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RESUMEN (en espafiol)

La presente Tesis Doctoral se engloba dentro del programa de doctorado de Analisis Quimico,
Bioquimico, Estructural y Modelizacion Computacional de la Universidad de Oviedo y los
trabajos desarrollados y descritos en esta Tesis han sido realizados entre 2017 y 2022 bajo la
direccion de Don Juan Manuel Marchante Gayon y de Don Pablo Rodriguez Gonzalez, ambos
profesores de la Universidad de Oviedo, pertenecientes al Grupo de Isotopos Estables
Enriquecidos del Departamento de Quimica Fisica y Analitica. En el contexto de esta Tesis, los
isétopos estables enriquecidos se encuentran en moléculas, conformando moléculas marcadas
isotopicamente, cuyo uso mas frecuente es junto a la Espectrometria de Masas para llevar a cabo
analisis por Dilucién Isotopica (IDMS). La Espectrometria de Masas, en sus diferentes
variantes, es una herramienta analitica fundamental para la resolucion de los problemas
quimico-analiticos que se plantean en una gran variedad de campos cientificos y técnicos,
incluyendo el ambito clinico. En combinacion con la cromatografia de gases y la cromatografia
de liquidos posibilita la determinacion una gran variedad de biocompuestos de interés clinico,
gracias en gran medida a la elevada sensibilidad, exactitud y precision de los resultados
obtenidos. Asi mismo, el empleo de patrones marcados isotopicamente permite el desarrollo de
metodologias analiticas (IDMS) que proporcionan ventajas Unicas respecto a otras estrategias de
calibracion. IDMS esta considerado un método primario de medida, ya que permite corregir la
mayoria de los errores aleatorios y sistematicos de una metodologia analitica, por lo que los
resultados obtenidos son directamente trazables al Sistema Internacional de Unidades (SI). Por
tanto, estas metodologias estan consideradas metodologias analiticas de referencia y sirven para
validar los métodos analiticos de rutina empleados en los laboratorios clinicos. Sin embargo, la
utilizacion de esta herramienta analitica requiecre el empleo de compuestos marcados
isotopicamente que suelen ser costosos 0 no existir comercialmente, como suele ser en el caso

de moléculas complejas como las proteinas o los péptidos.
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La presente Tesis Doctoral ha abordado la produccion de patrones marcados isotdpicamente y
su posterior uso con métodos IDMS. Para ello se han desarrollado, en primer lugar, diferentes
métodos de sintesis y de biosintesis de moléculas marcadas tanto en "N como en '3C. Asi
mismo, tras la produccion de moléculas marcadas se han purificacion y caracterizacion los
compuestos marcados para poder emplearlos posteriormente. Paralelo a este proceso se han
desarrollado diferentes metodologias analiticas, tanto para caracterizar los patrones como para
su aplicacion a diferentes muestras: procesos de tratamiento de muestra, como extracciones o
derivatizaciones, separaciones por cromatografia de liquidos y de gases, procesos
computacionales para tratamiento de datos avanzado y desarrollo de estrategias de
cuantificacion novedosas. Finalmente, los diferentes compuestos marcados sintetizados y los
métodos desarrollados han sido aplicados en diferentes campos del analisis como la
cuantificacion absoluta de moléculas de interés clinico (Capitulo 1), la cuantificacion de
péptidos de forma trazable al SI (Capitulo 2), la medida del porcentaje de metilacion de
citosinas en muestras de ADN (Capitulo 3) y la identificacion (anotacion) de metabolitos

celulares a través de herramientas computacionales y moléculas marcadas isotopicamente.

RESUMEN (en Inglés)

The present Doctoral Thesis proposal takes place within the doctoral study program “Chemical
Analysis, Biochemical Analysis, Structural Analysis and Computational Modelling” of the
University of Oviedo and the work developed and described in this document have taken place
between 2017 and 2022 and under the supervision and direction of Juan Manuel Marchante
Gayon and Pablo Rodriguez Gonzalez, both full professors in the University of Oviedo, and
both enclosed to the research group of “Enriched Stable Isotopes” of the Physical- and
Analytical- Chemistry Department.

In the context of this work, the enriched stable isotopes are described as part of isotopically
labeled molecules, which may be used altogether with Mass Spectrometry (MS) to perform
Isotope Dilution measurements (IDMS). Mass Spectrometry is considered a fundamental
analytical tool to solve analytical problems of different magnitude and belonging to different
fields, including clinical chemistry. Hyphenated with Liquid -and Gas- Chromatography, Mass
Spectrometry enables the determination of a huge variety of compounds with clinical interest,
such as amino acids, proteins or nucleobases. The high capability of this technology (IDMS)
provides a state-of-the-art accuracy and precision of the results. Furthermore, the use of
isotopically labeled standards provide unique capabilities in comparison to other quantification
strategies. IDMS is a Primary Measurement Method, as it directly measures mass. Therefore,
the measurements are directly traceable to the International System of Units (SI). Additionally,

the use of labeled standards allows the correction of random and systematic bias within the
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analytical method. For all these reasons, this methodology is considered the gold standard
technology and it is used to validate routine analytical methodologies, which usually do not
require such high accuracy, precision, and traceability. Nonetheless, the performance of IDMS
measurement requires the use of labeled standards, which usually are very expensive and, on the

other hand, sometimes they are not commercially available.

For these reasons, the present Doctoral Thesis deals with the production of labeled molecules
and with the development of IDMS methodologies to study biocompounds of clinical
significance. This proposal has been performed, firstly, through the synthesis and biosynthesis
of different classes of labeled compounds, either using N or '3C. Moreover, after the
production of the labeled molecules, purification and characterization procedures have been
developed to prepare the compounds for their further use. Additionally, different analytical
methodologies have been developed, including sample preparation procedures, such as
extraction and derivatization procedures, chromatographic separations, both in GC and in LC,
data processing and state-of-the-art IDMS quantifications (doble IDMS). Finally, the produced
labeled compounds and the developed analytical methods have been used for the absolute
quantification of clinically relevant samples (Chapter 1), the Sl-traceable quantification of a
peptide (Chapter 2), the determination of the cytosine methylation percentage in DNA samples
(Chapter 3) and the identification (annotation) of cellular metabolites through computational

tools and labeled molecules.

SRA. PRESIDENTA DE LA COMISIC')N’ACADI'EMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN ANALISIS QUIMICO, BIOQUIMICO Y ESTRUCTURAL Y MODELIZACION
COMPUTACIONAL
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RESUMEN

Resumen

La presente Tesis Doctoral se engloba dentro del programa de doctorado de Andlisis Quimico,
Bioquimico, Estructural y Modelizacién Computacional de la Universidad de Oviedo y los trabajos
desarrollados y descritos en esta Tesis han sido realizados entre 2017 y 2022 bajo la direccion de Don
Juan Manuel Marchante Gayon y de Don Pablo Rodriguez Gonzalez, ambos profesores de la
Universidad de Oviedo, pertenecientes al Grupo de Is6topos Estables Enriquecidos del Departamento
de Quimica Fisica y Analitica. En el contexto de esta Tesis, los is6topos estables enriquecidos se
encuentran en moléculas, conformando moléculas marcadas isotopicamente, cuyo uso mas frecuente
es junto a la Espectrometria de Masas para llevar a cabo andlisis por Dilucion Isotopica (IDMS). La
Espectrometria de Masas, en sus diferentes variantes, es una herramienta analitica fundamental para
la resolucion de los problemas quimico-analiticos que se plantean en una gran variedad de campos
cientificos y técnicos, incluyendo el &mbito clinico. En combinacion con la cromatografia de gases y
la cromatografia de liquidos posibilita la determinaciéon una gran variedad de biocompuestos de
interés clinico, gracias en gran medida a la elevada sensibilidad, exactitud y precisién de los
resultados obtenidos. Asi mismo, el empleo de patrones marcados isotépicamente permite el
desarrollo de metodologias analiticas (IDMS) que proporcionan ventajas Gnicas respecto a otras
estrategias de calibracion. IDMS esta considerado un método primario de medida, ya que permite
corregir la mayoria de los errores aleatorios y sistematicos de una metodologia analitica, por lo que
los resultados obtenidos son directamente trazables al Sistema Internacional de Unidades (SlI). Por
tanto, estas metodologias estdn consideradas metodologias analiticas de referencia y sirven para
validar los métodos analiticos de rutina empleados en los laboratorios clinicos. Sin embargo, la
utilizacion de esta herramienta analitica requiere el empleo de compuestos marcados isotopicamente
que suelen ser costosos o0 no existir comercialmente, como suele ser en el caso de moléculas complejas

como las proteinas o los péptidos.

La presente Tesis Doctoral ha abordado la produccién de patrones marcados isotOpicamente y su
posterior uso con métodos IDMS. Para ello se han desarrollado, en primer lugar, diferentes métodos
de sintesis y de biosintesis de moléculas marcadas tanto en N como en *C. Asi mismo, tras la
produccién de moléculas marcadas se han purificacién y caracterizacion los compuestos marcados
para poder emplearlos posteriormente. Paralelo a este proceso se han desarrollado diferentes
metodologias analiticas, tanto para caracterizar los patrones como para su aplicacién a diferentes
muestras: procesos de tratamiento de muestra, como extracciones o derivatizaciones, separaciones
por cromatografia de liquidos y de gases, procesos computacionales para tratamiento de datos

avanzado y desarrollo de estrategias de cuantificacion novedosas. Finalmente, los diferentes
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compuestos marcados sintetizados y los métodos desarrollados han sido aplicados en diferentes
campos del analisis como la cuantificacion absoluta de moléculas de interés clinico (Capitulo 1), la
cuantificacion de péptidos de forma trazable al SI (Capitulo 2), la medida del porcentaje de metilacion
de citosinas en muestras de ADN (Capitulo 3) y la identificacion (anotacion) de metabolitos celulares

a través de herramientas computacionales y moléculas marcadas isotopicamente.
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SUMMARY

Summary

The present Doctoral Thesis proposal takes place within the doctoral study program “Chemical
Analysis, Biochemical Analysis, Structural Analysis and Computational Modelling” of the University
of Oviedo and the work developed and described in this document have taken place between 2017
and 2022 and under the supervision and direction of Juan Manuel Marchante Gayon and Pablo
Rodriguez Gonzélez, both full professors in the University of Oviedo, and both enclosed to the
research group of “Enriched Stable Isotopes” of the Physical- and Analytical- Chemistry Department.
In the context of this work, the enriched stable isotopes are described as part of isotopically labeled
molecules, which may be used altogether with Mass Spectrometry (MS) to perform Isotope Dilution
measurements (IDMS). Mass Spectrometry is considered a fundamental analytical tool to solve
analytical problems of different magnitude and belonging to different fields, including clinical
chemistry. Hyphenated with Liquid -and Gas- Chromatography, Mass Spectrometry enables the
determination of a huge variety of compounds with clinical interest, such as amino acids, proteins or
nucleobases. The high capability of this technology (IDMS) provides a state-of-the-art accuracy and
precision of the results. Furthermore, the use of isotopically labeled standards provide unique
capabilities in comparison to other quantification strategies. IDMS is a Primary Measurement
Method, as it directly measures mass. Therefore, the measurements are directly traceable to the
International System of Units (SI). Additionally, the use of labeled standards allows the correction of
random and systematic bias within the analytical method. For all these reasons, this methodology is
considered the gold standard technology and it is used to validate routine analytical methodologies,
which usually do not require such high accuracy, precision, and traceability. Nonetheless, the
performance of IDMS measurement requires the use of labeled standards, which usually are very

expensive and, on the other hand, sometimes they are not commercially available.

For these reasons, the present Doctoral Thesis deals with the production of labeled molecules and
with the development of IDMS methodologies to study biocompounds of clinical significance. This
proposal has been performed, firstly, through the synthesis and biosynthesis of different classes of
labeled compounds, either using °N or $3C. Moreover, after the production of the labeled molecules,
purification and characterization procedures have been developed to prepare the compounds for their
further use. Additionally, different analytical methodologies have been developed, including sample
preparation procedures, such as extraction and derivatization procedures, chromatographic
separations, both in GC and in LC, data processing and state-of-the-art IDMS quantifications (doble
IDMS). Finally, the produced labeled compounds and the developed analytical methods have been

used for the absolute quantification of clinically relevant samples (Chapter 1), the Sl-traceable
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quantification of a peptide (Chapter 2), the determination of the cytosine methylation percentage in
DNA samples (Chapter 3) and the identification (annotation) of cellular metabolites through

computational tools and labeled molecules.
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INTRODUCCION
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INTRODUCCION

1. ANALISIS POR DILUCION ISOTOPICA

La Dilucién Isotopica (ID) es una técnica de calibracion de andlisis quimico cuantitativo que
se emplea junto a la Espectrometria de Masas (IDMS). Se caracteriza por el empleo de
is6topos estables enriquecidos, ya sea en su forma elemental o incorporados a la estructura
quimica de moléculas. Estos elementos 0 moléculas, conocidos como trazadores isotopicos,
se afladen a la muestra al principio del proceso de preparacion de muestra. Una vez alcanzado
una mezcla completa y homogénea entre la muestra y el trazador (equilibrio isotdpico), es
posible corregir los errores derivados de los distintos pasos implicados en la preparacion de
la muestra. Ademas, IDMS es un método absoluto de analisis, pues permite realizar
determinaciones cuantitativas de elevada exactitud y precision directamente trazables al
Sistema Internacional de Unidades (S1)}. Sin embargo, solo puede aplicarse en elementos
poli-isotopicos o en moléculas que contengan al menos un elemento) poli-isotopicos. En lo
que respecta al analisis de moléculas organicas este hecho no es un problema, ya que sus

principales elementos constituyentes (H, C, O, N y S) presentan varios isétopos estables.

En general, IDMS se puede dividir en dos categorias: el andlisis elemental y el anélisis
molecular. El analisis elemental se centra en la determinacién de elementos y en analisis de
especiacion elemental mediante el acoplamiento de técnicas cromatograficas. En ambos
casos se requiere que los espectrémetros de masas estén acoplados a una fuente de ionizacion
atomica, como la fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP). Las principales
ventajas del acoplamiento de la fuente ICP a un espectrometro de masas (ICP-MS) son su
alta sensibilidad, su rapidez para realizar analisis cuantitativos y cualitativos con muy bajos
efectos de matriz. Las relaciones sefial-ruido obtenidas suelen ser muy elevadas, lo que
repercute en unos bajos limites de deteccion, en torno a las partes por trillon (ppt)2.

El campo de aplicacion de la Dilucion Isotépica molecular es mucho mas amplio,
permitiendo desde la determinacion de moléculas de bajo peso molecular hasta la
determinacion de macromoléculas como proteinas®. A lo largo de esta Tesis Doctoral, cuando
se haga referencia a IDMS hablaremos de la determinacién de moléculas mediante el uso de
analogos marcados isotépicamente, aunque los principios y las ecuaciones de IDMS
utilizados a lo largo de la Tesis se pueden aplicar tanto al analisis elemental como al anélisis

organico. En la Figura 1 se muestra el espectro de masas de un analito, el de un anélogo
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marcado isotopicamente con una diferencia de masa de 1 Da y el espectro de la mezcla de

ambos donde se observa un solapamiento espectral.
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Figura 1. Espectros de masas de un compuesto natural, de su analogo marcado isotopicamente
y de la mezcla de ambos.

1.1. Andlisis por dilucién isotopica en analisis organico

En la bibliografia se encuentran fundamentalmente dos estrategias de cuantificacion cuando
se aplica la dilucion isotopica en la determinacion de compuestos orgénicos. La primera
estrategia fue desarrollada en 1976 por Pickup y McPherson, quienes publicaron un estudio
donde aseguraban que no se podia llevar a cabo la medida experimental de las abundancias
isotdpicas de un trazador?. Por ello, propusieron el empleo de una estrategia de determinacion
empirica basada en la realizacion de calibrados metodologicos, donde una molécula marcada
(trazador) es empleada como patrén interno (P1) y se lleva a cabo la cuantificacion a través
de una regresion lineal. Cuando se aplica esta estrategia suele utilizarse un trazador isotépico
multiplemente marcado para evitar el solapamiento espectral entre el analito y el trazador,
para trabajar con rectas de calibracion en lugar de polinomios. Por otro lado, la segunda
estrategia desarrollada por el Grupo de Is6topos Estables Enriquecidos de la Universidad de
Oviedo esta basada en el uso de la regresion lineal maltiple y permite la cuantificacion directa
del analito siempre y cuando se haya caracterizado previamente el trazador isotopico en
concentracion 'y enriquecimiento isotopico. Esta segunda estrategia permite una
determinacion directa del analito, sin la realizacion de calibrados metodoldgicos, reduciendo

el empleo de reactivos y el tiempo de operacion (pesadas, preparacion de mezclas, etc.).
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En general, la estrategia mas empleada hasta el momento ha sido la primera, ya que el uso de
calibrados metodologicos resulta sencillo de aplicar en laboratorios de analisis de rutina.
Ademas, en este caso no se requiere una caracterizacion de la concentracion ni de la
composicion isotopica del trazador. Como se resumen en la Figura 2, una diferencia de masa
importante entre el compuesto “natural” y el marcado puede provocar la presencia de efectos
isotdpicos, lo cual es muy habitual cuando se emplean trazadores que contienen deuterio®.
Esto es especialmente relevante para algunos métodos de analisis como la cromatografia de
liquidos acoplada a espectrémetros de masas con fuente de electrospray ya que la supresion
de la ionizacion es muy variable con el tiempo y con ello la sefial de los analitos, lo que puede
conducir a cuantificaciones erroneas. Alternativamente, el empleo de moléculas
minimamente marcadas permite una correccion completa de los efectos isotopicos, aunque

en estos casos se deba trabajar con regresiones polinomiales.

=

compuesto *C, o d,;

Calibrados no lineares
(polinémico)

m g9

Abundancia
—
I-_

#
o

. Sin efectos isotdpicos
m/z N./N,
B) 13
compuesto ¥C, o d,
Rm - Calibrados lineares
®
2
§ —
s Am=X -
'& c Efectosisotopicos
........ .]l....-..l Il

m/z

N,/N,

Figura 2. Estrategias de cuantificacion en Dilucion Isotdpica para andlisis molecular basadas
en la realizacion de calibrados metodoldgicos: A) con solapamiento espectral y B) sin
solapamiento espectral.
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1.2. Pureza espectral y enriquecimiento isotopico

La distribucion isotdpica en elementos o distribucion de isotopdlogos en moleculas es la
expresion matematica que describe la abundancia relativa de cada is6topo o isotopélogo
constituyente. Para elementos monoisotopicos la probabilidad es uno y para elementos poli-
isotopicos la probabilidad se puede expresar a través de una distribucion polinémica. Las
probabilidades de encontrar determinados is6topos en la naturaleza han sido establecidas por
la ITUPACS. Asi, se considera que un elemento o una molécula es “natural” cuando su
distribucion de is6topos o isotopologos, respectivamente, es la establecida por la IUPAC.
Mediante procesos fisicoquimicos intencionados, un elemento o una molécula se puede
obtener enriquecido o marcada isotopicamente, refiriéndose el término “marca” a la
presencia de un elemento enriquecido isotopicamente en la molécula. Por lo tanto, el
enriquecimiento isotopico es un parametro necesario describir la distribucion isotopica de un
elemento o molécula cuya composicion de isotopos o isotop6logos ha sido modificada
intencionadamente respecto a las abundancias isotopicas naturales. A la accién de introducir
un elemento enriquecido en una molécula se le llama marcaje isotdpico y una molécula
marcada isotOpicamente es caracterizada, entre otras cosas, por la identidad de la marca (*3C,
N, 180, 325, etc.), el nimero de marcas, su posicion en la molécula y su enriquecimiento

isotopico.

1.3. Determinacion de la pureza espectral y el enriquecimiento isotopico

La pureza espectral es la concordancia entre la distribucion de isotopélogos de una molécula
obtenida experimentalmente y los valores teéricos obtenidos a partir de las abundancias
isotopicas de sus elementos constituyentes. Se obtiene a través de la medida simultanea de
los valores de m/z en un cluster seleccionado de la molécula. Dado que es un parametro

experimental, su valor depende del instrumento de medida y de las condiciones de la misma.

Respecto al enriquecimiento isotopico de moléculas marcadas, en la literatura se han descrito
diversas formas de determinarlo ~°. Estudios previos han demostrado que los espectrometros
de alta resolucion de tipo Orbitrap presentan una respuesta no lineal en la medida de la
distribucion de isotopdlogos por lo que no son adecuados para este tipo de determinaciones?®.,
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Por otro lado, cuando se utiliza una fuente de ionizacion electronica (EI) los clusteres
obtenidos tras la ionizacién pueden no ser como consecuencia de la pérdida o ganancia de
atomos de hidrégeno. Cuando se utiliza un analizador de masas de tipo cuadrupolo la falta
de resolucion del mismo hace que exista un solapamiento espectral a masa M-1 incluso en
equipos adecuadamente calibrados'®. Por Gltimo, cuando se utilizan analizadores de masas
de tiempo de vuelo (TOF), se han descrito errores en la medida de distribuciones isotopicas
asociados con la cantidad de analito inyectada en el equipo®2.

En la medida del enriquecimiento isotopico hay que tener en cuenta la pureza espectral2. Sin
embargo, la pureza espectral no puede determinarse en una molécula marcada ya que
experimentalmente no hay forma de discernir entre la desviacion en la distribucion isotdpica

debida a factores instrumentales y la debida a la presencia de elementos enriquecidos.

El grupo de investigacion donde se ha desarrollado la presente Tesis Doctoral describié un
procedimiento para determinar el enriquecimiento isotopico basado en la medida de la pureza
espectral de los compuestos naturales, la medida de la distribucion isotépica de las moléculas
marcadas y . la comparacién de la distribucion isotopica experimental corregida de la
molécula marcada con 100 distribuciones tedricas de esa molécula para 100 posibles
enriquecimientos isotopicos. En este célculo, tanto el factor de la pureza espectral como el
enriquecimiento se obtienen al realizar un ajuste de regresion lineal entre distribuciones
isotOpicas teoricas y experimentales. Para el compuesto natural, la distribucion isotopica
tedrica se puede calcular a través de diferentes calculos, siendo de especial relevancia por su
sencillez el desarrollado en 1991 por Kubinyi, basado en multiplicaciones de matrices®. Para
el compuesto marcado, la distribucidn isotopica tedrica se obtiene a través de una hoja de
Excel y una macro propia, basada en el método de Kubinyi®®. Finalmente, el valor de
enriquecimiento isotépico considerado como verdadero es aquel teérico que presenta un

mejor ajuste frente a los valores experimentales.

1.4. Ecuacion del andlisis por Dilucion Isotopica

En Dilucion Isotopica la ecuacion que se emplea para obtener la cantidad de analito proviene

del balance de masas (moles) del analito. Como se describe en la ecuacion (1), la cantidad de
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moles de un analito en una mezcla (Nm) es la suma de los moles originales presentes en una

muestra (Ns) mas los moles afiadidos intencionadamente de trazador (Ny).

N, :Ns +Nt 1)

Para un isétopo a en un elemento i se da el mismo balance de masa y para, en el caso mas
sencillo de un elemento con dos isotopos, los balances de masa vienen dados por las

ecuaciones 2y 3.

N2 =N2+N? @)

No =N +N/ (3)

Si se divide la ecuacion (2) entre la ecuacion (3) se obtiene la relacion isotdpica de ambos

isétopos (a/b) en la mezcla (Rm) la cual se puede expresar como:

N2 N2+N* N_A* +N A?
Rm :7m: S t — s''s th (5)
N> NJ+N”  NAY+NA

donde N2 =N.A? ; NP =N,A* ; N?=N_A"” : N’ =N,A" si se tienen en cuenta las
abundancias de los isotopos a y b en la muestra (A* y A )y en el trazador (A’ yA® )
respectivamente. Despejando Ns en la ecuacion (5) se obtiene la ecuacion (6):

RnA — A

N, =N, —/———— 6
NaRar O

La ecuacion (6) es la forma més basica de la ecuacion de la Dilucién Isotdpica. En ella se
verifica que conociendo la composicién isotdpica de la molécula marcada (trazador), la

composicion isotopica de la molécula natural y el nimero de moles afiadidos de trazador, se
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puede calcular el nimero de moles del elemento en la muestra solamente con la medida de
la relacion isotopica Rm en la mezcla. Esta ecuacion se puede adaptar para expresar
concentraciones utilizando los pesos atomicos del analito natural y marcado y los pesos
tomados de la muestray del trazador. En la ecuacién (6), todos los pardmetros son conocidos
a excepcion de la relacion isotopica Rm. Por tanto, la concentracion del analito en la muestra
Cs se determina con la medida de Rm. Como se comprueba en esta ecuacion, no existe ningun
pardmetro relativo a la sensibilidad instrumental y la incertidumbre de la medida depende,
fundamentalmente, de la incertidumbre de la medida de la relacion isotdpica Rm. Por Gltimo,
la medida de R proporciona directamente la concentracion inicial del analito en la muestra,
con lo que no es necesario recurrir a la calibracion externa instrumental ni a métodos de
adiciones estandar, consiguiendo un ahorro considerable en el tiempo de andlisis respecto a

los métodos analiticos convencionales.

Sin embargo, para que todas estas afirmaciones sean veraces se han de cumplir algunos
requisitos: En primer lugar, se debe tener en cuenta que cualquier perdida de sustancia (ya
sea de muestra o de trazador) antes de que se produzca el equilibrio isotdpico sera una fuente
de error importante. Ademas, una vez que se haya alcanzado el equilibrio isotopico, la
molécula marcada isotopicamente afiadida a la muestra deberd comportarse de una manera
idéntica respecto a la molécula natural a lo largo de todo el proceso analitico. Por otra parte,
la medida de las intensidades de los is6topos a y b realizada por el espectrometro de masas
debe estar libre de interferencias espectrales y los factores que afectan a la exactitud de la
medida de las relaciones isotOpicas deben estar controlados. Finalmente, también se han de
controlar exhaustivamente los valores del blanco ya que cualquier tipo de contaminacion que
afecte a la muestra isotépicamente diluida conducira a valores erréneos de Rm. ES importante
resaltar que en el caso de que cualquiera de estos requisitos no se cumpla, la relacion isotdpica
medida no proporcionara un valor exacto de la concentracion inicial del elemento en la

muestra.

1.5. Deconvolucién de Perfiles Isotopicos
La Deconvolucion de Perfiles Isotopicos (IPD) es un procedimiento matematico alternativo
empleado en Dilucion Isotdpica que esta basado en una regresién lineal maltiple. Como se

muestra en la Figura 3, este procedimiento proporciona la contribucién relativa (fracciones
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molares) del espectro de masa del compuesto natural y el del trazador isotdpico a un espectro
de masas de la mezcla de ambos obtenido experimentalmente. Conociendo el nimero de
moles de trazador afiadido a la mezcla, este procedimiento permite la cuantificacion de
elementos y compuestos incluso cuando presentan espectros de masas solapados sin
necesidad de realizar un calibrado metodoldgico. Adicionalmente, ya que se pueden
introducir multiples isotopologos en el célculo, los grados de libertad adicionales permiten
corregir posibles interferencias en el espectro de masas de la mezcla. Asi mismo, esta
herramienta puede ser aplicada para obtener contribuciones adicionales al espectro de masas
resultante, como puede ocurrir en el caso de interconversiones entre analitos. Esta estrategia
de cuantificacion fue desarrollada en 2010 por el Grupo de Investigacion de Is6topos Estables
Enriquecidos de la Universidad de Oviedo para el analisis de compuestos organicos

empleando LC-MS/MS?,

=
|

m+n m/z

% X » % X 5

A
I‘Il x l II 5
m

m+n m/z m m+n m/z

Abundancia
Abundancia
Abundancia

Figura 3. llustracién del concepto de Deconvolucion de Perfiles Isotépicos en el que un espectro
de masas de una mezcla de analito y trazador se deconvoluciona en dos espectros de masa
diferentes obteniéndose el porcentaje de cada uno de ellos (fracciones molares).

La ecuacién (7) expresa la distribucion isotopica (obtenida experimentalmente) para la
medida de n relaciones masa carga (m/z) de una muestra como una combinacién lineal de
dos distribuciones isotdpicas: la del perfil isotépico del compuesto de abundancia natural y
del perfil isotépico del compuesto marcado isotopicamente. En la ecuacion (7), A se refiere
a la abundancia relativa de cada uno de los isotopélogos constituyentes de la moléculay e es

un parametro de medida del error en el ajuste.
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AT [ A ¢
KA A 3
AL A A {Xs} e @
R
A:]—l Asn—l Atn—l en—l
Al LA A e’

Las soluciones a la ecuacion (7) son las fracciones molares del compuesto natural (xs) y el
compuesto enriquecido isotopicamente (x:). A partir de la relacion de estas fracciones
molares se obtiene directamente el niUmero de moles de compuesto natural (Ns) segun la
ecuacion (8), siempre y cuando se conozca previamente el nimero de moles de compuesto

enriquecido o trazador afiadido al comienzo del proceso (Ny).

== (g)
Xt

Esta estrategia se ha empleado para la cuantificacion de analitos de forma exacta y precisa
en una multitud de matrices, demostrando su exactitud e idoneidad para corregir las
variaciones en la sefial de un analito debidas a los efectos de matriz en la ionizacién por
electrospray!’~2°, Adicionalmente, la determinacion de compuestos a través de distribuciones
isotopicas es un campo de estudio actual en metabolémica, ya que en la mayoria de los
estudios de fluxdbmica no se puede evitar un solapamiento espectral entre el compuesto

natural y el marcado?®.

1.6. Dilucién lIsotopica doble

La Dilucion Isotdpica también se emplea para llevar a cabo estudios de especiacion
elemental. El término especiacion se refiere a la determinacion de las distintas especies
quimicas en las que puede encontrarse un elemento en una muestra. El andlisis por Dilucion
Isotopica se ha venido aplicando dentro del campo de la especiacion a la determinacion de
compuestos organometalicas, como por ejemplo compuestos de mercurio, 0 compuestos

organicos de selenio o de hierro?’. Asi, esta metodologia ha sido empleada para llevar a cabo
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estudios nutricionales?, clinicos?® y para estudiar la transformacion de especies organicas
durante el tratamiento de muestra®. Este Gltimo aspecto se puede abordar a través de Dilucion
Isotopica doble y triple para cuantificar especies que son proclives a sufrir procesos de
degradacion y/o conversion, como en el caso de las especies de mercurio, los iones nitrito y

nitrato, la creatina y creatinina y los diferentes nucledtidos® 34,

En el caso de la Dilucién Isotdpica doble se emplean dos trazadores isotdpicos con un
marcaje distinto para cuantificar dos analitos. De este modo el perfil isotopico de cada analito
se puede expresar como una combinacion lineal de tres perfiles isotopicos, tal como se
describe en la ecuacion (9), anéloga a la ecuacion (7) pero en la que se afiade la contribucion
de un segundo trazador (y2). Este procedimiento de cuantificacion se desarrollé en el grupo
de investigacion donde se ha realizado la presente Tesis Doctoral para determinar la
interconversion de compuestos butilados de estafio, compuestos de Hg, especies de Cry para
la determinacion de creatina-creatinina. Como se ha dicho anteriormente. los dos trazadores
deben presentar un marcaje diferente. En el caso de compuestos organicos deben presentar

un nimero de 4&tomos marcados distinto.

AT [A{ At Agz] e,
[Agl]: Ay AT AT % :1 n €2 ©)
lAg1 {Ag VU Ul N P I L2
Apd 1AL Al Ay “

Para un analito A que se convierte en B, y viceversa, se establecen los factores de conversion
F1y F2, tal como se describe en la ecuacién (10) y los balances de masas para Ay B son los
descritos en las ecuaciones (11) y (12). El procedimiento matematico se describe con detalle
en Queipo Abad et al.**

«F2

A——B (10)
NA = NA+ NA + N4 (11)
NE =NEB +NE + NE (12)
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2. APLICACIONES DE LOS ISOTOPOS ESTABLES ENRIQUECIDOS.

Los isotopos estables enriquecidos encuentran diversas aplicaciones en el estudio de los seres
vivos, como los estudios de ecologia, los estudios nutricionales y los estudios metabolémicos
y protedmicos. Los primeros se emplean para estudiar poblaciones animales y sus
desplazamientos o distribucion geografica, tanto en paleontologia como en estudios actuales,
y van desde los estudios de captura-recaptura hasta los estudios de relaciones isotopicas®>~’.
Los estudios nutricionales, por su parte, ponen el foco en los sustratos energéticos de los
organismos vivos (gllcidos, lipidos, proteinas, vitaminas y minerales)®3°, mientras que los
estudios metabolémicos y protedmicos estan dedicados a la caracterizacion del estado
biolégico de un organismo, como, por ejemplo, su metabolismo celular o su expresion
génica*®*2, Asi mismo, estos estudios no solo pertenecen al ambito de la investigacion, sino
que los is6topos estables también se emplean para el diagnostico clinico en humanos, ya sea
a través de su administracion o como patrones internos empleados para la cuantificacion*®-
46, Sin embargo, y a pesar de la inocuidad de los is6topos estables®, alimentar humanos o
inyectar sustancias para llevar a cabo investigaciones presenta una serie de controles
regulatorios y tiene unas implicaciones éticas que hacen que la mayoria de los laboratorios y
centros de investigacion realicen sus investigaciones empleando organismos menos

complejos, como levaduras, hongos, plantas o ratones.

