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Abreviaturas y acrénimos

ANg-l.cooeiiii, Angiotensina I.

AQUA........ooe. Absolute Quantification- Cuantificacion absoluta.
BSTFA.......cois N,O-Bis(trimetilsilil)trifuoroacetamida.
CPS... Cuentas por Segundo.

CRM.....cccoeeiiiiin Certified Reference Material- Material de referencia
certificado.

] Electron lonization- lonizacién electronica.
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GCriieeee e, Gas Chromatography- Cromatografia de gases.
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Cromatografia liquida de alta resolucion.

ICAT ... Isotope Code Affinity Tagging- Marcaje por afinidad con
codificacion isotopica.

IDMS........ooeerr, Isotope Dilution Mass Spectrometry- Analisis por
dilucion isotopica y espectrometria de masas.

IPD.ccovviiiiiiiiiiie Isotope Pattern Deconvolution- Deconvolucion de

ITRAQ.......eeevvvieee. Isobaric Tags for Absolute and Relative Quantification-

Etiquetado isobérico para la cuantificacion absoluta y relativa.

[ O Liquid Chromatography- Cromatografia liquida.

MS.. Mass Spectrometry- Espectrometria de masas.
MSIMS......cenne. Espectrometria de masas en tandem.
MTBSTFA................. N-metil-N-(tertbutildimetilsilil)trifluoroacetamida.
NIST...oiiiieeeeen. National Institute of Standards and Technology-
Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia.

Pl Product lon Scan- Barrido de iones producto.
PICCA......cooe i Peptide Impurity Corrected Amino Acid- Andlisis de

aminoacidos en péptidos con correccion de impurezas.
PSAQ...ccooiiiiieeieiinnnnn. Protein Standard Absolute Quantification-
Cuantificacion absoluta estandar de proteinas.

QaQ..ceiiiiiin, Triple cuadrupolo.
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QConCAT.....ccevvvis Multiplexed Absolute Quantification for Proteomics
Using Concatenated Signature Peptides- Cuantificacion absoluta multiple
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rhGH......ooo, Recombinant Human Growth Hormone- Hormona del

crecimiento humana recombinante.

Sl Sistema Internacional de Unidades.

SILAC.......co oo, Stable Isotope Labeling with  Amino Acids in Cell
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SIM. Selected lon Monitoring- Monitoreo selectivo de iones.
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1. Introduccidén

1. Introduccioén

En la actualidad, existe una gran demanda en determinaciones analiticas
de péptidos y proteinas cuyo analisis facilite el prondstico, diagndstico y
tratamiento de ciertos tipos de enfermedades. Las metodologias empleadas para
dicho fin necesitan patrones de péptidos o proteinas cuya pureza debe ser
certificada con un alto grado de exactitud y precision. Las casas comerciales que
suministran péptidos y proteinas certifican el valor de pureza mediante un rango
(por ejemplo, 290% o =95%), el cual es obtenido frecuentemente mediante

analisis por HPLC.

Los laboratorios clinicos utilizan CRMs para llevar a cabo metodologias
analiticas que permitan la cuantificacidon de biomarcadores clinicos, como por
ejemplo las angiotensinas (hipertensién), la hormona paratiroidea (enfermedad

renal cronica), o la insulina y el péptido C (diabetes) [1].

Los Institutos Nacionales de Metrologia distribuyen los CRMs
acompafados con un certificado de la pureza y su incertidumbre asociada, cuyo
valor es obtenido principalmente mediante el procedimiento del balance de
masas. Este procedimiento proporciona una medida del componente principal
del material mediante la identificacién y determinacién de todas las impurezas
gue acompafian al material, restandolas del 100%. En el caso de péptidos y
proteinas, el uso del procedimiento del balance de masas no proporciona la
informacion necesaria acerca de las posibles estructuras que pueden adoptar los
complejos proteicos estudiados. Esto provoca que la calidad final del material
radigue en la determinacién de la secuencia de aminoacidos que forman la
estructura primaria, lo cual puede no llegar a correlacionar la cantidad de material
con su verdadera actividad biologica en el medio de estudio. Ademas, el
procedimiento del balance de masas requiere de elevadas cantidades de

péptidos o proteinas puros, cuya cantidad es normalmente escasa [1].

Una alternativa que utiliza una cantidad menor de muestra es la basada en
la correccion de las impurezas en péptidos mediante analisis de aminoacidos
(PICAA). Su fundamento se basa en cuantificar los aminoécidos liberados en
procesos completos de hidrolisis del material peptidico y corregir la cantidad de
aminoacidos liberados correspondientes a impurezas de estructuras peptidicas

similares [1]. La metodologia analitica escogida en la cuantificacion de los
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aminoacidos es el IDMS, debido a que es un método analitico absoluto que
proporciona resultados directamente trazables al Sistema Internacional de
Unidades.

Antes de su deteccion por espectrometria de masas, es necesario separar
los aminoacidos mediante una etapa cromatografica. Se han utilizado distintos
tipos de separaciones basadas en HPLC como separaciones de fase reversa,
interaccion hidrofilica e intercambio i6nico. Cuando se utiliza la cromatografia de
gases con deteccion mediante MS es necesario aplicar un proceso previo de

derivatizacion [1].

Adicionalmente al PICAA, también es comun encontrar metodologias de
analisis de pureza de péptidos como la resonancia magnética nuclear

cuantitativa o la determinacion de nitrégeno por analisis elemental “CHN/O” [1].

Un articulo de Josephs et al. [2] emplea y compara las cuatro técnicas
anteriormente comentadas para evaluar la pureza del péptido angiotensina |
(Ang-l), con un certificado de pureza obtenido mediante analisis por HPLC.
Todas estas técnicas proporcionaron resultados de pureza de aproximadamente
800 mg-g* (1000 mg-g*=100%), los cuales difieren del valor declarado por el
fabricante de >950 mg-g. En este articulo también se afirma que el método del
balance de masas es poco préctico, al haberse utilizado un volumen elevado de
material peptidico en todas las determinaciones y al haber empleado una gran

cantidad de técnicas analiticas.

El péptido Ang-l analizado en el articulo [2] participa en el sistema
hormonal renina-angiotensina-aldosterona, (esquematizado en la Figura 1) y
esta considerado como un biomarcador clinico de hipertension. Dicho
mecanismo consiste en una serie de reacciones enzimaticas que generan un
producto, la angiotensina ll, que interviene en la regulacién de la presién arterial
y en la retencion de sodio y agua en los rifiones. Debido a la importancia que
tienen los péptidos de angiotensina en la regulacion de la presion arterial, existe
una gran demanda de métodos analiticos que proporcionen resultados de pureza
exactos y trazables de los péptidos de angiotensina. Uno de estos métodos

analiticos es el analisis por dilucion isotopica y espectrometria de masas (IDMS).
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Figura 1. Representacion esquematica del proceso de regulacién de la presién arterial
mediante el conjunto de reacciones enzimaticas que forman el sistema renina-

angiotensina-aldosterona [3].

1.1. Andlisis por dilucion isotépica y espectrometria de masas (IDMS)

El IDMS es un método analitico cuyo fundamento reside en la medida de
las abundancias isotépicas de un elemento o molécula en la muestra mediante
MS, tras la adicién de una cantidad perfectamente conocida de dicho elemento
o molécula de composicion isotopica enriquecida en un isétopo poco abundante,
comunmente definido como trazador. Esta considerado como un método
analitico absoluto que proporciona resultados directamente trazables al Sl.
Ademas, también destaca por ofrecer resultados analiticos de una gran exactitud
y precision, lo que le convierte en una excelente herramienta para la certificacion
de CRMs o para la validacion de otros métodos analiticos de menor calidad
metrologica [4]. El IDMS también ofrece la posibilidad de analizar tanto
componentes mayoritarios (%) como ultratrazas (<pg-g') de elementos vy

compuestos en varios tipos de matrices [5].

El concepto de la dilucion isotépica se encuentra ilustrado en la Figura 2.
Para un elemento que posee dos isétopos estables (1 y 2) podemos considerar
una muestra que contenga el elemento de abundancia isotdpica natural

(is6topo 1 mayoritario e is6topo 2 minoritario). Por otro lado, si disponemos de
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un trazador enriquecido en el is6topo 2 y se lo afiadimos a la muestra, la mezcla
presentara una redistribucion de las abundancias isotépicas que dependera de

la cantidad de trazador afiadida y de la cantidad inicial de muestra.
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Figura 2. Fundamento de la dilucion isotopica para un elemento bi-isotopico.

La concentracion del elemento que habia originalmente en la muestra se
puede determinar a través de la ecuacién general de la dilucion isotépica, tal y

como se muestras en la ecuacion E1 [5]:

E1l

2
T 7 Mtraz Wmuestra Atrazador Rmezcla B Rtrazador
muestra — “trazador 1

1 — 0
muestra Wtrazador Amuestra Rmezcla Rmuestra

El significado de los distintos parametros de la ecuacion se detalla a

continuacion:

*  Cmuestra/traz Nace referencia a las concentraciones del elemento en la

muestra o en el trazador.

® Mpyuestra/traz €S la cantidad en peso tomada de muestra o aiadida de

trazador.

*  Wiestra/traz €S €l peso atomico del elemento en la muestra o en el
trazador.
o Al ostra Y A%.4, SON las abundancias del is6topo 1 en la muestra y del

isétopo 2 en el trazador, respectivamente.

®  Rmesclajtraz/muestra COMO las relaciones isotopicas entre el isdtopo 1y

2 en la mezcla, trazador y muestra, respectivamente.
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Como podemos apreciar en la ecuacién E1, todos los términos son
conocidos a excepcion del R,.,qq. € cual se determina experimentalmente
mediante MS con una elevada exactitud y precision; y sin la necesidad de un

calibrado metodoldgico que alargue los tiempos de analisis.

Ademas, el empleo del IDMS trae consigo ventajas adicionales con

respecto a otras técnicas analiticas:

1.  Cualquier pérdida de materia en la mezcla una vez que la muestra y el
trazador hayan alcanzado el equilibrio isotépico no tiene ninguna influencia
en el resultado final, puesto que el término R,,.,., €S independiente de la
concentracion. Por lo tanto, las correcciones derivadas de separaciones no
cuantitativas, diluciones o preconcentraciones no resultan necesarias.

2. Cualquier factor que ejerza influencia en la sensibilidad de la muestra va a
afectar de la misma manera al trazador, por lo que el término R,,ozc1a €S
independiente de los efectos de matriz y de los procesos de deriva de la

senfal.

