS (tipo cuadrupolo equipado con una celda de

colisién) y empleando como patrén de cuantificacion un estandar comercial de P.%°

En esta metodologia, la adicién de un flujo postcolumna al 40% de acetonitrilo (ACN) logra
mantener constante la sensibilidad de *'P durante la parte del gradiente donde eluyen los
(fosfo)péptidos, de modo que la sefial de 1P obtenida puede ser directamente proporcional a la masa
de *'p presente en la especie e independiente de su estructura quimica. Se logra asi una
cuantificacion absoluta y genérica de fosfopéptidos seleccionando bis(4-nitrofenil) fosfato (BNPP)

como patrén genérico.

La metodologia se aplicé a la cuantificacién absoluta de la fosforilacion de dos patrones de
fosfopéptidos y a un digerido triptico de B-caseina de leche bovina. Puesto que el ICPQMS solo
permite una medida adecuada del ¥p, una determinacion absoluta del grado de fosforilacion requiere
conocer la concentracion exacta de proteina. Para ello, en primer lugar se determiné el P total en el
digerido mediante adiciones estandar y capFIA-ICPMS vy, a continuacién, el P inorganico por
microcentrifugacion y medida del P en el filtrado. Se calculé ademas la recuperacion de las especies
de P de la columna de fase reversa ya que para la cuantificacion de fosfopéptidos se requiere que la
suma total de P cuantificados para los fosfopéptidos coincida con el total de P enlazado a los péptidos
inyectados y eluidos de la columna de fase reversa empleada. Finalmente, se adicion6 el BNPP al
digerido triptico y, teniendo en cuenta la recuperacion de la columna, el P total y el P inorganico
presente, se calculdé el grado de fosforilacion de la B-caseina, mediante capHPLC-ICP-MS. El
acoplamiento de capHPLC a ESIQ-TOF posibilité la elucidacion de las secuencias de aminoacidos de

cada péptido.

Esta metodologia se aplico para la evaluacion de procesos de enriquecimiento de
fosfopéptidos basados en el uso de cartuchos de Tio,*® y la determinacion de la cinética de

fosforilacion/defosforilacién.®’

A.3.3.4. Cuantificacion de fosforilacidn de proteinas empleando ICPQQQ

La metodologia descrita en el apartado A.3.3.3 emplea Unicamente la medida de ¥p, ya que
el ICPMS equipado con un Unico cuadrupolo no permite una medida adecuada de *S debido a las

serias interferencias poliatdbmicas que presenta este elemento.

El desarrollo de un ICP equipado con un triple cuadrupolo (ICPQQQ) ha supuesto un
importante avance en la cuantificacion absoluta de proteinas y fosfoproteinas. Este equipo se basa en

el concepto de MS en tandem (QQQ) tipicamente usado en MS molecular.
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El ICPQQQ fue empleado por Silvia Diez Fernandez et al. por primera vez para la medida de
especies de P y S en fosfoproteémica.?® La Figura 5 describe el fundamento del equipo para la

eliminacién de las interferencias poliatbmicas de Py S.

El primer cuadrupolo (Q1) trabaja como un filtro de masas seleccionando los iones analito
C'P* y 3" y sus interferencias poliatdmicas. La reaccién con O, en la celda separa los analitos de
sus interferencias desplazandolos a una nueva masa, ya que la reaccién es mucho mas eficiente para
$p* y ¥5" que para sus interferencias poliatémicas. Esto posibilita una deteccién de P y S libre de
interferencias tras fijar el segundo cuadrupolo (Q2) a 16 unidades de masa mayor que Q1: m/z 47
para PO" y m/z 48 para SO". Es importante resefiar que la principal diferencia entre el ICPQQQ vy el
DRC es el primer nivel especifico fijado en Q1. Este nivel, a m/z 31 y 32, permite eliminar las
interferencias de los iones producto a m/z 47 y 48 y, por tanto, reducir drasticamente el fondo y el

ruido donde se va a realizar la deteccién final.

Q1 (miz=31)
Allions N

Q2 (m/z=47)

.

: _. =
— I |
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Figura 5. Configuracion del ICPQQQ para la deteccion libre de interferencias de P y S.%8

Empleando capHPLC acoplado al ICPQQQ se analiz6 BNPP y metionina (Met) reportando los
limites de deteccion mas bajos publicados usando ICPMS para el andlisis de especies que contienen
S y P. También se analizaron patrones de péptidos y fosfopéptidos, demostrando asi el potencial del

ICPQQQ para el andlisis de S y P y su aplicabilidad en fosfoprotedmica.

Recientemente, en investigaciones realizadas en el Grupo de Espectrometria Analitica

previas a este Trabajo Fin de Master, se ha empleado el ICPQQQ para la determinacién del grado de
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fosforilaciébn en proteina intacta acoplandolo a cromatografia de exclusion por tamafios (SEC)
mediante un nebulizador convencional. En primer lugar, se realizdé un calibrado de la relacion molar
P/S en base a la relacion de areas obtenida para los patrones genéricos BNPP y Metionina. A
continuacion, se analizo -caseina intacta acoplando la columna de SEC al ICPQQQ. Tras calcular la
relacion de éareas, se obtuvo la relacion molar P/S vy, finalmente, el grado de fosforilacion de la
proteina.
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En la introduccién de este trabajo se ha puesto de manifiesto el creciente interés en la
cuantificacion absoluta de la fosforilacién de proteinas y las limitaciones de los métodos existentes en

la actualidad.

Por una parte, se ha descrito una metodologia basada en el acoplamiento de cap-RP-HPLC a
ICPQMS para la cuantificacion de la fosforilacién absoluta de fosfopéptidos, desarrollada previamente
en el Grupo de Investigacién de Espectrometria Analitica. Por otra parte, como se ha mencionado, el
nuevo ICPQQQ posibilita la medida simultanea de P y S, lo que ha permitido también determinar el
grado de fosforilacion en proteina intacta mediante SEC-ICPQQQ. En este contexto, resulta légico
aunar ambas estrategias (cap-RP-HPLC acoplado al ICPQQQ) para lograr una cuantificacion
absoluta del grado de fosforilacion no solo de proteina intacta, si no también de fosfopéptidos tripticos

gracias a la medida simultanea de Sy P.

El objetivo analitico del presente Trabajo Fin de Master consiste en el desarrollo de una
metodologia para la cuantificacién absoluta del grado de fosforilacion global y especifico de
fosfoproteinas mediante capHPLC-ICPQQQ . Para ello, se han abordado los siguientes objetivos

parciales:

1. Optimizacién del flujo post-columna para compensar los cambios de sensibilidad durante
el gradiente de fase reversa. Este paso resulta imprescindible para el desarrollo de una
cuantificacién absoluta.

2. Cuantificacién absoluta del grado de fosforilacion global en proteina intacta (B-caseina)
empleando capHPLC-ICPQQQ y patrones genéricos de Py S.

3. Cuantificacién absoluta del grado de fosforilacién especifico de un digerido triptico de B-
caseina empleando capHPLC-ICPQQQ y patrones genéricos de P y S.