Por otro lado, las investigaciones en ciencias -6micas presentan tres enfoques: estudio de
analitos concretos conocidos (enfoque dirigido o targeted), monitorizacion global de analitos
(enfoque no dirigido o untargeted) y el enfoque semidirigido*’. En los primeros se conoce la
identidad de los compuestos a determinar y se suele obtener informacidn cuantitativa
absoluta, mientras que en los segundos la identidad es desconocida y la informacion obtenida
es semicuantitativa. Por otro lado, entre ambos enfoques se encuentran los semidirigidos,
donde se obtiene a la vez informacion cuantitativa para algunos analitos y semicuantitativa
para otros. Asi, generalmente los estudios dirigidos utilizan espectrometros de masas de baja
resolucion, mientras que los no dirigidos y semidirigidos emplean habitualmente
espectrometros de masas de alta resolucion. Por otro lado, en ambos casos las investigaciones
pueden estar dedicadas a la identificacion o elucidacion estructural, a la cuantificacion

relativa o absoluta, 0 a ambos propositos.
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En 1935 se llevo a cabo el que podriamos considerar como el primer experimento empleando
isétopos estables enriquecidos y un organismo vivo: el empleo de &cidos grasos (aceite de
linaza) marcados en deuterio para estudiar el metabolismo lipidico de ratones*®. Desde
entonces, se ha desarrollado una gran variedad de métodos para llevar a cabo estudios de
transformacion de especies y cuantificar metabolitos en diferentes organismos, células,
entornos y enfermedades*®>2. En estos experimentos se ha empleado principalmente *C, por
ser el carbono el principal elemento que conforma las estructuras moleculares. Sin embargo,
también es frecuente el empleo de 2H, ©°N, 80, *2S o #Se, al encontrarse estos elementos
frecuentemente en las moléculas. El empleo de is6topos de hidrdégeno y oxigeno presenta la
desventaja de que, en experimentos bioldgicos, en muchos casos estos se intercambian con
is6topos de hidrégeno y oxigeno del medio celular (agua), perdiéndose las marcas
isotopicas®®. Asi mismo, el empleo de hidrogeno no es recomendado, pues presenta efectos
isotdpicos®. Por otro lado, de los elementos mencionados anteriormente, el azufre y el
selenio son los menos frecuentes, encontrandose principalmente en la metionina, la cisteina,
sus derivados con selenio y los compuestos de sus ciclos metabolicos. Por ultimo, el
nitrégeno ha sido ampliamente empleado en el estudio del metabolismo del nitrégeno, muy
importante en plantas y en estudios protedmicos. Adicionalmente, caben destacar los estudios
donde se emplea simultaneamente is6topos estables de diferentes elementos, lo que permite,
entre otras cosas, determinar exactamente los desplazamientos elementales en las rutas
metabdlicas o llevar a cabo determinaciones de propiedades fisicoquimicas®®®’.
Recientemente se ha publicado una revision donde se recoge un elevado numero de articulos
sobre (micro)organismos, plantas y animales en los que se han empleado isétopos estables
enriquecidos®. Los isotopos estables de los elementos mencionados y sus abundancias

relativas se presentan en la Tabla 1.

26



INTRODUCCION

Tabla 1. Is6topos estables y su abundancia relativa
de los elementos mencionados en esta seccion.

Elemento Isétopo estable  Abundancia rel.® (%)
1
Hidrdgeno ZE 909’0919
12
Carbono 13% 918’1819
%0 99,76
Oxigeno 70 0,03
80 0,21
.- 1N 99,64
Nitrogeno 15N 036
328 95,02
33
Azufre 342 2;2
%63 0,02
"ge 0,89
6Se 9,37
. Se 7,63
Selenio 785q 2377
803e 49,61
825e* 8,73

*Is6topo no estable pero con un tiempo de vida muy elevado.

3. PRODUCCION DE MOLECULAS MARCADAS ISOTOPICAMENTE

La obtencion de moléculas marcadas para llevar a cabo cuantificaciones por dilucion
isotopica o estudios en metabolomica se puede abordar a través de la sintesis quimica o

combinando la biotecnologia y la sintesis bioquimica.

La sintesis quimica presenta la ventaja de ser, por lo general, sencilla y econémicamente
asequible. Sin embargo, también presenta dos desventajas importantes:
1) Lasintesis quimica produce generalmente una molécula por ruta sintética.
2) Las rutas sintéticas son muy complejas a la hora de obtener productos naturales, como
por ejemplo lipidos que presenten multiples dobles enlaces en diferentes posiciones

y centros quirales.

Todo ello hace que, en determinados casos, la sintesis quimica no sea viable o rentable
econdémicamente. En todo caso, recientemente se ha empleado la sintesis quimica para
producir el primer CRM de un compuesto marcado isotopicamente (82Se-metionina)® y,
adicionalmente, es la opcion por excelencia en la sintesis de péptidos y proteinas marcadas,

tal y como se ha comentado en la seccion b.i.
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Alternativamente, la biotecnologia emplea microorganismos para obtener moléculas de alto
valor afiadido (farmacos, vacunas, etc)® y también para obtener reservorios nutricionales®! o
energéticos (biocombustibles)®. El cultivo y crecimiento de microorganismos en presencia
de is6topos estables es un proceso que ha sido utilizado en estudios del metabolismo celular.
Por ejemplo, la técnica SILAC se sirve del cultivo in vivo de células para llevar a cabo
estudios en protedmica cuantitativa®. Por ello, el empleo de microorganismos como
herramienta biotecnoldgica para producir moléculas marcadas se ha convertido en la opcion
preferente cuando se trata de obtener productos naturales complejos 0 mezclas de productos

marcados.

En lo que respecta al empleo de (micro)organismos como herramienta biotecnoldgica, su
eleccion debe adecuarse al objetivo para el cual se utiliza. En el &mbito de la produccion de
moléculas marcadas esta premisa no es diferente y en este caso deben ser tenidas en cuenta
variables adicionales, como la tasa de incorporacion del isétopo afiadido, la cual se determina
generalmente a través del enriquecimiento isotopico de las moléculas sintetizadas. Este
proceso se ve afectado por:

1) La incorporacion selectiva de moléculas®.

2) Factores de discriminacion®-®,

3) La tasa de recambio biolégico o turnover, siendo este ultimo factor el mas

significativo y el que, por ejemplo, hace que haya una baja tasa de incorporacion

isotopica en organismos superiores®’.

El grupo de investigacion de Is6topos Estables Enriquecidos de la Universidad de Oviedo,
en el cual se ha desarrollado la presente Tesis Doctoral, posee una gran experiencia en la
produccion de moléculas marcadas para su aplicacion analisis quimico o la realizacion de
estudios metabolicos. A través de colaboraciones con diferentes grupos de investigacion del
area de Bioquimica, Biologia Redox y Biologia de Organismos y Sistemas se han cultivado
diferentes (micro)organismos y lineas celulares para llevar a cabo investigaciones empleando
diferentes isotopos estables enriquecidos. Asi, se ha cultivado levadura Saccharomyces
cerevisiae en presencia de **S y #Se y se ha empleado la misma para realizar estudios
metabolicos y cuantificar diferentes compuestos de azufre y selenio en suplementos

nutricionales y en muestras de plasma y de orina®®7°. Por otro lado, también se ha empleado
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13C-glucosa y ®NH, para llevar a cabo cultivos celulares, cultivos de microalgas y estudios

metabolicos en ratones’®78.

4. PROTEOMICA

La protedmica es el campo de estudio cientifico dedicado a estudiar el proteoma, esto es, el
conjunto de péptidos y proteinas presentes en un sistema biologico, tanto a nivel
composicional, como estructural y funcional. Los diferentes campos que aborda y los
diferentes enfoques en las investigaciones hacen que exista un elevado nimero de estrategias
y de técnicas analiticas empleadas para llevar a cabo estudios en protedmica.
Tradicionalmente el 2D-SDS-PAGE y el Western Blot” han sido los métodos empleados en
el estudio de proteinas por su sencillez, bajo coste y buena linealidad y sensibilidad, asi como
los enzimoinmunoensayos (ELISA), que presentan una mayor especificidad y sensibilidad®°,
Sin embargo, con el desarrollo y comercializacion de la fuente de ionizacion electrospray
(ESI) y su aplicacion al analisis de proteinas®!, la Espectrometria de Masas se ha convertido
en la técnica por excelencia en protedmica, dada una serie de ventajas:

1) Es capaz de detectar, potencialmente (y simultdneamente), cualquier proteina
presente en la muestra con una sensibilidad mayor que con cualquier otra técnica
analitica.

2) Permite la inequivoca identificacién de proteinas, al menos hasta la estructura
secundaria, incluyendo aquellas que presentan modificaciones post-transduccionales
(PTMs).

3) Permite realizar cuantificaciones absolutas y trazables al Sistema Internacional de
Unidades (SI).

Por otro lado, el estado del arte actual de este campo de la investigacion ha sido posible
gracias al desarrollo tedrico e instrumental de nuevas tecnologias como el uso de isétopos

estables enriquecidos y la Diluciédn Isotdpica, fundamentales en protedmica cuantitativa.
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4.1. Cuantificacion relativa de proteinas

La mayoria de las aplicaciones actuales de cuantificacion en protedmica con Espectrometria
de Masas se basan en la comparacion de las proteinas de la muestra de estudio respecto a una
muestra de referencia®?. Esto se conoce como “protedmica diferencial” y estudia los cambios
del proteoma en funcion de una serie de caracteristicas de estudio como pueden ser el estado
de ciclo celular, el estado de una enfermedad o el metabolismo de un farmaco®. El uso de la
Dilucion Isotépica y el empleo de moléculas marcadas isotépicamente proporciona
informacidn Unica en estos estudios y, dentro de este tipo de técnicas, se encuentran el
marcaje metabolico con *C o N o con aminoécidos, SILAC (Stable Isotope Labelling by
Amino acids in Cell culture)®3, el marcaje quimico o la derivatizacién enzimatica in vitro con
1808485y las estrategias de derivatizacion y marcaje con reactivos quimicos ICAT (Isotope
Codded Affinity Tags)® e iTRAQ (lsobaric Tags for Relative and Absolute
Quantification)®”8, A pesar del gran uso y utilidad de estas estrategias, la caracterizacion de
forma exacta del estado bioldgico de una muestra, y por ende la comparacion de unos
estudios con otros, no puede realizarse de forma directa. Esto es debido a que no se dispone
de informacidn cuantitativa absoluta, la cual es fundamental para caracterizar de forma exacta
y universal un estado biologico respecto a sus proteinas y la concentracion de las mismas en
los diferentes compartimentos celulares®®. De hecho, para la mayoria de las proteinas y
péptidos de baja abundancia no se conocen valores exactos de referencia en muestras de
ambito clinico-bioldgico, con las implicaciones que esto tiene, tanto a nivel médico-cientifico

como a nivel de estudios globales, trazabilidad e intercomparacién de resultados.

4.2. Cuantificacién absoluta de proteinas

Una estrategia para la cuantificacion absoluta de proteinas es la estandarizacion interna con
analogos marcados isotopicamente®. Aunque esta practica se encuentra muy desarrollada,
para su realizacion se requieren patrones que se comporten exactamente igual al analito para
evitar posibles diferencias en los diferentes procesos fisicoquimicos del procedimiento
analitico, lo cual no es posible con compuestos marcados con deuterio ya que no se corrigen
determinados efectos isotdpicos. No obstante, la mayoria de estos métodos de cuantificacién

absoluta de proteinas por Espectrometria de Masas emplean patrones de especies diferentes
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a las que se pretende determinar debido a la carencia de patrones de péptidos y proteinas
dado que su sintesis y aislamiento presenta una gran complejidad con diferentes niveles
estructurales (distribucion espacial) y/o modificaciones post-transduccionales (PTMs). Esta
particularidad hace que la mayoria de los métodos actuales de cuantificacion de proteinas no
sean métodos de cuantificacion absoluta que presenten resultados universales vy
reproducibles, y que el control de calidad y la trazabilidad de las medidas en protedmica
cuantitativa sea escaso. Sin embargo, muchos de los desarrollos actuales en este campo estan
centrados en realizar determinaciones absolutas, aungue el andlisis de proteinas clinicamente
relevantes a través de estos métodos es, de momento, demasiado costoso para una futura

implantacion en andlisis de rutina.

Dentro de la cuantificacion absoluta de proteinas podemos diferenciar tres grandes grupos,
los que utilizan patrones especificos, los que no utilizan patrones especificos y aquellos que,
ademas de no usar patrones especificos, emplean una técnica de determinacién diferente a la
Espectrometria de Masas. En este contexto, definimos patron especifico como aquella
molécula marcada isotépicamente que es igual a las que se pretende determinar o, en su
defecto, una molécula marcada que sea igual a una molécula especifica y derivada de la
molécula a determinar, como puede ser el caso de un péptido proteotipico empleado para

determinar la proteina de la que procede inequivocamente.

4.3. Métodos de cuantificacion especificos

En este apartado se van a detallar los aspectos mas relevantes las tres principales estrategias
de protedbmica cuantitativa absoluta que emplea patrones especificos marcados
isotopicamente, PSAQ, AQUA y QconCAT. Sin embargo, existen otras estrategias como
TAQSI®, FlexiQuant® o “Absolute SILAC”®, cuyos fundamentos y aplicaciones no van a

ser comentados.

En el método PSAQ (Protein Standard Absolute Quantification) se emplea una proteina
marcada que se afiade al principio del proceso analitico y es digerida en péptidos para llevar
a cabo su determinacion® 1%, Teéricamente, este método de cuantificacion es el que mas
exactitud puede proporcionar, ya que al afiadirse el trazador al inicio del proceso analitico,

se corrigen posibles pérdidas de analito durante el proceso de preparacién de muestra como
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por ejemplo durante la hidrdlisis de la proteina. Asi mismo, esta estrategia tiene el potencial
de cubrir un rango de secuencias peptidicas muy elevado, incluyendo la determinacién de
péptidos que contengan cisteina o aquellos que no se digieran completamente %1%, Por este
motivo, esta estrategia también tiene una mayor aplicabilidad, al menos en cuanto a la
posibilidad de seleccionar cualquier péptido proveniente de la hidrdlisis para llevar a cabo la
determinacion. No obstante, el método PSAQ presenta diversas limitaciones. En primer
lugar, la sintesis de proteinas marcadas es muy compleja llevandose a cabo a través de
vectores de expresion génica y microorganismos'®1% seguido de laboriosos procesos de
purificacion, por lo que el precio de las proteinas marcadas isotopicamente obtenidas es muy
elevado. En segundo lugar, las proteinas marcadas isotdpicamente que se sintetizan pueden
presentar estructuras terciarias (y cuaternarias) diferentes a su anélogo natural lo que puede
conducir a errores derivados de una diferente interaccion de las proteinas con la matriz,
diferentes recuperaciones o diferentes degradaciones'®. Ademas, son compuestos de escasa
estabilidad. Todo ello hace que la comercializacién de proteinas marcadas isotopicamente
sea aln un campo en desarrollo con una baja disponibilidad de estos productos.

El método AQUA (Absolute Quantification) hace uso de péptidos proteotipicos marcados
isotopicamente que se afiaden al principio del procedimiento analitico para determinar
péptidos o proteinas de las que son especificos!?-11°, Este método ha sido mas empleado que
el método PSAQ, al usar como trazador una molécula menos compleja y mas facil de
sintetizar o adquirir comercialmente. La principal desventaja de este método es que su
aplicabilidad es mas limitada, pues no es capaz de corregir errores derivados de digestiones
incompletas ni aplicarse en caso de rupturas peptidicas fallidas (Missed Cleavage Sites)!?° o
a péptidos que contengan cisteina. Por otro lado, este método si puede emplearse para

cuantificar PTMs312L,

Una aplicacion de AQUA desarrollada en nuestro grupo de investigacion emplea péptidos
minimamente marcados cuyo espectro de masa solapa con su analogo natural (Mass
Overlapping peptides, MOPs) y LC-MS/MS para llevar a cabo las determinaciones'??124, En
este caso, el marcaje se realiza con 1-5 atomos de 3C o °N vy, al tratarse de moléculas
solapadas espectralmente, para su determinacion se requiere el empleo de IPD. Esto permite

realizar cuantificaciones absolutas sin recurrir a un calibrado metodolégico y, dado que el
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trazador es muy similar al analito, corregir los posibles efectos isotopicos durante la

preparacion de la muestra y los efectos de matriz en la cuantificacion.

Por ultimo, la técnica QconCAT emplea genes desarrollados artificialmente para generar
proteinas formadas por los péptidos tripticos de interés que se van a utilizar para la
cuantificacion'?>128, Estos genes se insertan en E. coli realizando un cultivo de la bacteria en
un medio que contiene aminoacidos marcados con isotopos estables enriquecidos,
generalmente lisina y/o arginina marcados en *3C o ™N. Por dltimo, se lleva a cabo una
extraccion y purificacion de las proteinas marcadas y se mezclan con la muestra para llevar
a cabo una digestion enzimatica, a traves de la cual se cuantifican todos los péptidos tripticos
de proteinas cuyo analogo marcado estaba concatamerizado en la proteina artificial’?®. La
principal ventaja de esta estrategia es la sintesis (potencialmente rapida, efectiva y
econdémicamente asequible) y cuantificacion simultanea de maltiples proteinas. Esta técnica
tiene, potencialmente, mas aplicabilidad que otras estrategias respecto a la sintesis de
péptidos marcados al estar estos disefiados in silico e incluidos en un gen, de tal forma que
se pueden obtener péptidos muy complejos (al menos en tamafio) méas eficientemente que a
través de otros métodos de sintesis. Sin embargo, para la aplicacion de esta técnica se requiere
una equimolaridad 1:1 de los péptidos en la mezcla, de forma que se pueda asegurar una
cuantificacion exacta, y esto solo es posible a través de una optimizacion de las condiciones
de digestion de las proteinas QconCAT:C. Asi mismo, pueden darse fallos de expresion y
que los péptidos disefiados no se transcriban correctamente, lo cual puede ser especialmente
problematico si se trata de errores en los puntos de rotura enzimatica*3*%2. Por dltimo, a
pesar de sus ventajas, para su aplicacién se requieren conocimientos y herramientas
biotecnoldgicas y, hay que tener en cuenta, que el cultivo de microorganismo no es tan
robusto como una sintesis quimica. Todo ello hace que, en general, su uso haya sido mas

reducido que el de los otros métodos aqui descritos.

4.4. Métodos de cuantificacion no especificos

Los métodos no especificos se pueden dividir en aquellos que no emplean is6topos estables

enriquecidos o métodos “label free” y aquellos que emplean isétopos estables enriquecidos.
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Al primer grupo pertenecen los métodos APEX!33, emPAI3 ¢ iBAQ™ y a los segundos las

estrategias que emplean marcas isobaricas y analisis elementales.

Los métodos label free hacen uso de expresiones matematicas y herramientas
computacionales para obtener la abundancia de proteinas basandose en las relaciones de
intensidades de las proteinas entre si y con otros experimentos, empleando calibrados con
patrones internos como referencia para las cuantificaciones'®**”. Estos métodos son simples
y econémicos en cuanto a preparacion de la muestra y pueden aplicarse, potencialmente, a
cualquier tipo de muestra y compuesto a determinar. Sin embargo, las cuantificaciones a

través de este método presentan una exactitud comprometida y son poco robustos.

Por otro lado, los métodos iTRAQ y el empleo de reactivos con marcas isobaricas (TMTs)!3
o reactivos derivados de aminoécidos como el DiLeu®®® o DiAla* surgen de la idea de
realizar cuantificaciones absolutas sin la necesidad de emplear un péptido o proteina marcada
isotopicamente, 0 en casos en los que estos no estan disponibles comercialmente. Estas
metodologias se basan en el empleo de “marcas isobaricas” que se introducen en los péptidos
de interés a través de una reaccion quimica. En ambos casos, las marcas isobaricas tienen un
grupo que reacciona con los péptidos, un grupo denominado “reporter” que presenta una
masa especifica y que se emplea para identificar a un péptido concreto y un grupo de balance
de masa que se emplea para ajustar la masa de cada péptido marcado de tal forma que todos
los péptidos marcados isobéaricamente tengan la misma masa. Asi, se consigue que los
péptidos  presenten  propiedades fisicoquimicas idénticas y que coeluyan
cromatograficamente. Por Gltimo, tras una ruptura en la celda de colision del espectrémetro,
los diferentes reporters son liberados y son inequivocamente asignados a cada péptido para
su cuantificacion, la cual se produce por comparacion de sefiales/intensidades. La gran
ventaja de esta estrategia es su capacidad para determinar uno o mas péptidos en multiples
muestras, destacando la reciente aplicacion de esta estrategia para determinar 18 muestras

diferentes simultaneamente*?,

Por ultimo, el anélisis elemental a través de LC acoplado a ICP-MS ha sido empleado
ampliamente en protedmica cuantitativa, a pesar de que los principales elementos
constituyentes de las proteinas (C, H, O y N) no son susceptibles de ser medidos con esta

técnical*®1%®, Las estrategias de cuantificacion se basan en medir heteroatomos que se
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encuentren de forma natural en las proteinas, como el selenio, el azufre o el fosforo
elementos que son afadidos a través de marcaje quimico'®® o con técnicas de
bioconjugacion®®. Estos procedimientos se han empleado, por ejemplo, para determinar
proteinas portadoras de hierro, como la transferrina, la apoferritina o la hemoglobina4"4°,
La principal limitacion de estas metodologias es que no son capaces de proporcionar
informacion estructural y, por lo tanto, la identificacion de las especies moleculares que
generan las sefiales detectadas sélo se puede inferir de los tiempos de retencion
cromatograficos. Es por ello que la mayoria de las aplicaciones de cuantificacion sean
inespecificas empleando patrones genéricos del elemento a monitorizar afiadido despues de
la separacion cromatografica (Dilucion Isotopica en linea), si bien es también posible llevar
a cabo determinaciones especificas empleando para ello proteinas sintéticas marcadas en

heteroatomos®®°.

5. METABOLOMICA

La metaboldmica es el campo de estudio cientifico dedicado a estudiar el metaboloma, esto
es, el conjunto de moléculas de bajo peso molecular (metabolitos) presentes en un sistema
bioldgico. Entre esas moléculas se encuentran los substratos, los productos metabdlicos y los
productos intermediarios. La metabolémica también encuentra aplicacion en el estudio de
sistemas ecoldgicos y en otras areas, como son la industria alimentaria o la industria
farmacéutical® 4. Los diferentes campos que aborda y los diferentes enfoques en las
investigaciones hacen que exista un elevado nimero de estrategias y de técnicas analiticas
empleadas para llevar a cabo estudios en metabolomica, aunque la mayoria de los estudios
se llevan a cabo empleando la Espectrometria de Masas. De hecho, al igual que en
protedmica, esta ciencia no se habria desarrollado hasta tal punto de no ser por la
Espectrometria de Masas, los diferentes acoplamientos instrumentales y el empleo de otras

herramientas como son los isétopos estables enriquecidos.

5.1. Metabolémica no dirigida

Como se ha comentado previamente, los estudios no dirigidos son aquellos en los que no se

buscan analitos concretos y donde, por lo general, no se realizan cuantificaciones absolutas.
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Concretamente, en el campo de la metabolomica, los ensayos no dirigidos suelen llevarse a
cabo mediante diferentes plataformas analiticas, ya que la informacion que puede
proporcionar una Unica plataforma o técnica analitica es limitada, por las propias
caracteristicas de la técnica o de los metabolitos. Por lo tanto, es frecuente encontrar
investigaciones que emplean una 0 mas técnicas de separacion como la cromatografia de
gases, de liquidos o la electroforesis capilar. Por otro lado, independientemente de las
configuraciones instrumentales, los estudios en metabolémica no dirigida presentan un
aspecto comun y unico: el elevado volumen de datos obtenidos y su, generalmente, complejo

tratamiento.

El tratamiento de datos en metaboldmica no dirigida suele constar de un primer preprocesado
de los datos, un pretratamiento y el tratamiento final de los datos, que por lo general suele
ser un estudio estadistico de los mismos. Las etapas que presentan mayor dificultad son las
dos primeras y ahi es donde se estan llevando a cabo actualmente la mayoria de los avances
en metaboldmica no dirigida. En el preprocesado de datos se lleva a cabo la identificacion de
rasgos caracteristicos o features (valores de m/z que se asignan a un Gnico compuesto), el
filtrado de datos (eliminar aquellos picos 0 m/z que no sean robustos y que puedan pertenecer
al blanco o al ruido instrumental), la correlacion de picos entre diferentes muestras, la
correccion o alineacion en los tiempos de retencion y, por Gltimo, el llenado de los valores
vacios o “espacios huecos” (gaps) en los datos entre muestras. A continuacion, en el
pretratamiento de los datos se lleva a cabo una normalizacion de los mismos, su escalado y

una transformacion para corregir la heterocedasticidad?®.

Entre los diferentes programas dedicados al tratamiento de datos en metabolémica no dirigida
se encuentran MZmine!®, MetaboAnalyst*® y SIMCA. Aqui es interesante resaltar que, mas
alld del tratamiento estadistico, estos programas también suelen llevar a cabo una
identificacion (anotacién) de los picos, ya sea durante el tratamiento de datos o al final,
cuando se han obtenido caracteristicas metabdlicas estadisticamente relevantes. Por otro
lado, ademas de programas dedicados, actualmente se encuentra en auge el empleo de
lenguajes de programacién, principalmente R y Python, para el tratamiento de datos de

metaboldémica no dirigida.

1 En estadistica se dice que un modelo de regresidn lineal presenta heterocedasticidad cuando la varianza de
los errores no es constante en todas las observaciones realizadas.

36



INTRODUCCION

5.1.1. Tratamiento de datos con comandos

Se suele decir que en metaboldmica el tratamiento de datos, su procesado y su limpieza ocupa
un 80% del tiempo de una investigacion: desde el disefio experimental y la preparacion de
muestra hasta la obtencion de conclusiones a partir de los resultados. Si bien esta afirmacion
puede ser excesiva, es cierto que ello va a depender de las herramientas y de los

conocimientos de los que se dispongan.

Para el tratamiento de datos hay en general dos opciones: el software “click” (e.g., Excel) y
el software funcionalizado (e.g., RStudio). En el primer caso se emplea principalmente un
raton que selecciona elementos de una interfaz grafica de usuario (GUI) y sobre los que se
escriben férmulas, mientras que en el Ultimo se opera sobre la GUI, principalmente, a través
de un codigo de programacion continuo (comandos). El software de comandos emplea
lenguajes de programacion y presenta una serie de particularidades que lo hacen ser la
herramienta de preferencia en el andlisis de macrodatos (big data):

1) Son de acceso libre.

2) Presentan la mayoria de los Gltimos avances en méetodos estadisticos.

3) Estan apoyados por una red internacional de usuarios que desarrollan constantemente
mejoras y nuevas funcionalidades.

4) Permiten una mayor libertad en funcionalidades para tratar los datos.

5) Permiten al usuario definir funciones y procedimientos (desarrollo) a través de un
codigo que queda escrito y puede ser revisado al detalle.

6) EIl tratamiento de datos es mas reproducible y los errores en el calculo pueden ser
corregidos revisando el codigo (script), al contrario de lo que sucede en las hojas de
calculo, donde no hay un texto que describe cada paso y resulta mas dificil seguir y
reproducir las operaciones realizadas.

7) Permite trabajar con grandes volimenes de datos sin perder eficacia, lo que se traduce

en rapidez.

La gran desventaja del software de comandos es que requiere mucho mas tiempo de

aprendizaje que las herramientas guiadas por interfaz grafica.

De entre las diferentes opciones de lenguajes (Phyton, Java, Julia, R, etc.), R y Phyton se

presentan como las dos opciones mas frecuentes en el tratamiento de datos de metaboldémica.
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Aqui es importante resaltar que, debido a su construccion, Phyton esta mas orientado a
objetos y es méas adecuado para desarrolladores, el aprendizaje automatizado de maquinas y
el desarrollo a gran escalada de webs. En metabolomica, Phyton es la primera opcion si lo
que se desea es obtener una red molecular (paquete networkx) y operar y obtener informacion
de ella. Sin embargo, para el tratamiento de datos rectangulares o tubulares, R se presenta
como la primera opcion, pues estd mas orientado a funciones. Aunque los conceptos
“orientado a objetos 'y “orientado a funciones” son complejos y tienen su base en la ciencia
de datos, se refieren al disefio del tratamiento de los datos: un objeto es una neurona

(informatica), mientras que una funcion es una expresion matematica.

5.1.2. Paquetesen R

Un paquete es una coleccion de funciones predefinidas, datos y cddigo R que se almacenan
en una carpeta conforme a una estructura bien definida y de fécil accesibilidad. Las
funcionalidades basicas de R se encuentran inicialmente en un entorno sin paquetes conocido
como R-Base. A pesar de que este entorno cuenta con la funcion “data.frame” para trabajar
con datos masivos, el procesamiento de datos no es muy eficiente, por lo que se suele emplear
el paquete “data.table”. Asi mismo, el entorno de paquetes “tydiverse” presenta paquetes
adicionales para un tratamiento de datos avanzado y eficaz, esto ultimo debido a que han sido
desarrollados por el mismo equipo y los paquetes trabajan en armonia entre si. A

continuacion, se describen brevemente cuatro paquetes de “tydiverse” muy empleados:

- Tibble: Paguete complementario para el tratamiento basico de datos en tablas.
Ademas de las funcionalidades, permite emplear una sintaxis mucho mas sencilla e

intuitiva.

- Dplyr: Herramienta avanzada para transformar tablas y operar con ellas de forma
intuitiva. Presenta 7 funciones principales que sirven para seleccionar filas que
cumplan una o varias condiciones, reordenar filas, cambiar los nombres de las
columnas, seleccionar columnas, crear nuevas columnas a partir de las existentes,
resumir valores (crear medias) y agrupar filas en funcion de determinadas
condiciones. Dado que cada funcién hace una sola cosa se requiere emplear el

operador pipe %>%, que concatena una funcion con otra.
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Stringr: Paquete para trabajar con cadenas de caracteres, esto es, un nombre, una frase
o una formula molecular. Permite, entre otras cosas, detectar elementos,
transformarlos y/o extraerlos, aunque probablemente es mas importante por permitir
trabajar con expresiones regulares: lenguaje conciso para describir patrones. Por

C"”

ejemplo, la expresion “//!” significa: encuentra el simbolo

Ggplot2: “Grammar of graphics”. Paquete basico y mas importante para generar
representaciones graficas que operan como funciones con lenguaje propio. Presenta
tres elementos béasicos sobre los que se construye el grafico: los datos, las
caracteristicas estéticas (posicion, ejes, color, tipo de linea, etc.) y los objetos
geométricos (puntos, lineas, histograma, barras, etc.). El grafico y sus elementos de

describen como funciones.

En lo que respecta a paquetes concretos para metabolémica, cabria destacar dos paquetes que

resultan interesantes:

Ggpmisc: Paquete accesorio de ggplot2 (misc=miscelaneo). Amplia las funciones de

ggplot2. Permite, entre otras cosas, integrar una tabla en un gréfico.

EnviPat: Este paquete es especifico para quimica. Opera con férmulas moleculares,
isétopos, aductos y otros parametros y proporciona informacion como la masa

monoisotopica o la distribucion isotopica de una molécula.

5.2. Calidad en metabol6mica

En 2005 se creo la Iniciativa de Estandares en Metabolomica, MSI*®’, dedicada a generar un

consenso global sobre estandares de calidad y buenas practicas en metabolomica. Entre estas

practicas se encuentra, por ejemplo, que en los estudios de metabolémica se incluya una clara

descripcion del sistema bioldgico y de los demas componentes del estudio (metodologia,

finalidad, etc.). El objetivo ultimo de esta iniciativa es que, en las investigaciones, los

resultados y el contenido de estas puedan ser compartidos y reutilizados. Las guias y

protocolos de medida en metabolémica son imprescindibles para una armonizacion e

intercomparacion de los resultados obtenidos. Sin embargo, la trazabilidad y la calidad de las

medidas solo puede ser asegurada a través de ejercicios de intercomparacion o del analisis
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de materiales de referencia (RMs). En 2018 se establecio el Consorcio para la Garantia y el
Control de Calidad en metabolémica (MQACC)™8, Esta iniciativa va en la misma linea que
la MSI: ofrecer una plataforma de estudio, comparacion y evaluacion de estrategias,
procedimientos normalizados de trabajo (SOPs) y materiales de referencia. La guia 1SO
9000:2015 define la garantia de calidad como las actividades que un laboratorio lleva a cabo
para cumplir los requisitos de calidad. Ademas, define el control de calidad como las medidas
concretas que un laboratorio toma para cumplir los requisitos de calidad'®®. Los RMs en
metaboldmica permiten, ademas de mejorar las identificaciones, obtener cuantificaciones de
mayor confianza y aumentar la reproducibilidad de los resultados y, por ende, su
comparacion entre laboratorios y entre otras técnicas analiticas, lo cual es esencial para el
desarrollo de la metabolomica y de la ciencia'®. De hecho, recientemente se han publicado
dos estudios donde, para una muestra analizada por 148 laboratorios, se confirmo que menos
del 50% de los laboratorios de metabolémica usaban RMs en sus procedimientos o se atenian

a SOPs y otras practicas de QA6%162,

En lo que respecta a la identidad y naturaleza de los RMs para metabolémica, en la
bibliografia se pueden encontrar mezclas sintéticas, mezclas certificadas y mezclas de
muestras agrupadas (pooled samples), tanto comerciales como caseras y de “corto” o “largo”
plazo (materiales estables de los que se dispone de mucha cantidad)®3. Por otro lado, dentro
de las diferentes opciones son de especial interés las muestras con matriz. De hecho, el primer
material de referencia desarrollado por el NIST para metabolémica consiste en una matriz de
plasma humano (NIST SRM 1950)'%* y, a pesar de que no esta destinado a garantizar la
calidad de las medidas en metabolémica no dirigida®®, esta mezcla ha sido empleada con
frecuencia por laboratorios como material de control de calidad, ya que es estable, proviene
de un centro de metrologia y presenta una matriz bioldgica'®®%, Adicionalmente, en el
mercado se encuentran algunas otras mezclas de metabolitos con matriz bioldgica para
estudios en metabolomical®® y el NIST esta desarrollando nuevas mezclas dada la elevada
demanda estando algunas de ellas ya caracterizadas por laboratorios de investigacion: RM
8231'° (plasma), RM 8232 (orina) y RM 8462 (tejido).

Debido al elevado precio de los RMs, recientemente se ha descrito una metodologia para
generar RMs bioldgicos caseros de largo plazo basada en el alicuotado iterativo de pequefios

lotes de material de partida, los cuales se mezclan con sucesivos lotes recurrentemente de tal
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forma que constantemente se generan nuevos RMs de muestras agrupadas analogas!’®. Un
procedimiento similar ha sido empleado para generar el primer material de referencia
bioldgico disefiado para metabolémical’. Actualmente solo Cambridge Isotope Laboratories
(CIL) comercializa mezclas de metabolitos marcados isotépicamente para metabolomica-
QC/QA (QReSS kits, 18 metabolitos).