No obstante, cuando se amplia el concepto del IDMS a determinaciones
de moléculas organicas surgen varias complicaciones a tener en cuenta. Las
diferencias de masa existentes entre trazador y muestra pueden producir
diferencias en sus propiedades fisicoquimicas [6]. Estas diferencias se
intensifican a medida que aumenta la diferencia de masa relativa entre los
isétopos del elemento escogido para el marcaje. Por ello, se recomienda emplear
CRMs marcados en elementos no muy ligeros como el C o el N. Por otra parte,
la mayoria de los elementos que podemos encontrar en los compuestos
organicos poseen mas de un isotopo estable, de tal forma que los espectros de
masas obtenidos van a consistir en un conjunto de clisteres en el que no solo
se incluye la masa nominal (M), sino que apareceran contribuciones de los
is6topos menos abundantes como 3C, ?H o *®N en masas M+1, M+2, M+3, etc.
Con lo cual, la adiciéon de un compuesto marcado isotépicamente a la muestra

genera una serie de solapamientos espectrales.
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Para solucionar el problema de los solapamientos espectrales se suele
optar por una herramienta matematica capaz de desglosar las contribuciones
individuales de cada uno de los fragmentos en un espectro de masas. Este
modelo matematico se denomina deconvolucion de perfiles isotopicos (IPD, por
sus siglas en inglés), esta basado en la regresion lineal multiple y en él se asume
que la distribucion isotopica de un determinado cluster se puede expresar como
una combinacion lineal de los perfiles isotopicos del analito y el trazador,
reflejado en la ecuacién E2. Como se puede deducir en la definicion anterior,
trabajar con el modelo de la IPD implica el uso de abundancias isotopicas en vez

de relaciones isotopicas, tal y como se ha planteado en el modelo clasico.

- Al 1 14l 1 .
Amezcla Amuestra Atraz [ e1 T
2 2 2
Amezcla Amuestra Atraz ez
3 3 3 X 3
Aezcia = Asuestra  Amarc [ nat ] + e E2
: : : Xmarc :
n—-1 n—-1 n-—1 n-—1
Amezcla Amuestra Atraz e
n n n B en _
- “imezcla- - {lmuestra traz -
Donde:

o A .. .. SON las abundancias isotopicas experimentales de la mezcla.

*  Anuestra/traz SON las abundancias isotopicas teoricas de la muestra o

del trazador, respectivamente.

e ™ es el término aleatorio asociado a los residuales de la regresion

lineal.

Aplicando la regresion lineal multiple, expresada en la ecuacion E2, es
posible obtener las fracciones molares de trazador y analito, X,yestra Y Xtraz:
mediante un ajuste por minimos cuadrados. Ademas, teniendo en cuenta que la
relacion de ambas fracciones molares es equivalente a la relacion de moles,

segun la ecuacion E3 [6]:

xmuestra _ Nmuestra

para N; = nimero de moles (trazador y muestra). E3
Xtraz Ntraz

Es posible determinar la cantidad muestra afiadida a la mezcla y su
concentracion en la disolucion inicial, puesto que los términos subrayados en

amarillo en la ecuacién son conocidos.

>

- o
Pavors
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Para que todos los resultados obtenidos mediante IDMS sean de la
maxima calidad metrologica, es necesario que se cumplan una serie de

requisitos fundamentales [4]:

1. El equilibrio isotdpico entre trazador y muestra tiene que ser completo. Esto
se consigue facilmente en muestras liquidas mediante agitacion, pero en
muestras solidas, en las que es necesario realizar procedimientos de
digestion o extraccion para llevar al analito a la disolucibn de manera
cuantitativa, no resulta tan sencillo alcanzar dicho equilibrio.

2. Una vez se haya alcanzado el equilibrio isotopico, tanto el compuesto
enriquecido isotopicamente como su analogo de abundancias naturales
deben comportarse de forma idéntica a lo largo de todo el proceso analitico.
Normalmente no suelen encontrarse problemas relacionados con este
requisito en moléculas organicas, a excepcion del marcaje mdultiple de
especies con atomos de deuterio.

3.  Cualquier pérdida no cuantificable de trazador o muestra antes de haberse
alcanzado el equilibrio isotépico ocasionaria una importante fuente de error.

4. La cantidad de trazador afiadido a la muestra debe encontrase dentro de
un rango determinado. Cualquier exceso o defecto en la adicidon ocasionaria
un aumento en la incertidumbre del resultado.

5. Es necesario realizar un control exhaustivo del blanco determinando su
concentracion en un experimento individual de IDMS con el fin corregir
cualquier tipo de contaminacion.

6. Las sefales obtenidas mediante MS involucradas en los célculos del IDMS
deben estar libres de interferencias espectrales y de factores que afecten la

exactitud de las relaciones isotépicas.

1.2. Cuantificacion de péptidos y proteinas mediante el uso de is6topos

estables enriquecidos

El elevado crecimiento que ha experimentado la espectrometria de masas
y los procedimientos de preparacion de muestra, separacion o procesamiento de
datos ha traido consigo un gran avance en el area de la proteGmica cuantitativa.
Desde su primera aparicion en la literatura cientifica [7], el uso de analogos

marcados isotdépicamente como patrones internos se ha convertido en una de
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las metodologias mas utilizadas en la cuantificacion de proteinas. Dichas

metodologias se dividen en dos grandes grupos:
A. Cuantificacion absoluta

La cuantificacion absoluta se refiere a determinaciones exactas y precisas
de la concentracion de proteinas o péptidos en una muestra. Este tipo de
metodologias se pueden dividir en tres estrategias que se diferencian en funcién
del tipo de trazador isotopico escogido. Dichas metodologias se encuentran

esquematizadas en la Figura 3 [6].

. .
pm A.2. IDMS UTILIZANDO e :o { - A IDMS UTILIZANDO "ip‘f‘ %
Y } PEPTIDOS MARCADOS . & a"..; PROTEINAS MARCADAS e 2
yh [ | S
- b 3 M ’ - LY o . ]
. . o..'@u\. 4 » ..,;' ?t‘ c“:' \"‘o
; . & » + % ol
PROTEINA OBJETIVO et 3T W i |
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L ] L ]
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N w |-
",“t—-f’," Proteina marcada oo l .
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’o‘.‘ﬁ\o Péptido marcado 2 *
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Figura 3. Estrategias empleadas en el IDMS para la cuantificacion absoluta de una

proteina objetivo.

A.1l. IDMS con adicion de aminoacidos marcados isotépicamente

La concentracion de los péptidos o proteinas se obtiene a través de la
cuantificacion de los aminoacidos liberados tras una etapa de hidrdlisis de la
muestra a la que se afiaden aminoacidos marcados isotopicamente, los cuales
se obtienen comercialmente como CRMs con un valor de pureza certificado por
Institutos Nacionales de Metrologia. Esto hace que las determinaciones por
IDMS mediante aminoacidos marcados generen resultados directamente
trazables al Sl, siempre y cuando la hidrélisis previa del péptido o proteina sea
completa. El apartado 1.3 del presente Trabajo Fin de Master proporciona mas

detalles sobre el proceso de hidrdlisis de péptidos y proteinas.
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1. Introduccidén

La cromatografia liquida suele ser el método mas utilizado para la
separacion de los aminoacidos liberados tras el proceso de hidrolisis [1]. No
obstante, también es comun encontrar trabajos en la bibliografia que utilizan la
cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas (GC-MS), tras
realizar una etapa de derivatizacion para aumentar la volatilidad de los

aminoécidos [8].

La principal limitacion del uso de aminoacidos marcados isotopicamente
en la cuantificacion de péptidos y proteinas es que solamente es aplicable al
analisis de patrones. Por lo tanto, esta estrategia no se puede emplear en
andlisis de muestras que contengan diferentes péptidos o proteinas. Como
consecuencia, su principal aplicacion es el analisis de pureza en patrones
proteicos o peptidicos para conseguir trazabilidad al SI y obtener asi CRMs [9].
Ejemplos de materiales de referencia caracterizados por este método son el

péptido C [10], la insulina porcina [11] o la angiotensina Il [12].
A.2. IDMS con adicién de péptidos marcados isotopicamente

Esta estrategia de cuantificacion absoluta de proteinas tiene como objetivo
la determinacién de uno o varios péptidos proteotipicos liberados tras una etapa
de digestién enzimatica de la proteina. Para la correcta cuantificacion de las
proteinas es necesario que los péptidos elegidos sean especificos de la proteina,
gue la digestion enzimatica sea completa y que la pureza del péptido enriquecido
isotépicamente sea conocida. El principal problema de este método radica en
que no es hasta después de la hidrélisis cuando el patrén interno tiene las
mismas propiedades fisicoquimicas que el analito. Con lo cual, los posibles
errores sistematicos en las etapas de preparacion de muestra o digestion
enzimatica no se corrigen, afectando a la exactitud del resultado. Otro problema
frecuente, muy comun de encontrar en la bibliografia, es que las digestiones
enzimaticas (realizadas generalmente con tripsina) sean incompletas. Ademas,
el uso de muestras con matrices complicadas de purificar como suero o plasma

reducen la recuperacién de los péptidos proteoliticos [13].




1. Introduccidén

Existen dos metodologias clasicas en el empleo de péptidos marcados en
experimentos de IDMS: AQUA (Absolute Quantification) y QconCAT (Multiplexed

Absolute Quantification for Proteomics Using Concatenated Signature Peptides).

El método AQUA utiliza péptidos sintéticos marcados isotopicamente,
generalmente disponibles comercialmente. Estos péptidos son afadidos tras la
digestion enzimética y se utilizan como patrones internos en andlisis por
espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) [10]. Un ejemplo comun de su
aplicacion son las determinaciones de las formas fosforiladas y desfosforiladas

de las proteinas [14].

En la estrategia QconCAT los péptidos marcados isotopicamente se
concatenan en una sola proteina artificial. Esta proteina se marca
metabdlicamente con isétopos estables en E. coli, se purifica y se afiade a la
muestra proteica antes de la protedlisis [15]. Esta metodologia tiene la ventaja
de poder cuantificar multiples proteinas de forma simultdnea, puesto que se
pueden incluir varios péptidos concatenados que sean especificos de las
proteinas objetivo. Por ejemplo, Anderson et al. [16] fueron capaces de
determinar un total de 53 proteinas presentes en el plasma humano. El factor
mas diferencial en la exactitud de esta estrategia es el proceso de calibracién de

los péptidos concatenados [17].

A.3. IDMS con adicién de proteinas marcadas isotépicamente

Su primera aparicion en la literatura cientifica [18] bautiz6 a esta estrategia
como PSAQ (Protein Standard Absolute Quantification), en la que se afiadian
proteinas marcadas a muestras de aguas de consumo Yy orinas para la
cuantificacion de toxinas (superantigenos) presentes en Staphylococcus aureus.
Utilizar proteinas marcadas isotOpicamente como patrones internos esta
considerado como el método que mejor relaciona las propiedades fisicoquimicas
de los analitos y de los patrones internos. Esto es debido a que los patrones
internos se pueden afadir en las primeras etapas de los experimentos de IDMS
para compensar digestiones incompletas o pérdidas ocurridas a lo largo de las
distintas etapas de preparacion de muestra. La cuantificacion de las proteinas
se realiza tras una digestion enzimatica donde se determinan uno o varios
péptidos proteotipicos. Cuando se usan péptidos marcados como patrones
internos (A.2.), solo ciertos péptidos proteoliticos son analizados. Esta
estrategia, sin embargo, permite la determinacion de varios péptidos
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1. Introduccidén

proteotipicos, lo que incrementa el nivel de confianza de la cuantificacion. Un
ejemplo de proteina cuantificada por PSAQ seria rhGH en muestras de suero a

una concentracion de 10 ng-g* [19].