4. Identificacion de los fosfopéptidos del digerido triptico mediante MS molecular.

Desde el punto de vista académico, mediante este trabajo Fin de Master se ha pretendido

desarrollar las siguientes competencias y habilidades entre las que destacan:

1. Conocimiento de los fundamentos tedricos de las técnicas empleadas y, especialmente,
su aplicacion a la resolucién de problemas analiticos.

2. Manejo de técnicas analiticas, concretamente, cromatografia de liquidos y espectrometria
de masas elemental y molecular.
Desarrollo de trabajo autbnomo y en equipo.
Interpretacion y tratamiento de los datos obtenidos, pudiendo emitir juicios cientificos y
conclusiones a partir de los mismos.

5. Desarrollo de la capacidad de comunicacion de resultados cientificos, tanto de forma oral

Ccomo escrita.

17



C. EXPERIMENTAL



C. EXPERIMENTAL

C.1. INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

C.1.1. Instrumentacion

C.1.1.1. Sistema HPLC capilar y horno de columnas

Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo empleando un sistema de HPLC capilar
Agilent 1200 Series (Agilent, Alemania). La columna de fase reversa empleada fue una Zorbax SB
C18 (Agilent, Alemania) de 150 mm de longitud, 0.3 mm de didmetro interno (d.i.) y 5 um de tamafio
de particula. Las fases moviles A y B consistieron en agua y acetonitrilo, respectivamente, con 0,1%
de acido férmico. Se emple6é un volumen de inyeccién de 1-2 pL y un flujo, para experimentos
regulares, de 3.5 uL min™. En los cromatogramas que requirieron temperatura, se empleé un horno

de columna Mistral (Spark, Holanda).

C.1.1.2. Dilucién post-columna

El flujo post-columna se afadié a través de una bomba de jeringa digital KDS 410 (KD
Scientific, EE.UU). Se emple6 un conector en forma de T de PEEK (Upchurch, EE.UU.). El capilar
que sale de la columna (50 um d.i.) y el capilar proveniente de la bomba de jeringa (100 ym d.i.) se
conectan a la T. A su vez, se conecta a la T un capilar (75 pm d.i.) que dirige la mezcla de los flujos

hacia el nebulizador. En la Figura 6 se observa el montaje experimental descrito.

Bomba de jeringa

Salida de la

columna

Conectoren T

Conexion al

nebulizador

Figura 6. Montaje experimental para dilucion post-columna.
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C.1.1.3. Interfase capHPLC-ICPMS

Para acoplar el capHPLC al ICPMS se emple6 el kit de interfase capilar G3680A de Agilent,
gue consiste en un nebulizador de consumo total dentro de una pequefia cdmara de nebulizacion de

cuarzo.

Figura 7. Nebulizador de consumo total.

En la Figura 7 se observa el nebulizador de consumo total empleado y el capilar que contiene

dicho nebulizador. En la Figura 8 se observa la interfase completa acoplada a la antorcha del ICPMS.

Gas portador

Gas opcional

(AI’ZOz)

Antorcha

Camara de

nebulizacién

e

Figura 8. Acoplamiento de la interfase capilar a la antorcha del ICPMS.

C.1.1.4. Espectrémetro de masas atémico: ICPOQQ

Se empled un ICPQQQ (8800 ICPQQQ, Agilent, Japon). Un esquema del equipo se muestra

en la Figura 9.
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Lentes O1 Celda de reaccion

HMI (High Matrix
Introduction)

Detector

Céamara de

nebulizacion

‘\\// Bomba de

Conos vaclo

Figura 9. ICPQQQ.

El flujo portador de Ar se fij6 a 0.85 L min™. Debido al uso de altos porcentajes de
modificadores organicos, se empleé un flujo opcional de O, directamente afiadido a la camara de
nebulizaciéon conectada a la antorcha del ICP (ver Figura 8). Este flujo de O, se introdujo por medio
de un flujo Ar:0,(80:20) a 0.068 L min™. Los conos (Sampler y Skimmer) que se emplearon fueron de
platino. Se introdujo también O, en la celda de reaccién a 0.25 mL min™. Esto permite separar las
distintas interferencias de P y S, tal como se explicé en el apartado A.3.3.4. Se empleé un tiempo de
integracion de 0.15 s. La integracion de los picos cromatograficos se llevo a cabo usando el software

MassHunter (Agilent).

C.1.1.5. Espectrémetro de masas molecular (UPLC-0qgQ)

Para la identificacién de los péptidos del digerido triptico se empleé un equipo UPLC-ESI-
QqQ (modelo 6460, Agilent). En este equipo se acopla UPLC a un espectrometro de masas que
emplea como fuente de ionizaciéon ESI y un triple cuadrupolo como analizador de masas. La columna
empleada fue una Zorbax SB C18, de 50 mm de longitud, 2.1 mm de diametro interno y 1.8 ym de

tamafio de particula.

C.1.2. Reactivos

El agua MilliQ se obtuvo utilizando un sistema ChemLabor Millipore (EE.UU.) con un filtro de
0.22 um. El acetonitrilo empleado fue Optima® LC/MS, suministrado por Fisher Scientific (EE.UU.). El

acido férmico empleado fue suministrado por Merck KGaA (Alemania).
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La B-caseina, la tripsina y el acetato aménico empleados en la digestion fueron suministrados
por Sigma Aldrich (Suiza).

Los patrones de bis(4-nitro-fenil) fosfato (BNPP), metionina (Met), metioninas modificadas N-
Acetil-DL-metionina (NAc-Met) y BOC-Metionina-OH (BOC-Met) y el péptido de secuencia VPMLK
(BAX) fueron proporcionados por Sigma-Aldrich (Suiza).

Los patrones de ICP certificados de P, S, Se y Ge (1000 mg L'l) fueron proporcionados por
Merck KGaA (Alemania).

C.2. PROCEDIMIENTOS

C.2.1. Protocolo de limpieza

Parte del material empleado fue limpiado para reducir los fondos de S. El protocolo de
limpieza consisti6 en dejar el material en un bafio de acido nitrico al 4% durante 24 horas v,
posteriormente, en un bafio de H,O MilliQ durante otras 24 h. Finalmente, se aclaré y se dejé secar

en estufa.

C.2.2. Correccion de la variacion de la sensibilida  d

Se ensayaron diferentes combinaciones del flujo proveniente de la bomba de jeringa (post-

columna) y del capHPLC, empleando un flujo post-columna al 35 6 al 40% de ACN.

El P y el S en estudio se introdujeron a través de las fases mdéviles. Empleando las
condiciones experimentales recogidas en la Tabla 2, se registraron los cromatogramas para las
+

transiciones *P*—*'P0O*, s 5%30*, “Ge'—"’Ge" y ®Se*—"®Se” mediante el ICPQQQ. Se registrd,

ademas, un cromatograma sin flujo-postcolumna empleando un flujo de capHPLC de 5.5 pL min™.

Tabla 2. Condiciones experimentales para la optimizacién de la variacion de la sensibilidad.