El futuro de la metabolémica se encuentra en aportar calidad a los estudios no dirigidos®®72,
Paraello, el material de referencia empleado debe: 1) proceder idealmente de la misma matriz
bioldgica que las muestras a determinar, 2) tener una complejidad similar, 3) ser producido
de forma reproducible y asequible, y 4) facilitar la anotacién de compuestos conocidos y
desconocidos. Asi mismo, los métodos no dirigidos carecen por lo general de resultados
cuantitativos y trazables'’®y, si lo que se pretende es aumentar la cobertura y la fiabilidad de
los resultados cuantitativos de las medidas no dirigidas, se requiere obtener mezclas de
metabolitos, preferiblemente marcados isotopicamente, que sean estables y que puedan ser
empleadas para llevar a cabo estandarizaciones y cuantificaciones trazables. En esta tarea el
empleo de moléculas marcadas isotopicamente es especialmente adecuado, al tratarse de un
patrén interno ideal. Sin embargo, en pocas ocasiones se ha empleado material marcado dada
la dificultad de su caracterizacion en ensayos no dirigidos. En ese sentido, el grupo de
investigacién de la profesora Gunda Koellensperger es pionero en el desarrollo de mezclas
de metabolitos marcados empleando la levadura pichia pastoris, asi como en su aplicacién

en lipidomica y metabolomica’-26:174-188,

6. METABOLOMICA DIRIGIDA: ENFERMEDADES METABOLICAS
CONGENITAS

Las enfermedades congénitas metabdlicas (ECMs) son errores genéticos heredados
relacionados con la deficiencia o desregulacién de una enzima, de sus cofactores o de las
moléculas de transporte o receptoras involucradas, y que resultan en la acumulacion de un
sustrato o el déficit de un producto, desembocando en el desarrollo de una enfermedad*®,
Las ECMs pueden clasificarse de diferentes formas, siendo una de ellas la que emplea como
criterio la causa de la patologia: 1) acumulacion de un sustrato tdxico (aminoacidopatias,

acidurias organicas y defectos en el metabolismo de carbohidratos), 2) deficiencia de un
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producto (defectos en el metabolismo de carbohidratos, trastornos mitocondriales y defectos
en la oxidacion de &cidos grasos), y 3) acumulacion crénica de metabolitos por catabolismo
defectuoso (enfermedades peroxisomales y por depodsito lisosomal)'®,

Aunque la incidencia de ECMs es muy variable y depende de la enfermedad y de la region
geografica, el desarrollo de métodos analiticos para llevar a cabo un diagndstico temprano y
su implantacion en los sistemas nacionales de salud fue de gran importancia en el siglo
pasado, reduciendo el nimero de muertes y la morbilidad causada por las ECMs. Asi, la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO) establecié en 1968 una serie de requisitos o
consideraciones a la hora de establecer métodos de diagnostico (cribado) de enfermedades,
los cuales incluyen: 1) una evaluacion de la prevalencia de la enfermedad en la poblacion, 2)
que exista un tratamiento, 3) que exista un test de determinacion aceptable para la poblacion,
asi como las instalaciones y el equipamiento necesario, y 4) que la relacién beneficio-coste
sea balanceada y que sea reevaluada continuamente!®*. Por otro lado, las EMC presentan una
gran variedad de sintomas y pueden manifestarse a cualquier edad. Por ello, algunos autores
diferencian entre las EMC de aparicion temprana y las de aparicion tardia®®?.

6.1. Cribado neonatal

Las ECMs de aparicion temprana son monitorizadas mediante las pruebas de cribado
neonatal (NBS, por sus siglas en inglés), siendo la fenilcetonuria (PKU) la primera
enfermedad congénita para la que se desarroll6 un método de analisis. Este método,
desarrollado por Robert Guthrie en 1961 era cualitativo y consistia en la inhibicion del
crecimiento de un cultivo bacteriano!®®. Desde entonces se han ido desarrollando métodos
espectrofotométricos, fluorimétricos e inmunoensayos’®* y en la década de los 90 se
implementaron metodologias con Espectrometria de Masas en tandem, lo que aumentd las
capacidades del cribado a diversas enfermedades en una misma determinacion'®®. Aunque
hay excepciones, hoy en dia la mayoria de EMCs conocidas pueden determinarse por MS,
con capacidad para determinar hasta unas 50 patologias!®®. Por otro lado, cabe resaltar que el
cribado neonatal, como su propio nombre indica, no es una prueba de diagnostico definitiva
y los individuos que resultan positivos en las pruebas deben someterse a diagndsticos

especificos antes de recibir un tratamiento.
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La Sociedad Internacional para el Cribado Neonatal (ISNS) junto a otras instituciones, como
el Instituto Clinico y de Estandares de Laboratorio (CLSI), son en general los encargados de
establecer pautas, proporcionar asesoramiento a nivel global, organizar encuentros entre
sociedades e instituciones y desarrollar guias sobre procedimientos en el cribado neonatal'®”.
Este trabajo es fundamental para la armonizacién de resultados y la Garantia de Calidad en
el NBS, ya que, debido a las diferencias politicas, culturales y econémicas de cada pais, los
programas de cribado neonatal pueden llegar a ser muy diferentes. Incluso dentro de Espafia
no hay uniformidad, salvo en las siete ECMs descritas en la Orden SS1/2065/2014, de 31 de
octubre, que modifica el Real Decreto 1030/2006, de 15 de septiembre, el cual establece la
cartera de servicios comunes del Sistema Nacional de Salud. Esto se debe a que Comunidad
Auténoma puede gestionar de manera independiente los servicios de salud. Por lo general, y
a nivel internacional, aunque la espectrometria de masas es la técnica por excelencia en el
cribado neonatal, no hay una homogenizacion de métodos, lo cual repercute en incoherencias
en los resultados entre laboratorios y en el establecimiento de valores de referencia o bien
“locales” o bien con rangos de diagndstico muy amplios®®1%°, En Espafia, actualmente, mas
de la mitad de las Comunidades Auténomas presentan programas de cribado neonatal

expandido, Ilegando algunas a determinar hasta un total de 40 EMCs?®.

6.2. Tipos de muestras en el cribado neonatal

La sangre es el fluido basico de distribucion de sustancias en el cuerpo, generando lo que se
denomina integracion sistémica. Por otro lado, la orina es el fluido corporal de excrecién de
sustancias, regulando la homeostasis. Esto, junto a la elevada cantidad de ambos liquidos en
el cuerpo y a su accesibilidad, hace que sean las muestras mas empleadas en el analisis
clinico. EI empleo de muestras de sangre o de orina depende del tipo de analisis, la
instrumentacién disponible, la patologia y los analitos a determinar. A su vez, la propia
composicion de las muestras es importante, sobre todo para la preparacion de la muestra. Asi,
la orina estd compuesta mayormente por agua y sales, mientras que la sangre presenta
aproximadamente un 45% de células sanguineas y un 55% de plasma, el cual tiene un menor
porcentaje de agua que la orina y mas proteinas. Por otro lado, la sangre puede ser vascular

o capilar, dependiendo de su obtencion. Generalmente, la sangre capilar se emplea en
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aquellos estudios donde no se requiere un gran volumen de muestra y es preferible emplear

un método menos invasivo. Por otro lado, la toma de muestra de orina no es invasiva.

Por estas caracteristicas en el cribado neonatal se suele emplear sangre impregnada en tiras
de papel (DBS, por sus siglas en inglés). Ademas, esto permite obtener una muestra que, tras
su secado, es mas limpia y facil de manipular, transportar y almacenar. Sin embargo, en los
primeros estudios donde se determind la PKU (Fglling y Centerwall) se realizaron con
muestras de orina?®2%2, Concretamente, Centerwall requiri6 orina obtenida tras varias
semanas después del nacimiento para determinar la enfermedad, lo que impedia un
diagnostico y correccion temprana de la enfermedad, esto Gltimo de vital importancia. Podria
decirse que los métodos de los que disponian Fglling, Centerwall y Guthrie requerian una
muestra que a las pocas horas/dias del parto presentaran una elevada concentracién y por ello
se establecid la toma de muestra y analisis sobre DBS. En Espafia se suele tomar mas de una
muestra por individuo y en algunas Comunidades Autdnomas también se toman muestras de
orina liquida o impregnada en papel (DUS) como medida complementaria, lo cual mejora
sustancialmente el NBS, ya que algunas patologias no se expresan en la sangre, como la
cistinuria o la deficiencia de galactoquinasa, y para otras se obtienen valores de
confirmacion?®®, Dado que las técnicas han mejorado mucho en sensibilidad, hoy en dia se

puede emplear sangre u orina casi de forma indiferente.

Recientemente se han publicado varias revisiones y estudios sobre el empleo de un tipo de
muestra u otro en el &mbito de la metabolémica®*?% y en todos ellos se concluyd que la
estabilidad de DBS y de DUS es superior a la de muestras liquidas. Drolet et al.?% realiz6 un
estudio en metaboldmica y encontr6 una pérdida de un 12% de analitos detectados al
almacenar las muestras sobre papel. Este mismo fendmeno ha sido descrito en multitud de
ocasiones para muestras de sangre, donde hay mas estudios'®*2%72%_Sin embargo, Palmer et
at.?® no obtuvo una pérdida de analitos en muestras de orina pareadas. Como se ha
comentado previamente, el empleo de tiras de papel como recipiente de toma de muestra
hace de “filtro de limpieza”, sobre todo para las muestras de sangre, por lo que no es de
extrafar que en ese procedimiento se puedan perder analitos. Por todo ello, aunque en general
haya una buena concordancia entre los resultados, se recomienda emplear un factor de
correccion por tira de papel, que depende de los analitos, del tipo de papel de filtro, del

método de extraccion y de los protocolos de calibracion, tomando siempre como valor méas
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exacto el de las muestras liquidas®'©

. Adicionalmente, cabe resaltar que, dada la versatilidad
de las muestras recogidas en tiras de papel, cada vez mas cientificos encuentran interés en
este tipo de muestras, empledndolas en nuevos campos como la toxicologia (dopaje) y los

estudios medioambientales?11212,
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OBJETIVO

OBJETIVO

El objetivo de esta tesis doctoral es la sintesis, purificacion, caracterizacion y aplicacion analitica
de compuestos marcados isotopicamente relacionados con procesos bioldgicos. Con el fin de
abarcar un elevado espectro de compuestos, se pretender este objetivo se va a concretar a través
de objetivos parciales, dedicados cada uno de ellos a un analito o a un grupo de analitos biol6gicos
diferentes: aminoacidos yodados, aminoacidos proteinogénicos, un péptido, nucledsidos y
metabolitos intracelulares. Para ello se plantea el desarrollo de diferentes estrategias de sintesis,
desde la sintesis en fase sélida (automatizada) hasta la biosintesis, pasando por la sintesis
organica. Asi mismo, los diferentes compuestos marcados sintetizados seran purificados
empleando diferentes estrategias como la extraccién selectiva, la precipitacion selectiva o la
cromatografia preparativa. Por otro lado, una vez aislados los compuestos sintetizados se debera
realizar una adecuada caracterizacion, principalmente relacionada con su posterior uso como
reactivos de Dilucion Isotdpica, lo que implica la determinacion de su enriquecimiento isotépico
y de su concentracion. Por Gltimo, se desarrollaran métodos analiticos para la aplicacién de los
patrones sintetizados en diferentes campos del andlisis quimico, como son la cuantificacion de
metabolitos de interés clinico, la trazabilidad o la identificacién (anotacion) de compuestos

naturales.

El objetivo de la presente Tesis se divide, por lo tanto, en cuatro objetivos parciales, concretados
por un compuesto marcado o0 mas de un compuesto, perteneciendo estos a la misma familia de
compuestos. La produccion y el empleo de cada uno de estos compuestos marcados se recogera

en capitulos.

71



OBJETIVO

72



CAPITULO 1

CAPITULO 1

Sintesis, purificacion, caracterizacion y
aplicacion de 3-monoyodotirosinay 3,5-
diyodotirosina marcada a la determinacion
de muestras de orina de neonatos
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I. 1. INTRODUCCION

I 1.1. Hipotiroidismo congénito

El hipotiroidismo congénito (HC) es una enfermedad cuyas principales causas incluyen defectos
del desarrollo de la glandula tiroidea (disgenesia tiroidea), déficits en la produccién de hormonas
tiroideas (dishormonogénesis tiroidea), o defectos en la union o en la sefial de transduccion de la
hormona estimulante de la glandula tiroidea (TSH). EI HC es una de las principales causas
prevenibles de la discapacidad intelectual y fue la segunda ECM incluida en el cribado neonatal®.
Tipicamente, para su determinacion se mide la concentracién de la hormona tirotropina y/o la
hormona tiroxina (T4) en sangre por medio de métodos inmunolégicos®. Sin embargo, la
determinacion de TSH y T4 no sirve para diagnosticar algunas variantes de la enfermedad. A
nivel molecular, para la biosintesis de hormonas tiroideas se requiere yodo, yoduro peroxidasa
(TPO), una fuente de perdxido de hidrégeno, una proteina aceptora de yoduro (tiroglobulina, TG)
y un sistema de captacion y reciclaje de yodo (desyodasas)®. Mutaciones en cualquiera de los

genes relacionados en este proceso puede desembocar en el desarrollo de HC.

El hipotiroidismo por deficiencia de yodotirosina dehalogenasa 1 (ITDD) es un tipo de
hipotiroidismo congénito relacionado con el fallo de la enzima yodotirosina dehalogenasa 1
(DEHAL1), la cual desyoda la 3-monoyodotirosina y la 3,5-diyodotirosina (MIT y DIT,
respectivamente) y recicla el yodo para la sintesis efectiva de hormonas tiroideas®. Este tipo de
HC fue estudiado por primera vez en humanos con la mutacion en el gen que codifica DEHAL1
(IYD, OMIM #612025) en 2008° y, mas tarde, otros autores encontraron concentraciones
significativamente altas de MIT y DIT en orina en personas con mutaciones en el gen 'YD®’. Este
tipo de patologias, cuyo diagndstico molecular no esta muy estudiado, suelen ser determinadas
mediante estudios genéticos. Asi, en el cribado neonatal el estudio genético también es importante
y se emplea para determinadas patologias®®. De hecho, en lo que respecta a HC, en determinadas
poblaciones (consanguinidad, deficiencia de yodo) el estudio genético puede ser de vital
importancia, tal y como ha puesto de manifiesto un reciente estudio sobre la poblacién de Sudan?.
Esto sugiere que, independientemente del tipo de andlisis, aun cuando un método pueda no ser
asumible a gran escala, si puede ser interesante para determinadas patologias y poblaciones. Esta
asuncion, respaldada por el creciente campo de la medicina personalizada'!, también aplica al
cribado neonatal y, en ese sentido, seria interesante disponer de un método validado para estudiar

los niveles de MIT y DIT en muestras de orina'?.
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Figura 1. Estructuras de la 3-monoyodotirosina y la 3,5-diyodotirosina

I. 1.2. Determinacion de metabolitos del tiroides por HPLC-MS

Como se ha comentado previamente, niveles altos de MIT y DIT en orina son una posible
manifestacién del ITDD. En general, los metabolitos del tiroides (THMs, siglas en inglés) son
una fuente importante de informacion y son ampliamente estudiados en endocrinologia®®. Estos
compuestos se forman a partir del aminoéacido tirosina (en TG), mediante la adicion de atomos de
yodo en los anillos aromaéticos y reacciones de acoplamiento. La determinacién de THMs y de
hormonas tiroideas ha sido llevada a cabo en una gran variedad de muestras clinicas y biol6gicas
empleando HPLC-MS5714-28 y GC-MS?*2%5, Sin embargo, pocos métodos han sido desarrollados
para determinar MIT y DIT y ninguno de ellos ha sido aplicado a estudiar ITDD en neonatos. El
descubrimiento de nuevos THMs y su interés clinico se ha visto ralentizado debido a la
inestabilidad térmica y a la fotosensibilidad de esta familia de moléculas. Asi, Hansen et al.*
publicé recientemente un articulo donde mostraba la fotélisis y degradacion de triyodotironina a
diyodo- y monoyodo-tironina bajo condiciones estandares de trabajo en laboratorio. Por esta
razon, algunos investigadores han intentado emplear antioxidantes inespecificos durante la
preparacion de la muestra para evitar posibles degradaciones, sin mostrar resultados

concluyentes®.

La cromatografia liquida de alta resolucion junto a la dilucion isot6pica ha sido descrita como el
método analitico por excelencia en la investigacion del metabolismo tiroideo por su alta
sensibilidad, especificidad y reproducibilidad?. Asi, se han desarrollado y validado métodos de
referencia para la medida de hormonas tiroideas por el Instituto Nacional de Estandares y
Tecnologia (NIST)?"28 de Estados Unidos y por la Federacion Internacional de quimica clinica y
medicina de laboratorio (IFCC)?. Por otro lado, estos métodos han sido refrendados por el Comité
de Trazabilidad en Medicina de Laboratorio (JCTLM)*. Adicionalmente, en el andlisis de THMs
los métodos presentan diferentes procedimientos para el tratamiento de muestra con el fin de: 1)
evitar la supresion de la ionizacion en la fuente de ionizacion por electrospray, 2) eliminar
compuestos abundantes, los cuales podrian interferir en la determinacién y 3) incrementar la

cantidad de analito inyectada a través de una preconcentracion o una derivatizacion de la muestra.
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Sin embargo, una revision reciente sobre los métodos de anélisis de metabolitos tiroideos indicaba
la ausencia de patrones marcados isotopicamente, lo que implica una escasa (0 inexistente)
correccion de los efectos de matriz y evaluacion de la eficacia de extraccién y/o derivatizacion
durante la preparacion de la muestra®. Actualmente no se pueden adquirir patrones comerciales
de DIT marcados isotépicamente y solo una empresa comercializa *C¢-MIT (precio: 1000$/10
mg), lo que limita el desarrollo de métodos fiables parala determinacion de estos analitos y en

consecuencia la calidad de los resultados obtenidos.
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l.2. OBJETIVO

El objetivo del primer capitulo de esta Tesis Doctorales la sintesis de dos metabolitos del tiroides
marcados isotdpicamente, la 3-monoyodotirosina (MIT) y la 3,5-diyodotirosina (DIT), y su
purificacion, caracterizacion analitica y aplicacién al analisis de MIT y DIT en muestras de orina
liquida e impregnadas en tiras de papel (DUS) utilizando el analisis por Dilucion Isotopica y la
Cromatografia Liguida de Alta Resolucidén acoplada a Espectrometria de Masas en tandem
(HPLC-MS/MS). La consecucion de este objetivo requiere el desarrollo de un procedimiento de
preparacion de muestra, de un método de medida de la distribucion isotépica un método de

analisis por HPLC-MS/MS y la validacion del mismo.
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I. 3. EXPERIMENTAL
I. 3.1. Reactivos y materiales

La L-tirosina marcada con un atomo de **N (**N-tirosina) y la creatinina marcada con un 4&tomo
de C (grupo metilo) se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). La L-tirosina
marcada con dos atomos de **C (posiciones 3 y 5 del anillo aromatico) se adquirié en Cambridge
Isotope Laboratories (MA, USA). ElI HBFs se compré en Sigma-Aldrich. El reactivo
tetrafluoroborato de bis(piridina)yodonio (1), abreviado IPy.BF4, fue sintetizado y proporcionado
por el Grupo de Sintesis Organica Selectiva del Departamento de Quimica Orgénica e Inorgénica
de la Universidad de Oviedo. Los patrones de 3-monoyodotirosina y 3,5-diyodotirosina se
compraron en Acros Organics (Geel, Bélgica). El acido formico (FA), el &cido trifluoroacético
(TFA), el hidréxido sodico (NaOH) y el butanol-clorhidrico se adquirieron en Sigma-Aldrich. El
acetonitrilo (ACN) calidad “optima LC-MS” se adquirié en Fischer Scientific (MA, USA). El
agua ultrapura empleada en la preparacion de las fases moviles y de las disoluciones se obtuvo

con un sistema de destilacién PureLab Flex 4 de ELGA Labwater (Lane End, Reino Unido).

Las muestras de orina liquida e impregnadas en tiras de papel (DUS, por sus siglas en inglés) se
obtuvieron en el Laboratorio de Metabolopatias del Hospital Universitario de Santiago de
Compostela. Estas muestras se enviaron congeladas y se mantuvieron a -20 °C hasta su analisis.
Las muestras en tiras de papel se recogieron en papel SS903 (Schleicher & Schuell, Alemania).
Los tubos Eppendorf® de 1,5 mL se adquirieron en Sigma. Los viales de cristal de 2 mL se

adquirieron en DISMED (Asturias, Espafia).

l. 3.2. Instrumentacion

La separacion cromatografica se llevd a cabo en un cromatdgrafo de liquidos de ultra alta
resolucion (UPLC) de Agilent series 1290 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). El
sistema de UPLC estaba acoplado a un espectrémetro de masas de tipo triple cuadrupolo Agilent
modelo 6460, equipado con una fuente de ionizacon “jet-stream”. Se trabajé en modo de
ionizacion positivo. El sistema de cromatografia preparativa utilizado a lo largo de este capitulo
fue un Agilent modelo Infinity 1260. Se emple6 un horno HERAEUS® de Thermo (MA, USA)
para los estudios de estabilidad a 50°C y una balanza analitica modelo AB204-S (Mettler Toledo,
Zurich, Suiza) para la preparacion gravimétrica de todas las disoluciones. Para llevar a cabo las
centrifugaciones se emple6 una centrifuga Micro STAR 17 de VWR (PA, USA), mientras que las
evaporaciones se realizaron en un evaporador MiVac de Supelco (St. Louis, MO, USA). Todas
las disoluciones se homogeneizaron empleando un agitador tipo Vortex (VELP Scientifica,

Usmate Velate, Italia). Para la evaporacion de los crudos de reaccion se empled un rotavapor
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Buchi (Flawil, Suiza). Asi mismo, también se empledé un pH-metro Basic 20 de Crison
(Barcelona, Esparia) para ajustar el pH de las disoluciones y fases moviles y también para llevar

a cabo la precipitacién del DIT sintetizado.

l. 3.3. Procedimientos

1. 3.3.1. Sintesis, purificacion y caracterizacion de **N-monoyodotirosina y **C,-diyodotirosina.

Aproximadamente 100 mg de °*N-tirosina se introducen en un matraz de 50 mL y se afiaden 5 mL
de acetonitrilo. A continuacién, se afiaden 0,37 mL de HBF4 48% (p/p) y se disuelve el sélido
mediante agitacion. Por Gltimo, se afiaden 200 mg de IPyBF. lentamente, en una atmosfera de
nitrogeno y con una agitacion suave. La reaccion tiene lugar rapidamente, observandose un
cambio de color del incoloro al amarillo. Seguidamente, se evapora el disolvente empleando vacio
(8-10° mbar) para purificar el producto de algunos sub-productos como el yodo elemental o la
piridina. La purificacion del sélido se lleva a cabo por cromatografia preparativa. Para ello, se
disuelve el sélido en 2 mL de ACN 10% (v/v) y TFA 0,1% (v/v) (fase movil inicial) y se inyectan
alicuotas de 100 pL en el equipo. Las condiciones de separacion se detallan en la Tabla 1.

Aproximadamente 100 mg de **N-tirosina se introducen en un matraz de 50 mL y se afiaden 5mL
de acetonitrilo. A continuacién, 0,37 mL de HBF. 48% (p/p) se afiaden y se disuelve el s6lido con
agitacion. Por ultimo, se afiaden 490 mg de IPyBF, rdpidamente, en una atmosfera de nitrégeno
y con una agitacién fuerte. La reaccion tiene lugar rapidamente, observandose un cambio de color
del incoloro al naranja. Seguidamente, se evapora el disolvente empleando vacio (8-10 mbar)
para purificar el producto de algunos sub-productos como el yodo elemental o la piridina. En este
caso, la purificacion se realiza mediante la precipitacion del DIT al ajustar el pH al punto
isoeléctrico del compuesto (pH=4,29). Para ello, el crudo de reaccion se disuelve en 5 mL de
agua, se filtra y se le afiade, gota a gota y bajo agitacion, una disolucién de NaOH 3 M hasta que
aparece un precipitado abundante. El precipitado se filtra y se lava con agua desionizada.
Seguidamente, el sdlido se disuelve en 5 mL de HCI 1% (v/v) y se repite la precipitacion del DIT.

Tras su filtracion y secado, el sélido se guarda en oscuridad, bajo atmosfera de nitrégenoy a4 C.
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Tabla 1. Parametros seleccionados para la purificacién cromatogréafica de >*N-MIT.

Cromatdgrafo Agilent Infinity 1260
Columna AerisPeptide XB-C18

(Phenomenex)
Dimensiones 250x4,6mm X5um
Temperatura 25°C
Longitud de onda 280 nm
VVolumen de inyeccion 100 pL
Flujo 2 mL/min
Fase A 0,1% é&cido férmico en agua
Fase B ACN, 0,1% 4cido férmico
Método de separacién Tiempo (min) - % B

0 8

5 8

24 70

29 70

29,5 8

49,5 8

I. 3.3.2. Preparacion de las muestras de orina liguida y de orina impregnada en tiras de

papel

Las muestras de orina se transportaron y almacenaron congeladas a -20°C para asegurar su
preservacion. Para el analisis, las muestras se descongelan y se centrifugan (14000 rpm) a 4 °C
durante 10 minutos. Después, se pesan 0,2 g de orina en un vial de cristal y se afiaden
aproximadamente 0,1 g de una disolucién de 100 ug-g* de creatinina y 0,1 g de una disolucion
que contiene una mezcla de 2,5 ng-g* de *N-MIT y C,-DIT. Tras mezclar mediante agitacion
vigorosa, las disoluciones resultantes se evaporan y se reconstituyen con una disolucién de HCI
3M en butanol. A continuacidn, los viales se centrifugan a 14000 rpm durante 5 minutos y el
sobrenadante se transfiere a otro vial de cristal para completar la derivatizacion a 70°C durante
30 minutos. Finalmente, las muestras se evaporan, se reconstituyen en 50 uL de acido férmico al

0,1%, se centrifugan y el sobrenadante se trasvasa a un vial de cromatografia.

Las muestras de orina impregnadas en papel también se transportaron y almacenaron congeladas
a -20°C. Para el analisis, las muestras se descongelan a temperatura ambiente y se toman 12
secciones de 1/8 de pulgada por muestra empleando un cortador circular. A continuacion, las

secciones de papel son tratadas con 300 pL de H2O en tubos Eppendorf® de 1,5 mL mediante
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agitacion a 700 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se retira el papel
y los tubos se vuelven a centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos, tras lo cual se transfieren 200
puL del sobrenadante a viales de cristal de 2 mL. Finalmente, al extracto se afiaden
aproximadamente 0,1 g de una disoluciéon de 100 pg-g* de *C-creatinina y 0,1 g de una
disolucion que contiene una mezcla de 2,5 ng-g* de ™N-MIT y BC,-DIT siguiendo, a
continuacion, el procedimiento ya descrito anteriormente para las orinas liquidas. Este proceso se

resume en la Figura 2.

Extraccién de analitos en DUS

Neonato

B O © q
— \‘«\\; O 0 mo \‘v--m

</

O o =\
— ° o ©°9%e
Tarjetade orina \ .0 O

Nombre:
Fecha:

H,O

Muestras de orina/Extractos

& ‘ 13C-creatinina

BN-MIT

/-\ 13C,-DIT

M = 1) Evaporacion Reconstitucion e
2) Butanol HCI 3N inyeccion en HPLC
30 min, 70 °C
10 min, 14000 rpm 3) Evaporacion

4°C

Figura 2. lHustracion del procedimiento de preparacion de muestra para el anélisis de MIT y DIT
por Dilucién Isotépica-HPLC-MS/MS en muestras de DUS y de orina.

I. 3.3.3. Anélisis LC-MS/MS de las muestras

La separacion cromatogréfica de creatinina, MIT y DIT se llevo a cabo usando una columna de
fase reversa Zorbax C18 eclipse plus (2,1mm x 50mm and 1,8 pm). Para los anélisis se empled
una separacion en gradiente, con dos fases mdviles A (0,1 % (v/v) FA) y B (0,1 % (v/v) FA en
ACN). Las condiciones experimentales para la separacion cromatografica se presentan en la Tabla
2. Las medidas por MS/MS se realizaron con ionizacion positiva y con el modo de medida de

monitorizacion de reaccion seleccionada o Selected Reaction Monitoring (SRM). Los parametros
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instrumentales para la deteccion de los compuestos se optimizaron mediante la inyeccion directa
de una disolucién de MIT y DIT de 1 pg-g* en una mezcla 1:1 de las fases méviles A y B. La
adquisicion y el tratamiento de datos se realiz6 empleando el programa Agilent MassHunter
Workstation versién B.06.00. Las condiciones experimentales optimizadas del espectrémetro de

masas se presentan en la Tabla 3.

Tabla 2. Parametros seleccionados para la separacion cromatografica de MIT y DIT.

Cromatoégrafo Agilent Infinity 1290
Columna Zorbax Eclipse C18
Dimensiones 50 x 2,1mm x 1,6pm
Temperatura 25°C

Volumen de inyeccion 10 uL

Flujo 0,4 mL/min

Fase A 0,1% é&cido férmico en agua
Fase B ACN, 0,1% acido férmico

Separacién cromatogréfica

Tiempo (min) - % B

0 2
9 35
10 80
11 80
12 2
15 2

Tabla 3. Parametros seleccionados para la deteccion de MIT y DIT

Espectrémetro de masas Agilent 6460

Fuente de ionizacion Electrospray jet stream
Modo de ionizacion Positivo

Temperatura del gas 250 °C

Flujo del gas 9 mL/min

Temperatura del gas envolvente 400 °C

Flujo del gas envolvente 11 mL/min
Presion del nebulizador 25 psi
Voltaje del capilar 4000 V
Voltaje de la entrada 1000 V
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o Energia de
Transicion colisién, CE (V) Fragmentor (V)
114—86 5 135
Creatinina 115—87 5 135
116—88 5 135
364—262 5 135
365—263 5 135
MIT
366—264 5 135
367—265 5 135
490—388 10 135
491—389 10 135
DIT
492—390 10 135
493—391 10 135

I. 3.3.4. Célculo de concentraciones mediante IDMS con doble trazador

El modelo matemético empleado en este capitulo esta basado en el descrito en la introduccién
para el célculo de moles de compuestos naturales empleando trazadores isotépicos multiples e
IPD.

A la muestra (s), que contiene 3-monoyodoatirosina (MIT) y 3,5-diyodotirosina (DIT), se le afiade
una cantidad conocida de **N-MIT (trazador 1, t1) y °C,-DIT (trazador 2, t2). El nimero de moles

(N) de MIT y DIT en la mezcla (m) viene dado por las ecuaciones (13) y (14):

NMIT = NMIT 4 NMIT 4 NMIT(13)

Np'™ = N2'T + N4 + NG'T (14)

Donde NMIT NMIT NMITy NMIT son el niimero de moles de MIT en la mezcla, muestra, trazador

1y trazador 2 (impureza *3C,-MIT), respectivamente, y N2IT NPIT NBITy NDIT

son el numero
de moles de DIT en la mezcla, muestra, trazador 1 (impureza *N-DIT) y trazador 2,

respectivamente.