Aun siendo el método que a priori es capaz de proporcionar la mayor
calidad metrologica de los resultados, existen varias limitaciones que frenan su
uso. En primer lugar, la sintesis de proteinas marcadas isotépicamente es un
proceso muy complicado. En segundo lugar, la certificacion de la pureza de
dichas proteinas se realiza mediante analisis de aminoacidos tras una hidrolisis
completa. En tercer lugar, se necesita conocer con certeza todos los niveles de
estructuracion de la proteina analizada, puesto que cualquier diferencia
estructural entre las proteinas marcadas y las naturales provocaria una pérdida
de exactitud en los resultados, debido a interacciones inespecificas dentro de la
matriz o a diferentes recuperaciones en etapas de purificacion que requieren de
reconocimiento estructural, como imunoafinidad o inmuncaptura [19]. Todos
estos inconvenientes hacen que el uso de proteinas marcadas como patrones

internos sea una metodologia lenta y cara.

B. Cuantificacion relativa

A diferencia de la cuantificacion absoluta, mediante la cual es posible
obtener resultados de concentracibn de manera exacta y precisa, la
cuantificacion relativa efectla comparaciones de abundancias proteicas entre
dos estados tras una modificacibn en el proteoma con isétopos estables
enriquecidos. Al emplear marcas isotépicas, cualquier problema relacionado con
la preparacion de muestra o la respuesta del MS no afectara a las comparaciones
con el analogo natural, asegurando la calidad del resultado. Las marcas

isotopicas se pueden afiadir como patrones internos de tres formas:

B.1. Marcaje metabdlico

La estrategia del marcaje metabdlico consigue introducir la marca isotopica
en todas las proteinas de una muestra mediante las etapas del crecimiento y la
division celular. En sus inicios, el marcaje metabdlico se efectuaba con cultivos
bacterianos en medios enriquecidos en **N [7]. Sin embargo, el procedimiento
mas empleado en la actualidad es el SILAC (Stable Isotope Labelling by Amino
Acids in Cell Culture). La manera mas comun de efectuar un SILAC es afladiendo

aminoacidos (*3Ce-arginina y 13Cs-lisina) al medio de cultivo para asegurar que
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todos los péptidos liberados de una digestion triptica de las proteinas contengan
al menos un aminoacido marcado, con un incremento de masa constante en
comparacion con el péptido natural. La cuantificacion relativa se consigue
comparando las intensidades en los clusteres de los péptidos marcados y las de
los no marcados en el espectro de masas [20].

Aunque el SILAC sea el método mas empleado, el marcaje metabdlico de
5N es muy frecuente en andlisis de los proteomas de bacterias y levaduras,
aungue menos comun en organismos superiores [21]. La preferencia en el uso
del SILAC respecto al marcaje en N es debido a que en la técnica del SILAC
se afiaden una serie definida de marcas isotOpicas al péptido, no asi en la
estrategia del marcaje en *®*N donde el niumero de marcas de °N varia entre

péptido y péptido, complicando en exceso el tratamiento de datos.

B.2. Marcaje proteolitico

El método mas utilizado dentro de esta categoria es el marcaje en 20. Su
fundamento reside en el intercambio que tiene lugar en los grupos carboxilo de
los fragmentos proteoliticos, donde dos atomos de 0 se intercambian por dos
atomos de 20 en presencia de una enzima intercambiadora de oxigeno y H220
[22]. Este procedimiento se puede combinar con otros métodos de marcaje para
cuantificar glucopéptidos vy sitios de glucosilacion [23]. La principal desventaja
que ofrece el marcaje en 80 es el fendmeno de reconversion del 20 en 160 que
ocasiona un marcaje incompleto de los péptidos, complicando el proceso de

cuantificacion.

B.3. Marcaje quimico

El marcaje quimico introduce las marcas isotopicas a través de una
reaccion quimica con los grupos funcionales de los péptidos o proteinas. Los
grupos funcionales mas utilizados suelen ser las aminas primarias de las lisinas
o los grupos tiol de las cisteinas. El marcaje quimico tiene la ventaja de ser
compatible con la mayoria de muestras como células, tejidos y fluidos corporales.
El primer reactivo empleado, ICAT (Isotope-Coded Afinity Tags), afiadia una
marca quimica tras la reaccion de los grupos tiol de las cisteinas. Sin embargo,
la exclusividad de la reaccion hace que dicho reactivo sea ineficaz en analisis

mas profundos de proteinas [24].
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Los métodos mas comunes en la actualidad son el TMTs (Tandem Mass
Tags) y el iTRAQ (Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification),
capaces de incorporar marcas isobaricas en los péptidos mediante reaccion con
las aminas primarias y con los extremos N-terminales de todos los péptidos.
Estos reactivos se disefian de tal forma que los péptidos marcados tienen
siempre la misma masa (isobarico), sin embargo, las fragmentaciones de las
marcas isobaricas generan una serie de iones (comunmente denominados
“reporteros”), unicos para cada muestra y detectados en los espectros de MS/MS
a m/z bajas. La concentracion relativa se obtiene por comparacién de
intensidades de dichos iones reporteros. La utilizacion de reactivos iTRAQ o
TMTs ofrece la posibilidad de marcar hasta ocho muestras diferentes sin afiadir
complejidad alguna al espectro de masas, puesto que se asegura siempre la
masa constante de los péptidos marcados. Tampoco aumenta la complejidad en
la separacion, puesto que todos los péptidos marcados coeluyen de manera

precisa [25].

1.3. El proceso de hidrolisis en la cuantificacion de péptidos/proteinas

Como se ha comentado anteriormente, una estrategia muy comudn en la
cuantificacion absoluta de patrones peptidicos o proteicos se basa en la
liberacion de los aminoacidos constituyentes tras una etapa de hidrolisis. Los
procesos de hidrdlisis tradicionales se realizan en medio acido (HCI 6N), a
temperaturas de entre 90 y 150 °C, durante 20-72 horas [1]. En algunos casos,
los péptidos con uniones Val-Val, lle-lle o lle-Val han necesitado unas
condiciones de hidrdlisis incluso mas fuertes. Existen aminoacidos como Asn,
GlIn, Try, Tyr, Ser o Thr que no son capaces de soportar las condiciones de
hidrolisis, mientras que la Cys o la Met solo pueden recuperarse en su forma
acida. Por ello, en muchas ocasiones se utilizan grupos protectores, como el
fenol, cuya adicion previa a la hidrélisis consigue mitigar las degradaciones de
algunos aminoacidos [26]. Los aminoacidos que se escogen en las
determinaciones suelen ser Val, Leu, lle, Pro, Phe y Ala por su mayor estabilidad

durante los procesos de hidrélisis.
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Estos ultimos afios, el uso de equipos de microondas ha alcanzado un gran
auge en aplicaciones como la sintesis de péptidos, las digestiones enzimaticas
o las hidrdlisis acidas. Los equipos de microondas, generalmente focalizados,
son capaces de elevar rapidamente la temperatura de una disolucion en apenas
unos minutos, acelerando las reacciones quimicas. Segun la ecuacion de
Arrhenius, un incremento de 10 °C en la temperatura duplica la velocidad de la
reaccion. En comparacion con las hidrdlisis clasicas, cuya duracion era de 20-72
horas, las hidrodlisis asistidas por microondas permiten reducir drasticamente los
tiempos de hidrdlisis [8]. Esto se debe a que las microondas producen un
calentamiento en el interior de la muestra mucho mas eficiente que los métodos
tradicionales, en los que se utilizan agentes externos para calentar las
disoluciones y la temperatura aumenta por conductancia. Un ejemplo de esta

diferencia se presenta en la Figura 4 con una muestra de etanol [27].
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Figura 4. a) Diferencias en la temperatura de una muestra de etanol (punto de ebullicién
a 78°C) calentada mediante irradiacion microondas en un vial sellado durante 3 minutos
(temperatura maxima fijada a 160 °C) y mediante un bafio de aceite en un vial sin sellar
durante 3 minutos a 100 °C. b) Perfiles de temperatura del vial previo con etanol tras
1 minuto de calentamiento mediante irradiacién microondas y mediante un bafio de
aceite [27].
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2. Objetivos

De lo expuesto con anterioridad, se plantea como objetivo principal del
presente TFM el desarrollo de un método mediante el cual se cuantifique de
manera absoluta un péptido y cuyos resultados sean directamente trazables al
SlI, de tal forma que se obtenga un resultado de pureza exacto y preciso. El
péptido elegido para la cuantificaciébn sera la Angiotensina | (Ang-l), al estar
considerado como un biomarcador clinico de hipertension. Para dicho fin, se
propone un procedimiento de hidrolisis de la Ang | (sintetizada en el Grupo de
Investigacion de Isétopos Estables Enriquecidos de la Universidad de Oviedo)
basado en IDMS, en el que se afiaden como patrones internos una serie de

aminoacidos CRM marcados isotopicamente (Val, Leu, lle, Proy Phe).

La hidrdlisis de la Ang-l se llevara a cabo en un equipo generador de
microondas con el fin de acortar los tiempos de reaccion de las hidrdlisis. Los
experimentos de hidrélisis se realizaran en colaboracion con el Grupo de

Investigacion de Sintesis Organica Selectiva de la Universidad de Oviedo.

La separacion cromatografica de los aminoacidos se efectuard mediante
CG tras una etapa previa de derivatizacidbn con un reactivo silanizante y la
determinacién de los aminoacidos se realizard mediante espectrometria de

masas en tandem.

Con el fin de lograr el objetivo principal anteriormente comentado, se han

fijado una serie de objetivos parciales:

1) Optimizar el método de cuantificacion de los aminoacidos por GC-MS/MS y
escoger el reactivo derivatizante mas adecuado para la correcta medida de

la composicion isotopica de los aminoacidos.

2) Purificar, caracterizar y validar la concentraciéon de la Ang-I sintética mediante
UHPLC-IDMS/MS utilizando el material de referencia certificado Ang-1 NIST
CRM 998 y una Ang-l marcada en !3C sintetizada en el Grupo de

Investigacion de Isotopos Estables Enriquecidos.

3) Validar la concentraciéon de los aminoacidos marcados en *2C por

GC-IDMS/MS con aminoacidos de abundancia natural certificados.

4) Validar las condiciones 6ptimas de hidrélisis mediante el analisis de la Ang-I
sintética, empleando un equipo de microondas focalizadas, con el fin de

obtener una hidrodlisis cuantitativa.
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3. Experimental
3.1. Instrumentacion utilizada
3.1.1. Equipo generador de microondas

El proceso de hidrdlisis peptidica se llevé a cabo en un sistema de
microondas focalizadas Biotage Initiator™, el cual genera ondas microondas de
alta frecuencia (2,45 GHz) mediante un magnetron, ofreciendo un calentamiento
focalizado y uniforme. Durante el proceso de calentamiento, la mezcla se agita
continuamente con un agitador magnético, con el fin de garantizar una
temperatura homogénea en la reaccion. Dependiendo del disolvente utilizado,
este equipo es capaz de calentar disoluciones a temperaturas proximas a
150 °C en apenas 30 segundos, hasta un maximo de 250 °C o una presion de
20 bares.

3.1.2. Equipo GC-MS/MS

Las medidas analiticas de los aminoacidos derivatizados se efectuaron
mediante un cromatografo de gases Agilent 7890A dotado de una columna
capilar Agilent DB-5MS (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) compuesta de (5%-fenil)-
dimetilpolisiloxano. Este cromatdgrafo estd acoplado a un espectrémetro de
masas Agilent 7000 QqQ equipado con una fuente de ionizacion electrdnica,

utilizando He como gas portador.