Fase movil A H,O milliQ - 1 ppm de S - 1 ppmde P — 50 ppb de Ge (w/v)
Fase movil B Acetonitrilo - 1 ppm de S - 1 ppmde P — 50 ppb de Se (w/v)
Gradiente 0-20 min lineal de 2 a 80 %B, 20-25 min lineal de 80 a 2%B
Flujo capHPLC 3.56 4 pL min™ dependiendo del ensayo

Composicién post-columna 35 6 40 % acetonitrilo (w/w), dependiendo del ensayo

Flujo bomba de jeringa 5.5 6 6 uL min™ dependiendo del ensayo
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C.2.3. Cuantificacion del grado de fosforilacion gl obal de B-caseina empleando
capHPLC-ICPQQQ

C.2.3.1. Calculo del delay time vy porcentaje de acetonitrilo de elucién de la B-caseina

Para calcular el delay time del equipo de capHPLC se inyectdé NAc-Met con las condiciones

cromatogréficas recogidas en la Tabla 3. Se midié en el ICPQQQ la transicion *S*—*s0*.

Tabla 3. Condiciones cromatogréaficas para el calculo del “delay time”.

Fase movil A H,O milliQ - Acido férmico 0.1%

Fase movil B Acetonitrilo - Acido formico 0.1%

Gradiente 0-5 min isocrético a 2%B, 5.00-5.01 min lineal de 2 a 30% B
Volumen de inyeccion 1L

Flujo capHPLC 4.5 yL min™

A continuacion, se inyectdé B-caseina en una concentracion aproximada de 2 ppm de Sy
preparada en fase A, en las condiciones cromatogréaficas recogidas en la Tabla 4. Se registraron las
transiciones *P*—*"P0O", ¥*S* 550" en el ICPQQQ v, teniendo en cuenta el delay time calculado,

se determind exactamente el porcentaje de acetonitrilo al que eluye.

Tabla 4. Condiciones cromatograficas para el calculo del %ACN de elucion de la B-caseina.

Fase movil A H20-milliQ — Acido férmico 0.1%
Fase movil B Acetonitrilo — Acido férmico 0.1%
Gradiente 0-2 min isocratico a 2 %B, 2-15 min lineal de 2 a 60 %B, 15-18 min

lineal de 60 a 80 %B, 18-21 min isocratico a 80 %B, 21-23 min lineal
de 80 a2 %B

Volumen de inyeccion 1L

Flujo capHPLC 4.5 pL min™®

C.2.3.2. Calibrado de la relacién molar P/S

Se realizd un calibrado de la relacion molar P/S mediante andlisis por inyeccion de flujo
capilar (capFIA). Se empledé como fase moévil 40% de acetonitrilo a un flujo de 3.5 uL min™ en

combinacién con un flujo post-columna al 40% de acetonitrilo a 6 uL min™. Se empleé como patrén de
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P un estandar de ICP certificado y como patrén de S metionina. A partir de dichos patrones, se realiz6
un calibrado manteniendo en todos los puntos una concentracién constante de S (2 mg L%) variando
la concentracion de P de 0 a 2 mg L'. En todas las preparaciones de muestra, se emple6 como
disolvente una disolucion acuosa al 40% de acetonitrilo. Se inyectaron 2 pL de cada patrén de Py S
por triplicado. La relacién de areas obtenida para las transiciones *P*—*PO* y **s**S0" medidas

en el ICPQQQ se represento finalmente frente a la relacién molar P/S inyectada.

C.2.3.3. Cuantificacion del grado de fosforilacidon global de la B-caseina

Para determinar el grado de fosforilacion global de la B-caseina, una disolucién de la misma
en fase A, a una concentracion de aproximadamente 2 ppm de S, se inyectd empleando cap-RP-
HPLC-ICPQQQ y los parametros cromatograficos recogidos en la Tabla 5. La relaciéon de areas para
las transiciones *P*—*P0O* y *S'5%s0"* de la B-caseina se relacioné finalmente, mediante el

calibrado de la relacion molar de P/S descrito anteriormente, con su grado de fosforilacién absoluto.

Tabla 5. Condiciones cromatograficas para la cuantificacion del grado de fosforilacion global de la -

caseina.
Fase movil A H,O milliQ — Acido férmico 0.1%
Fase movil B Acetonitrilo — Acido férmico 0.1%
Gradiente 0-2 min isocratico a 2 %B, 2-15 min lineal de 2 a 60 %B, 15-18

min lineal de 60 a 80 %B, 18-21 min isocratico a 80 %B, 21-23
min lineal de 80 a 2 %B

Flujo capHPLC 3.5 uL min*
Composicién post-columna 40% de acetonitrilo (w/w)
Flujo bomba de jeringa 6.0 uL min™

C.2.4. Cuantificacion del grado de fosforilacion es  pecifico del digerido triptico
de B-caseina empleando capHPLC-ICPQQ

C.2.4.1. Digestion triptica de B-caseina

Se disolvieron 3 mg de B-caseina en 1 mL de una disolucion reguladora de acetato amonico
100 mM (pH=8). Se afiadieron 100 pL de la disolucién de B-caseina a 300 pL de la disolucién
reguladora y se calentaron a 90 °C durante 20 min para desnaturalizar la proteina. Por otra parte, 20
Mg de tripsina se reconstituyeron con 50 pL de acido acético 50 mM. De esta disolucién, 25 L se
afiadieron a la disolucion de proteina desnaturalizada, previamente enfriada, manteniéndola

posteriormente a 37 °C durante 12 h para que se produjera la digestién. Finalmente, la reaccién se
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par6é (pH < 5) empleando 5 uL de &cido acético glacial. El digerido se dividié y congelé en alicuotas
de 50 uL.

C.2.4.2. Cuantificaciéon del grado de fosforilacién especifico del digerido triptico de [3-

caseina

A una alicuota del digerido de 50 uL se afiadieron 50 yL de fase A. Se mezclaron 40 pL de
dicha disolucién y el volumen necesario de disoluciones de BNPP y BAX (empleados como patrones
internos de cuantificacién) para obtener una concentracién en torno a 1 ppm de P y S,
respectivamente. Esta disolucién se inyecté empleando cap-RP-HPLC con las condiciones
cromatograficas recogidas en la Tabla 6, registrando en el ICPQQQ las transiciones $p* L,4pO” y
325+—>4850+.

Tabla 6. Condiciones cromatograficas para la cuantificacion del grado de fosforilacion especifico del

digerido de B-caseina.