Tras la adicion y homogenizacion de la muestra una fraccion de MIT podria convertirse en DIT,
0 viceversa, durante cualquiera de las etapas de la preparacion de muestra. Si se asume que el

equilibrio isotopico tiene lugar antes de que ocurra cualquiera de las reacciones de
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interconversion, se pueden establecer nuevas ecuaciones para los balances de masa, (15) y (16),
donde F1 refiere a la fraccion de MIT transformada en DIT y F2 a la fraccién de DIT transformada

en MIT:

Np'T = (NI + N + NE'TY x (1= F1) + (NO'T + N5 + NYT) x F2 (15)

NBIT = (NPT + NBT + NBT) x (1= F2) + (NMIT + NMIT + NYIT) x F1 - (16)

Estas nuevas ecuaciones se pueden transformar en fracciones molares (x) para cada isotop6logo
(%s=Ns/Nm, Xa=Nu/Nm ¥ X2=Nw/Nm) usando balances de masas parciales de las ecuaciones (15) y
(16), lo que generaria las ecuaciones (17), (18) y (19) para MIT y (20), (21) y (22) para DIT:

MIT DIT
xMIT __ Ny (1—F1)+N5 F2 (17)
N - NTAY/IIIT
MIT DIT
xMIT _ Ntl (1—F1)+Nt1 F2 (18)
t1 - NTAY/IIIT
MIT DIT
xMIT _ NtZ (1—F1)+Nt2 F2 (19)
t2 - NTIIV{IT
DIT MIT
DIT _ Ns (1-F2)+Ng"'"' F1
Xs = = NDIT (20)
m
DIT MIT
xDIT _ Ntl (1—F2)+Nt1 F1 (21)
t1 - N‘YEY)IIT
DIT MIT
xDIT _ NtZ (1—F2)+Nt2 F1 (22)
tz2 = NT%IT

La composicion isotpica medida para cada compuesto se expresa como una funcién de tres
perfiles isotopicos, el del compuesto natural, el del compuesto marcado en *N y el del compuesto
marcado en *C, como se describe en las ecuaciones (23) y (24). Asi, se pueden obtener los
sistemas de ecuaciones descritos en (15) y (16) para MIT y DIT, respectivamente, y, tal y como
se ha detallado previamente, al aplicar una regresion linear multiple se obtiene seis fracciones
molares (3 para MIT y 3 para DIT), las cuales se emplearian para resolver las ecuaciones (17) a

(22).
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FATVMIT ASMIT  ALLMIT  pt2,MIT
1 1 MIT e
1
m,MIT s,MIT t1,MIT t2,MIT Xs
Az — Az Az Az x| xMIT| & €2 (23)
m, S, t1, t2, e
MIT MIT 1,MIT 2,MIT t1 3
A3 A3 A A MIT o
t2 4
m,MIT s,MIT t1,MIT t2,MIT
A L4 A AMIT |
4 4 4 4
- »m,DIT s,DIT t1,DIT t2,DIT
Aj A] A Aj LDIT e,
m,DIT s,DIT t1,DIT t2,DIT s
4, — 43 A, A3 x | x2IT| + €2 (24)
ATDIT ASPIT  AtLDIT  pt2,DIT t1 e
3 3 3 3 xPIT e
m, S, ) t2,
A DIT DIT Atl DIT A 2 DIT t2 4
B 4 4 4

En las ecuaciones (23) y (24), A®, A™ y Ai? son las distribuciones isotGpicas para cada compuesto
en las 4 masas medidas. La distribucién isotépica de los fragmentos moleculares, A", se midieron
a 4 masas diferentes usando las transiciones para MIT y DIT que se detallan en la Tabla 3,
integrando las areas de los picos cromatograficos correspondientes y dividiendo cada area de pico
por la suma de las areas de las 4 transiciones SRM. Una vez se han calculado las fracciones
molares, los factores de interconversion F1 y F2 se pueden calcular dividiendo las ecuaciones
(18) y (19) para MIT y (21) y (22) para DIT. De esa forma, se obtienen las ecuaciones (25) y (26),
donde las Unicas incognitas son F1y F2:

Fl(xAgITNMIT xtllTNtI\éllT) + Fz(x%ITNDIT xngNt IT) — (xMIT MIT _ xngNgl]/{IT) (25)

Fl(X?IT MIT ITNtAé”T) + FZ(XtDIT DIT _ xtDZITNtL?LIT) — (xDITNDIT ITNDIT) (26)

Es importante resaltar que estas dos ecuaciones se simplifican notablemente cuando los trazadores
empleados son puros, ya que N4'T=0 y N3T=0. Una vez se calculan los factores F1 y F2, las
cantidades de MIT y DIT corregidas con la posible interconversion se calculan dividiendo las
ecuaciones (17) y (18) para MIT y (20) y (22) para DIT, de tal forma que de las dos ecuaciones
con dos incognitas finales NM'T y NPT se obtienen las concentraciones corregidas de MIT y de
DIT:

NMIT(1— F1) + NPITF2 = M,T(Nt“{”u F1) + N3ITF2) 27)

NYTFL+ NPT (1= F2) = 5m (NBT(1 = F2) + NYTF1) (28)
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Adicionalmente, estas ecuaciones se reducen a la ecuacion convencional de la Dilucion Isot6pica

cuando los factores de interconversién son cero, tal como se puede observar en las ecuaciones

(17)y (18):

MIT
N =

DIT _
Ny =

_xyr NMIT (29)
XMIT t1
t1
xbIT NDIT (30)
XDIT t2

Para convertir el nimero de moles Ns a concentraciones Cs se deben tener en cuenta los pesos

tomados y los pesos moleculares de los compuestos, tal como se ha descrito previamente en la

introduccion.
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I. 4. RESULTADOS Y DISCUSION

I. 4.1. Sintesis y purificacion de tirosinas marcadas

Durante el desarrollo de este trabajo no estaban comercialmente disponibles patrones de MIT y
DIT marcados isotdpicamente. Por ello, se llevé a cabo su sintesis empleando la yodacion de
tirosina marcada. La reaccion de yodacion de anillos aromaticos a temperatura ambiente requiere
el uso de reactivos especificos como el IPy,BF.. Los esquemas de reaccion para la sintesis de *°N-
MIT y de *C,-DIT se presenta en la Figura 3.

1) 5 equiv HBF,

= N F o] o]
o 2) 1 equiv (\ /Nfl—N/ \> B |
= £
Q/W)LOH Mo+ >
HO 15NH, CHyCN HO '5NH; HO 1SNH,
|

1) 5 equiv HBF,

— F o o
0 3
D22equv ( N-N Y LB L
=/ " F * OH OH

OH
NH; CH,CN HO

*

HO "

* lEC

Figura 3. Esquemas de reaccion para la sintesis de A) °N-MIT y B) ¥C2-DIT

Para la sintesis de **C,-DIT se empled un exceso de agente yodante para garantizar que no quedara
13C,-tirosina sin reaccionar y evitar la formacion del producto monoyodado (**C,-MIT), lo que
conduce a un elevado rendimiento de la reaccion (71%). La purificacion se llevo a cabo
empleando una precipitacion a pH 4,30 que se corresponde con el punto isoeléctrico del DIT. En
la Figura 4 se presentan los cromatogramas obtenidos por MS en modo SCAN antes y después de
la purificacion. La relacion entre las areas de pico de MIT y DIT disminuy6 desde 1:60 a 1:90

después de la purificacion.

Por otro lado, la reaccion de yodacion de la >N-tirosina para obtener la *®N-MIT presentd un
rendimiento de reaccion menor (44%), ya que el control de la formacién del producto diyodado
se basa en la velocidad de agitacion y de adiccion del reactivo yodante, el cual se usé en una
cantidad estequiométrica 1:1. La relacion de areas de pico MIT:DIT tras la reaccion fue 3:2. En
este caso se llevd a cabo una purificacion por cromatografia preparativa, al haber requerido la
precipitacion de MIT oscuridad y varios meses a 4 °C. Tras la purificacion, el ratio MIT:DIT en

el producto final obtenido fue de 1:350. En la Figura 4 se presentan los cromatogramas obtenidos
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por MS en modo SCAN antes y después de la purificacion del crudo de la sintesis *C.-DIT
mientras que en la Figura 5 se presentan los cromatogramas obtenidos por MS en modo SCAN
antes y después de la purificacion del crudo de la sintesis de *N-MIT. La Figura 6 muestra una

imagen de los productos sélidos obtenidos en su forma cristalina.
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Figura 4. Cromatograma LC-ESI-MS en modo SCAN del producto de sintesis **C>-DIT
(A) antes y (B) después de su purificacion.
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Figura 5. Cromatograma LC-ESI-MS en modo SCAN del producto de sintesis *N-MIT

(A) antes y (B) después de su purificacion.
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Figura 6. Imagen de viales conteniendo DIT y MIT en estado solido.

I. 4.2. Medida de la composicion isotépica de MIT y DIT mediante HPLC-ESI-
MS/MS

Con las condiciones cromatograficas descritas en la Tabla 2, los tiempos de retencién para
creatinina, MIT y DIT fueron 0,5, 7,8 y 8,8 minutos, respectivamente. Se utilizé el valor de
creatinina para normalizar los valores de las concentraciones de MIT y DIT medidas en muestras
de orina liquida y de orina impregnada. Se selecciond el ion molecular protonado [M+H]* como
ion precursor para los tres compuestos debido a su elevada intensidad. Los iones producto
[(M+H)-102]*, provenientes de la pérdida de C4Hg, H:O y CO por disociacion inducida por
colision (CID), se seleccionaron tanto para MIT como DIT debido a su elevada intensidad. Por
otro lado, el ion producto mas abundante para la creatinina fue la pérdida de CO. Las energias de
colision y el voltaje del “fragmentor” fueron 5 V y 135 V para MIT, y 10 V y 135 V para DIT.
Todos los parametros instrumentales del espectrometro de masas se detallan en la Tabla 3.

La medida de la composicion isotdpica de compuestos de abundancia natural se estudid
inyectando 1 pg g* de las disoluciones de cada compuesto. Los resultados experimentales
obtenidos se compararon con las distribuciones isotopicas tedricas obtenidas para las transiciones
MRM seleccionadas empleando el software IsoPatrn®?L. En la Tabla 5 se puede comprobar que
los valores experimentales coinciden con los valores tedricos salvo en la transicion 490-388 de
13C,-DIT debido a una impureza del producto natural que aparece en los sucesivos analisis, por
lo que, para DIT, a la hora de hacer los ajustes se emplearon los valores experimentales, ya que

emplear los tedricos induciria a un error en la determinacion.
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Tabla 5. Comparacion de las distribuciones isotopicas tedricas y experimentales para MIT y DIT
naturales y marcados.

L - Valor Desviacion
Compuesto Transicion Valor tedrico . . _
experimental estandar (n=5)
364—262 0,91104 0,91142 0,00016
365—263 0,08345 0,08311 0,00017
MIT
366—264 0,00521 0,00526 0,00003
367—264 0,00025 0,00025 0,00000
364—262 0,00823 0,00777 0,00006
365—263 0,90686 0,90900 0,00050
BN-MIT
366—264 0,07973 0,07838 0,00047
367—265 0,00494 0,00485 0,00012
490—388 0,91115 0,91164 0,00034
491—389 0,08335 0,08287 0,00032
DIT
492390 0,00525 0,00524 0,00001
493—391 0,00025 0,00024 0,00000
490—388 0,00008 0,02132 0,00024
491—389 0,01668 0,01885 0,00018
13C,-DIT
492—390 0,91906 0,90019 0,00048
4935391 0,06418 0,05963 0,00034

I. 4.3. Célculo del enriquecimiento isotépico, concentracién y pureza de °>N-MIT y
13C.-DIT

El uso de IDMS y regresion lineal multiple permite la determinacion de los analitos sin recurrir a
un calibrado metodoldgico. Sin embargo, esta metodologia requiere la caracterizacion previa de
los patrones marcados. En nuestro laboratorio se ha desarrollado un procedimiento para
determinar el enriquecimiento isotépico de moléculas basado en la medida de la distribucion
isotopica obtenida empleando espectrometria de baja resolucion. Para lograr esto, se inyectaron
disoluciones individuales de los patrones marcados, a una concentracion de 1 pg-g*, en el equipo
(n=5). Los enriquecimientos isotdpicos obtenidos para los productos sintetizados y purificados
fueron 99,13 + 0,06 % y 99,10 + 0,02 % para SN-MIT y **Co-DIT, respectivamente.

Por otro lado, la concentracion de los patrones se calculé por dilucidn isot6pica inversa usando

compuestos de abundancia isotopica natural. Asi mismo, la pureza de los productos sintetizados
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se determind midiendo las impurezas de ®N-DIT en ®N-MIT y *C,-MIT en *C,-DIT. Los
porcentajes obtenidos fueron 0,07% (p/p) y 1,32% (p/p) para *°N-MIT y ¥C,- DIT,
respectivamente. Estos valores se tuvieron en cuenta en los calculos IDMS con trazador doble,

tal y como se indica en las ecuaciones de la Seccion I. 3.3.4.

I. 4.4. Estudios de estabilidad de MIT y DIT en disolucién

Algunos estudios previos realizados por otros autores han demostrado la degradacion de
moléculas con yodo y sugieren el empleo de antioxidantes para prevenir tal efecto?’2,
Recientemente, Hansen et al. * describieron la degradacion de diferentes metabolitos tiroideos a
diferentes pH, asi como su degradacién fotolitica. Sin embargo, Richards et al.*> demostraron la
estabilidad de estos compuestos detras varias etapas de congelacion y descongelacion. No
obstante, la estabilidad de MIT y DIT no ha sido estudiada hasta la fecha. Para solventar esta
situacion se realizé un experimento de dilucion isotdpica inversa con el fin de determinar la
concentracion de ®N-MIT y B*C,-DIT en disoluciones almacenadas bajo diferentes condiciones
con el fin de evaluar su posible comercializacion. El primer experimento consisti6 en un estudio
de estabilidad acelerado de disoluciones individuales de los patrones marcados de 1 pug g* a
diferentes pH, de acuerdo con la guia 111 de la Organizacion para la Cooperacion Econdmica y
el Desarrollo (OECD).

El estudio de estabilidad consistié en medir por triplicado la concentracién de las disoluciones
tamponadas a pH 4, 7 y 9 y almacenadas a una temperatura de 50°C y oscuridad durante 5 dias.
Para el ajuste del pH se emplearon disoluciones reguladoras compatibles con la fuente ESI:
formato amonico 10 mM, bicarbonato aménico 10 mM y acetato aménico 10 mM. Los resultados
obtenidos se presentan en la Figura 7. Los valores obtenidos se presentan como el porcentaje de
la concentracion medida con respecto a la concentracion inicial (t=0). Como se puede observar,
en todos los casos se observd una disminucién entre el 10 y el 20% con respecto a la concentracion
inicial. Ademas, estos resultados concuerdan con los publicados por Hansen et al., al observarse

una mayor degradacion de DIT en medio acido.
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Figura 7. Porcentaje de la concentracion medida con respecto a la concentracion inicial (t=0) para
A) MIT y B) DIT en disoluciones de 1 pug-g* de **N-MIT y *C>-DIT tamponadas apH 4, 7y 9,
almacenadas a 50 °C en oscuridad y medidas por triplicado durante 5 dias.

Por Ultimo, se estudid la estabilidad a largo plazo (6 meses) de disoluciones individuales de **N-
MIT y 3C,-DIT (1 pg/g) en 0,1 % écido férmico y almacenadas a 4°C y en oscuridada a lo largo
de 180 dias. Los resultados se presentan en la Figura 8. Con el fin de poder comparar mejor los
resultados se representa en el eje de ordenadas la relacion en porcentaje entre la concentracion
medida en cada momento y la concentracion inicial. Como se puede observar, los resultados
variaron entre un 93 y un 104% a lo largo de todo el proceso, indicando que las disoluciones de
los patrones eran estables, al menos durante 6 meses, cuando se conservaban tal como se ha
indicado.
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Figura 8. Porcentaje de la concentracion medida con respecto a la concentracion inicial (t=0) para
MIT y DIT de disoluciones individuales de 1 pg-g* de **N-MIT y *C>-DIT en &cido férmico 0.1%
almacenadas a 4 °C y en oscuridad a lo largo de 180 dias.

I. 4.5. Efectos de matriz en la determinacioén de MIT y DIT en muestras de orina por
LC-MS/MS

Los efectos de matriz en la fuente ESI se estudiaron para cada compuesto evaluando el efecto de

la cantidad inicial de orina empleada, el volumen de inyeccion y el contenido en creatinina.

Para la evaluacion de la cantidad inicial de muestra se afiadieron 50 ng de MIT y DIT sobre 2 mL
de orina con una concentracion de 1,3 mg g de creatinina. De esta muestra se tomaron diferentes
cantidades (50, 100, 200 y 250 mg) y se analizaron de acuerdo con procedimiento ya descrito
empleando un volumen de inyeccion de 1 pL. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura
9. Como se puede observar, a partir de 200 mg de orina se observa una supresion en la sefial de

los analitos.

Para el siguiente experimento se tomaron 200 mg de esta disolucion de orina fortificada en MIT
y DIT, se preparé tal como se ha descrito previamente y se inyectaron diferentes volimenes (1,
2, 5,10y 20 pL). La variacion de sefiales obtenida se presenta en la Figura 10. Como se puede
observar, para 10 y 20 uL se obtuvieron sefiales similares alcanzandose una meseta. Por ello, se
decidi6 tomar 10 uL como volumen 6ptimo, ya que un volumen mayor no supone un incremento
de la sefal, pero si un incremento en la matriz introducida en la fuente lo que puede afectar al

funcionamiento de la fuente ESI en secuencias largas de analisis.
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Finalmente, se estudio el efecto de dilucion de la muestra en la sefial. Para ello se prepararon 5
diluciones de la muestra inicial de 200 mg: sin dilucion, dilucion 1:1, dilucién 1:2, dilucién 1:5,
dilucién 1:10 y dilucién 1:24. Todas estas disoluciones se fortificaron con la cantidad suficiente
de MIT y DIT para tener una concentracion de 2,5 ng-g* tras la dilucién. Se utilizé un volumen
de inyeccién de 10 pL y los resultados obtenidos se presentan en la Figura 11. En ella se puede
comprobar que las sefiales obtenidas por LC-ESI-MSMS para MIT y DIT aumentan con el factor
de dilucion. Este resultado demuestra el efecto que tiene la matriz en la supresion de la ionizacion
en la fuente de ionizacion, lo que justifica sobradamente la necesidad de utilizar compuestos
analogos marcados isotopicamente a los que se va a determinar para compensar los efetos de

matriz, tal como se demostrara en las siguientes secciones.
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Figura 9. Variacion de la sefial de MIT y DIT obtenida por LC-ESI-MS/MS con la cantidad de
muestra inicial.
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Figura 10. Variacion de la sefial de MIT y DIT obtenida por LC-ESI-MS/MS con el volumen de
inyeccion.
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Figura 11. Variacién de la sefial de MIT y DIT obtenida por LC-ESI-MS/MS con el factor de
dilucién de la muestra.

I. 4.6. Estudios de recuperacion para el analisis de muestras liquidas.

Se realizaron estudios de recuperacion empleando una misma muestra de orina humana a partir
de la cual se prepararon diluciones 1:2, 1:5, 1:10 y 1:24. Estas disoluciones se fortificaron con
MIT y DIT a tres diferentes niveles de concentracion (0,25, 0,625y 1,25 ng-g?) y se analizaron
segun se describe en la seccion 3.3.2. Los resultados obtenidos se procesaron empleando las

ecuaciones de la Dilucidn Isotopica sencilla y maltiple, con el fin de comparar ambos métodos.
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Los resultados obtenidos para las diferentes fortificaciones y factores de dilucion ensayados se
presentan en la Tabla 6. Los valores de recuperacién globales se obtuvieron como la pendiente de
la curva obtenida al representar la concentracion afiadida obtenida experimentalmente frente a la
concentracion teérica afiadida. Asi mismo, las cantidades end6genas de MIT y DIT en la muestra
sin diluir se obtuvieron a partir de los factores de dilucion y de la ordenada en el origen. Para la
muestra sin diluir (1,3 mg creatinina/g orina) se obtuvo, en promedio, 2,0 ng-g* de MIT y 0,50
ng-g* de DIT. Como se puede observar en la Tabla 6 los valores de recuperacion se pueden
considerar satisfactorios para todas las diluciones ensayadas salvo para la determinacién de MIT
en la muestra sin diluir. Ademas, aparentemente no hay diferencias en los resultados obtenidos al
emplear la dilucion isotopica sencilla o doble, a excepcion de la determinacion de MIT en la
muestra sin diluir, donde se observa un factor de desyodacién de DIT (F1, formacion de **C,-
MIT) cercano al 20%. Por otro lado, no se observd yodacion de MIT (F2, formacién de **N-DIT)
en ninguna de las muestras. Esto era de esperar puesto que las reacciones de yodacion no suelen

ocurrir de forma espontanea en la naturaleza.

Adicionalmente, es importante resaltar que los valores de recuperacion obtenidos en la orina sin
diluir son probablemente debidos a que la concentracion enddgena de MIT en la muestra sin diluir
(2,0 ng-g) era demasiado alta para las adicciones empleadas (0,25, 0,625 y 1,25 ng-g™), ya que
la incertidumbre de la pendiente es de un 20%, tanto para el calculo por dilucidn isotopica sencilla
como doble. Para un factor de dilucion de 2 la incertidumbre disminuye, aunque sigue siendo alta
(8-10%). Dado que el factor de desyodacién F1 empieza a ser ya importante para un factor de
dilucién 2 (3,7%), se decidid no repetir los experimentos empleando cantidades de MIT
superiores. En su lugar, dada la elevada concentracion de creatinina en la muestra sin diluir, se
optd por recomendar una dilucién 1:5 de la muestra con el fin de obtener recuperaciones
cuantitativas y evitar que ocurran reacciones de interconversion. Del mismo modo, esta
recomendacion implica que las concentraciones pueden ser determinadas a traves de un célculo
de dilucién isotopica sencilla sin necesidad de corregir interconversiones, poco probables bajo las

condiciones ensayadas.
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Tabla 6. Valores de recuperacion obtenidos en el andlisis de muestras de orina liquida fortificadas a
0,25,0,625y 1,25 ng-g*de MIT y DIT con diferentes factores de dilucion y factores de interconversion
promedio F1 (% de desyodacion de DIT) y F2 (% de yodacién de MIT) obtenidos mediante dilucion
isotdpica doble. Los valores de incertidumbre se corresponden con el error de la pendiente del ajuste
de las concentraciones encontradas frente a las concentraciones afiadidas.

Calculo Factor de Recuperacién Recuperacién F1 (%) F2 (%)

dilucion MIT (%) DIT (%) DIT-MIT  MIT—DIT

24 99,7+ 0,7 986+£12 - e

10 102,2+1,3 1050+19 - e

o 5 1025+ 1,6 R R —

2 88,8+£8,2 88,7+17 - e

Sin diluir 33,9+ 20,6 90,084 @ - -

24 102,7 £ 4,2 97,6 +£9,6 -3,6 0,9

IDMS 10 104,5+0,9 95,2+ 39 -2,7 1,0

doble trazador 5 1015+£1.3 98,0+ 3,8 -0,6 -4,7

2 87,4 +10,2 92,7142 3,7 -04

Sin diluir 43,0 £ 18,7 94,0+49 18,7 -0,3

I. 4.7. Estudios de recuperacion para el analisis de orina impregnada en tiras de
papel (DUS)

En el andlisis de DUS la cantidad de muestra tomada depende de la cantidad y la distribucion de
la orina impregnada en la superficie del papel, asi como del nimero y las dimensiones de los
puntos (en inglés spots) tomados para el analisis. Por lo tanto, los valores de concentracion de
MIT y DIT en los DUS requieren ser expresados siempre de forma relativa al contenido de
creatinina, ya que la cantidad exacta de orina tomada de la muestra es desconocida y variable. Por
otro lado, el contenido de la matriz en las muestras extraidas de DUS es mucho menor gue en la
muestra de orina original debido al efecto de dilucién del proceso de extraccion y de la propia

extraccion de matriz por parte de la celulosa del material.

Para los estudios de estabilidad se emplearon dos orinas de recién nacidos fortificadas con MIT y
DIT a tres diferentes niveles de concentracion entre 0,15y 0,9 ng g*. Una vez impregnados los
papeles con las muestras fortificadas se secaron en oscuridad, durante 3h a temperatura ambiente
antes de su posterior extraccion utilizando el protocolo descrito en la seccion de procedimientos.
La principal diferencia con el método descrito para muestras liquidas es que los patrones
marcados s6lo pueden ser afiadidos a la muestra liquida tras la extraccion de los compuestos
naturales de las tiras de papel. La Figura 12 muestra un cromatograma representativo para una
muestra de DUS fortificada con 0,60 ng g de MIT y DIT. Como se puede observar, en las tres
transiciones monitorizadas para cada compuesto se obtienen relaciones sefial-ruido
suficientemente altas como para su correcta integracion. Por otro lado, la Tabla 7 muestra los
valores de recuperacion obtenidos para el analisis de DUS usando los dos procedimientos de
calculo previamente descritos. Para este experimento se emplearon dos muestras conteniendo 1,4

y 2,7 ng de MIT por mg de creatininay 3,1y 5,0 ng de DIT por mg de creatinina. Como se puede
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observar, las recuperaciones obtenidas se encuentran entre 104 y 132 % para ambos célculos y
para las dos muestras estudiadas. Por lo general, se obtuvieron valores ligeramente mejores
empleando el célculo de IDMS sencillo. Asi mismo, los factores de interconversién obtenidos
fueron cercanos a cero en todos los casos (en la Tabla 7 se muestran valores promedios), lo que
significa que para las muestras de DUS no hay interconversion de ningudn tipo, lo cual era de

esperar teniendo en cuenta los resultados para la orina liquida y la influencia de la matriz en los

resultados.
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Figura 12. Cromatograma LC-MS/MS adquirido en modo MRM para una muestra artificial de DUS
fortificada con 0,60 ng-g*de MIT y de DIT en la muestra original de orina liquida

Tabla 7. Valores de recuperacion obtenidos en el analisis de dos muestras de DUS fortificadas en
MIT y DIT en concentraciones entre 0,15 y 0,90 ng-gy factores de interconversion promedio F1y
F2 obtenidos en el calculo de doble Dilucion Isotépica. Los valores de incertidumbre se corresponden
con el error de la pendiente del ajuste de la concentracién encontrada frente a la concentracion
afiadida.

calculo Creatinina en el Recuperaciéon  Recuperacion F1 (%) F2 (%)
extracto (ug -g?) MIT (%) DIT (%) DIT-MIT MIT—DIT
IDMS 45,5 112,94 3,6 1049262 e e
sencillo 85,6 113,1£ 7,7 131,6£17,9 - e
IDMS 45,5 117,6 + 4,2 104,1 % 6,1 5,0 0,0
doble trazador 85,6 1209+82  132,7+186 4,0 0,0

100



CAPITULO 1

I. 4.8. Limites de deteccion y de cuantificacion

Los limites de deteccion (LOD) se calcularon como tres veces la desviacion estandar de seis
blancos de agua empleando el procedimiento descrito para las muestras de orina, ya que no se
pudieron obtener muestras de orina libres de MIT y DIT. Los limites de deteccién obtenidos
empleando el célculo de la Dilucién Isotépica doble fueron 0,019 ng-g* y 0,045 ng-g* para MIT
y DIT, respectivamente, mientras que empleando el célculo de Dilucion Isotopica sencilla se
obtuvieron valores muy similares (0,018 ng-g* y 0,046 ng-g* para MIT y DIT, respectivamente).
Por otro lado, los limites de cuantificacion (LODs) se calcularon como diez veces la desviacion
estandar, obteniéndose valores de 0,06 y 0,015 ng-g* para MIT y DIT, respectivamente.

Afink et al.® obtuvieron LODs de 0,2 pmol-g* para MIT y DIT en disoluciones acuosas, lo que
corresponde a 0,061 y 0,087 ng-g* para MIT y DIT, respectivamente®. Asi mismo, Michlake et
al. 2% obtuvieron valores ligeramente inferiores empleando LC-ICP-MS (0,19 y 0,17 pmol-g para
MIT y DIT, respectivamente). Por lo tanto, el método desarrollado en esta Tesis Doctoral presenta

LODs entre dos y tres veces inferiores a los publicados por estos otros autores.

Por otro lado, los limites de deteccion para los DUS se calcularon empleando seis muestras
independientes de blancos. Estos experimentos se llevaron a cabo con muestras no impregnadas
con orina, de acuerdo al procedimiento descrito previamente. Los valores para cada muestra se
obtuvieron de tres inyecciones y el LOD se calculdé como tres veces la desviacién estandar de la
concentracién encontrada en los blancos (10 veces para el célculo del LOQ). Para MIT el LOD y
LOQ fueron 0,07 y 0,23 ng-g%, respectivamente, mientas que para DIT fueron 0,05y 0,17 ng-g°?,

respectivamente.

I. 4.9. Anélisis de orinas y DUS de neonato

El método analitico desarrollado y el calculo de Dilucion Isotdpica convencional se aplicaron a
la medida de 14 muestras pareadas como orina liquida y DUS. Las muestras provenian del
programa de cribado neonatal del Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela
(CHUS) y fueron tomadas los primeros dias de vida de los recién nacidos y almacenadas a -20 °C
hasta su determinacion. Cabe destacar que este trabajo se ha llevado a cabo bajo los estandares
éticos del CHUS y la Declaracién de Helsinki sobre los principios éticos para la investigacion
médica en la que intervienen seres humanos, lo cual incluye consentimiento informado en la toma
de muestra y anonimizado de las muestras. Con el fin de comparar los resultados obtenidos en los
dos tipos de muestras, los resultados se normalizaron utilizando el contenido de creatinina en las
muestras de orina, de tal forma que los valores finales se encuentran como ng/mg creatinina. Los

resultados obtenidos se presentan en la Figura 13. En ambos grupos de muestras se encontré MIT,
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sin embargo, solo unas pocas muestras de DUS presentaron valores de DIT, con lo cual no fue
posible la comparacién de orina liquida frente a orina impregnada en tira de papel para DIT. En
la muestra nimero 4 (Figura 13) se encontraron valores anormalmente altos de creatinina, tanto
en la orina liquida como en los DUS, por lo que fue eliminada del estudio. Por Gltimo, como se
puede observar en la Figura 13, si tenemos en cuenta las desviaciones de las tres réplicas de
inyeccion, existe una muy buena correlacidn entre los valores de MIT obtenidos en orina liquida
y DUS para todas las muestras. Cabe destacar que la incertidumbre de los resultados es
relativamente alta debido a que cada valor proviene de dos medidas independientes, la del analito

y la de creatinina.

6 - @ Orina
@ DUs

contenido de MIT (ng MIT- mg-! creatinina)
w

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Numero de muestra

Figura 13. Resultados obtenidos en la determinacion de MIT en 14 muestras pareadas como orina
liguida y DUS. La concentracién esta normalizada frente a creatinina (ng MIT -mg™creatinina) y las
barras de error indican la desviacion estandar de 3 medidas independientes.

I. 4.10. Repetibilidad y reproducibilidad en la determinacién de MIT en DUS de

neonato

Dado que el objetivo ultimo de este método analitico es implementarlo en la determinacion de
MIT y DIT en cribado neonatal, se decidié llevar a cabo un estudio de repetibilidad y
reproducibilidad en muestras de DUS. Para ello, se tomaron tres muestras de DUS con diferentes
niveles de MIT y se estudi6 la repetibilidad (n=9 inyecciones), la reproducibilidad diaria (n=3

preparaciones e inyecciones independientes en el mismo dia) y la reproducibilidad entre dias. Los

102



CAPITULO 1

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 8. Para las muestras mas concentradas (DUS1 y
DUS 2) la repetibilidad varié entre un 1y 17 % (promedio 7%), mientras que la reproducibilidad
diaria varié entre un 2 y un 13% (promedio 7,5 %). Sin embargo, la reproducibilidad entre dias
presentaba un valor promedio del 15%, siendo esta variable la mayor fuente de incertidumbre en
el valor final. Por otro lado, la muestra DUS 3, al presentar un valor de MIT maés bajo que el de
las otras dos muestras, la incertidumbre en el valor obtenido es dos veces mayor que el de las
otras dos muestras. Es importante resaltar que, de acuerdo con estudios previos®’, los niveles de
MIT en personas con ITDD deberian ser unas 50 veces superiores a los de personas sin ninguna
patologia endocrina, por lo que, de acuerdo con la sensibilidad y variabilidad del método, el

mismo deberia de ser capaz de discernir entre personas con y sin ITDD.

Tabla 8. Repetibilidad y reproducibilidad diaria y entre dias en la determinacién de MIT en muestras
de DUS. Para cada reéplica se llevaron a cabo 3 inyecciones. La incertidumbre se corresponde con la
desviacion estandar de las tres medidas.

DUS 1 DUS 2 DUS 3
Concentracion Concentracion Concentracion
(ng MIT mg* XD (ng MIT mg™* D (ng MIT mg* R0
i (%) - (%) - (%)
creatinina) creatinina) creatinina)

Réplica 1 4,40+0,62 13,9 5,05+0,65 12,9 0,92+0,14 15,2

Dial Réplica?2 4,32+0,11 2,8 4,10+0,35 8,7 1,14+0,19 15,9
Réplica 3 4,80+0,05 1,0 4,97+0,16 3,5 1,66+0,22 13,8
Promedio Dia 1 4,51+0,27 5,8 4,70+0,52 11,2 1,25+0,38 30,4
Réplica 1 5,18+0,27 51 4,97+0,11 2,4 1,28+0,05 3,8

Dia2 Réplica2 4,45+0,54 12,3 3,85+0,14 3,6 1,06+0,11 11,3
Reéplica 3 4,59+0,49 10,9 4,15+0,19 4.9 1,14+0,16 14,4
Promedio Dia 2 4,75+0,38 8,1 4,32+0,57 13,3 1,17+0,11 94
Réplica 1 3,37+0,19 57 3,66+0,14 3,4 0,87+0,14 141

Dia3 Réplica?2 3,50+0,11 3,3 3,94+0,65 16,6 0,65+0,11 21,4
Réplica 3 3,39+0,19 5,2 3,64+0,33 8,9 0,95+0,11 12,1
Promedio Dia 3 3,42+0,05 2,0 3,75+0,16 4,6 0,84+0,14 17,9
Promedio 4,23+0,65 155 4,26+0,57 13,6 1,09+0,27 26,1
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l.4.11. Determinacion de MIT en DUS de recién nacidos

Hasta la fecha, y hasta donde conocemos, no se han publicado valores de MIT ni de DIT en
muestras de DUS en recién nacidos. Por ello, en este estudio se midieron 38 muestras de DUS
provenientes del programa de cribado neonatal del Hospital Clinico Universitario de Santiago de
Compostela empleando el método desarrollado. Se desconoce si los donantes presentaban ITDD
0 no. Los resultados se presentan en la Figura 14. En todas las muestras se encontraron valores
de MIT, mientras que solo en cuatro de ellas se encontr6 DIT. Asi mismo, dos muestras fueron
eliminadas del estudio por presentar valores de creatinina anormalmente bajos. La mediana de
todos los valores fue 3,4 ng MIT/mg creatinina, con un rango total comprendido entre 0,4 y 26,4
ng MIT/mg creatinina. Los valores encontrados son cercanos a los empleados en la validacion del
método (Tabla 7 y 8). Estos resultados pueden dar una idea inicial de los niveles de MIT
esperables en este tipo de muestras de recién nacidos, aunque la poblacion no es lo
suficientemente grande como para establecer niveles de referencia (control) y, asi, estudiar la

posible prevalencia de ITDD en recién nacidos.

[ = N N
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Contenido de MIT (ng MIT- mg-1creatinina)
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o
I
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Numero de muestra

Figura 14. Concentraciones encontradas para MIT (ng MIT-mg? creatinina) en muestras de orina
impregnada en tiras de papel (DUS) de 36 recién nacidos, ordenadas por aumento de concentracion.
Las barras de error indican la desviacion estdndar de 3 medidas independientes.
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. 5. CONCLUSIONES

El desarrollo de un procedimiento de preparacion de muestra de orina y de orina impregnada en
tira de papel, junto a un método de determinacion por HPLC-MS/MS empleando los aminoacidos
3-monoyodotirosinay 3,5-diyodotirosina marcados isotdpicamente ha permitido la cuantificacion
de estos analitos naturales en muestras de recién nacidos, presentando, por primera vez datos de

concentraciones de MIT y DIT para estos individuos.

La metodologia desarrollada demuestra que los valores de MIT obtenidos en orina'y en DUS son
similares y que pueden emplearse ambos tipos de muestras para llevar a cabo la determinacion.
Asi mismo, para muestras de orina sin diluir se han observado transformaciones de DIT a MIT,
aungue esta interconversion no ocurre en muestras diluidas ni en muestras de DUS. No obstante,
esta interconversion es corregida a través del empleo de diferentes marcas isotdpicas y del calculo
de Dilucion Isotdpica con doble trazador desarrollado por el grupo de investigacién donde se ha
realizado esta Tesis Doctoral.