3.1.3. Instrumentacién secundaria

Todas las disoluciones utilizadas se prepararon gravimeétricamente en una
balanza analitica MS205DU semi-micro (Mettler Toledo), utilizando como
disolvente agua ultrapura (18,2 MQ-m) generada por un sistema de purificacion
Milli-Q Gradient A10 (Millipore). La homogeneizacion de las muestras se llevo a
cabo con un agitador de tipo Vortex (VELP Scientifica). Durante el proceso de
derivatizaciéon se utilizd6 un termoagitador Thermomixer Compact 5350
(Eppendorf) para el control de la temperatura y un dispositivo generador de
ultrasonidos UP200S (Hielscher) para favorecer la reaccion. Para hacer vacio en

los viales de hidrdlisis se utilizd una bomba de vacio (LBX Instruments).
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El proceso de purificacion de la Ang-I sintetizada previamente en nuestro
laboratorio se efectud con un sistema HPLC Agilent 1260 Infinity Il con colector
de fracciones, autoinyector con bucle de inyecciéon de 100 uL y deteccién
UV-VIS. Para la separacion cromatografica se emple6 una columna

semipreparativa Zorbax Eclipse XDB-C18 (250 mm x 9,4 mm x 5 um).

La caracterizacion analitica de la Ang-I se llevé a cabo con un cromatografo
de liquidos Agilent 1290 Infinity acoplado a un espectrometro de masas QQqQ
Agilent 6460 con fuente de ionizacién ESI-Jet Stream. Con dicho equipo se us6

una columna Zorbax Eclipse Plus C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,8 um).

3.3. Reactivos utilizados

Los aminoacidos de abundancia natural L-valina (99,4+0,1%), L-leucina
(99,5+0,1%), L-isoleucina (98,9+0,2%), L-prolina (99,8+0,2%) y L-fenilalanina
(99,7+0,1%), todos ellos CRMs y comercializados por Fluka Analytical; se
emplearon en la etapa de optimizacion del método cromatografico y como
trazadores isotdpicos para determinar la concentracion por dilucién isot6pica de
los siguientes aminoacidos marcados: L-valina-1-13C (>299%), L-leucinal-*3C-
(299%), L-isoleucina-1-13C (298%), L-prolina-1-3C (299%) y L-fenilalanina-1-13C

(299%); de la casa comercial Sigma-Aldrich.

Se utilizé el material de referencia certificado CRM 998 Angiotensina |
(DRVYIHPFHL; 99,9+0,1%) del NIST en los procesos de validacion de las
Angiotensinas | de abundancia natural y marcada isotépicamente (*3Ci-Val),

sintetizadas previamente en el Grupo de Investigacion.

Se utilizoé &cido férmico (>98%) de Sigma-Aldrich (al 0,1% v/v en agua

Milli-Q) como medio de disolucion de péptidos y aminoacidos.

Los reactivos silanizantes empleados en el proceso de derivatizacién,
suministrados por Sigma-Aldrich, fueron: MTBSTFA con 1% t-BDMCS (295%) y
BSTFA con 1% TMCS. También se utiliz6é clorhidrato de metoxiamina (98%) y
piridina (>98%).

Se utilizd un acetonitrilo de alta pureza (299,9%) en la preparacion de las

fases moéviles cromatograficas y fue adquirido a Fischer Scientific.

Para la hidrélisis de los péptidos se utilizé HCI 37% p/p (Merck) purificado
mediante un proceso de destilacion “sub-boiling”.
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3.4. Procedimientos experimentales
3.4.1. Derivatizacion de los aminoacidos

Los aminoéacidos carecen de la volatilidad necesaria para ser analizados
directamente por GC, al poseer grupos funcionales de naturaleza polar. Estos
grupos funcionales se pueden modificar mediante reacciones de derivatizacion
con el fin de conseguir compuestos mas volatiles. El procedimiento experimental
utilizado se optimizé en el Grupo de Investigacion de Isétopos Estables

Enriquecidos de la Universidad de Oviedo y consta de tres fases [28]:

1) Secado de la muestra: En un tubo Eppendorf de 1,5 mL se pipetea la mezcla
de aminoacidos y se deja secar en una corriente de N2. Con este paso se

consigue eliminar el agua y asi evitar la hidrélisis del derivatizante.

2) Oximacion del grupo carbonilo: Se afiade a la mezcla anterior 50 uL de una
disolucién al 0,2% p/v de clorhidrato de metoxiamina en piridina y se agita con

en el vortex. Este paso aporta una mayor estabilidad quimica a los productos.

3) Sililacién de los grupos amino y carboxilo: 50 uL del reactivo derivatizante (ya
sea MTBSTFA o BSTFA) se agregan a la disolucion previa y se dejan reaccionar
en el termoagitador durante 30 minutos a 60 °C con agitacion suave. Los
productos derivatizados tienen una estabilidad quimica de al menos 24 horas.

El proceso de derivatizacion empleado se encuentra detallado desde un

punto de vista quimico en la Figura 5.

La mezcla derivatizada se inyecta en el GC-EI-MS/MS utilizando las
condiciones de la Tabla 1. El modo de adquisicién del cuadrupolo (o cuadrupolos
en caso de tandem MS) se modifica en funcion del tipo de estudio que se vaya

a realizar.
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Figura 5. Proceso de derivatizacion. a) Oximacion del grupo carbonilo tras el secado de
la muestra. b) Estructura molecular del BSTFA y del MTBSTFA (Se resaltan los grupos
sustituidos en la reaccion para cada derivatizante). ¢) Reacciones de sililacion con los
reactivos derivatizantes, pudiendo ser X=0O, N o S. [28].
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Tabla 1. Condiciones experimentales del sistema GC-EI-MS utilizadas para la separacion cromatogréafica de los aminoacidos derivatizados y su

determinacion por espectrometria de masas.

Reactivo derivatizante MTBSTFA BSTFA
Parametros cromatograficos
Flujo de gas portador 2 mL/min 2 mL/min
Modo de inyeccion Splitless (1 min t. de purga) Splitless (1 min t. de purga)
Volumen de inyeccion 1ul 1ulL
Temperatura del inyector 250°C 270°C
100°C (1 min) 70°C (1 min)
100°C->295°C a 15°C/min 70°C->160°C a 15°C/min

Programa de temperatura del
horno

Post-run a 300°C (3 min)
Tiempo total: 17 min

160°C->300°C a 50°C/min
Post-run a 300°C (3 min)
Tiempo total: 13 min

Temperatura de la interfase 325°C 325°C
Parametros de la fuente de ionizacién
Temperatura de la fuente 250°C 250°C
Potencial de ionizacién 70 eV 70 eV
Temperatura del cuadrupolo 150°C 150°C
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3.4.2. Calculo de la pureza espectral de clusteres isotopicos

La fuente de ionizacion electrénica no solamente produce iones
moleculares de los analitos, sino que éstos, dependiendo de su estabilidad,
pueden sufrir procesos de fragmentacion y pérdidas o ganancias de atomos de
hidrégeno (MznH)*. Adema4s, la baja resolucién de masas caracteristica del
cuadrupolo da lugar a contribuciones no deseadas de una masa M en picos de
masas adyacentes, generalmente a M-1 [29]. La combinacién de ambos factores
hace que la distribucion isotépica de los diferentes clisteres de los analitos no
sea pura, sino una combinacion lineal de todos los procesos comentados
anteriormente. Para determinar la magnitud de dichas contribuciones se miden

las distribuciones isotépicas de varios de clisteres en modo SIM.

Para un determinado cluster se monitorizan las masas
M-2,M—1M..M+5. Seguidamente, se calculan las abundancias
experimentales (4,,) como el cociente del &rea de pico obtenida para cada

masa entre el sumatorio de las areas de todos los picos medidos.

A continuacion, se calculan las abundancias tetricas (4i,). En este
Trabajo Fin de Master, se utilizé el algoritmo propuesto por Kubinyi [30]. Dicho
algoritmo se incorporé a una hoja de célculo Excel como un macro de Visual
Basic que permite calcular la distribucién isotdpica de moléculas con atomos de
C, H, O, Ny Si (entre otros).

Las abundancias tedricas y experimentales se pueden relacionar mediante

la ecuacion E4 [29].

AVl 1 0 0 0 0 AM, I Xmeaem e,

Ao 0 0 0 A AV XM (o) e,

Ay [F] 0 0 Ak, Ayt AR w6 E4
: : : : s to || tm-an :

Laves| LA Al AnSS Anet AT 1VPm—a2a ¢7

Donde xyinm) (n = 0,1y 2) son las fracciones molares o contribuciones
al espectro experimental de las distintas pérdidas o ganancias de atomos de
hidrégeno o contribuciones debidas a la falta de resolucion del analizador de

masas. El término e,,(n = 1,2 ...5) es el vector error de la regresion lineal.

La resolucion de la ecuacion E4 por regresion lineal mdaltiple nos

proporciona las contribuciones anteriormente explicadas, xu+n -

21

%

5
NVO1S



3. Experimental

3.4.3. Célculo del enriquecimiento isotopico en moléculas marcadas

El enriquecimiento isotopico se calcula siguiendo la metodologia recogida
en una publicacién anterior del Grupo de Investigacion de IsGtopos Estables
Enriquecidos [29] que proporciona 100 distribuciones isotépicas diferentes de
una molécula marcada teniendo en cuenta los valores previos de pureza

espectral mediante un proceso de convolucion de la ecuacion E5.

S 007 0] 0 1 A
[ Acony | 0 0 AM e
fic o | [k e !
AY | = Xma) Ateo |+ x| Ates? + Xy—1(m) | Ao’ |+ Xm—2am) Afpe?
ANE’+5 Ajtv%-gl 1&?32 Altvfej)% Agz‘l
| conv - A}\;[+6 A}\;I+7 Ilil+8 1\;+9
-“teo - L Ateo L Afeo - | agie
E5

Estas distribuciones calculadas se comparan por regresion lineal multiple
con las distribuciones isotépicas experimentales de la molécula marcada. El
enriquecimiento isotopico de la molécula marcada vendra dado por el valor que

proporcione una suma cuadratica de residuales.

3.4.4. Validacion de la medida de las transiciones en modo SRM

Otro modo de adquisicién empleado en este Trabajo Fin de Master fue el
SRM. Para poder efectuar medidas de interés en modo SRM es necesario
conocer la energia éptima de colision y la estructura de los fragmentos de interés.
Esto se consigue trabajando en modo de barrido de iones producto. En dicha
configuracion, el primer analizador de masas opera en modo SIM, para
seleccionar un ion precursor, y el segundo analizador de masas opera en modo

SCAN, para analizar los iones productos generados en la celda de colision.