Fase movil A H20-milliQ — Acido férmico 0.1%

Fase moévil B Acetonitrilo — Acido férmico 0.1%

Gradiente 0-6.5 min isocratico a 2 %B, 6.5- 38 min lineal de 2 a 45 %B, 38-
48 min lineal de 45 a 95 %B, 48-50 min isocratico a 95 %B, 50-
52 min lineal de 95 a 2%B

Flujo capHPLC 3.5 uL min™

Composicién post-columna 40% de acetonitrilo (w/w)

Flujo bomba de jeringa 6.0 uL min™

C.2.5. Identificacion de los péptidos y fosfopéptid ~ os mediante MS molecular

Los diferentes péptidos y fosfopéptidos tratados segun el procedimiento C.2.4. se identificaron
empleando RP-UPLC-ESI-MS. Se inyect6, a 30 °C, el digerido de B-caseina al que se afiadi6 BNPP y
BAX y se realizé un scan de m/z 200 a 2000. A partir de la suma total de iones se extrajeron los

espectros de masas que contienen las masas conocidas de los iones generados para cada péptido.
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D. RESULTADOS Y DISCUSION

D.1. CORRECCION DE LA VARIACION DE LA SENSIBILIDA D

El cambio en la sensibilidad de P y S durante el gradiente de modificador organico empleado
en fase reversa supone una importante limitacion para el desarrollo de metodologias de cuantificacion
absoluta, tal como se explico en el apartado A.3.3.2. Se ha demostrado que la adicion de un flujo
post-columna con una cantidad constante de acetonitrilo logra corregir la variacion de la sensibilidad

al menos durante la parte del gradiente en la que eluyen los péptidos.

Es necesario estudiar la mezcla de flujos 6ptimos del sistema capHPLC y del post-columna y
el porcentaje de acetonitrilo adecuado de este Ultimo. Teniendo en cuenta que, en referencias

858 yn flujo post-columna de acetonitrilo al 40% fijando un flujo de 5.5 pL min™ en la bomba

previas,
de jeringa combinado con un flujo proveniente del HPLC de 3.5 uL min* lograba corregir la variacion
de la sensibilidad de P, se ensayaron diferentes combinaciones de ambos flujos, empleando un post-

columna al 35 6 al 40% de acetonitrilo.

Debe tenerse en cuenta, ademas, el limite de solubilizacién de la disolucién acetonitrilo/agua
en el flujo portador de Ar, para seguir trabajando en condiciones de completa nebulizacion. En
trabajos anteriores,® se estableci6 un flujo de 10 pL min™ como el maximo global de la suma de las

combinaciones de flujos del sistema de capHPLC y de la bomba de jeringa.

Se registrd, en primer lugar, la variaciéon de la intensidad normalizada para las transiciones
Up*LApO* y 5 *S0" frente al porcentaje de acetonitrilo alcanzado en el gradiente (de 0 a 80%
en intervalos del 10%) sin emplear flujo post-columna (Figura 10). El gradiente empleado (Tabla 2),

podria ser un tipico gradiente empleado en RP-HPLC.
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Figura 10. Cambio en la sensibilidad de P y S durante el gradiente sin empleo de flujo post-columna.
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En la Figura 10 se observa que, con el gradiente empleado, se produce una gran variacion de
la sensibilidad. Esta variacion es especialmente acusada para el P, cuya sefial llega a aumentar mas
de 10 veces a lo largo del gradiente. Debe tenerse en cuenta que el gradiente realizado es
relativamente rapido y es probable que el porcentaje de acetonitrilo representado no se haya
estabilizado totalmente en el plasma antes de un nuevo cambio en el cromatograma. Estudios
anteriores, realizados en condiciones de equilibrio, mostraban un aumento de la sensibilidad hasta
obtener un maximo al 40% de acetonitrilo, valor a partir del cual comenzaba a disminuir la sefial.®® En
cambio, el gradiente aqui aplicado muestra la tendencia en las sefiales de P y S que se observaria en
un cromatograma rapido habitualmente empleado.

A continuacién, la Figura 11 recoge la intensidad normalizada para las transiciones
Up*LYpO* y 5" 50" frente al porcentaje de acetonitrilo alcanzado en el gradiente, corrigiendo el
delay time -el célculo de este parametro se describe en el apartado D.2.1.- para cada combinacién de

flujos ensayados y porcentajes de acetonitrilo en el post-columna.
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Figura 11. Cambio en la sensibilidad de P y S durante el gradiente con empleo de post-columna.
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Los puntos representados en la Figura 11 han sido calculados a partir del cromatograma
obtenido para cada caso. Se calcul6 el tiempo al que eluyen determinados porcentajes de acetonitrilo
en intervalos del 10% y la media de las intensidades normalizadas para 20 puntos en torno a dicho

tiempo.

Como se observa en la Figura 11, un flujo post-columna al 40% de acetonitrilo corrige mejor
los cambios de sensibilidad que el flujo al 35% de acetonitrilo. Esto es légico y concuerda con las

referencias anteriores.®>®

Para escoger la combinacion de flujos adecuada empleando un post-columna al 40% de
acetonitrilo, debe considerarse especialmente aquella que proporcione una sefial mas estable para el
P ya que este elemento, al ser monoisotdpico, no podria corregirse empleando dilucién isotépica. En
cambio, si con el flujo seleccionado el S alin presentara una variacion significativa en la sensibilidad a

lo largo del gradiente, ésta podria corregirse afiadiendo al flujo post-columna **S.

Para el P, la sensibilidad permanece mas estable empleando 6.0 uL min™ en la bomba de
jeringa con un flujo proveniente del HPLC de 3.5 pyL min™. De hecho, la desviacién estandar relativa
(RSD) calculada para los puntos de P en el intervalo de acetonitrilo considerado es Unicamente un
5%.

Por tanto, en los siguientes experimentos se empled un flujo post-columna al 40% de

acetonitrilo a 6.0 uL min™ en combinacion con un flujo de capHPLC de 3.5 pL min’™.,

D.2. CUANTIFICACION DEL GRADO DE FOSFORILACION GLO BAL DE
B-CASEINA

Para determinar el grado de fosforilacion global de la B-caseina intacta se realizé un calibrado
de la relacion de areas P/S frente a su relacién molar. Este calibrado permitié calcular, una vez
conocida la relacién de areas P/S de la B-caseina en iguales condiciones, la relacion molar P/S en la
misma. A partir de este valor, teniendo en cuenta el nimero de atomos de S que contiene la B-

caseina, se determiné el grado de fosforilacion global.

Debido a la ya discutida dependencia de la sensibilidad de P y S con el porcentaje de
acetonitrilo, dicho calibrado debe realizarse necesariamente empleando como disolvente una
disolucion acuosa preparada con el mismo porcentaje de acetonitrilo al que eluye la B-caseina. Este
debe ser determinado experimentalmente, lo que requiere, a su vez, conocer el tiempo que transcurre
desde que se fija un determinado porcentaje de acetonitrilo en el gradiente del HPLC hasta que dicho

porcentaje llega realmente a la columna (delay time) y al ICPQQQ.
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D.2.1. Calculo del delay time y porcentaje de acetonitrilo de elucién de la B-

caseina

Para calcular el delay time se inyectd NAc-Met empleando capHPLC, ya que sabe que este
compuesto eluye al 30% de acetonitrilo. Un cambio en el gradiente del 2 al 30% de acetonitrilo en un
corto intervalo de tiempo (0.01 min) permite calcular el delay time. Este parametro se determina
gracias a la diferencia entre el tiempo de retencién del NAc-Met (al que la columna esta realmente al
30% de acetonitrilo) respecto al tiempo al que se fij6 el cambio al 30% de acetonitrilo en el gradiente
de capHPLC.