Por otro lado, los limites de deteccion obtenidos son mejores a los publicados previamente por
otros autores y fueron lo suficientemente bajos como para determinar MIT en todas las muestras
medidas. Sin embargo, para la mayoria de las muestras no se encontraron contenidos de DIT
superiores al LOQ. Este hecho podria explicarse a través de una posible degradacion de las
muestras durante su conservacion, pues no se trataba de muestras frescas, si ho de muestras
almacenadas durante meses e incluso afios. Como se muestra en el estudio de estabilidad
acelerada, hay una mayor degradacién de DIT que de MIT en condiciones de pH acido y neutro

(orina), por lo que es esperable una mayor degradacion del DIT a largo plazo.

En todo caso, es importante resaltar que los niveles de concentracion de MIT y DIT esperables en
personas con la patologia ITDD serian mucho mayores a los recogidos en este trabajo, por lo que

consideramos que esta metodologia es valida para llevar a cabo un estudio poblacional.
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I1.1. INTRODUCCION

I1. 1.1. Trazabilidad de los resultados analiticos al Sistema Internacional de

unidades en la cuantificacion de proteinas y péptidos

Disponer de métodos de cuantificacion absolutos de alta calidad metroldgica, que proporcionen
resultados trazables al Sl, permite la armonizacion y estandarizacion internacional de valores de
péptidos y proteinas, lo cual es especialmente importante en muestras complejas y altamente
variables, como son las muestras bioldgicas 1. Para ello es necesaria la puesta en marcha, en la
mayoria de los casos, de estudios poblacionales y ejercicios de intercomparacion, lo cual requiere
la coordinacion de diferentes laboratorios metroldgicos, generalmente de diferentes paises cada

uno de ellos con instalaciones, personal y metodologias de trabajo diferentes’?.

Una caracteristica de estos métodos es que requieren una rigurosa caracterizacién de la pureza de
los patrones de calibracion empleados y consecuentemente de sus analogos marcados
isotopicamente. La caracterizacion de los compuestos marcados se refiere a la estructura,
concentracion y enriquecimiento isotopico, e implica llevar a cabo estudios complementarios
como son la determinacion de impurezas, de sales o de humedad, todos ellos parametros que
pueden afectar a la pureza (y por ende a la concentracion). Esto es aplicable al caso de los patrones
de péptidos cuya pureza no suele asegurarse por el fabricante ya que se sintetizan en cantidades
pequefias como sales y, al ser en la mayoria de los casos higroscopicos, absorben humedad. Los
procedimientos que se han empleado para caracterizar péptidos incluyen la identificacion y
cuantificacion de posibles “impurezas estructurales” (compuestos con estructura similar o
isomeros)!®15, determinacion de impurezas quimicas (sales, humedad o compuestos organicos
voléatiles) y la determinacion de la cantidad exacta del analito a través de métodos como la
qRMN?-2 el balance de masa?®-2, el andlisis elemental de C, Hy N (CHN)?*2%, espectrometros

de masas de relaciones isotopicas (IRMS)?¢-2 g el analisis de aminoacidos (AAAS).

11.1.2. Analisis de Aminoécidos

El analisis de aminoéacidos es el método mas empleado para certificar la pureza de péptidos y
proteinas?2%-3, Clasicamente, el analisis de aminoécidos se realiza tras la hidrélisis acida de los
péptidos o las proteinas en tubos de vidrio sometidos a temperaturas entre 120 y 200 °C durante
varios dias®*. El acido mas empleado en estas hidrélisis es el clorhidrico, pues este puede
obtenerse con un alto grado de pureza, no es oxidante, es volatil y puede eliminarse facilmente
tras la hidrélisis®*®* aunque se han propuesto otros acidos como el metanosulfénico o el p-

toluenosulféonico. En los ultimos afios se han desarrollado métodos de hidrolisis acelerados
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empleando microondas focalizadas con el objetivo de reducir los tiempos de hidrélisis de varios

dias a unas pocas horas® 4,

En el ambito de la Espectrometria de Masas, la determinacion de los hidrolizados de péptidos y
proteinas se realiza mediante Dilucion Isotépica, empleando aminoécidos marcados
isotopicamente. Para la separacién de los aminoacidos se ha empleado tanto la cromatografia de
gases, previa derivatizacion de los aminoacidos con reactivos silanizantes como el trimetilsilil o
el terbutil-dimetilsilil GC*?*3, como la cromatografia de liquidos, normalmente de fase reversa
con derivatizacion con butanol-clorhidrico # para incrementar la retencion de los aminoacidos en
separaciones por fase reversa y aumentar la eficacia de ionizacién en la fuente ESI. Los
aminoacidos que se suelen determinar para cuantificar los patrones de péptidos y proteinas suelen

ser la valina, leucina, prolina o fenilalanina dado que son los aminoécidos més estables.

11.1.3. Angiotensina I

La angiotensina | es un decapéptido bioldgico, prohormona, que forma parte del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), el cual se encarga de una gran variedad de procesos como
regular la presion sanguinea, establecer un balance de electrolitos en fluidos y controlar la
resistencia vascular®®. Asi mismo, también est4 relacionada con procesos hemodindmicos y con
el crecimiento celular, el desarrollo fetal y la gestacién*®#’. Dentro del SRAA, la proteina renina
convierte la glicoproteina angiotensindgeno (AGT) en angiotensina |. Hasta principios de este
siglo se conocia que la angiotensina | se convertia en angiotensina Il (hormona activa) a través de
la enzima convertidora de angiotensina (ACE). Sin embargo, con el desarrollo de nuevas
tecnologias, se han descubierto nuevas rutas metabdlicas intermedias a partir de la angiotensina
I, las cuales emplean las enzimas ACE2 y la endopeptidasa neuronal (NEP), que generan
metabolitos “tipo angiotensina” con funcionalidad biologica*®“®. Entre estos se encuentran la
angiotensina 1-9, la angiotensina 1-7 y la angiotensina 111°°-%2, El estudio de estos péptidos no
solo es importante por su papel bioldgico, sino también por su implicacién clinica y para el

desarrollo de farmacos®3%4,

La elevada capacidad de la Espectrometria de Masas para identificar inequivocamente vy
cuantificar compuestos de forma exacta y precisa la convierte en una herramienta indispensable
en estos estudios. Tanto es asi, que en los Gltimos afios se han desarrollado métodos de medida
de referencia y materiales de referencia certificados para angiotensina I y Il, empleando esta

técnica?>31%5% e incluyendo, en algunos casos, el uso de péptidos marcados isotépicamente.
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Angiotensinégeno
Renina

Angiotensinal

ACE / \ ACE Il

Angiotensina Il Angiotensina 1-9

ACEII \ /ACE

Angiotensina 1-7

Endopeptidasas

Ang I Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu
Angll:  Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

Ang 1-9: Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His
Ang 1-7: Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro

Figura 1. Principales rutas y derivados de Angiotensina | y secuencia de aminoacidos
de cada uno de los péptidos implicados.
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I1.2. OBJETIVO

El objetivo de este capitulo es la sintesis del péptido angiotensina I, tanto en su forma natural
como en forma de andlogo minimamente marcado en *3C, realizdndose la purificacion,
caracterizacién y aplicacién de ambos a la cuantificacion de angiotensina | mediante Dilucion
Isotdpica y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada a Espectrometria de Masas en

tandem (HPLC-MS/MS) para obtener resultados directamente trazables al Sl.

La consecucion de este objetivo requiere el desarrollo y la optimizacion previa de un método de
hidrolisis de péptidos para la cuantificacion de los mismos a través de la cuantificacion de los
aminoécidos liberados en la etapa de hidrdlisis mediante analisis por dilucidn isotopica. Para ello,
se requerira la derivatizacién de los aminoacidos antes de la separacion cromatografica empleada
(GC o0 HPLC) y la medida de su distribucion isotopica mediante Espectrometria de Masas en
tandem (HPLC-MS/MS).
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1. 3. EXPERIMENTAL

I1. 3.1. Reactivos y materiales

Para la sintesis de angiotensina | en fase sélida se empled una resina Wang precargada con
leucina-Fmoc (funcionalizacion: 0,65 mmol/g) de Sigma. Asi mismo, se emplearon los
aminodcidos de abundancia natural protegidos con el grupo Fmoc L-fenilalanina, acido L-
aspartico, L-isoleucina, L-prolina, L-tirosina y L-valina de Sigma. L-arginina y L-histidina de
Merck (Darmstadt, Alemania). Para la sintesis del péptido marcado se empleé L-**C-valina-Fmoc
(33C=99,2 %) de Cambrigde Isotope Laboratories (MA, USA). Para el proceso de sintesis también
se utilizaron etil-2-ciano-2-(hidroxiimino)acetato (oxyma), N-hidroxibenzotriazol (HoBt), N,N’-
diisopropilcarbodiimida (DIC), triisopropilsilano (TIS), piperazina, etanol, N-metilpirrolidona
(NMP), acido trifluoroacético (TFA), diclorometano y dietiléter de Sigma-Aldrich y N,N-
dimetilformamida (DMF) de BDH Prolabo (Leuven, Holanda).

En la etapa de optimizacion del método cromatografico se emplearon los aminoacidos de
abundancia natural L-valina (99,4+0,1%), L-leucina (99,5£0,1%), L-isoleucina (98,940,2%), L-
prolina (99,840,2%), L-fenilalanina (99,7+0,1%), L-tirosina (99,5+0,1%) y L-arginina
(99,3+0,1%), adquiridos de Fluka Analytical (Manich, Alemania). Como trazadores isotopicos
para determinar la concentracion por Dilucion Isot6pica se utilizaron los aminoacidos marcados
L-valina-1-3C (>99%), L-leucina-1-*C (>99%), L-isoleucina-1-3C (>98%), L-prolina-1-*C
(>99%), L-fenilalanina-1-*C (>99%) y L-arginina **N-4 (>99%), de la casa comercial Sigma-
Aldrich (Madrid, Espafia). L-tirosina marcada con dos atomos de *C (posiciones 3 y 5 del anillo
aromatico) se compré en Cambridge Isotope Laboratories. Adicionalmente, se empled una
disolucion certificada de aminoécidos TraceCERT® Amino Acid Mix Solution de Sigma-Aldrich
para la caracterizacion de los aminoacidos marcados. Como reactivo derivatizante de los
aminoacidos  se  emplearon  Butanol/HCI 3N (99,9%) y  N-metil-N-tert-
butildimetilsililtrifluoroacetamida (MTBSTFA, 99,8%) de Sigma-Aldrich. Estos reactivos se

almacenaron en nevera a 4 °C.

Para la preparacion de las fases moviles se emple6 metanol grado LC-MS (>99,9%) adquirido en
Fischer Scientific (Madrid, Espafia), acido férmico (>98%) y acido trifluoroacético (TFA) de
Sigma-Aldrich. El agua ultrapura empleada en la preparacion de las fases mdviles y de las

disoluciones se obtuvo con un sistema de destilacion PureLab Flex 4 ELGA Labwater (Lane
End, Reino Unido)).

Para la hidrolisis de los péptidos se emplearon los materiales de referencia certificados SRM 998
Angiotensina-l del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia de EEUU (NIST)
(Gaithersburg, EE.UU.) y CRM 6901-c (C-Peptide) del Instituto Nacional de Metrologia de Japon

(NM1J), asi como HCI 12N purificado mediante un proceso de destilacion sub-boiling. Los tubos
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de hidrdlisis clésica a vacio (con forma de T) con un volumen de 6 mL se adquirieron en Thermo
Scientific, mientras que los tubos de hidrolisis para microondas focalizadas con un volumen de 2

mL se adquirieron en Biotage (Suecia).

11.3.2. Instrumentacion

La separacion cromatografica de la angiotensina | y de los aminoécidos esterificados se llevo a
cabo en un cromatégrafo de liquidos de ultra alta resolucién (UPLC) de Agilent series 1290
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Este sistema de UPLC esta acoplado a un
espectrometro de masas de tipo triple cuadrupolo Agilent modelo 6460, equipado con una fuente
de ionizacon ‘jet-stream”. Se trabajé en modo de ionizacion positivo. La separacion
cromatografica de los aminoécidos silanizados se llevé a cabo en un cromatografo de gases (GC)
de Agilent series 7890A acoplado a espectrometro de masas tipo triple cuadrupolo modelo 7000
(Agilent). El sistema de cromatografia preparativa empleado para la purificacion de los péptidos

sintetizados fue un equipo Agilent modelo Infinity 1260 acoplado a un detector UV-Vis.

Se empled una balanza analitica modelo AB204-S (Mettler Toledo, Zurich, Suiza) para la
preparacion gravimétrica de todas las disoluciones. Todas las disoluciones se homogeneizaron
empleando un agitador tipo Vortex (VELP Scientifica, Usmate Velate, Italia). Para llevar a cabo
las centrifugaciones se emple6 una centrifuga Micro STAR 17 de VWR (PA, USA), mientras que
las evaporaciones se realizaron en un evaporador MiVac de Supelco (St. Louis, MO, USA). En
el proceso de derivatizacion se empled una centrifuga Micro STAR 17 (VWR, PA, USA), un
evaporador MiVac de Supelco (St. Louis, MO, USA) y una estufa Heraeus® de Thermo (MA,
USA) para la reacciéon de esterificacion y un termobloque de Thermo para la reaccion de
silanizacion. Las reacciones de hidrolisis de péptidos se realizaron en un termobloque de Thermo
y en un equipo de microondas focalizadas Biotage Initiator de Biotage (Suecia). Para la sintesis
en fase sélida se empled el equipo Liberty Blue de CEM (Francia). Asi mismo, también se empled
un pH-metro Basic 20 de Crison (Barcelona, Espafia) para ajustar el pH de las disoluciones y las

fases moviles.

I1. 3.3. Procedimientos

I1. 3.3.1. Derivatizacion de aminoacidos

Se proponen dos procedimientos de derivatizacion para los aminoacidos dependiendo del tipo de
cromatografia a utilizar en su separacion:
a) Para la separacion por cromatografia liquida en fase reversa, con el fin de mejorar la

separacion de los aminoacidos y su posterior deteccion*, se realiza una esterificacion de
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Fisher usando una disoluciéon de HCI 3N en butanol. Brevemente, las disoluciones con
los aminoacidos se evaporan en tubos Eppendorf ® empleando vacio. A continuacion, se
afiaden a los tubos 100 uL de la disolucion butanol-HCI 3 N y se calientan en un

termoblogue a 60 °C durante 30 minutos. Por udltimo, esta disolucion se evapora

.....

analisis por LC-MSMS. La reaccion de derivatizacidon se muestra en la Figura 2A.

b) Para la separacion por cromatografia de gases, con el fin de generar derivados de
aminoécidos volatiles®’, se lleva a cabo una reaccion de silanizacion empleando N-metil-
N-tert-butildimetilsililtrifluoroacetamida (MTBSTFA). Brevemente, las disoluciones con
los aminoacidos se evaporan en tubos Eppendorf ® empleando vacio. A continuacion, se
afiaden a los tubos 50 uL de piridina y se agitan durante 15 minutos. Posteriormente, se
afiaden 50 uL. de MTBSTFA y la muestra se agita en un termoblogue a 60 °C durante 30
minutos. Esta disolucion se inyecta directamente en el equipo. La reaccion de

derivatizacion se muestra en la Figura 2B.

o (0]
Il RN
BuOH/HCI 3N NN
A R o B - Y 0
NH, NH,
0 )O / /
B) RN MTBSTFA R‘T SoS <
PN
I OH Py HN
NH; Si—
/ \\
//\

Figura 2. Reacciones de derivatizacion de aminoacidos A) esterificacién para su determinacion por
LC-MS/MS, B) silanizacion para su determinacion por GC-MS/MS.

I1. 3.3.2. Determinacién de aminoacidos y de Angiotensina | por LC-MS/MS

La separacién cromatogréafica de arginina, prolina, valina, tirosina, isoleucina, leucina y
fenilalanina se lleva a cabo como ésteres butilados empleando una columna Zorbax C18 Eclipse
Plus (2,1mm x 50mm Yy 1,8 um). La separacion cromatogréfica de la angiotensina | también se
realiza empleando esta columna y el mismo método cromatografico. Este método incluye un
gradiente cromatografico usando como fase movil A 0,1% (v/v) de &cido férmico en agua y como
fase B 0,1 % (v/v) de &cido férmico en acetonitrilo. Las condiciones para la separacion
cromatografica se detallan en la Tabla 1. Los analisis por MS/MS se llevan a cabo empleando
ionizacion positiva y el modo de deteccién SRM. Los valores de los pardmetros optimizados

(empleando una disolucion 1 pg/g de los amino&cidos disueltos en una mezcla 1:1 de las dos fases
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moviles) y otros valores empleados en la configuracion del espectro de masas se detallan en la

Tabla 2. La adquisicion de datos y el tratamiento de los mismo se lleva a cabo usando el software

Agilent MassHunter Workstation version B.06.00.

Tabla 1. Parametros experimentales seleccionados para la separacion por
cromatografia de liquidos de los aminoacidos esterificados y la angiotensina I.

Cromatografo Agilent Infinity 1290
Columna Zorbax Eclipse C18
Dimensiones 50 x 2,1mm x 1,6pum
Temperatura 25°C

Volumen de inyeccion 1uL

Flujo 0,4 mL/min

Fase A 0,1% é&cido férmico en agua
Fase B 0.1% é&cido formico en ACN

Separacién cromatografica

Tiempo (min) -% B

0 5
1 5
8 40
9 60
10 5
12 5

Tabla 2. Parametros seleccionados para la deteccién por MS/MS
de los aminodcidos butilados y la angiotensina I

Espectrometro de masas

Agilent 6460

Fuente de ionizacion

Modo de ionizacion
Temperatura del gas

Flujo del gas

Temperatura del gas envolvente
Flujo del gas envolvente
Presidon del nebulizador

Voltaje del capilar

Voltaje de la entrada

Electrospray jet stream
Positivo

250 °C

8 mL/min

300 °C

10 mL/min

50 psi

2000 V

500V
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I1. 3.3.3. Determinacién de aminoacidos por GC-MS/MS

La separacidn cromatografica de prolina, valina, tirosina, isoleucina, leucina y fenilalanina como
derivados silanizados se lleva a cabo por GC-MS/MS usando una columna DB-5MS (30 m x 0,25
mm con 0,25 um de tamarfio de particula). Se emplea helio como gas de arrastre con un flujo de
2 mL/min. La identificacion de los aminoacidos se lleva a cabo comparando los espectros
obtenidos en modo Scan con la base de datos-libreria de espectros de masa de Wiley y del NIST.
Los andlisis en tandem se llevan a cabo empleando el modo SRM. La adquisicién de datos y el
tratamiento de los mismo se lleva a cabo usando el software Agilent MassHunter Workstation
version B.06.00. Los valores de los parametros empleados para la separacion cromatogréafica, asi

como aquellos empleados en la configuracidn del espectro de masas se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros seleccionados para la separacion y deteccion por
cromatografia de gases de los amino&cidos silanizados.

Cromatdgrafo Agilent 7879A
Columna DB-5MS, 5% fenil-95% dimetilpolisiloxano
Dimensiones 30 m x 0,25 mm x 0,25 um

Temperatura de inyeccion 280 °C

Volumen de inyeccion 1uL
Modo de inyeccion Splitless
Flujo 2 mL/min

Separacién cromatografica ~ Temperatura inicial (°C) - Temperatura final (°C) (tiempo)
40 — 40 (5 min)
40 - 105 (3,5 min) a5 °C min?
105 - 120 (3 min) a5 °C min
120 - 145210 °C min!
145 -185a5 °C mint
185 - 200 (0,5 min) a 10 °C min

Tiempo total = 40 min

Espectrémetro de masas Agilent 7000

Temperatura de la linea de

] 250°C
transferencia
Temperatura de la fuente de
L 230°C
ionizacion
Temperatura del analizador
150°C

de cuadrupolo
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I1. 3.3.4. Hidrolisis acida de péptidos

Las disoluciones de péptidos, almacenadas a -20°C, se descongelan a temperatura ambiente en
hielo y se homogenizan empleando un vortex para su agitacién. Por otro lado, las disoluciones de
aminoacidos almacenadas a 4°C se ponen también a temperatura ambiente. A continuacion, se
mezclan, en viales de cristal de 5 mL, aproximadamente, 50 mg de una disolucién de 100 pg-g*
de péptido y 0,1 g de una mezcla de aminacidos marcados isotdpicamente (concentraciones entre
1y 10 ng-g?) . Seguidamente, se afiaden, aproximadamente, 150 uL de agua y 300 pL de HCI
12N sub-boiling. Por ultimo, los viales se sellan y el aire interior se sustituye por nitrégeno con

el fin de evitar oxidaciones. En la Figura 3 se muestra este procedimiento de forma gréafica.

HCI12N
©

.0 j
L
Ang-l [=’ Aminoacidos
marcados

1 2 3

Figura 3. Procedimiento de preparacion de muestra para la hidrdlisis de los péptidos mediante
microondas.

I1. 3.3.5. Sintesis y purificacién de angiotensina | natural y marcada isotopicamente

La sintesis de angiotensina | natural y marcada isotépicamente se lleva a cabo empleando un
procedimiento de sintesis en fase sélida (SPPS)® y 3C-valina como molécula marcada
isotopicamente. La sintesis emplea aminoacidos funcionalizados con grupos protectores que se
van incorporando a una resina sélida de poliestireno. Estos grupos protectores evitan la formacién
de productos indeseados. Los enlaces peptidicos entre aminoacidos que forman la cadena
peptidica se forman a través en un proceso ciclico de tres pasos:
1. El lado N-terminal del aminodcido retenido sobre la resina sélida de poliestireno se
desprotege.
2. Seincorpora un amino&cido a través de su C-terminal formando un enlace peptidico con
el N-terminal del amino&cido retenido sobre la resina sélida de poliestireno.
3. El exceso de aminoacido afiadido se elimina lavando el producto y se procede a la

proteccion de los N-terminales de la secuencia de amino&cidos obtenida.
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El proceso se repite con el siguiente aminoécido de la secuencia hasta obtener el péptido deseado.
Con el fin de aumentar la eficiencia de las reacciones y de minimizar reacciones secundarias se
emplean disoluciones de proteccion, activacién y aditivos. En la Figura 4 se muestra un esquema
de las reacciones involucradas. La sintesis en fase sélida se realiza en un sintetizador de péptidos

automatico, el cual emplea microondas para acelerar el proceso.

DIC O-acylisourea

-

‘active ester'

Figura 4. Esquema de las reacciones y reactivos utilizados en la sintesis automatizada de péptidos.

Una vez ha terminado la reaccion, el péptido sintetizado se encuentra ligado al soporte sélido
(resina). La resina se filtra y se lava con una mezcla de TFA, TIS y agua ultrapura (95:2.5:2.5)
para eliminar los grupos protectores permanentes y liberar al péptido de la resina. Finalmente, la
disolucidn se filtra'y el péptido se precipita empleando dietiléter frio (4 °C). Este proceso se repite

varias veces y el producto final se guarda a -20 °C en oscuridad.

La purificacion de los péptidos sintetizados se lleva a cabo empleando cromatografia liquida
semi-preparativa, de acuerdo a las condiciones que se detallan en la Tabla 4. Para ello, 10 mg del
péptido sélido se disuelven en 1 mL de agua 0,1 % (v/v) TFA y se inyectan directamente 50 pL

de esa disolucion en el equipo.
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Tabla 4. Parametros empleados para la separacion por cromatografia de liquidos semipreparativa
de los “péptidos sintetizados: angiotensina | natural y marcada isotépicamente.

Cromatografo Agilent Infinity 1260

AerisPeptide XB-C18
Columna

(Phenomenex)
Dimensiones 250x4,6mm x5um
Temperatura 25°C
Volumen de inyeccion 1L
Longitud de onda 280 nm
Flujo 2 mL/min

0,1% é&cido trifluoroacético en
Fase A

agua

O Ani

Fase B ACN, 0,1% écido

Separacién cromatografica

trifluoroacético
Tiempo (min) - % B

0 8
5 8
24 70
29 70
29,5 8
49,5 8
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I. 4. RESULTADOS Y DISCUSION

11. 4.1. Medida de la composicion isotopica de aminoacidos por LC-MS/MS

Los aminoécidos se separaron por HPLC como ésteres butilados empleando las condiciones que
se detallan en la Tabla 1. Con el fin de estudiar la pureza espectral de los compuestos naturales y
el enriquecimiento isotopico de sus analogos marcados se midieron los cllsteres completos del
ion molecular en modo SIM, inyectando disoluciones de aminodcidos derivatizados con una
concentracion de 1 pg-g*. La Tabla 5 muestra los tiempos de retencion obtenidos para los
aminoécidos y su pureza espectral. Asi mismo, se llevé una optimizacién de los parametros

de la fuente de ionizacion para mejorar la sensibilidad.

Tabla 5. Tiempos de retencion (R.T.), ion medido, férmula del ion, pureza espectral y
enriguecimiento isotépico determinados por HPLC-MS para los aminoéacidos indicados. La
incertidumbre de los valores corresponde a la desviacion estdndar de n=5 inyecciones en el sistema
LC-ESI-MS/MS.

, Enrig.

Compuesto (i';;') ['(\:Injg] frF;grr;n:r:?o XM‘(l(yj)d'e' xm = d.e. (%) isoté;zi;;i de.
Arginina 0,7 231 C1oH22N4O2 0,28 £ 0,01 99,69 + 0,04 98,91 + 0,02
Prolina 2,6 172 CoH17NO2 0,27 + 0,01 99,91 + 0,02 99,99 + 0,02
Valina 4,0 174 CoH17NO2 0,41 + 0,02 99,54 + 0,03 99,87 + 0,03
Tirosina 45 238 C13H19NOs3 0,30 + 0,01 99,86 + 0,04 98,91 + 0,02
Leucina 5,0 188 C10H2:NO> 0,31 + 0,09 99,65+ 0,2 98,98 + 0,06
Isoleucina 50 188 Ci3H19NO3 0,30 + 0,01 99,87 + 0,05 98,91 + 0,02
Fenilalanina 5,6 222 C13H19NO3 0,17+ 0,01 100,03 + 0,10 99,39 + 0,02

A continuacidn, se estudid la fragmentacion de los aminoacidos con el fin de seleccionar aquellas
transiciones MRM que proporcionaran la mayor sensibilidad y especificidad. El ion molecular
protonado [M+H]* fue seleccionado como el ion precursor para todos los aminoacidos. Por otro
lado, los iones producto [M-56]*, que provienen de la pérdida de un grupo CsHs por disociacién
inducida por colisién (CID), se seleccionaron para V, P, Y, L y F debido a su alta intensidad,
mientras que el ion producto [(M+H)-17]* (pérdida de NHs) se seleccioné para la arginina. Asi
mismo, debido a la coelucion de leucina e isoleucina, para las mezclas que contienen ambos
aminoacidos (hidrolizados de angiotensina I) se selecciond el ion producto [(M+H)-119]" para la
medida especifica de isoleucina, ya que es un fragmento no presente en leucina®®. También, se
optimizaron las energias de colision para todos los aminoacidos, siendo 5, 10, 5, 5, 20, 20 and 5

eV paraR, P, V, Y, L, lyF, respectivamente. La Figura 5 muestra un cromatograma obtenido
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para la separacién de una disolucion de aminoacidos con una concentracion de 10 pg-g*
empleando LC-MS/MS.

80000 - P

70000 -

60000 -

50000 - L I

40000 - y Y

30000 - F

20000 - \

10000 -
OLLI\*/’\"

0 051 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 10.5 11 11.5 12
Tiempo de retencién (min)

Intensidad (cuentas)

Figura 5. Cromatograma obtenido para la separacion de una disolucion de aminoacidos con una
concentracién de 10 pg/g empleando LC-MS/MS.

Respecto a las medidas mediante MRM, las abundancias experimentales para las transiciones
seleccionadas de cada aminoacido se compararon con los valores teéricos de acuerdo al software
IsoPattern®. Este experimento se realizé6 con aminoacidos naturales y marcados. Los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 6. En ella se muestra que, tanto para los compuestos naturales
como para los marcados, hay una buena correlacion entre los valores experimentales y los valores
tedricos. La incertidumbre de los valores experimentales proviene de la desviacién estandar de 5
medidas independientes. Cabe destacar que, para obtener un mejor ajuste en IPD, en los calculos

de las medidas de los hidrolizados se emplearon las abundancias obtenidas experimentalmente.

128



CAPITULO 2

Tabla 6. Transiciones medidas, valores tedricos y experimentales de las abundancias isotdpicas de
esas transiciones y desviacion estandar de las medidas para los aminoacidos indicados obtenidas de
n=5 inyecciones en el sistema HPLC-MS/MS.

Aminoéacido Transicién Valor teérico Vglor D,eSVIaCIOn
experimental estandar (n=5)
o 231214 0,8911 0,8903 0,0016
Arginina
2355217 1,79E-6 0,0034 0,0006
231214 9,34E-9 0,0023 0,0007
15 N4-Arginina
2355217 0,9000 0,9037 0,0022
172—116 0,9385 0,9367 0,0001
Prolina
173—117 0,0560 0,0575 0,0001
172—116 0,00001 0,00005 0,00008
13C4-Prolina
173—117 0,9499 0,9489 0,0003
174—118 0,9383 0,9371 0,0014
Valina
175—119 0,0562 0,0594 0,0016
174—118 0,0012 0,0030 0,0059
13C,-Valina
175—119 0,9494 0,9475 0,0010
o 238—182 0,8966 0,8972 0,0019
Tirosina
240—184 0,0099 0,0096 0,0005
238—182 0,0001 0,0251 0,0009
13C,-Tirosina
240—184 0,9057 0,8812 0,0011
_ 188—132 0,9281 0,9265 0,0008
Leucina
189—133 0,0658 0,0642 0,0012
188—132 0,0094 0,0102 0,0009
18C;-Leucina
189—133 0,9295 0,9288 0,0007
) 188—69 0,9467 0,9472 0,0003
Isoleucina
189—69 0,0522 0,0517 0,0002
) 188—69 0,0097 0,0096 0,0007
13C;-1soleucina
189—69 0,9381 0,9371 0,0008
222—166 0,8988 0,9001 0,0007
Fenilalanina
223167 0,0927 0,0917 0,0007
) ) 222166 0,0055 0,0085 0,0003
13C,-Fenilalanina
223—167 0,9039 0,9019 0,0004
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11. 4.2. Medida de la composicion isotopica de aminoacidos por GC-MS/MS

Los aminodacidos se separaron por cromatografia de gases como derivados silanizados empleando
las condiciones detalladas en la Tabla 3. Con el fin de estudiar la pureza espectral de los
compuestos naturales y el enriquecimiento isotdpico de sus analogos marcados se midieron los
clusteres completos del ion molecular en modo SIM, inyectando disoluciones de aminoécidos
derivatizados con una concentracién de 1 pg-g*. La Tabla 7 muestra los tiempos de retencion
obtenidos para los aminoécidos y su composicidn isotopica. Dado que el derivado silanizado de
la arginina es inestable y que diferentes autores han informado de errores en su determinacion,
este aminoacido no se tuvo en cuenta en los experimentos por GC®%2, Adicionalmente, los

pardmetros de la fuente de ionizacion se optimizaron para mejorar la sensibilidad.

Tabla 7. Tiempos de retencion, ion medido, férmula del ién y pureza espectral, enriquecimiento
isotdpico determinados por GC-MS para los aminoacidos indicados.

Compuesto R.T. (min) [M-] (m/z) Formula
fragmento
Arginina 6,25 213 CoH21N2Si
Valina 8,10 288 C13H30NO:Si>
Leucina 8,37 302 C14H32NO;Si>
Isoleucina 8,59 302 C14H32NO:Si;
Prolina 8,95 286 C13H26NO;Si
Fenilalanina 11,38 336 C17H30NO:Si;
Tirosina 14,0 466 C23HasNO3Si3
T Xm—z- £ d.e. Xm_1 £ d.e. Xm- £ d.e. Xms1 £ d.e. IsoEt(r;r:g(.) N
P (%) (%) (%) (%) e
Arginina 0,111 £ 0,002 0,13 £ 0,02 96,7 0,1 25%+0,1 98,70 + 0,02
Valina 0,15 £ 0,001 0,22 £0,01 97,81 4+ 0,04 1,74 £ 0,03 100,00 + 0,01
Leucina 0,180+ 0,002 0,109 + 0,003 97,15+ 0,03 2,53 £0,02 99,95 + 0,01
Isoleucina 0,081 +0,002 0,117 + 0,003 96,84 + 0,04 2,84 £ 0,03 98,88 + 0,01
Prolina 0,32+ 0,01 0,23 £ 0,01 98,210, 13401 100,00 + 0,01
Fenilalanina 0,253 + 0,003 0,11 £ 0,01 98,210, 1,52 +£ 0,05 99,44 + 0,02
Tirosina 0,32 + 0,01 0,150 + 0,003 98410, 1,1+0.1 98,48 + 0,01

A continuacion, se estudio la fragmentacion de los aminoacidos con el fin de seleccionar aquellas
transiciones MRM que proporcionaran la mayor sensibilidad y especificidad. El cation-radical
generado en la fuente [M-C(CHs)s]* se selecciond como el ion precursor para todos los
aminodcidos, mientras que el ion producto seleccionado fue el cation-radical [M-CO-(CHs)s]*

debido a su elevada intensidad. Asi mismo, se optimizaron las energias de colision, siendo 30 eV
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para V'y para todos los demas aminoacidos 50 eV. La Figura 6 muestra un cromatograma obtenido
para la separacién de una disolucidn de aminoacidos con una concentracion de 10 pg/g empleando
GC-MS/MS.
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Figura 6. Cromatograma GC-MS/MS obtenido para una disolucion de aminoacidos de una
concentracion de 10 ug-g.