La validacion de las medidas de las transiciones en SRM se determina
mediante la comparacion de las abundancias isotopicas experimentales frente a
las tedricas. Las abundancias teéricas de las transiciones se calculan a través

de permutaciones matematicas con la ayuda del software Isopatrn [31].
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3.4.5. Purificacion de la Ang-I de abundancia natural por coleccién de fracciones

mediante HPLC-semipreparativo

La Ang-I de abundancia isotopica natural fue sintetizada previamente en el
Grupo de Investigacién de Is6topos Estables Enriquecidos y se proporcioné
como una disolucién de concentracion aproximada de 2000 pg-g. El proceso de
purificacion se llevé a cabo en el equipo HPLC con colector de fracciones
utiizando unas condiciones de separacion cromatogréfica previamente
optimizadas por el Grupo de Investigacion. Las fases mdviles consistieron en
agua Milli-Q con acido formico (A) y acetonitrilo (B), ambas con un contenido de
acido férmico de 0,1% v/v. La temperatura de la columna cromatografica se fijé
en 35° C, mientras que la longitud de onda seleccionada del detector UV-VIS fue
214 nm. Con estas condiciones se inyectaron 20 pL de muestra en cada
pinchazo, con un flujo de fase movil de 0,75 mL/min y con el gradiente recogido

en la Tabla 2:

Tabla 2. Gradiente empleado en la purificacién de la Ang-lI mediante cromatografia de

liguidos semipreparativo.

t(min) | % B
0 2
15 35
17 80
18 80
21 2
24 2

En estudios previos realizados por el Grupo de Investigacion se confirmé
la presencia de Ang-l a un tiempo de retencion de 14,7 minutos utilizando las
condiciones instrumentales descritas. Con lo cual, se procedi6 a recoger
fracciones de cada pinchazo en un intervalo de tiempo lo suficiente amplio para
cubrir la sefal analitica de la Ang-l, asi como las zonas inmediatamente
anteriores y posteriores. Se recogieron 8 fracciones por pinchazo de 0,1 minutos

gue cubrian una ventana de tiempo desde los 14,3 a los 15,1 minutos.
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3.4.6. Caracterizacion de la Ang-l sintética (marcada en 13C y de abundancia
isotopica natural) por UHPLC-ESI-MS/MS

Se inyectd 1 pL de las fracciones recogidas en el equipo UHPLC-ESI-MS
en modo SCAN. Se mantuvieron las fases maviles del proceso de purificacion,
modificando el gradiente al que aparece en la Tabla 3. Estos parametros de
medida se mantuvieron constantes en todas las mediciones de
UHPLC-ESI-MS/MS.

Tabla 3. Gradiente empleado en la caracterizacion de la Ang-l mediante
UHPLC-ESI-MS/MS.

t(min) | % B
0 85
0,5 85
2,5 75
3,5 35
4,5 35
5,5 15
8 15

Se estudio la pureza espectral del cluster correspondiente a la masa
monoisotopica del ion [M+H]* del conjunto de fracciones puras de Ang-l. El

procedimiento empleado es idéntico al explicado en el apartado 3.4.2. En este

caso, el empleo de una fuente de ionizacion de tipo electrospray nos obliga a
transformar la ecuacion matricial E4 en la ecuacion E6, puesto que la Unica

contribucién al solapamiento espectral que se considero fue la falta de resolucién

a masa M-1:
M-1
Aexp 0 A%o €
M M M+1
Aexp = Ateo Ateo [xM ] + 6.2 E6
: : : XmM-1 :
M+5 M+5 M+6
[Aexp J teo teo e7

Con los valores obtenidos de las fracciones x,, y x,_, Se siguieron los

pasos descritos en el apartado 3.4.3 para calcular el enriquecimiento isotopico

de una disolucién de Ang-l marcada en 3C, de concentraciéon similar al de la

Ang-l de abundancia natural.

Con el fin de poder efectuar medidas en SRM se midieron las dos

disoluciones de Ang-l de abundancia natural y marcada en modo Pl. Se
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estudiaron a diferentes energias de colision tres iones cuyas m/z eran las mas
intensas. Con la energia de colision y el ion producto mas oOptimo de cada
precursor, se programo una secuencia en SRM a baja resolucién de las dos
disoluciones de Ang-l para comparar los resultados experimentales obtenidos
con los tedricos, utilizando los valores generados por el software Isopatrn [31].

3.4.7. Célculo de la concentracion de la Ang-I sintetizada trazable al SI.

La cuantificacion absoluta de la Ang-I sintética se efectu6 mediante andlisis
por dilucion isotopica. En primer lugar, se determina la concentracion de la
Ang-l marcada en 3C utilizando un material de referencia certificado cuyo valor

de pureza es trazable al SI, el CRM 998 (Ang-I de abundancia isot6pica natural).

Al afadir una cantidad conocida de péptidos de abundancia isotopica
natural (trazador) sobre una muestra de péptidos marcados en 13C (analito), se
produce un solapamiento de sus distribuciones isotépicas medidas en el
espectrometro de masas. Asumiendo que la distribucién isotépica de la mezcla
es una combinacion lineal de los perfiles isotépicos del trazador y el analito,
podemos expresar el perfil isotépico de la mezcla obtenido experimentalmente
mediante la ecuacién E7, cuando se trabaja en modo SIM, o la ecuacion ES,
cuando se trabaja en modo SRM [6]:

M M €1
Aexp Anat Amarc e,
M+1 M+1 M+1 | x
Aexp = Anat Am marc [ nat + 33 E7
xmarc
M+4- M+4- M+4-
Aexp Anat Amarc €e
T1
T1
Aexp Anat Amarc eq
T2 T2
Aexp _ Anat Arare [ xnat € Eg
T3 T3
Aexp Anat Amarc xmarc €3
T4 T4 e
Aexp Anat Amarc 4

Aplicando una regresiéon lineal multiple a las ecuaciones E7 y E8 se
obtienen las fracciones molares de trazador y analito, X,,5: Y Xmare- Ademas,
teniendo en cuenta que la relacion de ambas fracciones molares se puede

expresar segun la ecuacion E9 [6]:

x N
nat _ _nat para N; = nimero de moles (trazador y analito). E9
xmarc Nmarc
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Es posible determinar la cantidad péptidos marcados en *3C afiadidos a la
mezcla y su concentracion en la disolucién inicial, puesto que los términos

subrayados en amarillo son conocidos en la ecuacion.

Con el valor de concentraciéon obtenido para la Ang-I marcada en 3C se
repitié el experimento previo, pero esta esta vez utilizando la Ang-l sintetizada
por el Grupo de Investigacion (abundancia natural). De esta manera se obtiene
un resultado de concentracion de la Ang-l trazable al SI.

3.4.8. Célculo de la concentracion de los aminoacidos marcados en 13C trazables

al S| empleados en la hidrélisis peptidica

De la misma forma que en el apartado anterior, el perfil isotopico de la
mezcla de aminoacidos se puede expresar para cada aminoacido segun las
ecuaciones E7 y E8, obteniéndose la cantidad del analito en la muestra segun la
ecuacion E9 [6].

3.4.9. Hidrdlisis asistida por microondas focalizado

Se siguiod un protocolo de hidrélisis previamente empleado en el Grupo de
Investigacion de Isétopos Estables Enriquecidos. El protocolo se divide en cuatro
partes representadas de forma esquematica en la Figura 6.

/_\ /\ 1°) Vacio 2°) Corriente N,
% .o ® 20 ppm
¢ N°® 100pg 50pg
' 20 ppm
100 ppm e HCI sub-b.
® 20 ppm -
® 20 ppm l
B % 20 ppm I

[HCI],iz= 6N

Figura 6. Representacién esquemética del proceso de preparacion de la muestra a
hidrolizar.
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1) Se coloca en una balanza analitica un vial especifico para hidrélisis de
tamafo 0,5-2 mL, en el cual se introduce un iman de agitacion magnética. Se
pipetean 100 pg de una disolucién de 100 ug-g* de Ang-I preparada a partir
de la disolucion de Ang-I sintética trazable al SI. Seguidamente, se agregan
50 ug de cinco disoluciones de 20 pg-g* de los aminoacidos marcados en 13C
y de concentracion trazable al Sl.

2) A continuacion, se agregan HCl 37% p/p sub-boiling de tal forma que la

concentracion de HCI en la mezcla sea 6N.

Los siguientes pasos tienen como finalidad la obtencién de una atmosfera

inerte en el vial.

3) La mezcla se cierra herméticamente con un tapon con inserto y se coloca
dentro de un recipiente con nitrégeno liquido. Se hace vacio al vial a través del
inserto con una jeringuilla conectada a una bomba de vacio. De esta forma, se
congela la disolucion al instante y evitamos que los vapores accedan la bomba
de vacio. Tras el proceso de vacio, se llena el vial de N2 gas con la ayuda de otra
jeringuilla conectada a una bombona de Nz y el propio capuchén de la jeringuilla

para crear una corriente del gas.

4) Se retira el vial del Nz liquido y se deja atemperar antes de introducirse al
equipo generador de microondas.

Las condiciones utilizadas en el equipo microondas, principalmente
temperatura y tiempo de hidrdlisis, se fueron variando segun los resultados
obtenidos en el apartado 4.8. Los Unicos parametros que se mantuvieron
constantes en todos los experimentos de hidrélisis fueron la agitacion constante
de la mezcla (en todo momento) y el nivel de absorcidén del disolvente a “muy
alto”. Con este ultimo parametro indicamos que el disolvente utilizado (agua) es
de elevada polaridad, de tal forma que el equipo aplica la energia de la manera
mas lenta posible. La presion alcanzada en todos los experimentos realizados

no supero los 7 bares.
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3.4.10. Determinacion de los aminoacidos hidrolizados y porcentaje de

recuperacion del método.

Al igual que en el apartado 3.4.8, el numero de moles de aminoacidos

hidrolizados se calcul6 mediante andlisis por dilucion isotdpica. Las ecuaciones
E7 y E8 se resuelven por regresion lineal multiple, obteniéndose las fracciones
molares de trazador y analito, X,,4rc Y Xnat, r€Spectivamente. En esta ocasion,
al resolver la ecuacion E9, el término que obtenemos es N,, ya que los

aminoacidos hidrolizados provienen de la Ang-I de abundancia isotépica natural.

La recuperacién del método se calcula a través de la ecuacién E10:

hid

% Recuperacion = Mnat . 100 E10

teo
Nyat

Siendo N4 |os moles de cada aminoéacido hidrolizado y N:¢2 los moles
tedricos de cada aminoacido sabiendo que un mol de Ang-lI genera un mol de

cada aminoacido estudiado.
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4. Resultados y discusion
4.1. Confirmacién de los aminoacidos derivatizados por GC-MS

Se prepararon dos disoluciones de 10 y 50 ug-g* de los 5 aminoacidos
estudiados (fenilalanina, isoleucina, leucina, prolina y valina) de abundancia
isotépica natural y se aplicé el protocolo de derivatizacion descrito en el apartado
3.4.1 a una alicuota de 100 uL de cada disolucién. La disolucién de 10 ug-g* se
derivatizd con el reactivo silanizante MTBSTFA, mientras que la disoluciéon de
50 ug-g* se derivatizé con el reactivo silanizante BSTFA. Para esta etapa se
trabajo en modo SCAN, realizando barridos secuenciales desde m/z=50 hasta
m/z=500.

Los aminodacidos se identificaron por comparacion de los espectros de
masas obtenidos con los espectros contenidos en una biblioteca de espectros
del NIST. En este procedimiento se asume que las condiciones instrumentales
empleadas son lo suficientemente controlables para obtener espectros
reproducibles, ya que existen una gran serie de variables que pueden modificar
las abundancias de los iones. Los tiempos de retencion para cada aminoacido
aparecen reflejados en la Tabla 4. En dicha Tabla se utilizaron los resultados
obtenidos del apartado 4.2 para una inyeccion de 5 réplicas de las mezclas de

aminoécidos derivatizados en modo SIM para un cluster estudiado.