La Figura 12 muestra el cromatograma obtenido para el NAc-Met. Como se observa en la
figura, el cambio del 2 al 30% de acetonitrilo se produce a los 11.3 min, momento en el cual se
observa un cambio de pendiente en la sefial de S. Puesto que se fija el 30% de acetonitrilo a los 5.01

min, el delay time en las condiciones empleadas es 6.29 min.
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100 -
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Figura 12. Cromatograma de NAc-Met para calculo del delay time.

Se inyect6 posteriormente la B-caseina. Esta presentd un tiempo de retencion de 17 min de
modo que, tras restar el delay time, se obtiene un tiempo de 10.7 min. Teniendo en cuenta el

gradiente aplicado, se concluyé que la B-caseina eluye al 40% de acetonitrilo.

D.2.2. Calibrado de la relacién molar P/S

Una vez sabido que la B-caseina eluye al 40% de acetonitrilo, se realizd un calibrado de la
relacion molar P/S mediante capFIA a dicho porcentaje, empleando ademas un flujo post-columna y

patrones preparados también al 40% de acetonitrilo.
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Al contrario de lo que ocurre para un nebulizador convencional, puesto que el nebulizador
empleado es un nebulizador de consumo total y, por tanto, su eficiencia de nebulizacion es del 100%
independientemente del compuesto, podria emplearse cualquier patron de P y S sin necesidad de

que estos tengan eficiencias de nebulizacién similares.

Inicialmente, se emplearon patrones de ICP certificados de P y S para realizar el calibrado.
Sin embargo, si bien los picos de P obtenidos eran gaussianos, los picos de S presentaban colas,
impidiendo que la sefial de S llegara a la linea de base antes de realizar una nueva inyeccién. Esto
podria deberse a una incompatibilidad entre el empleo de un disolvente organico (acetonitrilo) con el

patrén inorganico de S.

Por este motivo, se realiz6 el capFIA en las mismas condiciones empleando como patrén de
P un patrén certificado de ICP y como patrén de azufre metionina, previamente certificado mediante

un calibrado externo en agua. El capFIA obtenido se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. capFIA empleando patrén de P de ICP y Met como patrén de S.

Como se observa en la figura, empleando como patron de S Metionina, los picos obtenidos
son gaussianos. Se integraron las areas de P y S para cada punto y, teniendo en cuenta las
concentraciones exactas de P y S de cada patrén (ug g*), se calcularon los pmol g* de P y S.
Finalmente, se realizd un calibrado representando la relacién pmol P/umol S frente a la relacién area

neta P/area neta S (corregidas con el blanco). El calibrado obtenido se muestra en la Figura 14.
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Una vez realizado el calibrado, se inyectd la

Figura 14. Calibrado de la relacion molar P/S frente a la relacion de areas.
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Figura 15. Cromatograma de B-caseina a temperatura ambiente.
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En el cromatograma se distingue un pequefio pico antes del de la B-caseina, que podria
deberse a distintas isoformas de la B-caseina, correspondientes a la asl y as2,?® presentes como

impurezas en el reactivo comercial.

Es conocido que un aumento de la temperatura puede lograr mejorar las condiciones de
andlisis ya que algunos parametros relevantes en HPLC (viscosidad, polaridad de la fase movil o

difusién) dependen fuertemente de la temperatura, tal como predice la ecuacién de Van Deemter.?®

Por este motivo, se inyectdé de nuevo la B-caseina calentando la columna a 60 °C y 80 °C.
Empleando una temperatura de 60 °C se observaba una mayor resolucién en la sefial de P
correspondiente a las posibles isoformas. Sin embargo, la sefial de fondo de S impedia observar el

pico de S correspondiente a las isoformas. A 80 °C la separacién de las isoformas empeoraba.

Para cada cromatograma obtenido se determind la relacién de areas del pico integro y, de ser
posible, la relacién de areas para el pico correspondiente Unicamente a la B-caseina y a las posibles
isoformas. A partir de la recta de calibrado representado en la Figura 14, se obtuvo la relacién molar
(umol P/umol S) para la B-caseina. Teniendo en cuenta que la proteina tiene 6 atomos de S -la
secuencia se recoge en el Apéndice 1- se pueden calcular los atomos de P por molécula de B-
caseina, esto es, el grado de fosforilacion global de la B-caseina. Los resultados obtenidos se

resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Cuantificacion absoluta del grado de fosforilacién global de la 8-caseina.

Fosforilacion total Fosforilacion B-caseina Fosforilacion isoformas
(&tomos P/ molécula) (atomos P/ molécula) (atomos P/ molécula)
4.76 £ 0.04 (n=6) 4.61 +0.05 (n=4) 6.99 £ 0.09 (n=4)

El proveedor indica que la B-caseina suministrada contiene entre 4 y 5 atomos de P por
molécula de proteina. Empleando la metodologia descrita en el apartado A.3.3.3., teniendo en cuenta
la suma del grado de fosforilaciéon especifico de los fosfopéptidos del digerido de B-caseina, se obtuvo
un grado de fosforilacién global de 4.57 + 0.05 atomos de P por molécula de proteina.®® Por otra
parte, empleando la metodologia descrita en el apartado A.3.3.4., mediante SEC, se obtuvo un grado

de fosforilacion global de 4.97 + 0.05 atomos de P por molécula de proteina.

Debe resefiarse que empleando SEC la resolucién es menor que con RP, ya que en SEC la
separacién de los compuestos se realiza segun su tamafio molecular. Por este motivo, la 3-caseina y
sus isoformas coeluyen, lo que impide realizar una cuantificacion separada de la B-caseina teniendo
en cuenta el pico total, el pico de B-caseina y el pico de las isoformas. Por tanto, el dato para SEC
incluye en el cdmputo total las isoformas de la B-caseina presentes como impurezas, lo que explica el

valor méas alto obtenido.
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Los resultandos aqui obtenidos mediante RP-capHPLC-ICPQQQ muestran una ligera
separacion de la B-caseina y las posibles isoformas de la misma. Se obtiene un grado de fosforilacion
mayor para estas Ultimas (6.99 + 0.09 atomos de P por molécula de proteina) respecto al obtenido
para la B-caseina Unicamente (4.61 + 0.05 atomos de P por molécula de proteina). Este resultado es
coherente con la presencia de las isoformas asl y as2, de las que se estima que tienen hasta 13

atomos de P por molécula de proteina (segun la base de datos SwissProt).

Por otra parte, el limite de deteccidn absoluto empleando RP mejora ligeramente el obtenido

mediante SEC (0.7 pmol frente a 1.3 pmol, respectivamente).

En resumen, se ha podido determinar el grado de fosforilacién global de la B-caseina,
teniendo en cuenta ademas las isoformas presentes como impurezas. El grado de fosforilacién

obtenido concuerda con resultados experimentales previos y con los datos del proveedor.