Respecto a las medidas MRM, las abundancias experimentales de las transiciones seleccionadas
para cada aminoacido se compararon con las abundancias tedricas de esas transiciones utilizando
el programa IsoPattern®. Este experimento se realiz6 con aminoacidos naturales y marcados. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 8. En ella se muestra que, tanto para los compuestos
naturales como para los marcados, hay una buena correlacion entre los valores experimentales y
tedricos. La incertidumbre de los valores experimentales proviene de la desviacién estandar de 5
medidas independientes. Por ultimo, cabe destacar que, para un mejor ajuste, en los calculos de

las medidas de los hidrolizados se emplearon las abundancias obtenidas experimentalmente.
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Tabla 8. Transiciones, valores teoricos y experimentales de las abundancias isotopicas medidas por
GC-MS/MS para los aminoacidos indicados y desviacion estandar obtenidas de n=5 inyecciones.

Aminoacido Transicion Valor tedrico  Valor experimental Desviacion estandar (n=5)
286 — 258 0,9889 0,9642 0,0002
Prolina
287 — 258 0,0111 0,0358 0,0002
286 — 258 0,0000 0,0005 0,00003
13C;1-Prolina
287 — 258 1,0000 0,9995 0,00003
288 — 260 0,9889 0,9766 0,0002
Valina
289 — 260 0,0111 0,0234 0,0002
288 — 260 0,0000 0,0004 0,00002
13C;-Valina
289 — 260 1,0000 0,9996 0,00002
302 — 274 0,9996 0,9622 0,0007
Leucina
303 — 274 0,0004 0,0378 0,0007
302 — 274 0,0050 0,0007 0,00002
13C;-Leucina
303 — 274 0,9950 0,9993 0,00002
302 — 274 0,9996 0,9622 0,0002
Isoleucina
303 — 274 0,0004 0,0378 0,0002
302 — 274 0,0050 0,0112 0,0002
13Cs-Isoleucina
303 — 274 0,9950 0,9888 0,0002
336 — 308 0,9889 0,9619 0,0003
Fenilalanina
337 — 308 0,0111 0,0381 0,0003
336 — 308 0,0056 0,0069 0,0005
13C;-Fenilalanina
337 — 308 0,9944 0,9931 0,0005

I1. 4.3. Optimizacion del procedimiento de hidrolisis

Dado que se conoce la secuencia de aminoacidos de los péptidos que se van a analizar, la
concentracion de los péptidos en una muestra se puede cuantificarse a partir de la concentracion
de sus aminoacidos constituyentes tras el proceso de hidrolisis, siempre y cuando haya sido
cuantitativa. Por ello, se han comparado y optimizado dos métodos de hidrolisis acida (clasica 'y
por microondas) evaluando la concentracion de los aminoacidos presentes en los hidrolizados
mediante analisis por dilucion isotépica. En estos experimentos se utilizaron mezclas de
aminoacidos marcados isotopicamente que se caracterizaron mediante inversa usando como
trazadores los amino&cidos naturales certificados del material de referencia TraceCERT (NIST),

obteniendo para ellos unos valores de concentracion trazables al Sl.
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I1. 4.3.1. Hidrdlisis clasica

La hidrdlisis de péptidos y proteinas se ha llevado a cabo tradicionalmente empleando tubos de
vidrio que permiten realizar vacio con objeto de evitar posibles oxidaciones de los aminoéacidos,
acido clorhidrico 6N y tiempos de hidrélisis largos®4. Con el fin de verificar que se podia obtener
una hidrolisis cuantitativa mediante este procedimiento bien establecido se llevd a cabo la
hidrolisis del material de referencia SRM 998 Angiotensina | (NIST). Se ensayaron diferentes
tiempos de hidrolisis: 24, 48, 60 y 78 h. Los aminoacidos de los hidrolizados se cuantificaron
empleando cromatografia de gases de acuerdo al procedimiento previamente descrito. Los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 7, donde se muestra el porcentaje promedio de
hidrolisis obtenido de los valores de cada aminoacido. Como se puede observar, a partir de 48 h

el porcentaje de hidrdlisis para todos los aminoécidos alcanza el 100%.
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Figura 7. Eficacia promedio de hidrolisis del SRM 998 Angiotensina | obtenida de los porcentajes
individuales de cada aminoéacido utilizando el procedimiento clasico de hidrélisis 4cida a una
temperatura de 135 °C y GC-MS/MS.

11. 4.3.2. Hidrolisis asistida por microondas focalizadas

Recientemente, algunos autores han informado sobre el uso de microondas focalizadas con el fin
de reducir drasticamente los tiempos de hidrdlisis de péptidos y proteinas en comparacion con los
procedimientos clasicos®*#*1, Con objeto de evaluar esta posibilidad, se realizaron ensayos para
comparar los resultados con los obtenidos previamente mediante una hidrolisis clasica. En este
caso se emplearon dos materiales de referencia de péptidos con tamafios sustancialmente
diferentes: el SRM 998 Angiotensina | (NIST) y el CRM 6901-c (Péptido-C, NMIJ). Se
optimizaron los dos parametros principales en los experimentos de hidrdlisis: el tiempo y la
temperatura.
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La primera curva de hidrolisis se obtuvo empleando el material de referencia SRM 998 a una
temperatura de 130 °C y tiempos de hidr6lisis de 60, 120, 180, 240, 300 y 360 minutos. El
porcentaje de hidrélisis se calculé dividiendo las cantidades de aminoacidos libres obtenidas entre
las esperadas de acuerdo con la cantidad de péptido puesto en el vial y su concentracion certificada
(100 + 4 pg-gl). Para la segunda curva de hidrélisis se realizé el mismo experimento a una
temperatura de 150 °C y tiempos de 30, 60, 120, 150 y 180 minutos. Los hidrolizados obtenidos
se determinaron por GC-MS/MS empleando el método previamente desarrollado. Los resultados

obtenidos se presentan en la Figura 8.
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Figura 8. Eficiencia de la de hidrdlisis asistida por microondas focalizadas obtenidas para los
aminoacidos L, I, F, V y P a diferentes tiempos desde 30 hasta 180 minutos y temperatura: A) 130
°Cy B) 150 °C. La cuantificacion de los aminoacidos se realizé mediante analisis por dilucion
isotépica y GC-MSMS.

Como se puede observar, cada aminoacido presenta unos valores y un comportamiento diferente.
Los aminoacidos leucina, fenilalanina y prolina se hidrolizan antes que los aminoacidos valina y
leucina. De hecho, se podria cuantificar este péptido a partir de las concentraciones de leucina,
fenilalanina y prolina encontradas en los hidrolizados realizando una hidrélisis del péptido

durante 180 minutos a 130 °C o durante 30 minutos a 150 °C. Sin embargo, dado que valina e
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isoleucina son aminoéacidos muy abundantes en las proteinas®, seria deseable obtener unas
condiciones de hidrdlisis que permitan medir la concentracion del péptido utilizando el mayor
numero posible de aminoacidos. Por otro lado, al comparar la Figura 8A y 8B se observa que
incrementar 20 °C supone reducir drasticamente el tiempo necesario para alcanzar un 100% de
hidrolisis (de 6h a 2,5 h).

Esta pronunciada disminucién del tiempo de hidrélisis ha sido reportada por otros autores y
depende no solo de la temperatura empleada, sino también de otros factores como el nimero de
aminoécidos, la estructura del péptido o el acido empleado. En ese sentido, se ha de resaltar que
se realizaron pruebas con condiciones de hidrélisis méas agresivas (160 °C) con el fin de reducir
el tiempo de hidrdlisis, pero se obtuvieron resultados muy variables debido probablemente a la
poca estabilidad de los aminoacidos en esas condiciones de hidrélisis. Asi mismo, a esa
temperatura el equipo alcanzaba una presion cercana al limite de seguridad, por lo que se descartd
trabajar a esa temperatura.

Con el fin de disminuir el elevado porcentaje inicial de leucina, prolina y fenilalanina se repitié
la hidrolisis a 150 °C empleando una menor potencia de irradiacion. La hipétesis inicial es que al
irradiar la muestra con menor energia se produce una menor degradacién de aminoacidos al inicio
de la hidrolisis y se deberian obtener resultados méas reproducibles. En esta ocasion se llevo a
cabo la determinacion del hidrolizado empleando el método de LC-MS/MS para poder determinar
también los perfiles de hidrdlisis de la arginina y la tirosina y comparar los resultados con los

obtenidos por GC. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 9.
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Figura 9. Eficacia de la hidrdlisis asistida por microondas obtenida para los aminoacidos L, I, F, V
y P a diferentes tiempos desde 30 hasta 180 min. La cuantificacion de los aminoacidos se realizd
mediante analisis por dilucién isotopica y LC-MSMS.
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Como se puede observar en esta figura, las curvas de hidrdlisis para todos los aminoécidos
alcanzan una meseta alrededor del 100% a partir de los 150 minutos. Asi mismo, los aminoécidos
medidos en las hidrolisis previas presentan perfiles de hidrélisis similares a los obtenidos al
realizar la hidrélisis con menor potencia de irradiacion. Por otro lado, la arginina alcanza una
meseta en un valor un 5% superior al valor teérico y la tirosina se encuentra entre un 5 y un 10%
por debajo del valor tedrico. En general, los resultados de las medidas en GC y LC son
equiparables y similares a los resultados obtenidos por otros autores para estos aminoacidos y en
condiciones de hidrélisis similares®”841, Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se decidi6

establecer un tiempo de 150 min como valor minimo de tiempo de hidrélisis.

Con el objetivo de evaluar este procedimiento se estudiaron las condiciones de hidrolisis del otro
péptido certificado por un instituto nacional de metrologia disponible comercialmente: . péptido-
C, material de referencia CRM 6901-c. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la
angiotensina I, se llevaron a cabo las hidrdlisis a 150 °C durante 90, 120, 150, 180 y 240 minutos.
Se eligieron tiempo de hidrolisis mayores que para la angiotensina | por prudencia, pues el
péptido-C tiene 31 aminoacidos y, aunque la hidroélisis de un péptido depende de muchos factores,
cabria esperar que requiera mas tiempo para hidrolizarse completamente. En este caso los
hidrolizados se midieron por HPLC-MS/MS y solo se monitorizaron las sefiales de los
aminoacidos prolina, valina y leucina, pues los aminoacidos isoleucina, fenialalanina, arginina 'y
tirosina no estan presentes en la estructura del péptido-C. Los resultados obtenidos se presentan
en la Figura 10. Como se puede ver, a 120 minutos los aminoacidos prolina, valina y leucina
alcanzaron una concentracién estable y cercana al 100% de hidrolisis. Estos resultados son
similares a los obtenidos por otros autores®. Ademas, las curvas de hidrélisis de estos
aminoécidos siguen un perfil muy similar a las obtenidas para la angiotensina I. Se puede concluir,
por lo tanto, que para los péptidos angiotensina | y péptido-C las condiciones de hidrolisis acida
asistida por microondas de 150°C y 150 minutos proporcionan una hidrélisis cuantitativa de los

aminoéacidos que se escogieron para la cuantificacién de ambos péptidos.
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Figura 10. Eficacia de la hidrdlisis asistida por microondas del péptido C obtenida a distintos
tiempos (desde 90 hasta 240 min) a 150 °C para los aminoacidos V, L y P. La cuantificacion de los
aminoécidos se realizd mediante LC-MS/MS.

11.4.4. Exactitud y precision del método de hidrdlisis por microondas focalizadas

Una vez obtenidas las condiciones éptimas de hidrélisis que permiten cuantificar la concentracién
de un péptido a partir de la cuantificacion de los aminoécidos presentes en los hidrolizados del
mismo, se procedid a estudiar la exactitud y precision del método. Para ello se hidrolizé y analiz6
el material de referencia SRM 998 varios dias con el fin de estudiar la reproducibilidad diaria y
la reproducibilidad entre dias. Ademas, se inyectaron los hidrolizados varias veces para estudiar
la repetibilidad. Asi mismo, se realizaron 5 blancos para estudiar los limites de deteccion del
método para cada aminoacido. Estos experimentos se realizaron empleando HPLC-MS/MSy GC-
MS/MS con fines comparativos. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 9 y la Tabla
10.

Tabla 9. Concentraciones obtenidas para los 6 aminoacidos medidos por HPLC-MS/MS para la
hidrolisis de angiotensina | a 150 °C y 150 min.

Concentracion (ug-g?)

HIdI{IC‘)J“SIS = I p v v R
1 101,2+1,3 90,6 £0,7 95,4+0,4 99,4+ 3,8 91,2+1,3 104,7+2,6
2 112,3+1,0 98,9+0,8 99,3+1,0 104,7+3,8 1005+1,3 1105+ 4,2
3 101,2+1,2 92,0+5,0 93,7+0,3 93,0+1,1 91,7+ 0,6 102,8 0,8
4 1004+ 14 97,3+0,3 93,4+0,2 102,2+£0,7 86,7+25 108,3+1,3
5 100,7 +0,3 99,0+1,2 94,1+0,6 1026 +1,2 86,8+1,1 109,2+0,9
Promedio  103,2+5,1 95,6 +4,0 952+24 100,4 £ 4,5 91,4+5,6 107,1+3,2
LOD 0,27 0,15 0,13 0,16 0,31 0,18
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Tabla 10. Concentraciones obtenidas para los 5 aminoacidos medidos por GC-MS/MS para la
hidrolisis de angiotensina I a 150 °C y 150 min.

Concentracion (ug-g™)

Hidrdlisis

NP F I P \Y L

1 1219+ 157 932+3,0 958+12 975+0,6 110,1+5,2

2 106,6 + 6,3 918+2,0 96,8 +3,0 940+11 1106 +0,9

3 989+17 921+10 938+19 944+14 117,1+8,2

4 1073+15 939+18 944+0,3 95,8+0,6 1132+48

5 105,7+ 11,8 100,2+2,5 1123+1,6 110,7+2,1 130,9+4,8
Promedio 108,0+ 8,4 942+35 986+7.8 985+7,0 116,4 + 8,6

LOD 0,80 0,43 0,20 0,19 0,43

En lo que respecta a la exactitud, para las determinaciones por LC, los aminoacidos fenilalanina,
valina, prolina e isoleucina proporcionan valores que concuerdan con los valores certificados,
teniendo en cuenta la desviacion estandar de los resultados. Sin embargo, las concentraciones de
arginina y tirosina se desvian ligeramente, 107,1 + 3,2 ug-g*y 91,4 + 5,6 ug-g respectivamente,
del valor certificado. Cuando se emplea la GC, las concentraciones de leucina (116,4 + 8,6 pug-g-
1) y fenilalanina (108,0+8,4 ug-g™) estan ligeramente por encima del valor certificado, mientras

que la isoleucina (94,2+3,5 ug-g*) presenta un valor ligeramente por debajo del teérico.

Las desviaciones estandar relativas obtenidas para LC entre inyecciones presentaron valores
cercanos al 1% para todos los aminoacidos. Sin embargo, las medidas por GC presentaron valores
superiores para todos los aminoacidos. Asi mismo, los valores de reproducibilidad de hidro6lisis
independientes (n=5) fueron mas exactos y precisos en las determinaciones realizadas por LC y,
dado que las hidrélisis fueron iguales en ambos casos, de estos resultados se deduce que la
determinacion por GC-MS/MS empleando el método desarrollado es menos preciso que la
determinacion por LC-MS/MS.

Por ultimo, se determind la reproducibilidad entre dias realizando 5 hidrélisis diarias durante tres
dias (Tabla 11). Los hidrolizados se determinaron por LC-MS/MS, al haberse obtenido con esta
técnica mejores resultados en el experimento previo. La reproducibilidad entre dias, en torno al
5%, result6 similar a la reproducibilidad de las hidrdlisis realizadas el mismo dia. Por todo ello,
se puede concluir que el método desarrollado de hidrdlisis &cida de péptidos asistida por

microondas proporciona resultados reproducibles.

Por ultimo, se calcularon los LODs por GC-MS/MS y HPLC-MS/MS para cada aminoacido.
Como se puede observar comparando las Tablas 9 y 10 se obtienen mejores LODs (mé&s bajos)
por HPLC-MS/MS que por GC-MS/MS debido a la mayor dispersion de las medidas realizadas

por esta Ultima técnica.
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Tabla 11. Concentraciones obtenidas para los 6 aminoacidos medidos por HPLC-MS/MS para la
hidrélisis de angiotensina I a 150 °C y 150 min. Reproducibilidad entre dias.

Concentracion (ug-g™)

F | P \% Y R

Dial 103,2+5,1 95,6 +4,0 952+24 100,4+4,5 91,4+5,6 107,1+3,2

Dia 2 1043+1,1 90,4+3,8 934+09 979+3,2 85,7+4,6 100,2+2,9

Dia 3 98,0+45 912+26 935+13 985+25 85,7+3,2 993+15

Promedio  101,8+3/4 924+28 940+10 989+13 876+33 102,2+4,3

Il. 4.5. Sintesis y purificacion de Angiotensina | natural y marcada

La disponibilidad comercial de péptidos marcados isotopicamente es reducida y ain menor si se
pretende adquirir péptidos minimamente marcados. A pesar de que algunas empresas
proporcionan péptidos disefiados por el cliente, el precio de estos suele ser muy elevado. Por ello,
se decidid llevar a cabo la sintesis de Angiotensina | (natural y marcada en *C;-valina) empleando
el procedimiento de sintesis en fase sélida (SPPS) descrito previamente®. Los productos de la
sintesis se purificaron con cromatografia liquida semi-preprativa segun las condiciones recogidas
en la Tabla 12. Se revisaron los cromatogramas de los productos de la sintesis antes y después de
la purificacion midiendo en modo scan un rango de masas entre 100 y 1500 m/z tras la inyeccién
de una disolucién concentrada (100 pg-g™). Estos cromatogramas se presentan en la Figura 11.
En esta figura se presenta también el espectro de masas del pico mas intenso del cromatograma
gue, como puede observase presenta un espectro de masas con la m/z del ion monocargado a
1296,7 coincidente con la masa del ion molecular de la Angiotensina I natural. Por otro lado, para
el péptido marcado se obtuvo un espectro de masas con una m/z del ion monocargado a 1297,7
m/z (espectro de masas no mostrado). No obstante, las m/z méas intensas en ambos espectros
fueron las correspondientes al ion con dos y tres cargas: m/z para el péptido natural a 649,0 y

433,0, y para el péptido marcado a 649,5 y 433,3.
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Figura 11. Cromatograma de angiotensina I antes y después de la purificacion por HPLC preparativo
y espectro de masas obtenido al tiempo de retencion del pico cromatogréafico mas intenso.

Por otro lado, practicamente la totalidad de los iones detectados por MS correspondian al péptido
objetivo ya que no se encontraron picos cromatograficos secundarios a lo largo del cromatograma.
Generalmente, las impurezas en este tipo de sintesis se deben a productos con una secuencia
peptidica incompleta y productos con una secuencia fallida (incorporacion errénea). En la Tabla
12 se presentan las principales impurezas esperadas para estos péptidos y sus correspondientes
m/z. Se realizé una medida por LC-MS con deteccién en SIM empleando los m/z de la Tabla 21
para comprobar la presencia de las impurezas, no encontrandose ninguna de ellas. En todo caso,
se optd por realizar una purificacion por cromatografia semi-preparativa con el objetivo de
obtener un solido puro y, potencialmente, con menos sales y evitar de este modo eventuales

problemas en los experimentos posteriores.

140



CAPITULO 2

Tabla 12. Posibles impurezas en la sintesis de angiotensina I.

Nombre Secuencia [M+3H]3 (m/2)
Ang | DRVYIHPFHL 433
Ang (1-9) DRVYIHPFH 395
Ang (2-10) RVYIHPFHL 394
Ang (4-10) IHPFHL 309
Ang Il DRVYIHPF 523
Ang IlI RVYIHPF 466

Il. 4.6. Medida de la composicién isotopica de los péptidos sintetizados empleando
LC-ESI-MS/MS y validacion del método MRM

Con el fin de estudiar la pureza espectral de la angiotensina | natural y, posteriormente, el
enriquecimiento isotdpico de la angiotensina | marcada, se seleccion el cluster del ion molecular
(1295-1300). Se inyectaron 5 réplicas de disoluciones que contenian 10 pg-g* del péptido y se
monitorizaron las intensidades de cada m/z en modo SIM. En la Tabla 13 se presentan los
resultados obtenidos para ambos péptidos, observandose una buena pureza espectral y un
enriguecimiento isotdpico acorde con el de la valina utilizada para el marcaje isotopico de la
angiotensina I. A continuacion, se estudié la fragmentacion de los iones mas abundantes de la
Angiotensina | natural y marcada empleando diferentes energias de colision. La Figura 12
muestran los espectros de ion producto para una energia de colisién de 10 eV para los iones 432,8
(angiotensina natural) y 433,2 (angiotensina marcada). Como se puede observar en el rango alto
de m/z, los iones presentes en el espectro de la angiotensina marcada se encuentran una unidad
de m/z desplazados, conservando por tanto la marca isotépica. De acuerdo con los resultados
obtenidos, se seleccionaron los fragmentos bs* ([DRVYIH]-CO2H, m/z 534) y bs* ([DRVYIHP]-
CO:H, m/z 647) para llevar a cabo los siguientes estudios, debido a su elevada intensidad y
especificidad. Asi mismo, dado que estos iones conservan el aminoécido valina en su estructura,
los iones producto de la angiotensina marcada seguiran desplazados una unidad de masa respecto

del mismo producto de la angiotensina natural.
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Tabla 13. Pureza espectral obtenida para la angiotensina | natural sintetizada y el enriquecimiento
isotopico obtenido para la angiotensina I sintetizada. La incertidumbre de los resultados corresponde
a n=5 inyecciones en el sistema LC-ESI-MS/MS

Enriquecimiento

Modo de Férmula del Cluster Xmtd.e. Xmantd.e.  Xmonzde. L
. isotopico+ d.e.
adquisicion fragmento (m/z) (%) (%) (%) (%)
SIM C62H92N17014  1295-1302 98,61 +0,16 151+0,12 - 99,24 + 0,07
MS/MS C24H3sN7O7 532-539 82,96 +0,08 5,33+0,04 10,99+0,04 99,20+0,31
C29H47NsO7 645-651 9950+0,11 0,46 £0,02 0,08 £0,00 99,14 + 0,05
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Figura 12. Espectros de masa de ion producto de los iones A) 432,8 (angiotensina natural) y
B) 433,2 (angiotensina marcada).

Las transiciones MRM seleccionadas (Tabla 14) se midieron utilizando baja resolucion en el
primer cuadrupolo con el fin de transmitir todos los isotop6logos del clister a la celda de colision
siguiendo una estrategia de cuantificacién que ha sido desarrollada previamente en nuestro
laboratorio®. Como se ha explicado en la introduccién, la cuantificacion del analito por ID-MS
empleando analogos minimamente marcados se puede realizar mediante una regresion lineal
maultiple o IPD a partir de la cual se pueden obtener las fracciones molares del péptido natural y
marcado isotopicamente. Para ello es necesario que los iones precursores del péptido natural y
marcado se transmitan a la celda de colision de forma simultéanea. Esto se consigue disminuyendo
laresolucion del primer cuadrupolo ajustando los parametros del equipo Agilent 6460 width offset

(W) y el gain offset (G) del espectrémetro de masas®’.
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Se crearon métodos de adquisicion empleando 4 condiciones diferentes: A) G=20, W=4, B) G=10,
W=4, C) G=10, W=2, D) G=10, W=1.En primer lugar se realizaron barridos de iones precursores
en mezclas de péptido marcado y para los dos iones producto principales de cada péptido. Los
resultados de esta optimizacion para el ion bs* de cada péptido se presentan en la Figura 13. En
ella se pueden observar como el valor de la anchura de pico a mitad de altura FWHM (Full Width
Half Maximum) de los iones precursores se va reduciendo al disminuir el valor de los pardmetros
seleccionados. El objetivo de este experimento es obtener empiricamente qué valores
instrumentales aseguran la transmision simultanea de los iones precursores seleccionados para el
péptido natural y marcado. Por otro lado, se ha de tener en cuenta que cuanto mayor sea la ventana
mayor es la probabilidad de que se transmitan iones interferentes de otros analitos, lo que exige
en definitiva tener que alcanzar unos valores de compromiso®. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, se decidié emplear un valor Wy G de 10 y 2, respectivamente, con el fin de obtener

una resolucion que permite transmitir simultaneamente 7 relaciones m/z.

Con el fin de validar esta metodologia se estudié la composicion isotopica de la angiotensina |
natural (pureza espectral) y marcada (enriquecimiento isotopico) empleando medidas MRM y el
método de baja resolucion desarrollado. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 13.
Como se puede observar, los resultados de enriquecimiento isotopico son similares a los obtenidos
con las medidas en modo SIM. Por otro lado, en el cluster del ion 534 se observan contribuciones
del 11% y del 5% a la M-2 y M-1, respectivamente, lo que puede ser debida a una interferencia.
Sin embargo, el valor obtenido para el enriquecimiento isotopico empleando ese clister es igual
al encontrado con el otro clister y en modo SIM, por lo que se demuestra que es posible llevar a
cabo determinaciones exactas del enriquecimiento isotdpico de la molécula marcada corrigiendo

las posibles contribuciones de interferentes en la molécula natural.

Por otro lado, también se compararon los valores tedricos de las distribuciones isotopicas de los
péptidos natural y marcado con los valores experimentales al realizar 5 inyecciones de la
disolucion preparada para estudiar la composicion isotopica de los iones seleccionados. Este
procedimiento es similar al realizado para los aminoacidos- excepto en lo que se refiere a la
resolucion empleada. Como se puede observar en la Tabla 14, los resultados obtenidos muestran
una buena exactitud y precision. Asi mismo, se observa que la primera transicion del cluster 534
de la angiotensina | marcada esté interferida, tal y como se habia descrito en la pureza espectral
del mismo cluster para las medidas en SIM, por lo que si empleasemos el valor tedrico se
cometerian errores negativos en la cuantificacion de la angiotensina I natural, por lo que se optd

por emplear los valores experimentales en los siguientes experimentos.
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Figura 13. Barrido de iones precursores de la mezcla de Angiotensina natural y marcada
isotdpicamente para los iones producto 647,7, 648,7, 649,7 y 650,7 correspondientes al ion bs* en
cuatro condiciones de transmision de iones diferentes: A) G=20, W=4, B) G=10, W=4, C) G=10, W=2,
D) G=10, W=L1. (G= gain offset, W= width offset).
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Tabla 14. Transiciones medidas, valores tedricos y experimentales de las abundancias isotopicas de
las transiciones y desviacién estdndar de las medidas realizadas por HPLC-MS/MS para
angiotensina I natural y marcada.

Compuesto Transicion Valor teérico  Valor experimental Desviacion estandar (n=>5)
433—534 0,7378 0,7311 0,0006
433—535 0,2154 0,2225 0,0007
Angiotensina |
433—536 0,0410 0,0399 0,0005
433—537 0,0058 0,0065 0,0002
433—534 0,0057 0,0253 0,0010
433—535 0,7416 0,7377 0,0042
13C1-Angiotensina |
433536 0,2084 0,1983 0,0035
433537 0,0389 0,0387 0,0015
433647 0,6870 0,6852 0,0013
433—648 0,2488 0,2519 0,0014
Angiotensina |
433649 0,0551 0,0530 0,0005
4335650 0,0091 0,0100 0,0002
433647 0,0054 0,0075 0,0003
433648 0,7053 0,7087 0,0031
13C1-Angiotensina |
4335649 0,2397 0,2351 0,0029
433—650 0,0497 0,0487 0,0014

I1. 4.7. Cuantificacion de Angiotensina | de forma trazable al Sl

Los métodos anteriormente descritos se emplearon para determinar, empleando dos estrategias,
la concentracion de una disolucién de aproximadamente 70 pg-g™ de angiotensina | natural
sintetizada y purificada en el laboratorio (Figura 14). Por un lado, la angiotensina | natural se
hidrolizé de acuerdo con el método optimizado y su concentracion se determind por dilucion
isotopica LC-MS/MS utilizando aminoacidos marcados isotépicamente que habian sido
previamente estandarizados frente a patrones certificados de aminoacidos naturales empleando la
dilucién isotopica inversay LC-MS/MS. Asi mismo, el material de referencia SRM 998 se empled
para cuantificar por dilucién isotdpica inversa y LC-MS/MS una disolucién de Angiotensina |
marcada isotopicamente que se habia sintetizado y purificado en el laboratorio para utilizarla
posteriormente en la cuantificacion, por dilucion isotopica y LC-MS/MS, de acuerdo con el
método descrito anteriormente, de la disolucion de angiotensina | natural sintetizada y purificada
previamente en el laboratorio. Los resultados obtenidos a traves de las dos estrategias se presentan

en la Figura 15.

145



CAPITULO 2

Material de referencia angiotensinal SRM955 cuya concentracion esta certificada por un
Instituto Nacional de Metrologia (NIST): Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu

Angiotensina marcada: Asp-Arg-Val*-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu

Angiotensina natural: Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu
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Figura 14. Esquema de las dos estrategias utilizadas para la cuantificacién de la angiotensina |
natural sintetizada en el laboratorio.

80.0
. 75.0
®0 70.0
[=1)]
=
=  65.0
(==
[=1)]
=  60.0
-
= 55.0
=
2 500
|
A
S 450
=
S 40.0
\ Xy
,,,G\ é\\ %\é\ ‘\\\ < Q 4 >
ﬂ,ﬁ 4,:7 Q\‘
R oY
& & 4
<& & &

Figura 15. Concentracion de angiotensina | natural obtenida a través de las dos estrategias de
medida.

Como puede observarse, los resultados obtenidos por ambas vias coinciden en gran medida, a
excepcion de aquellos obtenidos utilizando algunos aminoacidos (tirosina y arginina). No
obstante, los resultados obtenidos para los diferentes aminodcidos son coherentes con los
encontrados durante la optimizacion de la hidrolisis. Asi, las concentraciones del péptido
encontradas a partir del analisis de la tirosina y arginina en los hidrolizados es un 90 y 110%

respecto del valor esperado, respectivamente. También se encontré un valor superior al esperado
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utilizando la concentracién de valina en los hidrolizados para calcular la concentracion de
angiotensina I. Dado que, en general, la mayoria de las publicaciones no consideran la tirosina ni
la arginina aminoéacidos estables y fiables®**, se ha optado por promediar los cuatro aminoacidos

restantes, obteniéndose un valor que concuerda con el obtenido siguiendo la otra estrategia.

Tal y como describid Stocks et. al. los valores de los diferentes aminoécidos pueden combinarse
(promediarse) para obtener un Unico valor de pureza (concentracion) de un péptido®®. Sin
embargo, actualmente sigue sin haber un consenso sobre cual es el modelo estadistico mas
adecuado para obtener ese valor, ya gue el numero de aminoécidos empleados en la determinacion
y su identidad es determinante en el resultado final. Algunos autores solamente consideran
adecuado usar los valores obtenidos para aminoicido “estables”, como la prolina y la
fenilalanina®3%41, Sin embargo, ese criterio es vago, pues tampoco hay un consenso sobre qué
aminoacidos son mas estables. La estabilidad de los aminoacidos dependera de las condiciones
de hidrélisis: el tiempo, la temperatura, el pH, la concentracion del agente de hidrolisis, etc. Esta
es la razon por la que en este trabajo se ha llevado a cabo una optimizacion de las condiciones de
hidrdlisis para dos péptidos. En nuestro caso, los aminoédcidos mas adecuados para obtener el
valor promedio méas exacto de la pureza de la Angiotensina | son la fenilalanina, la valina, la
isoleucina y la prolina. Asi mismo, estos aminoacidos también proporcionaron valores exactos y
reproducibles en las hidrdlisis del péptido-C (en ese caso, no se midio la fenilalanina y se midi

leucina en lugar de isoleucina).

Sin embargo, obtener un valor de pureza de un péptido a través del promedio de n aminoacidos
individuales repercute en una elevada incertidumbre, ya que el resultado depende de n
determinaciones independientes, cada una de ellas con su incertidumbre. Por lo tanto, no se
recomienda realizar el promedio de valores de aminoacidos individuales si lo que se requiere es
obtener resultados muy precisos. Asi mismo, los valores de incertidumbre son similares a los

publicados por otros autores® 4™,

147



CAPITULO 2

1. 5. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha desarrollado un procedimiento de hidrélisis de péptidos empleando
microondas focalizas y &cido clorhidrico. Para ello se han optimizado las condiciones de hidrélisis
de dos materiales de referencia de péptidos (angiotensina | y péptido C). Los hidrolizados fueron
cuantificados por dilucion isotopica empleando tanto HPLC-MS/MS como GC-MS/MS y
aminoacidos marcados isotopicamente previamente estandarizados utilizando un material de

referencia de aminoacidos naturales garantizando asi la trazabilidad de las medidas al SI.

Los aminoacidos que se hidrolizaron mas rapidamente empleando el horno de microondas fueron
la leucina, la prolina y la fenilalanina, mientras que la valina y la isoleucina requirieron, al menos,
150 min a 150 °C. No se consiguio6 obtener una hidroélisis cuantitativa para todos los aminoéacidos,
con recuperaciones del 90% para la tirosina y del 110% para la arginina. En todo caso, el método
de hidrolisis asistido por microondas focalizadas que se ha desarrollado en este trabajo permite

reducir los tiempos de hidrolisis de 48 a 2,5 h.

Se ha sintetizado y purificado angiotensina | natural y marcada. La pureza de estas disoluciones
se ha evaluado utilizando dos estrategias. Por un lado, la concentracién del péptido natural se
evalud tras su hidrélisis seguido del analisis por dilucién isotépica LC-MS/MS empleando
aminoacidos marcados isotopicamente previamente estandarizados frente a una mezcla
certificada de aminoacidos naturales. Por otro lado, la concentracion del péptido natural se
determiné por dilucion isotépica LC-MS/MS (empleando el péptido sintetizado minimamente
marcado en *C previamente estandarizado también por dilucién isotdpica frente a un material de
referencia certificado. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto las dificultades a la hora de
obtener hidrélisis rapidas y cuantitativas de los péptidos y la necesidad de llevar a cabo estudios
sistematicos como los realizados en este estudio para asegurar la calidad metrolégica de los
resultados obtenidos. y esta Gltima se ha empleado para cuantificar un material de referencia de
angiotensina | natural a través de un método de dilucion isotdpica y péptidos solapados
espectralmente. Este método emplea una baja resolucion en el primer cuadrupolo, de tal forma
que se transmiten simultaneamente los dos clusteres completos seleccionados para el péptido
natural y el marcado, lo cual es indispensable con el fin de asegurar medidas exactas para picos

no resueltos espectralmente.