Tabla 4. Tiempos de retencion de la valina, leucina, isoleucina, prolina y fenilalanina
obtenidos en la separacion cromatografica mediante GC-MS, utilizando dos reactivos
derivatizantes: MTBSTFA y BSTFA.

Reactivo derivatizante MTBSTFA BSTFA
Aminoécido Tiempo de retencion (min)
Valina 7,988+0,004 5,32+0,01
Leucina 8,279+0,004 5,81+0,01
Isoleucina 8,517+0,004 6,02+0,01
Prolina 8,834+0,003 6,08+0,01
Fenilalanina 10,968+0,003 | 7,836+0,001
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En las Figuras 7 y 8 se muestran los cromatogramas GC-MS de la mezcla
de aminoacidos derivatizados con los reactivos silanizantes MTBSTFA y BSTFA,
respectivamente. A modo de ejemplo, se presentan los espectros de masas
GC-MS de un aminoacido (fenilalanina) derivatizado con los reactivos
derivatizantes MTBSTFA y BSTFA en las Figuras 9a y 9b, respectivamente.

Se puede observar tanto en los espectros de masas como en los
cromatogramas que la respuesta analitica de los aminoacidos derivatizados con
MTBSTFA es mayor que los derivatizados con BSTFA, teniendo en cuenta que
las disoluciones mezcla de aminoacidos difieren en un factor de 5 en la
concentracion. También se puede apreciar en las Figuras 9a y 9b una mayor
cantidad de clusteres a m/z altas para la fenilalanina derivatizada con MTBSTFA,
patrén que también se cumple en los otros cuatro aminoacidos estudiados. En
cuanto al numero de fragmentos detectados en los espectros de masas, apenas
hay diferencias significativas entre los aminoacidos derivatizados. Schummer et
al. [32] indican en sus estudios de derivatizaciéon de compuestos polares por
GC-MS que los compuestos TMS-derivatizados producen una mayor cantidad
de fragmentos que los compuestos TBDMS-derivatizados. Esto implica que los
meétodos analiticos que empleen BSTFA como reactivo silanizante generen una

menor respuesta analitica.

Las fragmentaciones observadas se encuentran ampliamente detalladas
en la bibliografia [28]. Para los amino&cidos derivatizados con MTBSTFA, el ion
molecular (M) rompe en los siguientes iones fragmento: M-57 [pérdida de
—C(CHgs)3], M-85 [pérdida de —C=0 y —C(CHs)3] y M-302 (pérdida de la cadena
lateral -R). Cuando se utilizé el BSTFA, los aminoacidos derivatizados
fragmentaron de la siguiente forma: M-15 (pérdida de —CH3s), M-218 (pérdida de
la cadena lateral —R) y M-84 [pérdida de -N-Si(CHs)s, solo para la prolina].
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Intensidad (x 107 cps)

e db U L
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Figura 7. Cromatograma GC-MS de una disolucién de 10 pg-g' de valina (V),

leucina (L), isoleucina (), prolina (P) y fenilalanina (F) de abundancias naturales,
derivatizados con MTBSTFA.

Intensidad (x 107 cps)
2
=l

= Al L

53 54 55 56 57 56 59 6 61 62 63 64 65 66 67 68 68 7 71 72 73 747576 77 76 78 & G162 63 64 85 56 87 68 69 9
t {min)

Figura 8. Cromatograma GC-MS de una disolucién de 50 pg-g' de valina (V),

leucina (L), isoleucina (), prolina (P) y fenilalanina (F) de abundancias naturales,
derivatizados con BSTFA.
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Figura 9. Espectro de masas en modo SCAN de la fenilalanina derivatizada con: a) MTBSTFA y b) BSTFA. Los espectros estan acompafados de una imagen de la

fenilalanina derivatizada (tomada del Programa de Datos de Referencia Estandar del NIST), en la que se pueden apreciar 3 fragmentaciones caracteristicas.
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4.2. Determinacion de la pureza espectral de los aminoacidos derivatizados

Se seleccionaron un total de dos cllusteres por aminoacido y reactivo
derivatizante. El criterio de eleccidon se baso6 en que el cluster elegido presentara
la mayor sefal posible, priorizando la region del espectro de relaciones m/z mas
altas con el fin de evitar posibles interferencias espectrales. Es importante
resaltar que, como consecuencia de la reaccion de sililacion, es muy comun
observar iones a m/z= 50, 69, 75, 77, 100, 136, 155, y 166 [33], siendo
especialmente intensas las relaciones m/z 73 [Si*(CHs)s] y 147
[(CH3)2Si=0*Si(CHz)3]. En el proceso de seleccion se desestimaron aquellos
clusteres que incluyeran alguna de las relaciones m/z comentadas con
anterioridad, puesto que no corresponden Unica y exclusivamente a
fragmentaciones de los aminoéacidos derivatizados. Los clusteres elegidos para
cada aminoacido se recogen en la Tabla 5.

Se inyectaron una serie de réplicas (n=5) de las mezclas de aminoacidos
derivatizados previamente de 10 y 50 ug-g? (de abundancia natural) y se

midieron las distribuciones isotdpicas de cada cluster en modo SIM.

Las fracciones molares obtenidas de la resolucién de la ecuacién E4 por
regresion lineal multiple empleando la funcion “ESTIMACION.LINEAL” de Excel

se muestran en la Tabla 5.

Podemos observar en la Tabla 5 que los mejores resultados de pureza
espectral se obtuvieron generalmente con los aminoacidos derivatizados con
MTBSTFA, ya que las fracciones molares x,, fueron mayores. Se encontro que
la principal contribucion después de x, fue fraccion molar debida a la
contribucion a M+1, con valores superiores al 1% con MTBSTFA, llegando
incluso al 8,1% para el caso de la prolina. Se asume que su origen se debe a la
ganancia de H* en la fuente, mas que a una posible falta de resolucion del
cuadrupolo. La contribucion debida a la pérdida de H* y/o a la falta de resolucion
del cuadrupolo, M-1, resulté ser muy pequefa en todos los casos. Asi, cuando
se utiliz6 el MTBSTFA, al menos uno de los dos clisteres estudiados no
superaba el 0,18 %.
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Tabla 5. Pureza espectral (en %) de los aminoacidos valina, leucina, isoleucina, prolina y fenilalanina obtenida en dos clUsteres por cada

reactivo derivatizante. La incertidumbre de los resultados corresponde a la desviacion estandar de n=5 inyecciones en GC-MS.

L Claster | Xpm+i2(H XM+1(H XM XM-1(H XM-2(H 2x
Derivatiz. | AA | (Fragment.)* (H) (H) (H) (H)
(m/z) +SD +SD +SD +SD +SD +SD
C14H32NO2Si2 300-307 0,13+0,02 1,01+0,03 98,5+0,1 0,16+0,03 0,15+0,02 99,95+0,02
MTBSTFA
Ci3H30NO2Si2 286-293 0,34+0,04 1,0£0,1 98,1+0,1 0,329+0,003 | 0,195+0,001 | 100,03+0,01
\%
C10H24NO2Si2 244-251 1,2+0,3 0,4+0,1 96,0+0,3 0,54+0,01 1,12+0,03 99,2+0,1
BSTFA
CsH20NO2Si2 216-223 0,43+0,03 3,8+0,1 95,5+0,1 0,23+0,03 0,19+0,01 100,04+0,01
C14H32NO2Si2 300-307 0,31+0,02 1,62+0,04 97,7+0,1 0,18+0,01 0,21+0,02 99,97+0,02
MTBSTFA
Ci12H2sNO2Si2 272-279 0,16+0,03 2,34+0,04 96,7+0,1 0,60£0,01 0,21+0,02 100,04+0,01
L
C11H26NO2Si2 258-265 0,28+0,03 0,16+0,04 97,9+0,1 0,41+0,01 0,71+0,02 99,40+0,02
BSTFA
CsH20NO2Si2 216-223 0,23+0,03 3,8+0,1 90,6+0,1 2,95+0,04 1,94+0,01 99,53+0,02
C14H32NO2Si2 300-307 0,48+0,01 2,0+0,1 97,3+0,1 0,15+0,01 0,117+0,002 | 100,09+0,01
MTBSTFA
Ci12H28NO2Si2 272-279 0,22+0,02 3,210,1 96,0+0,1 0,17+0,01 0,56+0,02 100,05+0,01
|
C11H26NO2Si2 258-265 0,2+0,2 0,4+0,2 94,9+0,3 0,51+0,03 1,07+0,01 97,1+0,3
BSTFA
CsH20NO2Si2 216-223 0,7+0,1 2,1+0,1 96,7+0,2 0,44+0,01 - 99,90+0,02
Ci13H2sNO:2Si2 284-291 - 8,1+0,2 91,7+0,1 0,17+0,02 0,36+0,09 100,1+0,1
MTBSTFA
C11H24NO2Si2 256-263 - 1,19+0,04 96,0+0,1 1,62+0,03 1,12+0,02 100,00+0,01
P
C10H22NO2Si2 242-249 0,3+0,1 0,4+0,1 86,4+0,2 0,43£0,04 2,5+0,1 89,9+0,1
BSTFA
CgH1802Si 173-180 3,1+0,1 2,5+0,1 80,8+0,1 4,09+0,01 5,34+0,2 95,9+0,3
C17H30NO2Si2 334-341 0,21+0,02 1,1+0,1 98,3+0,1 0,128+0,003 0,27+0,01 99,92+0,02
MTBSTFA
C14H32NO2Si2 300-307 0,51+0,02 2,0£0,1 97,2+0,1 0,244+0,002 | 0,088+0,001 | 100,02+0,01
F
C14H24NO2Si2 292-299 0,2+0,2 0,2+0,1 96,2+0,3 0,52+0,02 3,240,1 99,82+0,02
BSTFA
CsH20NO2Si2 216-223 2,240,1 4,1+0,1 93,4+0,2 0,34+0,03 0,114+0,002 | 100,23+0,01
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4. Resultados y discusion

4.3. Determinacion del enriguecimiento isotépico de los aminoacidos

marcados en 13C derivatizados y eleccion del reactivo silanizante

De la misma forma que para el estudio de la pureza espectral, se
inyectaron 5 réplicas de una mezcla de aminoacidos marcados en *C de
concentracion 10 y 50 ug-g* (para cada uno de ellos) y derivatizados segun el

procedimiento descrito en el apartado 3.4.1. La disolucién de 10 pg-g? se

derivatizé con el reactivo silanizante MTBSTFA, mientras que la disolucion de

50 ug-g* se derivatizé con el reactivo silanizante BSTFA.

Si asumimos que la pureza espectral de los aminoacidos derivatizados de
abundancia natural es la misma que la de los aminoacidos marcados, la
resolucién de la ecuaciéon E5 por minimos cuadrados proporcioné los resultados

de enriquecimiento isotdpico recogidos en la Tabla 6.