D.3. CUANTIEICACION DEL GRADO DE FOSFORILACION ESPE CIFICO
DE UN DIGERIDO TRIPTICO DE B-CASEINA

El empleo de patrones genéricos de P y S adecuados posibilitaria la cuantificacién absoluta
del grado de fosforilacion especifico de los fosfopéptidos del digerido triptico de la proteina mediante
capHPLC-ICPQQQ.

Segun su secuencia, se espera que la B-caseina contenga dos péptidos tripticos fosforilados
(uno monofosforilado y otro tetrafosforilado) y cinco péptidos de S. La secuencia completa de la -
caseina y sus péptidos tripticos se muestran en el Apéndice 1. Debe tenerse en cuenta que los
péptidos esperados no siempre se corresponden con los encontrados experimentalmente. En
ocasiones, la tripsina no corta la proteina en todos los residuos de arginina (R) y lisina (K) de la
secuencia. Uno de los errores mas comunes, denominado miscleavage, consiste precisamente en no

cortar uno de dichos residuos, incorporandolo al siguiente péptido triptico.

D.3.1. Eleccion de patrones internos genéricos

Un requisito fundamental para el empleo de patrones de genéricos de P y S para la
cuantificacion de los fosfopéptidos del digerido es que éstos no coeluyan con ninguna otra especie de
P o S. Ademas, cuanto mas cerca eluyan los patrones de los péptidos mas exacta sera la
cuantificacion ya que la respuesta del ICPMS serda muy parecida (ver Figura 11). Por tanto, se
requiere emplear como patrones compuestos de P y S con un componente organico para que estos

se retengan parcialmente en la columna de fase reversa.

Se estudiaron como posibles patrones de S el péptido VPMLK (BAX) y las metioninas
modificadas NAc-Met y BOC-Met. Como patrén de P se dispone del BNPP, ya empleado

anteriormente para la cuantificacion de fosfopéptidos en la metodologia descrita en el apartado
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A.3.3.3. Una mezcla de los cuatro patrones se inyect6 en iguales condiciones que el digerido triptico
de la B-caseina. Mientras que el NAc-Met eluia demasiado cercano al tiempo muerto y el BOC-Met se
retenia en exceso, el BAX presentaba un tiempo de retencion intermedio entre el primer y el segundo

péptido triptico de S. Por tanto, se escogié el BAX como patrén de S y el BNPP como patrén de P.

D.3.2. Determinacion cuantitativa del grado de fosf orilacion especifico del

digerido triptico de B-caseina

La Figura 16 muestra el cromatograma de capHPLC-ICPQQQ del digerido y los patrones BAX
y BNPP.
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Figura 16. Cromatograma del digerido triptico de 3-caseina con BAX y BNPP.

El cromatograma obtenido concuerda con los péptidos tripticos de P y S esperados. Por una
parte se observan tres péptidos de S (nombrados S,, Scy Sq en la Figura 16) y una serie de picos de
S no resueltos entorno a 35 min (Scy). Se esperaria que los tres péptidos totalmente resueltos se
correspondieran con los de secuencia mas corta, que presentan un solo atomo de S (EAMAPK,
EMPFPK y DMPIQAFLLYQEPVLGPV) y los picos no resueltos a los dos péptidos de S restantes que,
por su gran longitud, pueden digerirse de forma distinta a lo esperado. Se confirma ademas que el
BAX eluye entre los dos primeros péptidos de S (S,), asegurando que la sensibilidad del ICP se

mantiene en las condiciones experimentales.

Por otra parte, se observa un péptido fosforilado a unos 25 min y otro entorno a 30 min
(péptidos P, y P, respectivamente). Es légico que el fosfopéptido P, se corresponda con el
monofosforilado y el P, con el tetrafosforilado. Este Ultimo presenta una forma menos gaussiana

puesto que, por una parte, el proveedor establece que la B-caseina presenta entre 4 y 5 atomos de P
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por molécula de proteina y por consiguiente el pico pudiera corresponder a una mezcla entre el
péptido tetrafosforilado y trifosforilado. Ademas es conocido que existe un miscleavage para este
péptido (incorporando K) por lo que podrian coexistir también el péptido con y sin miscleavage.®® En
definitiva, el pico observado a 30 min seria en realidad una mezcla de fosfopéptidos. En todo caso, la
identificacién de los péptidos se confirmd posteriormente mediante MS molecular y sera discutida en
el apartado D.4. Igualmente, se observa el BNPP (pico P;) no coeluye con ninguno de los

fosfopéptidos.

Para la cuantificacién del grado de fosforilacién especifico podria emplearse cualquiera de los
tres péptidos de S (S,, S. 6 Sy) siendo mas adecuados los péptidos S,y Sy por su cercania al BAX. El
factor de sensibilidad del BAX, es decir, su area de pico por pug g™ de S, se usa para cuantificar los ug
g' de S de los péptidos de S. Por otra parte, el factor de sensibilidad del BNPP se usa para
cuantificar los ug g™ de P de los dos fosfopéptidos. La concentracién en pg g™ puede ser expresada a
su vez como mol g* de P 6 S, pudiendo asi relacionar mol P/mol S para los fosfopéptidos. La
cuantificacion absoluta de los péptidos S, Sc, Sq, Pa ¥ Py se recoge en la Tabla 8. El grado de
fosforilacion para los fosfopéptidos, teniendo en cuenta la media de las relaciones empleando los tres

péptidos de S, se recoge en la Tabla 9.

Tabla 8. Cuantificacion absoluta de los péptidos de interés del digerido triptico de B-caseina.

Cuantificacion absoluta

Péptido umol (S 6 P) g™
Sa 0,0112
Se 0,0113
Sy 0,0105
Pa 0,0099
Pb 0,0299

Tabla 9. Cuantificacion absoluta del grado de fosforilaciéon especifico del digerido triptico de -

caseina.
Fosforilacion péptido P, Fosforilacion péptido Py Relacién
monofosforilado tetrafosforilado péptido P ,/péptido P ,
(mol P/ mol S) (mol P/ mol S) (mol P/ mol P)
0.90 £0.04 2.7+0.1 3.03

Segun la secuencia de la B-caseina, la relacion entre el péptido P, (monofosforilado) y los

péptidos de S deberia ser 1:1 si estuviera completamente fosforilado, puesto que contienen cada uno,
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respectivamente, un atomo de P y un atomo de S. Se obtiene un resultado coherente pero

ligeramente inferior a lo esperado.

Ademas, teniendo en cuenta tanto la secuencia de la B-caseina como el grado de
fosforilacién global obtenido en el apartado anterior (4.61 + 0.05 atomos de P por molécula de
proteina), se esperaria una relacion entre el péptido tetrafosforilado y los péptidos de S de 3.61 mol

P/mol S. El resultado obtenido es significativamente inferior.