Los métodos desarrollados han sido empleados para obtener dos valores de concentracion de una
disolucidn de angiotensina | natural sintética. El hecho de que ambos valores coincidan significa
que la metodologia propuesta para obtener la pureza de péptidos es valida, lo que permite realizar

cuantificaciones de bajo coste sin emplear el péptido certificado.
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I11. 1. INTRODUCCION

111.1.1. Chlamydomonas reinhardtii

La microalga verde Chlamydomonas reinhardtii es un organismo unicelular eucariota
ampliamente empleado como organismo modelo, siendo practicamente la Unica alga utilizada en
estudios de fotosintesis, movilidad con flagelos, reconocimiento celular, regulacion del
metabolismo y adaptacion®?. Esto es asi debido a la facilidad de manipulacién de su genética, el
elevado conocimiento de su genoma, completamente secuenciado en 20073, y la amplia variedad
de cepas mutantes en stock (Universidad de Duke). Ademas, esta microalga es especialmente
interesante porque su genoma se encuentra entre el de animales y el de plantas superiores,
presentando secuencias caracteristicas de ambos en un genoma mas simple, con un menor nimero
de genes y familias proteicas y rutas metabdlicas menos complejas. Asi, el estudio de las
Chlamydomonas es muy conveniente para ampliar el conocimiento de organismos superiores a
través de una aproximacion mas sencilla. Por otro lado, en comparacién con microorganismos
méas complejos, como las levaduras S. cerevisiae o P. pastoris, las Chlamydomonas presenta un
crecimiento mas rapido y su cultivo es mas sencillo y de menor coste (nutricién mineral), pues se
trata de un organismo autétrofo y heterétrofo facultativo: fotosintético, pero que también puede
crecer en ausencia de luz con una fuente de carbono. Todo ello, junto a la elevada base de datos
disponible de forma gratuita y a la amplia y activa comunidad internacional de investigacion con

Chlamydomonas, hacen de este microorganismo una herramienta ideal como biofactoria®®.

Hasta hace poco, las Chlamydomonas eran la Gnica especie de alga en la que se podian aplicar
herramientas de ingenieria génica®, por lo que existe una amplia variedad de estudios sobre cepas
y sobre condiciones de estrés para obtener biofuel, biofarmacos e hidrégeno verde™®. Sin
embargo, aunque las Chlamydomonas se han empleado en diferentes estudios con isétopos
estables enriquecidos y con moléculas marcadas®*® el empleo de estas como herramienta
biotecnolégica para obtener moléculas o mezclas de moléculas marcadas de alto valor afiadido

no ha sido abordado hasta hace pocos afios, precisamente por nuestro grupo de investigacion®4,

160



CAPITULO 3

I11. 2. OBJETIVO

Como se ha comentado en la introduccidn, la obtencién de moléculas marcadas ha sido abordada
por diferentes laboratorios, publicos y privados, empleando diferentes microorganismos,
principalmente para obtener mezclas de metabolitos aplicables en calidad y metrologia®>®, pero

también para obtener compuestos aislados con los que realizar determinaciones cuantitativas®’.

En trabajos previos en nuestro laboratorio, las Chlamydomonas reinhardtii han sido cultivadas en
presencia de amonio enriquecido en *®NH, para obtener proteinas y aminoacidos marcados en
15N, En este trabajo se pretender ampliar la metodologia desarrollada previamente en dos
ambitos: la obtencion de biomasa y la obtencion de diferentes fracciones marcadas isotopicamente

gue pudieran ser aprovechables para futuros trabajos.

El objetivo de este capitulo es, por lo tanto, escalar el cultivo y la extraccion de fracciones de
microalgas marcadas y la purificacion y caracterizacion de las fracciones. Por un lado, las
proteinas obtenidas en esta ocasidn seran hidrolizadas y caracterizadas por cromatografia de
liquidos. Por otro lado, los acidos nucleicos marcados obtenidos seran hidrolizados, purificados
y caracterizados. Asi mismo, dado que las Chlamydomonas presentan diferentes bases
nitrogenadas metiladas'®?, los nucleésidos obtenidos van a ser empleados como prueba de
concepto para una aplicacion: la determinacion de metilacion de citosinas en ADN mediante
Dilucién Isotdpica y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada a Espectrometria de
Masas en tandem (HPLC-MS/MS).
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I11. 3. EXPERIMENTAL

I11. 3. 1. Reactivos y materiales

El cloruro aménico enriquecido en °N (pureza > 98%, enriquecimiento isotopico del 99,9%) fue

proporcionado por Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA, USA).

La cepa CC503 de Chlamydomonas reinhardtii fue obtenida del Chlamydomonas Resource
Center de la Universidad de Minnesota (USA).

Reactivos para la preparacion de medios de cultivo (donde no se indique nada provienen de
Sigma-Aldrich):

- “Mezcla de sales TAP”: cloruro amonico, sulfato de magnesio heptahidratado, cloruro calcico
dihidratado y la disolucion de Hutner que incluyeEDTA sal disddica, acido bérico, sulfato de cinc
heptahidratado, cloruro de manganese (ll) tetrahidratado, sulfato de hierro (11) heptahidratado,
cloruro de cobalto (I1) hexahidratado, sulfato de cobre (I1) pentahidratado y molibdato aménico

tetrahidratado (para el cultivo con **N se empled molibdato sédico).
- Disolucion de fosfato: Fosfato potasico dibasico y fosfato potasico monobasico.

- Medio de cultivo: Tris(hidroximetil)aminometano para bioquimica 99% (Acros Organics, Geel,
Bélgica), acido acético glacial (Panreac, Barcelona, Espafia), acido clorhidrico (Merck,
Darmstadt, Alemania) e hidréxido de potasio.

Reactivos para la extraccion de proteinas:

Nitrégeno liquido (Air Liquide, Paris, Francia), tris(hidroximetil)aminometano (Tris) para
bioquimica 99%, dodecilsulfato sédico (SDS) (Merck), glicerol 99.5% (v/v), fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Thermo Fisher), ditiotreitol (DTT), acetato aménico, fenol, sacarosa

(Thermo Fisher), B-mercaptoetanol, metanol y acetona (Fluka).

Reactivos para la extraccidn de &cidos nucléicos:

Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), Tris-HCI, PVP 40k, EDTA, acido ascérbico, cloruro

sodico, dietilditiocarbamato sédico (DIECA) fueron adquiridos en Sigma.

Cloroformo, alcohol isoamilico, etanol, isopropanol y betamercaptoetanol fueron adquiridos en

Sigma.

Las columnas de silice MINI y MIDI Econospin® fueron adquiridas en Epoch LifeScience
(EEUVU).
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Para la cuantificacién de ADN y ARN se emplearon los kits de ensayo de ADNds y ARN Qubit™
BR (Thermo).

Reactivos para la hidrolisis de proteinas:

HCI 12N purificado mediante un proceso de destilacion sub-boiling de la casa comercial 1ISC

Science (Oviedo, Espafia).

Para la hidrolisis de proteinas se emplearon tubos de hidrélisis para microondas focalizadas con

un volumen de 2 mL adquiridos en Biotage (Suecia).
Reactivos para la hidrolisis de &cidos nucleicos:

Acetato sddico, cloruro de zinc, Nucleasa P1, fosfatasa alcalina, sulfato de amonio adquiridos de

Sigma.

Reactivos para el anélisis de aminoécidos:

Los aminoacidos glicina, L-alanina, L-valina, L-leucina, L-isoleucina, L-fenilalanina, L-
triptéfano, L-serina, L-cisteina, L-treonina, L-aparagina, L-glutamina, &cido L-aspartico, &cido
L-glutamico, L-lisina, L-arginina y L-histidina se compraron a Sigma-Aldrich (MO, EEUU),
todos ellos con purezas superiores al 99%. Los aminoacidos L-metionina, L-Prolina y L-tirosina
fueron comprados a Fluka (Schnelldorf, Alemania), también con purezas superiores al 99%.

Como reactivo derivatizante de los aminoacidos se empledé Butanol/HCI 3N (99,9%).

Reactivos para el analisis de nucledsidos:

Los nucle6sidos citidina, desoxicitidina, adenosina, desoxiadenosina, guanosina,
desoxiguanosina, adenosina, desoxiadenosina, uridina, timidina se compraron en Fluka. La 5-
metilcitidina, N®-metiladenosina, N8-metildesoxiadenosina y 5-metildesoxicitidina se compraron

en Jena Bioscience (Alemania).

Los oligonucleotidos metilados (citosinas subrayadas) “Nanog”
(TGTCCCCACCCGGTGGCGCGGGCCGGAAAAAQG), “CSF2”
(ACCCGCCCGCTCGCCCAGCCCCAGCALCGCAGO) y “Mest”

(GTGGCTGGAGCGGGAGAAACCGGACTTTGTGCAACT) fueron adquiridos de Integrated
DNA Technologies (Leuven, Belgica). El porcentaje de eficacia de metilacion de citosinas era
del 95%.
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El set de ADN de raton metilado Zymo D5019 se comprd al distribuidor Comercial Hospitalaria

Grupo3 (Santiago de Compostela, Espafia).

Material para el cultivo y extraccion de proteinas y acidos nucleicos:

Tubos Eppendorf® de 2 mL (Sigma Aldrich), tubos de 15 mL y tubos Falcon® 50 mL (Fisher
Sci, Barcelona, Espafia), recipientes Dewar de varios tamafios (Isotherm, Alemania), matraces de
500 mL y 250 mL (Sigma Aldrich) y placas Elisa de 3 mL (Thermo).

Para la preparacion de las fases moviles se empleé metanol grado LC-MS (>99,9%) adquirido en
Fischer Scientific (Madrid, Espafia) y &cido férmico (>98%) y &cido trifluoroacético (TFA) de
Sigma-Aldrich. EIl agua ultrapura empleada en la preparacion de las fases moviles y de las
disoluciones se obtuvo con un sistema de destilacion PureLab Flex 4 (Veolia, Francia).

Los disolventes acetona y acetonitrilo (calidad HPLC) fueron comprados a Fluka y a CarloErba
reagents (Barcelona, Espafia), respectivamente, mientras que la dimetilformamida (calidad
HPLC) fue adquirida en VWR (Darmstadt, Alemania).

I11. 3. 2. Instrumentacién

Los cultivos de microalgas se realizaron en un agitador orbital HWY-200 (LAN Technologies,
Bilbao) y en botellas de cristal borosilicato 3.3 de 10 L (WVR Internacional, EEUU). Para el
cultivo en botella se empled un frigorifico GRE1400 (Metro Professional, Alemania), equipado
con tubos de luz de nedn (Philips, Paises Bajos). La esterilizacién de los medios de cultivo se
realiz6 en una autoclave Autotester-G (P-Selecta, Espafia). La manipulacién e inoculacion de las
microalgas se realiz6 en una campana de flujo laminar TH-100 (Telstar, Barcelona). La
compactacion de los cultivos en pellets se realiz6 en una centrifuga Centrikon T-124 (Kontron
Instruments, Alemania). Para la extraccidn de proteinas y acidos nucleicos se emple6 un equipo
de ultrasonidos UP200S (Hielscher, Alemania), una centrifuga 5415R (Eppendorf, Alemania) y
una centrifuga Micro STAR 17 (VWR, EEUU). Para las pesadas se emplearon las balanzas
analiticas MS205DU semi-micro y AB204-S, ambas de Mettler Toledo (Suiza). Todas las

disoluciones se homogeneizaron empleando un agitador tipo Vortex (VELP Scientifica, Italia).

Las hidrdlisis de acidos nucleicos se realizaron en un termociclador UNO96 HPL (VWR) y en un
horno Heraeus® (Thermo, EEUU). Las hidrolisis de proteinas se realizaron en un equipo de
microondas focalizadas Biotage Initiator de Biotage (Suecia). Para la evaporacion de las

disoluciones se empled un evaporador MiVac (Supelco, EEUU). La conservacion de muestras se
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realizd en un congelador -86 Igloo U570 °C (Telstar) y en un congelador a -20 °C (Samsung,

Corea del Sur), dependiendo del tiempo de conservacion.

La separacion cromatogréfica de los aminoacidos butilados y de los nucleésidos se llevé a cabo
en un cromatografo de liquidos de ultra alta resolucion (UPLC) de Agilent series 1290 (Agilent
Technologies, EEUU), acoplado a un espectrometro de masas de tipo triple cuadrupolo Agilent

modelo 6460, equipado con una fuente de ionizacon “‘jet-stream”.

La cuantificacion de &cidos nucleicos se realizé empleando un fluorimetro portatil Invitrogen
Qubit™ 4 de Thermo.

Asi mismo, también se empled un pH-metro Basic 20 de Crison (Barcelona, Espafia) para ajustar

el pH de las disoluciones y las fases moviles.

I11. 3. 3. Procedimientos

I11. 3. 3. 1. Cultivo de Chlamydomonas

Las condiciones para el cultivo de Chlamydomonas en matraces de 500 mL se han descrito
previamente!*. El cultivo que se ha llevado a cabo durante esta tesis doctoral es un escalado a 10
L, siendo este el paso previo a la produccién con un biorreactor. EI medio de cultivo y los
componentes de tres disoluciones empleadas en el mismo se detallan en las tablas 1, 2 y 3. Previo
a su uso, el medio de cultivo es esterilizado en la autoclave a 125 °C y 2,5 atm de presion durante
21 minutos. A continuacién, se deja enfriar y se inoculan las algas dentro de una campana de flujo
laminar, tomando una pequefia cantidad de microalgas con un asa de siembra de una placa Petri
de agar y empleando 250 mL de medio de cultivo en un matraz de 500 mL. Finalmente, se
esteriliza la boca del matraz acercandola a la llama de un mechero Bunsen, se deja enfriar y se
sella con tapones de difusion de gases. Los matraces son llevados a la camara de cultivo para
comenzar el crecimiento. Para asegurar un enriquecimiento isotopico elevado se requiere realizar,
al menos, dos cultivos sucesivos en el medio enriquecido en **N. Para los subcultivos se emplean
puntas de pipeta con filtro esterilizadas. Para el cultivo en botella de 10 L, 250 mL de microalgas

marcadas en °N se inoculan 5 L de medio de cultivo.

Tabla 1. Componentes del medio de Tabla 2. Componentes de la disolucion de
cultivo Hutner
Componente Cantidad/L Sal é(l)lr_];: entracion
Disolucion TAP 25,0 mL EDTA 50,00
Tris* 2,424 H3BOs 11,40
Acido acético 1,00 mL ZnS04-7H20 22,00
Disolucidn fosfato** 0,375 mL MnClz-4H,0 5,06
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Disolucion de Hutner 1,00 mL FeSO4-7H20 4,99
pH 7,5 CoClz-6H-0 1,61
*Tris(Hidroximetil)aminometano CuS04-5H.0 1,57
** 288 g/L K2HPO4 + 144 g/L KH2PO4 (NH4)sM07024-4H20 1,10

Tabla 3. Componentes de la
disolucién TAP

Sal C(g/L)
NH4CI 15,0
MgS0a4-7H,0 4,0
CaCl2:2H20 2,0

Los diferentes elementos empleados para llevar a cabo el cultivo en botellas de 10 L se resumen
en la Figura 1. El elemento A representa la botella de 10 L, B representa el medio de cultivo, C
es un agitador magnético para generar movimiento en la disolucién, D es una placa magnética, E
son burbujas de aire desacidificado para mejorar el movimiento de microalgas en la zona
intermedia y superior de la disolucién, F es un filtro estéril de 0,2 um para evitar la transmision
de microorganismos presentes en el aire al cultivo, G es una botella que contiene una disolucion
de hidroxido de calcio 0,1 M, por la que se burbujea aire para desacidificarlo, H es un soplador
de aire, | es un tubo que sirve para contrarrestar el aumento de presiony J es un vaso que sirve de
desaglie en caso de un aumento puntual de la presidn. Por ultimo, todo el sistema se encuentra en
una cdmara termostatizada a 20°C e iluminada con tubos de nedn en los laterales y arriba y debajo

de la botella, aplicando fotoperiodos de 16:8 horas de luz:oscuridad (elemento J).
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Figura 1. Esquema de cultivos realizados en botellas de 10 L. A) botella de 10 L, B) medio de
cultivo, C) agitador magnético, D) placa magnética, E) burbujas de aire desacidificado, F) filtro
estéril de 0,2 um, G) botella con disolucién de hidroxido de calcio 0,1 M, H) soplador de aire, 1)

tubo hueco, J) vaso de 500 mL.

I11. 3. 3. 2. Extraccion conjunta de &cidos nucleicos v proteinas

Con el fin de obtener el mayor nimero posible de compuestos de alto valor afiadido se emplea un
procedimiento de extraccion mdaltiple desarrollado en el Departamento de Biologia de
Organismos y Sistemas de la Universidad de Oviedo?, en version escalada. La extraccion se
realiza en un tubo de 50 mL con 1 g de biomasa (peso fresco). Sobre el pellet se afiaden 7 mL de
buffer de extraccién preparado in situ (Tabla 4) y se homogeniza la mezcla, en primer lugar,
pipeteando y luego agitando con un vortex durante un minuto. A continuacion, se sumerge el tubo
en nitrégeno liquido unos segundos para congelar la mezcla. Se aplican tres ciclos de congelado-
descongelado para conseguir la ruptura de las células. Seguidamente, se deja el tubo 30 minutos
en agitacién a temperatura ambiente y luego se centrifuga durante 5 minutos a temperatura
ambiente y maxima velocidad. El sobrenadante se transfiere a columnas de silice para extraer
acidos nucleicos. Tras un minuto de incubacion a temperatura ambiente, se centrifugan las
columnas durante 10 minutos a maxima velocidad y se transfiere el eluyente a otra columna de
silice para realizar una reextraccion. El eluyente se mezcla con 3 mL de acetonitrilo y la mezcla
se transfiere a otra columna de silice (extraccién de ARN), se incuba durante 1 minuto y se
centrifuga a maxima velocidad durante 10 minutos. El eluyente se transfiere a una segunda
columna de silice para realizar una reextraccion. Tras la segunda extraccion, el eluyente se

transfiere a un tubo de 15 mL y se conserva a 4 °C y en oscuridad para la extraccion de proteinas
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Las columnas con los acidos nucleicos se lavan con 5 mL de la disolucién WB1 (2 mM Tris-HCI
pH = 7,5, 20 mM NaCl, 0,1 mM EDTA y 90% etanol), se centrifugan (10 minutos, 10000 rpm),
se desecha el eluyente y se vuelven a lavar con la misma disolucién al 70 % de etanol. A
continuacion, se desecha el eluyente y se centrifugan las columnas vacias durante un minuto a
méxima velocidad para secarlas. Para obtener los &cidos nucleicos se afiade, como minimo,
200 pL de agua a la columna, se incuba 5 minutos a 37 °C con agitacion suave y se centrifuga

10 minutos a 10000 rpm. Este proceso se repite dos veces para un mayor rendimiento.

Tabla 4. Componentes de la reguladora de extraccion

Componente Concentracion
SDS 5%

Tris 100 Mm
Glicerol 10 %

PMSF 2 Mm

DTT 10 Mm

pH 8,00

Respecto a las proteinas, estas se separan del resto de la matriz a través de una extraccion con
fenol. Sobre la mezcla obtenida previamente se afladen 3 mL de sacarosa 3 M con ditiotreitol
(DTT, 10 mM) y 4 mL de fenol (pH = 8,0) con 0,5 % de B-mercatoetanol. Esta mezcla se agita
vigorosamente y se centrifuga durante 5 minutos a 5000 rpm. Seguidamente, se centrifugan los
tubos y se toma el sobrenadante, que se lleva a un tubo de 50 mL conteniendo 10 mL de disolucion
PWB (sacarosa 3M, Tris-HCI 50 mM pH = 7,5 y EDTA 50 mM). Esta mezcla se agita
vigorosamente y se centrifuga a temperatura ambiente y maxima velocidad durante 5 minutos. A
continuacion, se toma la fase superior (fase organica), se transfiere a otro tubo y la fase acuosa se
reextrae de la misma manera. Una vez reextraida, se juntan las dos fases organicas y se reextraen.
En este paso del procedimiento, al tomar el sobrenadante y transferirlo a otro tubo hay que tener
mucha precaucion de no coger fase acuosa. En este tubo se afiaden 20 mL de acetato aménico 0,1
M en metanol, se agita suavemente y se deja 12 h a -20 °C. Una vez precipitadas las proteinas, se
centrifuga el tubo durante 5 minutos a 4 °C y 6000 rpm y se retira el sobrenadante. El s6lido que
queda se lava dos veces con metanol y posteriormente una vez con acetona, conteniendo estos
disolventes 0,5 % de B-mercatoetanol, salvo en el ultimo lavado. Todo el proceso es llevado a

cabo a 4 °C, salvo cuando se mencione otra temperatura.
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I11. 3. 3. 3. Extraccion de 4cidos nucleicos a gran escala

Para procesar y obtener cantidades mayores de acidos nucleicos se realiza un escalado del
protocolo clasico de extraccion con el reactivo bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)?*%, Se
parte de 1 g de pellet himedo o 200 mg de pellet seco en un tubo de 15 mL, se afiaden 8 mL del
medio de extraccion (2 % CTAB, 1 % polivinil pirrolidona (PVP), 100 mM Tris-HCI, 1,4 M
NaCl, 20 mM EDTA, 1 % B-mercaptoetanol), se homogeniza con agitacion y con pulsos de
ultrasonidos y se deja 30 minutos en un bafio a 60 °C. A continuacion, se centrifuga a 6000 rpm
5 min y se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo. A éste se le afiaden 4 mL de una mezcla
24:1 de cloroformo:alcohol isoamilico, se agita suavemente hasta que se homogenicen las fases
y se centrifuga nuevamente a 6000 rpm durante 5 min. Se toma el sobrenadante y se repite este
altimo proceso otra vez. Por ultimo, se afiaden 4 mL de isopropanol a -20 °C, se mezcla
cuidadosamente y se deja 24 h para que precipiten los acidos nucleicos. Una vez obtenido el
solido, se lava con etanol frio varias veces para eliminar las sales que puedan haber coprecipitado.

111. 3. 3. 4. Hidrdlisis acida de proteinas

Las muestras de proteina marcada en ©°N, liofilizadas y almacenadas a -86 °C, se descongelan a
temperatura ambiente y se introducen aproximadamente 50 mg en viales de cristal de 5 mL.
Seguidamente, se afiaden, aproximadamente, 300 uL de agua y 300 pL de HCI 12N sub-boiling.
Por ultimo, los viales se sellan y el aire interior se sustituye por nitrgeno con el fin de evitar
oxidaciones. Este procedimiento es similar al descrito en el Capitulo 2 para la hidrélisis de
péptidos. Las hidrolisis transcurren durante 3 horas. Por Gltimo, se transfiere el hidrolizado a un
tubo Eppendorf® de 2 mL, se centrifuga a 10000 rpm durante 5 minutos, se toma el sobrenadante,
se transfiere a otro vial y se evapora. Tras la reconstitucién en la fase movil de la cromatografia,

la mezcla se puede inyectar directamente en el HPLC-MS.

I11. 3. 3. 5. Derivatizacién de aminoécidos

Las muestras de hidrolisis de proteinas se someten a un proceso de derivatizacion usando butanol-
clorhidrico para la posterior separacion y deteccion de los aminoacidos por cromatografia liquida
en fase reversa?. Brevemente, las disoluciones con los aminoacidos se evaporan en tubos
Eppendorf® empleando vacio. A continuacion, se afiaden a los tubos 100 pL de butanol-HCI 3 N
y se calientan en un termobloque a 60 °C durante 30 minutos. Por ultimo, esta disolucién se

analisis.
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I11. 3. 3. 6. Andlisis de aminoacidos por LC-MS/MS

La separacion cromatografica de arginina, prolina, valina, tirosina, isoleucina, leucina y
fenilalanina se lleva a cabo como ésteres butilados empleando cromatografia en fase reversa. Este
método incluye un gradiente cromatografico usando como fase mévil A 0,1 % (v/v) de acido
formico en agua y como fase B 0,1 % (v/v) de &cido férmico en acetonitrilo. Las condiciones para
la separacion cromatografica se detallan en la Tabla 5. Los analisis MS/MS se llevan a cabo
empleando ionizacién positiva y el modo de deteccion SRM. Los valores de los parametros del
espectro de masas se detallan en la Tabla 6. La adquisicion de datos y el tratamiento de estos se

ha llevado a cabo usando el software Agilent MassHunter Workstation version B.06.00.

Tabla 5. Parametros seleccionados para la separacion por cromatografia
de liquidos de los aminoéacidos butilados

Cromatdgrafo Agilent Infinity 1290
Columna Zorbax Eclipse C18
Dimensiones 50x 2,1 mmx 1,6 um
Temperatura 25°C
Volumen de inyeccion 1pL
Flujo 0,4 mL/min
Fase A 0,1 % &cido férmico en agua
Fase B 0,1 % acido férmico en ACN
Separacion cromatografica Tiempo (min) % B

0 5

1 5

8 40

9 60

10 5

12 5
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Tabla 6. Parametros seleccionados para la deteccion por MS/MS
de los aminoécidos butilados.

Espectrometro de masas Agilent 6460

Fuente de ionizacién Electrospray jet stream
Modo de ionizacion Positivo

Temperatura del gas 250 °C

Flujo del gas 8 mL/min

Temperatura del gas envolvente 300 °C

Flujo del gas envolvente 10 mL/min
Presion del nebulizador 50 psi
Voltaje del capilar 2000 vV
Voltaje de la entrada 500 V

I11. 3. 3. 7. Hidrolisis enzimatica de acidos nucleicos

Para la hidrdlisis de los &cidos nucleicos se emple6 un protocolo clasico de hidrolisis enzimatica
de ADN, escalado para cantidades mayores en el caso de la hidrélisis de acidos nucleicos
marcados isotopicamente. Las condiciones de hidrdlisis no fueron optimizadas para el escalado y
el mismo fue empleado tanto para ADN como para mezclas de ADN y ARN. El protocolo
escalado para grandes cantidades de ADN es el siguiente: En primer lugar, se toman 100 pL de
ADN o ARN y se incuban a 99 °C durante 5 minutos. Inmediatamente después de esta
desnaturalizacion se colocan los viales en hielo y se afiaden 8 pL de acetato sodico 50 mM, 3,3
pL de cloruro de zinc 40 mM y 2,5 uL de nucleasa P1 (200 U/mL) a pH = 7,2. A continuacion,
los reactivos se mezclan en el vial a través de ligeros movimientos y se dejan 12 h a 37 °C en una
estufa. Seguidamente se afiaden, por este orden, 25 pL de Tris-HCI 0,5 M (pH =8,3) y 5 pL de
fosfatasa alcalina (0,2 U/mL), se mezclan suavemente y se incuban los viales durante 2 ha 37 °C.
Después se afiaden 55 uL de agua, se transfieren a un tubo Eppendorf de 1,5 mL y se afiaden
suavemente 800 pL de etanol absoluto a -20 °C sin agitar. La mezcla se deja una hora a -20 °C
para que precipiten las diferentes sales del medio. Por Gltimo, se centrifuga a 4 °C durante 15
minutos a 14000 rpm, se toma el sobrenadante, se evapora y se reconstituye en la fase movil, ya

sea para cromatografia liquida a escala analitica o a escala semipreparativa.

I11. 3. 3. 8. Purificacién de nucledsidos marcados

La purificacion de los nucledsidos marcados se lleva a cabo empleando cromatografia liquida
semi-preparativa, Para ello, el producto obtenido de la hidrdlisis se disuelve en 500 uL de agua
0,1 % (v/v) TFA'y se inyectan directamente 50 uL de esa disolucion en el equipo, empleando las

condiciones que se detallan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Parametros empleados para la separacion por cromatografia de liquidos semipreparativa
de los nucle6sidos marcados.

Cromatografo Agilent Infinity 1260
Columna Jupiter C18 (Phenomenex)
Dimensiones 250x10 mm x5 pm, 300A
Temperatura 25°C
Volumen de inyeccion 50 puL
Longitud de onda 260 nm
Flujo 2 mL/min

0,1 % &cido trifluoroacético
Fase A

en agua

Metanol, 0,1 % &cido
Fase B ) ]

trifluoroacético
Separacién cromatografica Tiempo (min) % B

0 5

60 5

I11. 3. 3. 9. Analisis de nucleésidos por ID-LC-MS/MS

Para llevar a cabo los estudios de Dilucion Isotopica se afiaden a las muestras, aproximadamente,
50 pL de disoluciones de nucledsidos marcados isotépicamente con concentraciones entre 10 y
150 pg-gt. La separacion cromatografica de los nucledsidos se lleva a cabo empleando
cromatografia en fase reversa. Este método incluye un gradiente cromatografico usando como
fase movil A 0,1 % (v/v) de &cido férmico en agua y como fase B 0,1 % (v/v) de acido férmico
en metanol. Las condiciones para la separacion cromatografica se detallan en la Tabla 8. Los
analisis MS/MS se llevan a cabo empleando ionizacion positiva y el modo de deteccién SRM.
Los valores de ionizacion del espectro de masas y otros valores empleados en el funcionamiento
de este fueron optimizados empleando una disolucién 1 ug/g de los nucledsidos disueltos en 100
% fase A. Estos valores se detallan en la Tabla 9. La adquisicion de datos y el tratamiento de estos

se llevo a cabo usando el software Agilent MassHunter Workstation versién B.06.00.
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Tabla 8. Parametros seleccionados para la separacion por

cromatografia de liquidos de los nucledsidos

Cromatografo Agilent Infinity 1290

Columna Luna® Omega Polar C18
Dimensiones 100x2,1 mm x1,6 pm

Precolumna SecurityGuard™ UPLC C18-Peptide
Temperatura 25°C

Volumen de inyeccion 1 pL

Flujo 200 pL/min

Fase moévil A H-0, 0,1 % &cido férmico

Fase moévil B Metanol

Gradiente 0 min— 0% fase B

4min— 0% fase B
14 min — 3 % fase B
15 min — 3 % fase B
20 min — 0 % fase B
25 min — 0 % fase B

Tabla 9. Parametros seleccionados para la deteccion por MS/MS de los nucleésidos

Espectrometro de masas Agilent 6460
Fuente de ionizacién Electrospray (ESI) — jet stream (AJS)
Modo de ionizacién Positivo

Temperatura del gas envolvente 400 °C

Flujo del gas envolvente 12 mL/min
Presion del nebulizador 40 psi
Potencial del capilar 3000 V
Potencial de la entrada ov
Temperatura del gas 300°C
Flujo del gas 7 mL/min
Voltaje del capilar 2000 V
Voltaje de la entrada ov
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I11. 4. RESULTADOS Y DISCUSION

I11. 4. 1. Cultivo de Chlamydomonas

El grupo de investigacion donde se ha realizado la presente tesis tiene una amplia experiencia en
el cultivo de microorganismos a escala de laboratorio para obtener compuestos marcados
isotépicamente®27, Sin embargo, muchos compuestos de interés bioanalitico se encuentran
presentes en baja proporcion en los microorganismos y por ello se requiere obtener una elevada
cantidad de biomasa para conseguir cantidades suficientemente elevadas con el fin de purificarlos
y emplearlos como patrones. En este trabajo se ha realizado un escalado del cultivo de
Chlamydomonas de matraces de 500 mL a botellas de 10 L. Para ello se ha empleado el dispositivo
gue se muestra en la seccion de procedimientos (Figura 1). A continuacion, los cultivos realizados
se compactaron en pellets empleando una centrifuga Centrikon T-124 con capacidad de 6
recipientes de 300 mL. Este es un paso importante para tener en cuenta, pues los cultivos presentan
un volumen muy elevado para las centrifugas utilizadas habitualmente en los laboratorios y las
células deben compactarse, lavarse y congelarse o méas rapidamente posible. Se llevaron a cabo
tres cultivos consecutivos con **N empleando el sistema descrito (Imagen 1) y se obtuvieron 17,2
+ 0,6 g/L de biomasa, requiriendo 6 dias para un crecimiento completo. Estos valores son
inferiores a los obtenidos previamente para esta microalga y la cepa empleada?, lo cual es de
esperar, ya que se trata de un sistema no optimizado donde la agitacion y la iluminacién no son
Optimas. Por ello, se estudio el potencial valor del medio de cultivo remanente. Aunque es sabido
que, durante su crecimiento y con el aumento de la densidad celular en el medio, las microalgas
liberan al medio de cultivo sustancias que interfieren en el crecimiento y proliferacion de estas, a
nivel de produccion industrial es interesante comprobar si tras realizar un cultivo y peletear las
microalgas se puede emplear el mismo medio de cultivo para volver ainocular microalgas y seguir
creciendo las mismas, en casos como este, donde quedan nutrientes en la disolucidn. Se realizaron
dos cultivos empleando el medio de cultivo remanente, previa esterilizacion, y se compactaron en
pellets de la misma manera, obteniéndose 3,2 = 0,3 g/L de biomasa. Aungue a nivel industrial
este no es un proceso rentable, este experimento demuestra que en el medio de cultivo quedan
nutrientes sin aprovechar y que el proceso se podria optimizar para obtener, al menos, entre un
15 y un 20 % maés de la cantidad obtenida inicialmente. La suma de estas dos cantidades si esta
en consonancia con la cantidad de biomasa esperable para este cultivo, pues las condiciones de

frio, luz y agitacion no estan optimizadas, lo que afecta al rendimiento42128-30,
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Imagen 1. Cultivo de Chlamydomonas en un medio enriquecido en N,
escalado a 5 L en una botella de 10 L.