Para ejemplificar el proceso de calculo efectuado, en la Figura 10 se ilustra
la determinacion del enriquecimiento isotépico de un amino&cido (isoleucina). En
dicha Figura se muestra la variacion de los residuales de la correlacion entre los
valores experimentales y los tedricos, obtenidos a distintos enriquecimientos
isotdpicos tentativos. Se considera el enriquecimiento isotopico real aquel que
proporciona una suma cuadratica de residuales menor. En la Figura 11 se
muestra la comparacion entre la distribucion isotopica experimental y la
distribucion isotdpica correspondiente a aquel enriguecimiento con un menor
valor en la suma cuadratica de residuales (SSR). Un valor de SSR entre 10°y

10 se considera una buena correlacién con el espectro teérico [29].
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1 r2
0,99998
0,99996
0,99994
0,99992
0,9999
S 0,99988
0,99986
0,99984

- 0,99982

0,980 0,990 1,000
Enriquecimiento

Suma cuad. de res (SSR)

Figura 10. Representacion de la suma cuadratica de residuales y del coeficiente de
correlacion r? en funcién del enriquecimiento isotdpico para el caso de un cluster de la
isoleucina marcada en *C. El enriquecimiento de menor SSR se encuentra

representado en el circulo naranja.

0,75
m Valores tedricos
o 0,60 .
S m Valores experimentales
E 0,45
[
p -
s 0,30
o
<L 0,15
0,00 - i
N T N O Y W O I
= = 8 8 8 8 8 &mkz

Figura 11. Comparacion entre el espectro de masas teorico y el experimental de la
isoleucina marcada cuando el valor de SSR era minimo (teniendo en cuenta las

contribuciones de la pureza espectral).
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4. Resultados y discusion

Tabla 6. Enriquecimiento isotépico de los aminoacidos marcados. Se

subrayados los clusteres elegidos en determinaciones futuras. Se recoge, a modo de

comparacion, el valor de enriguecimiento certificado por Sigma-Aldrich.

encuentran

o Cluster | Suma cuadratica | Enriquecimiento | Enriquecimiento
Derivatiz. | AA . . .
(m/z) de residuales experimental (%) | fabricante (%)
300-307 2,67E-06 90,70
MTBSTFA
286-293 2,04E-05 100,00
v 299,0 (99,9)
244-251 7,00E-05 99,81
BSTFA
216-223 6,24E-04 79,00
300-307 6,27E-06 100,00
MTBSTFA
272-279 6,24E-05 100,00
L 299,0 (99,8)
258-265 2,40E-05 99,92
BSTFA
216-223 1,81E-04 90,10
300-307 2,38E-05 98,95
MTBSTFA
272-279 4,41E-05 99,79
| 299 (99)
258-265 1,30E-03 99,20
BSTFA
216-223 1,20E-03 99,20
284-291 4,31E-03 99,88
MTBSTFA
256-263 6,68E-05 100,00
p 299 (100)
242-249 7,60E-03 99,68
BSTFA
173-180 3,33E-03 100,00
334-341 1,53E-05 99,48
MTBSTFA
300-307 1,49E-03 100,00
E 299 (100)
292-299 3,00E-05 99,38
BSTFA
216-223 3,80E-04 82,00

Los resultados obtenidos de enriquecimiento reflejan una excelente
coincidencia con el valor certificado por el fabricante en al menos uno de los

clusteres estudiados para ambos derivatizantes.

Como se puede observar en la Tabla 6, para algunos clusteres se
obtuvieron enriquecimientos inferiores al valor declarado por el fabricante,
posiblemente por existencia de interferencias espectrales en el cluster estudiado.

Dichos clusteres se descartaron para futuros estudios.
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4. Resultados y discusion

En lineas generales, se obtuvo una mayor concordancia entre los valores
de enriquecimiento isotopico experimental y el proporcionado por el fabricante
cuando se utiliz6 el reactivo derivatizante MTBSTFA. Para este reactivo,
solamente un cluster de la valina proporcion6 un enriquecimiento inferior al 99%
declarado. Con lo cual, teniendo en cuenta los resultados obtenidos de pureza
espectral y de enriquecimiento isotépico, se concluye que el reactivo
derivatizante mas adecuado para esta metodologia analitica es el MTBSTFA.
Dicha seleccion ha sido respaldada en la bibliografia con estudios de diferentes
reactivos derivatizantes en el analisis de aminoacidos [34] y de compuestos
hidroxilados [32] por GC-MS.

4.4. Validaciéon de la medida de las transiciones en SRM para los

aminodacidos derivatizados con MTBSTFA

Una vez escogidos los clisteres que presentaron una mayor pureza
espectral y un valor fiable de enriquecimiento isotopico, se fragmentaron los
iones precursores (isotopdlogos mas abundantes) y se estudiaron los
fragmentos obtenidos a diferentes energias de colision mediante barridos de
iones producto. Para la eleccion de la energia y los fragmentos mas 6ptimos se

tuvo en consideracion la intensidad de pico obtenido.

Se prepararon dos mezclas de aminoacidos, una de ellas con los
aminoacidos de abundancia natural y la otra con los marcados, todas ellas de
10 ug-g?l. Se derivatizaron con MTBSTFA segln el protocolo descrito en el

apartado 3.4.1 y se inyectaron cinco réplicas en el GC-MS/MS en SRM a baja

resoluciéon con las condiciones de la Tabla 7.
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4. Resultados y discusion

Tabla 7. Transiciones SRM y su energia de colision 6ptima para la medida de la
distribucion isotépica de los aminoacidos estudiados, tanto de abundancia isotépica
natural como marcados en 1-3C; cuando se derivatizan con MTBSTFA. Se encuentran

subrayadas las transiciones elegidas en determinaciones futuras.

AA AA
Ab. natural Marcado 1-3C
L Transiciones Transiciones E.Colisién
Derivatiz. | AA L.
(m/z) (m/z) Optima (eV)

288->260 289->260
289->261 290->261

v 30
290~>262 2912262
291->263 292->263
302>274 303>274
303>275 304>275

L 50
304>276 305>276
305>277 306>277
302>274 303>274

MTBSTFA | 3032275 3045275 50
304->276 305>276
305>277 306>277
286->258 287>258
287->259 288->259

P 50
288->260 289->260
289->261 290->261
336>308 337->308
337->309 338->309

F 50
338->310 339->310
339->311 340~>311

Se calcularon las abundancias experimentales obtenidas de cada
transicion y se compararon con las abundancias tedricas proporcionadas por el
software Isopatrn [31]. Un ejemplo de las contribuciones tedricas para las
transiciones de un aminoacido (fenilalanina) obtenidas por Isopatrn se ofrece en
la Figura 12, mientras que la Figura 13 muestra las comparaciones de las
distribuciones isotépicas tedricas y las experimentales obtenidas para la

fenilalanina.
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4. Resultados y discusion

Fen. Nat. Precursor
m/z 336 337 338 339
308 0,69994 | 0,00784 | 0,00144 | 0,00002
309 0,19748 | 0,00221 | 0,00041
310 0,07376 | 0,00083
311 0,01325
Producto

Figura 12. Abundancias tedricas de la fenilalanina de abundancia isotopica natural
proporcionadas por el software Isopatrn [31]. Se subrayan las transiciones medidas

experimentalmente en SRM en el proceso de validacién.

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

Fen. Nat.

m Valores teoricos

m Valores experimentales

Abundancia relativa

337—309
Transicion

I e
338—310

336—308 339—-311

Figura 13. Comparacion de las abundancias teoricas y experimentales para la

fenilalanina de abundancia natural.

En todos los clusteres analizados se obtuvo una coincidencia satisfactoria
entre las abundancias experimentales y las tedricas. Se concluyé entonces que
las transiciones elegidas para la determinacion de los amino&cidos en SRM se

podian medir correctamente.
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4. Resultados y discusion

4.5. Medida de la distribucién isotépica de Ang-l (marcada en 3C y de
abundancia natural) mediante UHPLC-ESI-MS/MS

Las fracciones de Ang-l obtenidas segun el procedimiento de purificacion

descrito en el apartado 3.4.5 se juntaron para obtener una disolucion de proteina

purificada. A  continuacion, se inyectaron en el equipo de
UHPLC-ESI-MS/MS cinco réplicas de una dilucién 1:100 de dicha disolucion.
Para determinar la pureza espectral de la Ang-l se midi6 en modo SIM su
distribucion isotépica en el intervalo de relaciones m/z [1295,5-1301,5]. Se aplico
la ecuacion E6 obteniéndose unos valores para x, y xy_; de (99,7+0,1) y

(0,1+0,1), respectivamente.

El enriguecimiento isotopico se determind siguiendo el procedimiento

descrito en el apartado 3.4.3, inyectando 5 réplicas de una disolucion de Ang-I

marcada en 13C. El enriquecimiento isotépico obtenido fue de 99,08% con una
SSR de 2,22E-5.

Para optimizar el procedimiento por SRM se realizaron barridos de iones
producto a las relaciones m/z= 648,8 y 432,9 correspondientes a los iones
[M+2H]?* y [M+3H]®** a distintas energias de colisién. Las transiciones SRM
seleccionadas para la Ang-l de abundancia isotopica natural y la marcada
isotopicamente se muestran en la Tabla 8. Las abundancias experimentales
obtenidas para cada transicibn se compararon con los valores tedricos
proporcionados por el software Isopatrn [31] tanto para el compuesto de
abundancia natural como su analogo marcado en 3C, con resultados

satisfactorios tal y como se muestra en la Figura 14.

Tabla 8. Condiciones Optimas de medida de ambas Ang-l en SRM a baja resolucion.

Tipo Transiciones | E.Colision

Ang-| (m/z) 6ptima (eV)

648,8>784,3
649,3->785,3
Nat. 25
649,8>786,3

650,3->787,3

649,3->785,3
649,8->786,3
13C 25
650,3>787,3

650,8->788,3
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4. Resultados y discusion

a) 0,7
Ang-I Nat.

06 = Valores
. experimentales
205
= ™ Valores tedricos
204
5
g 0,3
°
8 0,2
=]
201

0 ... ails s
648,8-784,3 649,3->785,3 649,8-786,3 650,3->787,3
Transicion

0,7
b) Ang-I 13C. m Valores

0,6 experimentales
m
205
5 ¥ Valores tedricos
904
R
4 0,3
5
S 0,2
2
201

0

649,3-5785,3 649,8->786,3 650,3>787,3 650,8->788,3

Transicion

Figura 14. Comparacion de las abundancias experimentales y teoricas de las
transiciones viables para: a) la Ang-lI de abundancia natural y b) la Ang-l1 marcada en
13C.

4.6. Determinacion de la concentracion del patron de Ang-l sintetizado en
el laboratorio.

Se prepararon tres mezclas pesando en una balanza analitica 50 ug de
una disolucién de 50 ug-g* de Ang-l CRM y 50 ug de una disolucién Ang-l
marcada en 13C de concentracion similar. Cada una de estas mezclas se inyect6
en el equipo de UHPLC-ESI-MS/MS por quintuplicado en SIM (intervalo de m/z
[1295,5-1301,5]) y SRM (segun Tabla 8), obteniéndose los resultados reflejados
en la Tabla 9. Como se puede observar, ambos modos de medida
proporcionaron la misma concentracién de Ang-l marcada en 3C con una
incertidumbre similar. Al hacer esta cuantificacion con un CRM se puede

considerar que la concentracion obtenida es directamente trazable al Sl.
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4. Resultados y discusion

Una vez cuantificada la disoluciéon de Ang-I marcada en 13C, se prepararon
tres mezclas nuevas, pipeteando en una balanza analitica 50 pg la disolucion de
Ang-l marcada en *3C y 50 ug de la disolucion Ang-I sintetizada previamente en
nuestro laboratorio, a una concentracion similar. Se volvieron a inyectar en el
equipo de UHPLC-ESI-MS/MS por quintuplicado en SIM y SRM, obteniéndose
los resultados recogidos en la Tabla 9. Como se puede observar, ambos modos
de medida proporcionaron de nuevo la misma concentracion de Ang-lI con una
incertidumbre similar. Utilizando esta estrategia se logré obtener trazabilidad al

Sl en la concentracion de la Ang-I sintética.