Es necesario tener en cuenta que en la bibliografia se ha sefialado que algunos fosfopéptidos
de las digestiones tripticas de las muestras de caseina quedan permanentemente retenidos en la
columna de fase reversa.” Cabe resaltar que en la metodologia desarrollada en el apartado D.2. para
la cuantificacién global de la B-caseina no era necesario considerar la recuperacion de la proteina de
la columna de fase reversa al relacionar los moles de P y S del mismo pico. Si la B-caseina no eluye
completamente de la columna, que de hecho no lo hace, esto no afecta a la relacion de areas P/S
medida en su pico cromatografico. Sin embargo, la recuperacion de la columna si debe ser evaluada
para la cuantificacion del grado de fosforilacion especifico del digerido, ya que ésta puede variar para
los diferentes péptidos y fosfopéptidos analizados. De hecho, el grado de fosforilacion se obtiene en
este caso de la relacién entre las cantidades absolutas obtenidas para los diferentes péptidos y

fosfopéptidos.

La recuperacion de P de la columna de fase reversa calculada anteriormente para la B-
caseina era del 91 + 5%.% Este dato podria explicaria el valor del grado de fosforilacién ligeramente
inferior obtenido para el mono pero no para el tetrafosforilado. Los resultados obtenidos parecen
indicar que la recuperacién para este tetrafosfopéptido es aun menor que la estimada y debe
corregirse. De hecho, la forma de pico obtenido es mucho menos gaussiana que la obtenida

anteriormente,” lo gue indica que se esta quedando mas pegado a la columna.

En definitiva, si bien los resultados obtenidos resultan prometedores, la cromatografia del
digerido debe ser optimizada en trabajos futuros para obtener una cuantificacion del grado de

fosforilacion especifico mas exacta.

D.4. IDENTIFICACION DE LOS PEPTIDOS Y FOSFOPEPTIDOS MEDIANTE
MS MOLECULAR

La identificacidn de los péptidos y fosfopéptidos del digerido triptico de B-caseina se realizd
mediante RP-UPLC-ESIMS. Las columnas de fase reversa empleadas en capHPLC y en UPLC
tienen diferentes longitudes y tamafios de particula. Sin embargo, ambas estan constituidas por la
misma fase estacionaria y, por tanto, el orden de elucién entre los péptidos de S y los fosfopéptidos

se deberia mantener.
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Teniendo en cuenta la secuencia de la B-caseina y sabiendo que la tripsina rompe la proteina
en R y K es posible predecir los péptidos tripticos que se forman. Conocida la secuencia de
aminodacidos esperada para cada péptido triptico, se puede calcular su masa molecular y, por
consiguiente, la relacion m/z de los iones [M+H]", [M+2H]2+ y [M+3H]3+ (siendo M la masa molecular

del péptido) que podrian detectarse tras la ionizacién mediante ESI.

La secuencia de la B-caseina, los péptidos tripticos y las relaciones m/z de los iones
esperados en ESIMS para cada uno de los péptidos de S o fosforilados se recogen en el Apéndice 2.

Se ha incluido en el calculo el péptido tetrafosforilado y el trifosforilado, ambos con y sin miscleavage.

La Figura 17 muestra la suma total de iones (total ion count, TIC) del cromatograma ESIMS
obtenido. Obviamente, este cromatograma es mucho mas complejo que el perfil obtenido en
ICPQQQ. Este hecho resalta la capacidad del acoplamiento capHPLC-ICPQQQ para un rapido
“screening” especifico de los posibles fosfopéptidos presentes en la muestra.
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Figura 17. TIC del digerido triptico mediante ESIMS.

Se describe a continuaciéon, a modo de ejemplo, la identificacion del péptido monofosforilado
de secuencia FQpSEEQQQTEDELQDK y masa molecular 2061.98 g mol™.

Para el péptido monofosforilado, se espera las m/z 2062.98, correspondiente al [M+H]",
1031.99, correspondiente al [M+2H]2+ y 688.33, correspondiente al [M+3H]3+. A continuacion, a partir
del TIC obtenido, se puede extraer el espectro de masas para un tiempo dado (EIC) en el que
localizan dichas masas. Para el péptido monofosforilado, las masas del [M+2H]2+ y [M+3H]3+ se
encuentran a un tiempo de retencion de 5.682 min. El espectro de masas obtenido a este tiempo se

muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Espectro de masas del péptido monofosforilado.

Por tanto, el péptido monofosforilado, que en efecto presenta la secuencia predicha, ya que

las m/z calculadas coinciden con las encontradas experimentalmente, eluye a un tiempo de retencién
de 5.682 min.

La misma identificacion se realizd segun lo comentado para todos los péptidos de S y P,
pudiendo discernir la secuencia y tiempo de retencién de cada uno de ellos. Las relaciones m/z de los

iones encontrados para cada uno de los péptidos de S 6 de P se recogen en el Apéndice 2.

En la Figura 19 se muestran superpuestos los cromatogramas extraidos del TIC para cada
uno de los péptidos de interés. En las tablas 10 y 11 se especifica la identidad de cada uno. En
ambos casos, se ha mantenido la nomenclatura de los péptidos de la Figura 16 (cromatograma del
digerido mediante cap-RP-HPLC-ICPQQQ).
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Figura 19. Cromatogramas extraidos del TIC para los péptidos tripticos de interés.
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Como se comentd anteriormente, el orden de elucion entre los péptidos de S y entre los
fosfopéptidos es el mismo empleando RP-UPLC-ESIQ y cap-RP-HPLC-ICPQQQ. Esto nos permite
asignar inequivocamente la secuencia a los péptidos de S y P que eluyen en el cromatograma del

digerido triptico.
La Tabla 10 recoge la secuencia de los péptidos que contienen S y su tiempo de retencion en

UPLC-ESIQ y capHPLC-ICPQQQ.

Tabla 10. Secuencia y tiempo de retencion en UPLC-ESIQ y capHPLC-ICPQQQ para los
péptidos de S.

T° de retencién en
T° de retencién
; ; capHPLC-ICPQQQ
Pico Secuencia en UPLC-ESIQ (min) (min)
Sa EAMAPK 4.118 16.797
S, VPLMK (BAX) 5.502 20.483
S. EMPFPK 5.983 22.435
Sq DMPIQAFLLYQEPVLGPVR 8.701 28.079
IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPP
Se 8.922
LTQTPVVVPPFLQPEVMGVSK
34-37
YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQS
S 9.123
WMHQPHQPLPPTVMFPPQSVLSLSQSK

Se confirma asi que los péptidos S,, Scy Sy son péptidos con un atomo de S y que el BAX

(Sp) eluye entre los dos primeros.

De igual modo, la Tabla 11 recoge la secuencia de los fosfopéptidos y su tiempo de retencion
en UPLC-ESIQ y capHPLC-ICPQQQ. Se confirma que los fosfopéptidos P, y P, se corresponden con

los péptidos monofosforilado y tri/tetrafosforilado, respectivamente.