Tabla 9. Concentracion de las disoluciones Ang-I tras los experimentos de IDMS.

Experimento
Trazador Analito Modo de adg. | C(ng-g*
IDMS q (ng-g™)
SRM 27,3+0,3
10 Ang-l nat. CRM Ang-l 13C
SIM 27,3x0,4
N N N N N
SRM 28,6+0,2
20 Ang-l 13C Ang-I nat. sint
SIM 28,6+0,3

4.7. Determinacion de la concentracion de los aminoacidos marcados en
13c_

Se pesaron en una balanza analitica 50 pg de una disolucién 20 pg-g* de
cada aminoacido CRM de abundancia natural y 50 pug de una disolucion de

concentracion similar de los aminoacidos marcados en 13C. Se aplicé el protocolo

de derivatizacion recogido en el apartado 3.4.1 con MTBSTFA y se inyectaron
en el GC-MS/MS por triplicado, midiendo tanto en SIM como SRM y eligiendo los

clusteres y las transiciones de las Tablas 6 y 7, respectivamente.

La concentracion de los aminoacidos marcados se determind los mismos
dias que se efectuaron los experimentos de hidrolisis. A lo largo del presente
Trabajo Fin de Master se realizaron 4 experimentos de hidrdlisis, con lo cual, se

efectuaron 4 caracterizaciones distintas de los aminoacidos marcados.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10. En la primera y
cuarta caracterizacion se inyectaron 4 mezclas de los aminoacidos derivatizados

por triplicado, representdndose en la Tabla 10 el valor medio de la concentracion
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4. Resultados y discusion

y la incertidumbre estadistica asociada. Para la segunda y tercera
caracterizacion se realiz6 una uUnica mezcla de aminoacidos derivatizados y se
inyectd por triplicado, comparando el valor obtenido de concentracién con el

calculado en la primera caracterizacion.

Como se puede observar, se experimentd una reduccion gradual de la
concentracion de algunos aminoéacidos con el tiempo. Las disoluciones de los
aminoacidos se conservaban congeladas (-18° C) hasta el momento de proceder
con los experimentos de hidrdlisis, existiendo una diferencia temporal de
aproximadamente una semana entre cada experimento. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los resultados de concentracién
del primer y segundo experimento. Sin embargo, se apreciaron diferencias
significativas cuando se efectudé el tercer experimento (dos semanas de
congelacion). Esto sugiere que el disolvente utilizado en la preparaciéon de las
disoluciones (H20 con 0,1% v/v de férmico) pudiera no ser el mas adecuado para

garantizar la estabilidad de estas disoluciones.

Una posible solucion al problema de la concentracién puede ser el empleo
de HCI 0,3 M [35] 0 0,1 M [8] como medio de disolucidn, si bien, por falta de
tiempo, no se pudo evaluar la pertinencia de estos medios de disolucién. Para el
altimo experimento se prepararon nuevas disoluciones de concentracion

20 ug-g* de aminoacidos marcados en 3C y de abundancia natural.

Tabla 10. Concentracién de los aminoacidos marcados en SIM y SRM en cuatro

experimentos de hidrdlisis.

Modo de adq. | AA C(ng-g?) | C(ug-g™) | C(ug-g?) | C(ug-g™)
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
SRM 20,3+0,3 | 20,19+0,02 | 17,22+0,01 | 20,0+0,1
SIM v 20,7+0,3 20,5+0,1 | 17,38+0,03 | 20,00,1
SRM 20,3+0,4 20,3+0,1 19,5+0,1 19,740,4
SIM - 20,4+0,5 | 20,23+0,03 | 19,2+0,2 19,940,1
SRM 18,5+0,4 18,5+0,1 16,1+0,1 18,4+0,1
SIM ! 19,1+0,5 19,0+0,1 | 16,70+0,02 | 18,6+0,1
SRM 18,0+0,2 | 18,04+0,01 | 16,23+0,02 | 17,7+0,1
SIM P 19,0+0,4 18,7+0,1 | 16,70+0,03 | 18,6+0,3
SRM 19,1+0,3 19,240,1 | 19,36+0,01 | 18,6+0,1
SIM a 19,24#0,5 | 19,260,02 | 19,30+0,02 | 18,40,1
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4. Resultados y discusion

4.8. Optimizacion del tiempo y la temperatura de hidrélisis

Las curvas de hidrélisis de cada experimento se construyeron con seis
puntos, lo que implico la ejecucion de seis hidrolisis independientes en seis viales

a diferentes tiempos y temperaturas. Las disoluciones hidrolizadas segun el

procedimiento recogido en el apartado 3.4.9 se homogeneizaron con el vortex y
se trasvasaron del vial de hidrdlisis a un Eppendorf de 1,5 mL, donde se les

aplicé el protocolo de derivatizacion descrito en el apartado 3.4.1 con MTBSTFA.

Esta vez, tras la adicion de cada uno de los reactivos de derivatizacion se
introdujo el Eppendorf en un bafio con ultrasonidos para favorecer la correcta
disolucién de los aminoacidos. Cada hidrolizado se inyect6 en el GC-MS/MS por
triplicado, midiendo tanto en SIM como SRM vy eligiendo los clusteres y las
transiciones de las Tablas 6 y 7, respectivamente. Las recuperaciones se

calcularon segun la ecuacion E10.

Inicialmente se optd por una temperatura de hidrélisis de 130 °C durante
los primeros 90 minutos, a partir de los cuales se incremento la temperatura a
150 °C durante 30 minutos, de modo que el tiempo de hidrdlisis total fue de 120
minutos. Los resultados obtenidos se ven reflejados en la Figura 15 e indican
una hidrolisis incompleta de la Ang-I con porcentajes de recuperacion del 80%
para prolina, fenilalanina y leucina; y del 40% para valina e isoleucina. En todas
las curvas se observo este patron de resultados, con la valina e isoleucina como
los aminoacidos mas dificiles de liberar. Esto puede ser debido a la contribucién

estérica que ofrece la cadena lateral de estos aminoacidos sobre el carbonilo [8].

Posteriormente se alargd la temperatura final de 150 °C hasta los 150
minutos, donde se observé un ligero aumento del porcentaje de recuperacion
para el grupo de aminoacidos de cinética lenta del 40 al 60 %, manteniendo
intacto el valor de 80 % para el resto de aminoacidos. Estos resultados se

encuentran representados en la Figura 16.

El tercer grupo de hidrdlisis no se presenta en esta memoria, al haber
obtenido unos resultados de concentracion de aminoacidos marcados diferentes
a los del primer experimento, que indicaban una posible degradacién de los

patrones marcados.
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4. Resultados y discusion

Por ultimo, se buscaron unas condiciones de temperatura mas elevadas:
se mantuvo la temperatura inicial a 130 °C, este caso durante los primeros 30
minutos y, seguidamente, se incremento la temperatura hasta 150 °C durante
210 minutos. También se modificd levemente el protocolo descrito en el apartado
3.4.9, afadiendo més HCl y agua (con 0,1 % v/v de férmico), con el fin de duplicar
el volumen total en el vial de hidrolisis de 0,7 a 1,4 mL. Con estas condiciones
se obtuvieron los mejores resultados de liberacion de aminoacidos (ver
Figura 17).

De nuevo pueden observarse dos comportamientos diferentes segun el
tipo de aminoécido: la valina e isoleucina finalizaron el experimento con un 80%
de recuperacion, aproximadamente, y se puede intuir por la tendencia creciente
de las dos curvas que todavia podria no haberse llegado a unas condiciones de
hidrolisis total de la Ang-I. Sin embargo, los aminoacidos de cinética mas rapida
(leucina, prolina y fenilalanina) lograron una rapida liberacién a partir del minuto
90, donde se empieza a apreciar una meseta de recuperacién en torno al 80%.
El hecho de haberse mantenido practicamente constante el porcentaje de
recuperacion tras 150 minutos nos sugiere que se ha obtenido una liberacién
eqguimolar de dichos aminoéacidos (100%). El motivo de la existencia de un 20%
de pérdida en la determinacion puede deberse a una combinacién de varios
factores como: la fluctuacion en la concentracion de los aminoacidos marcados,
un posible resultado incorrecto en la concentracién de la Ang-l o el propio error

asociado a la reproducibilidad en los puntos de la curva.

El comportamiento obtenido es poco usual si se compara con los estudios
de Pritchard et al. [8], similares a lo de este Trabajo Fin de Master, en los que se
refleja una liberacion practicamente completa de leucina, prolina y fenilalanina
tras 60 minutos de hidrolisis a 150°; con los aminoacidos de cinética mas lenta

llegando a porcentajes de recuperacion superiores al 80%.

Todos los resultados obtenidos en SIM guardan el mismo parecido que en
SRM a excepcion de leucina, prolina e isoleucina, cuyos porcentajes de eran

algo inferiores (=5%) en comparacion con los de SRM.

En todo caso, por falta de tiempo, no fue posible llevar a cabo experimentos

adicionales que permitiesen explicar en mas detalle estos resultados.
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Figura 15. Curvas de hidrélisis en SRM y SIM de la Ang-I para los aminoacidos estudiados en las primeras condiciones instrumentales empleadas.
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Figura 16. Curvas de hidrélisis en SRM y SIM de la Ang-I para los aminoacidos estudiados tras aumentar el tiempo de reaccion en 30 minutos a
150 °C.
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Figura 17. Curvas de hidrélisis en SRM y SIM de la Ang-I para los aminoacidos estudiados, tras doblar el volumen total del vial de hidrolisis y

cambiar el gradiente de temperatura.
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5. Conclusiones

5. Conclusiones

e Se ha conseguido optimizar el método para la determinacion de amino&cidos
mediante GC-MS/MS tanto en modo SIM como SRM, demostrando que el
reactivo derivatizante mas adecuado es el MTBSTFA, tras haberse obtenido
resultados de enriquecimiento isotopico en los analogos marcados

isotopicamente muy similares a los declarados por el fabricante.

e Se haconseguido la caracterizacién de un patrén de Ang-I natural sintetizada
previamente en nuestro laboratorio mediante UHPLC-IDMS/MS. A partir de
la caracterizacion previa del trazador marcado en 3C con el material de
referencia CRM NIST 998 se pudo determinar la concentracion del patrén de

Ang-l sintetizado en nuestro laboratorio, obteniendo trazabilidad al Sl.

e Se evidenciaron problemas de estabilidad de los aminoacidos marcados en
13C con el tiempo, por lo que se recomienda en futuros trabajos efectuar un
estudio de estabilidad de los aminoacidos en un medio distinto al empleado,

preferiblemente en HCI, como indican algunas publicaciones [8,35].

e Las condiciones de hidrélisis de Ang-l ensayadas mediante la aplicacién de
microondas focalizadas no proporcionaron una hidrolisis completa del péptido
teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los aminoacidos
determinados. Con lo cual, el método propuesto no proporciona resultados

exactos de pureza en las condiciones estudiadas.
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