Ademas, se ha comprobado mediante MS molecular que coexisten en el digerido las formas
tetra y trifosforiladas para el péptido de secuencia RELEELNVPGEIVESLSSSEESITR (Py, ¥ Pps),
incluyendo un miscleavage (con R). No se ha podido confirmar mediante ESIMS la presencia de los
péptidos sin el miscleavage. Esto podria deberse a que su abundancia es muy baja y quiza no se

ionizan en ESI en estas condiciones.
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Tabla 11. Secuencia y tiempo de retencion en UPLC-ESIQ y capHPLC-ICPQQQ para los

fosfopéptidos.
Pico Secuencia T de retencion T° de retencion en
en UPLC-ESIQ (min) | capHPLC-ICPQQQ (min)

Pa FQpSEEQQQTEDELQDK 5.682 20.825

Pp1 RELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEESITR 7.438

Pp2 ELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEESITR no se detecta

29.997
Pp3 RELEELNVPGEIVESLpSpSpSEESITR 7.458
Poa ELEELNVPGEIVESLpSpSpSEESITR no se detecta
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E. CONCLUSIONES

Del trabajo aqui expuesto se pueden extraer las siguientes conclusiones:

Se ha comprobado que la adicion de un flujo post-columna al 40% de acetonitrilo logra
compensar mayoritariamente los cambios de sensibilidad de P y S en el gradiente de fase
reversa. Esto posibilita el desarrollo de metodologias de cuantificacion absoluta por

acoplamiento de capHPLC a ICPQQQ usando patrones genéricos.

Se ha desarrollado una metodologia para la cuantificacion absoluta del grado de fosforilacion
global en proteina intacta mediante capHPLC-ICPQQQ empleando patrones genéricos de P y
S. El grado de fosforilacién global de la B-caseina obtenido concuerda con los datos del
proveedor y con resultados experimentales anteriormente obtenidos en el Grupo de

Investigacion.

El desarrollo de una metodologia para la cuantificacién absoluta del grado de fosforilacion
especifico se ha visto truncado por la baja recuperacién de los péptidos de la columna de
fase reversa. Sin embargo, los resultados obtenidos se aproximan a lo previsto, por lo que se
espera que una optimizacion de la cromatografia para lograr una recuperacion cuantitativa
(probablemente empleando temperaturas mayores durante la separacion cromatografica)

pueda proporcionar resultados satisfactorios.

Se han identificado mediante ESIMS los péptidos tripticos que contienen S y los péptidos
fosforilados de un digerido triptico de B-caseina. Se ha confirmado ademas que los diferentes
péptidos empleados para la cuantificacion del grado de fosforilacion especifico del digerido
triptico y los patrones genéricos empleados no coeluyen, requisito fundamental para la

cuantificacion empleando ICPMS.
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APENDICE 1

Secuencia de la B-caseina y péptidos tripticos

La secuencia de la B-caseina, segun la base de datos Swiss-Prot, se muestra a continuacion.
Se ha sefialado en rojo el péptido sefial, en verde las Ser que presentan fosforilacién y en amarillo las
Met.

MKVLI LACLV ALALARELEE LNVPGEI VES LSSSEESI TR | NKKI EKFQS EEQQQTEDEL

70 80 90 100 110 120
QDKI HPFAQT QSLVYPFPGP | PNSLPQNI P PLTQTPVWVP PFLQPEVMGY SKVKEAMAPK

130 140 150 160 170 180
HKEMPFPKYP VEPFTESQSL TLTDVENLHL PLPLLQSWWH QPHQPLPPTV MFPPQSVLSL

190 200 210 220
SQSKVLPVPQ KAVPYPQRDM Pl QAFLLYQE PVLGPVRGPF PI |V

Puesto que la tripsina rompe la proteina en los aminoéacidos lisina (K) y arginina (R), los

péptidos esperados son:

1) R

2) ELEELNVPGEl VESLSSSEESI TR

3) INK

4) K

5) | EK

6) FQBEEQQQTEDELQDK

7) | HPFAQTQSLVYPFPGPI PNSLPQNI PPL TQTPVVVPPFL QPEVMGVSK
8) VK

9) EAVAPK

10) HK

11) EMPFPK

12)  YPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPLPLLQSWHQPHQPL PPTVMFPPQSVL SLSQSK
13) VLPVPQK

14) AVPYPQR

15) DMPI QAFLLYQEPVLGPVR

16) GPFPI |V

En definitiva, se espera que exista un péptido tetrafosforilado (péptido 2), un monofosforilado
(6) y 5 péptidos con S (7, 9, 11, 12 y 15).
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APENDICE 2

Secuenciacion del digerido triptico mediante ESIMS

Las Tablas A, B y C muestran, respectivamente, la relacion m/z de los iones [M+H]",
[M+2H]** y [M+3H]*" teéricos y encontrados mediante ESIMS para los péptidos de P y S de interés del

digerido triptico de p-caseina.

Tabla A. m/z de los [M+H]" tedricos y encontrados mediante ESIMS para los péptidos de Py S.

Péptido m/z [M+H]" tedrico m/z [M+H]" encontrado

EAMAPK 645.8 646.3

VPMLK (BAX) 587.8 587.3
FOPSEEQQQTEDELQDK 2063.0 *

EMPFPK 748.9 748.4
RELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEESITR 3128.8 *
ELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEESITR 2067.8 *
RELEELNVPGEIVESLpSpSpSEESITR 3044.0 *
ELEELNVPGEIVESLpSpSpSEESITR 2887.8 *
DMPIQAFLLYQEPVLGPVR 2187.6 *

* El rango de m/z medido en UPLC-ESIMS fue de 200 a 2000.

Tabla B. m/z de los [M+2H]2+ teoricos y encontrados mediante ESIMS para los péptidos de Py S.

Péptido m/z [M+2H]** tedrico m/z [M+2H]** encontrado
EAMAPK 323.4 323.7
VPMLK (BAX) 294.4 294.3
FOPSEEQQQTEDELQDK 1032.0 1031.6
EMPFPK 374.95 374.8
RELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEESITR 1562.4 1562.4
ELEELNVPGEIVEpPSLpSpSpSEESITR 1484.4 No se detecta
RELEELNVPGEIVESLpSpSpSEESITR 1522.5 1522.9
ELEELNVPGEIVESLpSpSpSEESITR 1444 .4 No se detecta
DMPIQAFLLYQEPVLGPVR 1094.3 1093.9
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Tabla C. m/z de los [M+3H]3+ tedricos y encontrados mediante ESIMS para los péptidos de Py S.

Péptido m/z [M+3H]** tedrico m/z [M+3H]** encontrado

EAMAPK 216.3 No se detecta

VPMLK (BAX) 294.4 No se detecta
FQPSEEQQQTEDELQDK 688.33 688.1

EMPFPK 250.3 No se detecta
RELEELNVPGEIVEpPSLpSpSpSEESITR 1042.0 1041.8

ELEELNVPGEIVEpSLpSpSpSEESITR 963.26 No se detecta
RELEELNVPGEIVESLpSpSPSEESITR 1015.3 1015.5

ELEELNVPGEIVESLpSpSpSEESITR 963.3 No se detecta
DMPIQAFLLYQEPVLGPVR 730.2 729.8
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