I11. 4. 2. Extraccidn conjunta de proteinas y &cidos nucleicos

La extraccion conjunta de proteinas y de acidos nucleicos llevada a cabo en este capitulo es
novedosa ya que no habia sido realizada previamente empleando un gramo de biomasa. A pesar
de tratarse de un proceso escalado, la extraccion y purificacion de acidos nucleicos se realizé con
columnas de silice MINI. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 10. Como se puede
observar, los valores obtenidos para la extraccion de proteinas son similares a los publicados
previamente para esta microalga y este tipo de extraccion'#?l, Sin embargo, la extraccion de
acidos nucleicos a través de esta via presenta resultados por debajo del rendimiento obtenido
empleando una cantidad de biomasa inicial menor (100 mg). Generalmente, el escalado de
procesos de laboratorio suele conllevar una pérdida en el rendimiento de estos, ya que
determinados pasos como la dinamica de fluidos, la homogenizacion de materia o la distribucion
de calor ocurre de manera y en tiempos diferentes a los procesos miniaturizados. Esto es
especialmente significativo en procesos que involucran microorganismos, pero, en este caso, en
la extraccion de acidos nucleicos, el principal reto se encuentra en la propia extraccion en la
columna de silice. Un aspecto importante a considerar aqui es la cantidad de fuerza que ejerce la
centrifuga sobre el filtro, la cual es dependiente no solo de la potencia de la centrifuga sino
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también de la masa liquida que hay sobre el filtro. Asi, un procedimiento de extraccion con
columnas MINI requiere 3 minutos a 15 000 rpm para procesar 800 UL de disolucion y extraer
entre 30 y 40 ug de ADN3L Dado que en esta extraccion escalada se manejan volimenes y
cantidades de materia muy superiores, se decidié ensayar el mismo procedimiento empleando
columnas MIDI, con capacidad de procesar 6,5 mL y con capacidad de retencién entre 200 y 300
pg de ADN (rendimiento tedrico similar a las columnas mini). Sin embargo, no se consiguié una
extraccion satisfactoria en todos los ensayos realizados, pues las columnas se quedaban obturadas
al centrifugar y el extracto y los disolventes no circulaban a través de la columna, lo cual repercute

en largos tiempos de elucién y en una pérdida de material.

Tabla 10. Cantidad de microalga empleada en cinco extracciones y rendimientos de
extraccion de proteinas y de &cidos nucleicos.

Masa pellet Masa Masa Masa % extraccion % extraccion
(9, peso humedo)  proteina (mg) DNA (ug) RNA (ug) proteinas DNA
muestra 1 1057 45,7 48,03 735 4,32 0,045
muestra 2 984 40,3 35,20 546 4,10 0,036
muestra 3 965 38,5 39,74 576 3,99 0,041
muestra 4 1120 45,4 24,61 394 4,05 0,022
muestra 5 1195 45,9 19,80 300 3,84 0,017

Como alternativa a la extraccién empleando centrifugacion se utilizé una cdmara de extraccion a
vacio (Imagen 2). En este tipo de extraccion también se emplearon columnas MINI con el objetivo
de comprar las caracteristicas de la elucién con esa columna en un sistema alternativo a la
centifugacion. Con este tipo de extraccion no se obtuvieron mejores resultados, ya que las
columnas MIDI también se obturaban a pesar de tratarse de un sistema de elucién en condiciones
mas suaves de presion, mientras que las columnas MINI no se obturaban, pero requerian el triple
de tiempo (10 minutos) de elucion frente al método de centrifugacion. De acuerdo con estos
resultados se concluye que, dado que el método de extraccion con columnas de silice se aplica a
procedimientos miniaturizados, las columnas MIDI, aunque iguales en composicién quimica, no
estan disefiadas para este tipo de procesos. De acuerdo con la opinion de diferentes casas
comerciales, el empleo de este tipo de columna es, principalmente, extracciones SPE en cAmaras
de vacio. Sin embargo, en el procedimiento desarrollado, aparentemente, la cdmara de vacio no
generaba un vacio suficiente. Por otro lado, para el empleo de estos tubos en centrifugas se
requeriria unos tubos colectores con una morfologia que contrarrestase la sobrepresion que se
generaba en el colector al centrifugar, cosa que ocurria con las columnas MINI, que estaban
encajadas al tubo colector girando libremente sobre él, mientras que las columnas MIDI no podian

girar.
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- fl
Imagen 2. Extraccion de &cidos nucleicos en columnas de silice MINI y MIDI empleando una
cadmara de vacio.

I11. 4. 3. Extraccion selectiva de acidos nucleicos

Como se ha descrito previamente, el procedimiento desarrollado para la extraccion conjunta de
proteinas y &cidos nucleicos es eficaz si no se requieren elevadas cantidades de acidos nucleicos.
Sin embargo, como proceso de obtencion de &cidos nucleicos marcados a gran escalada es poco
eficaz. El empleo de columnas de silice, ademas de extraer los acidos nucleicos, permite limpiar
y purificar los mismos. Dado que en los procesos de sintesis de patrones analiticos generalmente
se suele aplicar un proceso de purificacion por cromatografia, se decidio llevar a cabo un
procedimiento de extraccion selectiva de acidos nucleicos, el cual permitiera el empleo de
volimenes y cantidades mucho mayores y no requiera el uso de columnas de silice, reduciendo

asi el tiempo de extraccion.

La extraccion de &cidos nucleicos empleando reactivos selectivos (CTAB, TRIzol, etc.) y su
posterior purificacion mediante precipitacion es un procedimiento ampliamente empleado en
laboratorios de investigacion tanto para obtener muestras de ADN como de ARN?%3233, Este tipo
de procedimientos son més répidos y requieren menos materiales que los que emplean una
purificacion con columnas de silice, si bien, como contrapartida, las muestras obtenidas suelen
presentar una menor pureza.

En este caso se empled un protocolo estandar modificado y adaptado al tipo de muestra y a las
cantidades empleadas. En la Imagen 3 se muestra un ovillo de ADN precipitado para una muestra
de aproximadamente un gramo en peso fresco. Una ventaja de este tipo de extraccion es que los
precipitados presentan una forma tipica y se encuentran agregados, por lo que, para muestras
abundantes, los precipitados obtenidos mediante este procedimiento son lo suficientemente

grandes como para transferirlos con una pipeta a otros viales y realizar maltiples lavados de los
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acidos nucleicos empleando etanol frio, sin tener que aplicar multiples pasos de centrifugacion,
eliminacion del sobrenadante y desagregacion del solido para limpiar el mismo. Las diferentes
muestras extraidas empleando este procedimiento se secaron empleando vacio y se disolvieron
en 500 pL de agua para cuantificar el rendimiento de la extraccidn, obteniéndose una media de
0,029 £ 0,006 % de rendimiento de extraccion de ADN. Aunque este valor es similar al obtenido
empleando el procedimiento de extraccion conjunta de proteinas y acidos nucleicos, este proceso
requiere un total de 45 minutos, esto es, 3 horas menos que con el otro método. Ademas, en este
caso no se requiere ni centrifugacion ni columnas de silice, con el ahorro econémico que ello

implica.

Imagen 3. Ovillo de &cidos nucleicos obtenidos durante la
extraccion realizada con reactivos selectivos.

I11. 4. 4. Determinacién del enriquecimiento isotopico de aminoacidos marcados por
LC-MS

Las proteinas marcadas se hidrolizaron empleando una hidrélisis acida y los hidrolizados se
analizaron por HPLC-MS empleando las condiciones que se detallan en la seccion de
procedimientos. En la Figura 2 se muestra el cromatograma de la separacién de un hidrolizado de
proteina marcada (concentracion aproximada 100 pg-g?*) en modo SCAN. Como se puede

178



CAPITULO 3

observar, los picos principales se corresponden con aminoécidos y la mayoria de los aminoacidos
proteinogénicos estan presentes. No se pudo determinar los aminoacidos asparagina, glutamina y
glicina. La ausencia de los dos primeros se debe a que, durante la hidrolisis, estos se convierten
en &cido aspértico y glutamico, respectivamente. Sin embargo, no se ha encontrado una
explicacion para la ausencia de glicina. Tratdndose del aminoacido de menor tamafio, se esperaria
su elucién en cabeza de columna, al igual que ocurre con la lisina y la histidina. Asi mismo,
destaca la presencia de triptéfano que no pudo ser determinado en un estudio previo**. Asi mismo,
no se consiguid la separacion de todos los aminoacidos debido a la similitud entre algunos de
ellos, a su caracter ionico y al tipo de cromatografia empleada para la separacion. A pesar de la
falta de resolucion cromatogréfica, dado que la mayoria de los aminoéacidos presentan masas
diferentes, la separacion obtenida resulto suficiente para poder determinar el enriquecimiento
isotdpico con exactitud y precision. Para determinar el enriquecimiento isotopico se ha empleado
el procedimiento descrito en la introduccion y desarrollado previamente por el grupo de
investigacion donde se ha realizado la presente tesis®*. La Tabla 11 muestra los tiempos de
retencion obtenidos para los aminoacidos marcados en *N y su enriquecimiento isotépico
determinado por HPLC-MS. Como se puede observar, para los isémeros leucina e isoleucina no
se pudo determinar el enriquecimiento isotépico, debido a la coelucién de los mismos. Asi mismo,
para el aminoéacido histidina tampoco fue posible determinar su enriquecimiento isotdpico, al eluir
en cabeza de columna y encontrarse el clister seleccionado interferido. Se obtuvo un
enriguecimiento isotdpico medio de 99,2 + 0,2 %. Este valor es ligeramente inferior al del
enriquecimiento isotopico tedrico del reactivo suministrado a las Chlamydomonas (**NHy,
99,9 %). No obstante, es importante resaltar aqui que un enriguecimiento isotépico del 99,9 % es
poco probable, pues esa cifra es muy elevada y la medida depende altamente de la técnica de

analisis empleada. Asi mismo, el proveedor no indica la incertidumbre de ese valor.
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Figura 2. Separacion cromatografica de un hidrolizado de proteina marcada en **N determinada en
modo SCAN a una concentracién aproximada de 100 pg-g™.

Tabla 11. Aminoacidos marcados en '*N determinados por HPLC-MS: tiempos de retencion y
enriquecimientos isotdpicos.

Letra Aminoacido Tiempo de_ Cluster Foérmula _ Enriguecimiento
retencién (min) (m/z) fragmento isotdpico + d.e. (%)

H Histidina 0,66 212-218 C10H18®N303 -

K Lisina 0,69 203-209 Ci10H25'°N203 99,32 £ 0,02

R Arginina 0,89 231-237  CioH23®N4O3 98,84 + 0,06

S Serina 1,48 162-168 C7H16NOy 99,32+ 0,02

T Treonina 2,49 176-182 CsH15®NOy 99,34 + 0,02

A Alanina 2,60 246-252 C7H16NO3 98,86 + 0,04

P Prolina 3,55 172-178 CoH15°NOs3 99,20 + 0,02

C Cisteina 3,55 194-200 C7H16"NO4S 99,34 + 0,02

V Valina 5,95 174-180 CoH20'°NOs3 99,12 + 0,02

M Metionina 6,27 206-212 CgH20'NO3S 99,16 + 0,04

Y Tirosina 6,69 238-244 Ci3H18"NO;4 99,22 + 0,02

L Leucina 7,80 188-194 Ci1oH22"NOs -

I Isoleucina 7,84 188-194 Ci1oH22*5NOs -

F Fenilalanina 8,50 222-228 Ci13H20"NOs 98,96 + 0,04

D Acido aspartico 9,14 190-196 CsH16'°NOs 99,18 + 0,04

E ACId(_) 9,60 204-210 CoH15°NOs 99,42 + 0,02

glutdmico

w Triptéfano 9,60 261-267 C15H21°NOs 99,40 + 0,02
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I11. 4. 5. Hidrdlisis y purificacion de nucletésidos por HPLC semipreparativa

Las muestras de &cidos nucleicos obtenidas se hidrolizaron para obtener nucledsidos empleando
nucleasa P1 y fosfatasa alcalina. Tras las hidrdlisis, se comprobd la ausencia de ADN o ARN en
las muestras. A continuacidn, se separaron los nucledsidos marcados empleando cromatografia
liquida preparativa en modo isocratico. En la Figura 3 se muestra un cromatograma de una mezcla
de patrones de nucledsidos tanto de ADN como de ARN. Como se puede observar, en las
condiciones empleadas se consigue una separacion de todos los nucleésidos de ADN y ARN, a
excepcion de la guanosina y la desoxiadenosina. Esto es especialmente relevante en muestras
reales, donde los picos de los nucledsidos de ARN son mucho mayores por su abundancia que los
de ADN, por lo que estos dos patrones no pueden ser obtenidos aislados usando la separacion
empleada. Asi mismo, se incluyen en este cromatograma flechas indicando los picos de los
nucledsidos metilados de citosina y adenina, tanto para ADN como ARN (metilcitidina y la

metildesoxiadenosina no se encontraron en las muestras).

I VWD1 A, Wavelength=280 nm (JESUSING RT 2021-02-14 14-24-27021-0101.D)
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Figura 3. Cromatograma de la separacién de una mezcla de patrones de nucledsidos de ADN y
ARN por HPLC preparativo. Deteccion a 260 nm.

I11. 4. 6. Medida del enriquecimiento isotdpico de nucleésidos marcados por LC-MS

y validacién del método de medida de metilacion

Los nucle6sidos marcados obtenidos se analizaron por HPLC empleando las condiciones que se
detallan en la Tabla 8. El empleo de una columna C18 funcionalizada con grupos polares permitié
la separacion de todos los nucledsidos en 25 minutos. Con el fin de estudiar la pureza espectral
de los compuestos naturales y el enriquecimiento isotopico de sus andlogos marcados se midieron

los clusteres completos del ion molecular en modo SIM, inyectando disoluciones (n=5) de
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nucledsidos con una concentracion de 1 pg-g*. La Tabla 12 muestra los tiempos de retencion
obtenidos para los nucleosidos, los clusteres medidos y el enriquecimiento isotopico obtenido
para cada uno de ellos. En este caso, el enriquecimiento isotdpico promedio obtenido

(99,3 £ 0,1%) es practicamente igual al obtenido para los aminoacidos

A continuacion, se caracterizaron en concentracion, utilizando la dilucién isotopica inversa, las
disoluciones de los compuestos aislados enriquecidos isotopicamente. Para ello, se determind la
exactitud del equipo para realizar las medidas MRM de los analitos estudiados en la metilacion
(dC, 5mdC, A y N8-mA). En primer lugar, se estudi6 la fragmentacién de los nucleésidos
seleccionados y se optimizaron las energias de colisidn, obteniéndose valores de 5, 12, 20 y 20
eV, para dC, 5-mdC, A y N5-mA, respectivamente. Los principales iones producto encontrados
fueron las bases nitrogenadas, surgidas de la pérdida del aztcar (pentosa) de la molécula, con lo
que durante la fragmentacion no se pierde la marca isotdpica. Por otro lado, para la 5-
metildesoxicitidina se empled la base nitrogenada como ion parental, ya que en la fuente de
ionizacion se pierde la desoxirribosa, lo que ha sido reportado por otros autores®®, Por ello, para
la 5-mdC se tomé como ion producto el generado por la pérdida de un grupo amino, [M-NHs]*,
perdiéndose en este caso una de las tres marcas isotopicas presentes en la molécula. Respecto a
las medidas realizadas en MRM, las abundancias experimentales para las transiciones
seleccionadas de cada nucle6sido se compararon con los valores teoricos, calculados con el
programa IsoPattern®’. Este experimento se realizd con nucleésidos naturales y marcados. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 13. En ella se muestra que, tanto para los
compuestos naturales como para los marcados, hay una buena correlacién entre los valores
tedricos y los valores experimentales, siendo la incertidumbre de estos Ultimos la desviacion
estandar de 5 medidas independientes. A continuacion, una vez realizadas las medidas se
determind la concentracion de los 4 nucledsidos por Dilucion Isotépica inversa, encontrandose
14,8 + 0,2, 0,354 + 0,004, 265,5 + 6,4 y 0,86 + 0,01 pg-g* para dC, 5-mdC, A y N5-mA,

respectivamente.

182



CAPITULO 3

Tabla 12. Tiempos de retencion, formula del ion y clUsteres medidos, y enriquecimientos isotdpicos
determinados por HPLC-MS para los nucleésidos marcados en ‘N purificados.

Tiempo de Férmula Claster Enriquecimiento
Abreviacién Nucledsido retencién molecular (miz2) isotépico
(min) +d.e. (%)
C Citidina 2,22 CoH13®N3Os  243-250 99,35+ 0.25
dC Desoxicitidina 2,81 CoH13®N30,  227-234 99,42 £0.35
5-mrC 5-metilcitidina 3,19 CioH15®N3O0s  257-264 -
U Uridina 3,37 CoH12®N,Os  244-251 99,21 £0,10
5-metil
5-mdC fesoxiciti 4,93 CiHs®NsO  125-132 99,17 + 0,08
esoxicitidina
A Adenosina 5,94 CioH13®NsOs  267-275 99,31 +0,02
dA Desoxiadenosina 7,29 CioH13°NsO3  251-259 99,35+ 0,08
G Guanosina 7,78 C1oH13®®NsOs  283-291 99,42 £ 0,02
dG Desoxiguanosina 10,06 C1H13®NsOs  267-275 99,18 + 0,05
T Timidina 11,69 C1oH14®N0s  242-249 99,50 £ 0,09
N6-mA Neé-metiladenosina 15,87 C11His"®NsO,  281-289 99,30 + 0,02
NS-metil-
Né-mdA 19,34 CuHis®NsO3  265-272 -

desoxiadenosina

Tabla 13. Transiciones medidas, valores tedricos y experimentales de las abundancias isotopicas de
esas transiciones y desviacion estdndar de las medidas realizadas por HPLC-MS/MS para los
nucleésidos indicados.

Nucleésido Transicion Valor teérico Vélor D’eswauon
experimental estandar (n=5)
dc 228—112 0,945 0,944 0,0
229113 0,052 0,052 0,2
231115 0,955 0,955 0,0
15N3-dC
232—116 0,042 0,042 0,1
126—109 0,938 0,940 0,2
5-mdC
127—110 0,058 0,057 2.9
129—111 0,945 0,947 0,2
5N;3-5-mdC
130—112 0,052 0,051 1,7
A 268—136 0,930 0,929 0,1
269—137 0,068 0,068 0,8
273—141 0,947 0,948 0,2
5N5-A
274—142 0,052 0,051 2,3
282—150 0,920 0,920 0,0
Né-mA
283—151 0,077 0,077 0,2
287—155 0,937 0,937 0,1
15N5-N6-mA
288—156 0,062 0,061 1,0
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I11. 4. 7. Determinacion de la metilacion de ADN empleando Dilucion Isotopica

Una vez aislados y caracterizados los nucledsidos marcados, se procedio a realizar un estudio de
metilacién de ADN, empleando para ello en primer lugar tres oligonucleétidos sintéticos
metilados NANOG, MEST y CSF2 (entre 32 y 36 bases). Los oligonucleétidos seleccionados por
su interés biomédico se presentan en la Tabla 14. Las islas CpG indicadas (subrayadas) en la
secuencia presentan un 95% de citosinas metiladas. Se prepararon disoluciones de estos en torno
a 10 po/ul y se llevaron a cabo las hidrdlisis empleando 10 L de disolucion. Los valores de
metilacion obtenidos para NANOG, MEST y CSF2 fueron 29,6 + 0,3 %, 30,4 +0,3% y 23,8 +
0,8 %, respectivamente. Estos valores, si bien cercanos al valor real, no son estadisticamente
diferentes teniendo en cuenta la desviacion estandar de las medidas. La explicacion de esta
inexactitud se debe a la pureza de los oligonucleétidos adquiridos, pues, de acuerdo con el
departamento comercial de Integrated DNA Technologies, estos oligonucle6tidos no fueron
purificados por cromatografia preparativa, con lo que es posible que en la disolucién se
encuentren presentes secuencias incompletas de los mismos oligonucle6tidos. Asi mismo, dado
que una muestra de ADN es méas compleja que estos patrones y que los valores de metilacion
frecuentemente presentan intervalos de exactitud menores, se decidié realizar el mismo
experimento empleando patrones de ADN comerciales que estan caracterizados en el porcentaje
de metilacion por LC-MS/MS.

Tabla 14. Secuencias oligonucleodtidos seleccionados, porcentaje de metilacion de los patrones y
referencias de interés.

) Metilacién
Nombre Secuencia o REF.
citosinas (%o)
NANOG TGTCCCCACCCGGTGGCGCGGGCCGGAAAAAG 27,314 3839
MEST GTGGCTGGAGCGGGAGAAACCGGACTTTGTGCAACT 28614 4041
CSF2 ACCCGCCCGCTCGCCCAGCCCCAGCACGCAGC 21,1+11 4243

Para llevar a cabo el siguiente ensayo se emplearon patrones de ADN de diferentes érganos de
raton (Zymo D5014), concreatemente ADN metilado de cerebro, rifién, higado y timo, cada uno
de ellos con diferente porcentaje de metilacion entre el 6 y el 8%. Dado que los patrones se
encontraban en una concentracion de 0,25 pg/uL, se estudié en primer lugar el limite de deteccion
de los analitos de interés, con el fin de emplear una cantidad de ADN suficiente en experimentos
posteriores. Para ello, se llevo a cabo la hidrolisis de 5 muestras de agua desionizada y se
determind el contenido de dC y 5-mdC por dilucion isotopica. El limite de deteccién se calculd
como 3 veces la desviacion estandar de los blancos. Se obtuvieron valores de 0,57 y 0,74 pmol
para dC y 5-mdC, respectivamente. En comparacion con otros estudios, estos valores no son los

mas bajos encontrados empleando esta técnica, pero resultan adecuados para llevar a cabo la
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cuantificacion en las muestras*“®. Asi mismo, la obtencion de blancos con valores inferiores es
una tarea relativamente complicada, pues cualquier microorganismo puede depositarse en la
disolucion por via aérea, degradarse, y contaminar el blanco con ADN, lo cual puede interferir en
la determinacion a concentraciones tan bajas. Los patrones de ADN se hidrolizaron cinco veces,
empleando el procedimiento descrito en la seccidn de procedimientos adaptado a muestras de 1
pL. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4. Como puede observarse, tres de las
cuatro muestras se determinaron con exactitud y precision, encontrandose el resultado de la
muestra de ADN de cerebro ligeramente por debajo del valor certificado. Asi mismo, la
incertidumbre de las medidas realizadas, entre el 3y el 10 % de RSD, hace que el método no sea
capaz de discernir entre muestras con un 0,5% de diferencia de porcentaje de metilacion, como
ocurre en las muestras de rifion e higado (valores tedricos 6,6 y 7,1%, respectivamente). Esta

precision es, sin embargo, similar a la reportada por otros autores*6-48,
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Figura 4. Porcentaje de metilacion de citosinas obtenido para los patrones de ADN metilado.
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I11. 5. Conclusiones

El proceso de cultivo de Chlamydomonas reinhardtii a gran escala ha demostrado ser eficaz para
la produccién de biomasa marcada isotdpicamente, requiriendo pocos materiales, reactivos y
tiempo. Asi mismo, los procedimientos de extraccion de fracciones desarrollados permiten
obtener una mayor cantidad de proteinas y &cidos nucleicos que los procesos analogos
miniaturizados sin perder significativamente rendimiento gravimétrico. Por otro lado, los métodos
de hidrolisis y de separacion y deteccion de aminoacidos y nucledsidos posibilitan una adecuada
caracterizacion de las moléculas marcadas. Asi mismo, el método de Dilucion Isotdpica
empleando los nucledsidos marcados purificados ha permitido la determinacion del porcentaje de
metilacién de citosinas en dos tipos de muestras diferentes con un elevado grado de exactitud y

precision.
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CAPITULO 4

IV.1. INTRODUCCION

V. 1.1. Identificacion de compuestos en metabolémica no dirigida

En 2005 se cre6 la Iniciativa de Estandares en Metabolémica, MSI?, dedicada a generar un
consenso global sobre estandares de calidad y buenas précticas en metabolémica. Entre estas
practicas se encuentra, por ejemplo, que en los estudios de metabolémica se incluya una clara
descripcion del sistema bioldgico y de los demas componentes del estudio (metodologia,
finalidad, etc.). De este modo, el objetivo ultimo de este tipo de investigaciones debe ser que los
resultados y el contenido de estas puedan ser compartidos y reutilizados. Asi mismo, de los cinco
grupos de trabajo que componen el MSI, el grupo de anélisis quimico (CAWG) estableci6 los
minimos de informacion requerida respecto de la identificacion de compuestos?. Esto implicaba
clasificar los metabolitos detectados en cuatro grupos de identificacion con diferentes niveles de
confianza, que fueron ampliados por Schymanski et at® a cinco principales grupos de
identificacion. Los dos primeros grupos se refieren a la identificacion de la estructura, siendo el
nivel 1 el de méas confianza, ya que, a través de la comparacién con patrones, se confirma la
estructura molecular, el tiempo de retencién e informacién espectral MS y MS/MS. Por otro lado,
el nivel 2 indica una estructura probable, no confirmada con patrones, pero cuya informacion
coincide con informacidn bibliografica o con una base de datos de espectros o, aun si no existe
esta informacion de referencia, se ha llevado a cabo un meticuloso diagnéstico que evidencia la
identificacion. A continuacion, se encuentran los niveles 3, 4 y 5. El nivel 3 se refiere a una
estructura molecular no exacta, donde la posicion de ciertos elementos o grupos funcionales no
se puede asignar (isomeros posicionales), mientras que el nivel 4 se refiere a la determinacion de
una férmula empirica que es obtenida a través de la masa exacta, los is6topos y los aductos, y el

nivel 5 se refiere a “masa inequivoca”.

Actualmente, la mayoria de las identificaciones reportadas en metabolémica no dirigida se
encuentran en el nivel de confianza 2, por ser realizadas a través de bases de datos de espectros.
Para ello se suele emplear el propio software del instrumento analitico, como por ejemplo:
Compound Discoverer (Thermo), Progenesis QI (Waters), MetaboScape (Bruker) y MassHunter
Profinder o Unknowns (Agilent); o software abierto como MS-DIAL® METLINS,
LipidAnnotator® o MS-Finder’, que emplean bases de datos de espectros publicas como
METLIN®, MassBank®, LipidBlast® 0 GNPS*.

La mayoria de los compuestos identificados en metabolémica no dirigida no se cumplen los
requisitos de una identificacion de nivel 1 o 2. Generalmente esto no es debido a que falte
informacion de fragmentacion (MS2) o por variaciones en la determinacién o asignacion
(diferente energia de colisién empleada, incertidumbre en la masa exacta, etc.), sino porque el 98

% de los picos detectados en metabolémica no dirigida se corresponden con materia oscura??,
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esto es, analitos para los que no se disponen patrones. Sin embargo, que un analito no esté
completamente identificado no quiere decir que no pueda ser relevante, ya sea por el hecho de
tratarse de un analito estadisticamente significativo y con importancia bioldgica, o por el hecho
de que, al ser detectado y reportado, se proporcione informacion valiosa a otros grupos de
investigacion. Este Gltimo es uno de los objetivos de la MSI, llevar a cabo la anotacion completa
de metabolomas a través de la coordinacion o colaboracion de diferentes equipos a nivel global y
de forma descentralizada’®. Asi mismo, otra iniciativa interesante en la identificacion de
compuestos es el concurso CASMI (Critical Assesstment of Small Molecule Identification), el
cual supone una plataforma de contacto y de ayuda para cientificos a nivel global a través del

planteamiento de retos,

IV. 1.2. Identificacion de compuestos marcados en metabolomica

Previamente se han descrito diversas plataformas y sus particularidades en la identificacion de
metabolitos empleando Espectrometria de Masas de alta resolucién. En lo que respecta a la
identificacion de metabolitos marcados isotopicamente, las estrategias de identificacion dependen
del objetivo de la investigacion. Si se trata de metabolomica dirigida o semidirigida, la mayoria
de las herramientas presentadas previamente pueden ser empleadas, por ejemplo, en el caso de
experimentos de fluxémica empleando moléculas marcadas. Sin embargo, en lo que respecta a
metabolémica no dirigida, la identificacion de compuestos marcados es mas compleja y requiere
de herramientas especificas que van mas alla de la comparacion con bases de datos de compuestos
marcados?®. A tal efecto se han desarrollado paquetes (codigo) para este tratamiento de datos
especifico, asi como software libre como Metandem?®, geoRge!’, mzMatch-1SO'¥, MAVEN?®,
HiResTech?, DynaMet?!, X13CMS? o MetExtract?®?*, Las diferencias entre estas herramientas
son el lenguaje de programacién (Java, Python, R, etc.) y los algoritmos empleados durante las
diferentes etapas del procesado de datos (peak picking, agrupamiento y evaluacion estadistica).
Asi mismo, a la hora de comparar estas herramientas también deben tenerse en cuenta otros
factores como si disponen de una interfaz gréfica de usuario (GUI) o si realiza una identificacion
de los picos y su presentacion grafica®, asi como las caracteristicas concretas de la investigacion

Yy sus objetivos.

MetExtract es un software desarrollado en la Universidad de agronomia de Viena en 2012%, Este
software procesa datos de LC-HRMS y LC-HRMS/MS de mezclas de muestras conteniendo
analitos marcados y no marcados. Generalmente las mezclas se realizan de tal forma que los
metabolitos presentan abundancias similares, observandose en el espectro de masa, idealmente,
una contribucion del 50 % por parte del analogo marcado. En general, el adecuado

funcionamiento del software requiere que se haya realizado el experimento con un solo isétopo
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estable, que la molécula marcada presente un elevado enriquecimiento isotopico (>98 %) y que
los clasteres del compuesto natural y marcado no se solapen. Asi mismo, el procesamiento de
datos se realiza de acuerdo a determinados pardmetros introducidos en el software. Entre esos
parametros, que pueden ser reales o tentativos, destacan la abundancia del isétopo ligero y la del
isGtopo pesado, el ratio ligero:pesado que se espera encontrar en los metabolitos, el nimero de
is6topos pesados presentes en una 0 mas moléculas y la méxima desviacion de masa permitida
(error de masa). Con todo ello, para cada caracteristica detectada, a cada tiempo de retencidn, el
software clasifica y ordena parejas de relaciones masa-carga. Asi, los incrementos de masa,
caracteristicos y Unicos, y los clsteres isotdpicos de los metabolitos natural y marcado se emplean
para discriminar entre metabolitos marcados y no marcados y asignar el nimero total de is6topos
pesados en la molécula marcada. Es una herramienta que, por lo tanto, presenta una elevada
fiabilidad en la anotacion de los compuestos. Por otro lado, MetExtract 11, una version actualizada,
presenta tres médulos de trabajo: AllExtract, TracExtract y FragExtract, siendo el primero de ellos
el que se emplea para el tratamiento de datos MS1. El empleo de FragExtract es interesante porque
permite identificar moléculas marcadas a través de la comparacion de fragmentos MS2 de los

iones seleccionados y en sus fragmentos.
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IV. 2. OBJETIVO

El objetivo de este capitulo ha sido caracterizar a través de HPLC-HRMS una mezcla de
metabolitos marcados en *N procedentes de la extraccion de metabolitos intracelulares de las
microalgas Chlamydomonas reinhardtii cultivadas en un medio enriquecido en **N. Para la
identificacion de los compuestos marcados serd necesaria primero la identificacion de los
compuestos andlogos naturales a través del programa MSDIAL. Una vez identificados los
compuestos naturales, el programa MetExtract selecciona caracteristicas quimicas experimentales
(MS1) de un espectro de masas como compuestos marcados, siendo parte de una pareja de
compuestos (natural y marcado). Asi mismo, los compuestos seleccionados se fragmentaran para
estudiar la similitud de sus espectros de fragmentacion, estableciendo asi la adecuacion de la
correspondencia de los analitos marcados con los naturales. Para todo ello, el procesado de los

datos se realizara con el programa Rstudio desarrollando un cédigo en lenguaje R.

Esta investigacion ha sido llevada a cabo durante una estancia predoctoral en la Universidad de

Viena bajo la tutela de la profesora Gunda Koellensperger.
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IV. 3. EXPERIMENTAL

IV. 3.1. Reactivos y materiales

Las Chlamydomonas reinhardtii (cepa CC503 cw92 mt+) se adquirieron al Chlamydomonas
Resource Center de la Universidad de Minnesota, Estados Unidos (EEUU). La obtencion de
Chlamydomonas reindhartii cultivadas en **N y en *N se detalla en el Capitulo 3. El formiato
amonico se adquirié en Sigma-Aldrich (MO, EEUU). Acido férmico, agua, acetonitrilo y metanol
(grado LC-MS) se adquirieron en Fisher Scientific (Reino Unido). El cloroformo se compré en
Merck (Alemania). Los tubos Eppendorf® de 2 mL se adquirieron en Eppendorf (Hamburgo,
Alemania). La disolucion de calibrado Pierce FlexMix para calibrar el espectrdmetro de masas se
adquirié en Thermo (MA, EEUU).

1V. 3.2. Instrumentacion

La separacion cromatografica se Ilevé a cabo empleando un cromatdgrafo de alta resolucion
Vanquish de Thermo, el cual estaba conectado a un espectrometro de masas Q Exactive HF
(Thermo) a través de una fuente de ionizacion HESI operando en modo positivo y negativo. Para
la pesada de las muestras se emple6 una balanza analitica MS205DU semi-micro (Mettler
Toledo). Una centrifuga Thermo Micro (Thermo) y un evaporador SP Genevac EZ-2 Series (SP
Industries, Warminster, PA) se emplearon durante la preparacion de las muestras. Un pH-metro
Mettler Toledo (Barcelona, ES) se empleo para ajustar el pH de las fases mdviles.

1V. 3.3. Procedimientos

1V. 3.3.1. Extraccidn de metabolitos

Todo el proceso se realiza en frio, con las muestras depositadas en una caja con hielo para su
mejor conservacion. Para la extraccion se tomaron 20 mg de material liofilizado (**N) o 150 mg
de material himedo (**N). Las muestras se homogenizan en 800 uL de mezcla de extraccion
(metanol:cloroformo:agua 2,5:1:0,5 v/v/v) a 4 °C realizando 5 ciclos de congelado-descongelado
para romper las células, aplicando vortex entre un congelado y otro. A continuacién, se
centrifugan las muestras (6 min, 20000 G, 4 °C), se toma el sobrenadante y se transfiere a un tubo
de 2 mL que contiene 400 pL de cloroformo:agua 1:1 (tubo A). Este proceso de extraccion del
pellet se repite y el sobrenadante se vuelve a afadir al tubo A. Seguidamente, se agita
vigorosamente el tubo A y se centrifuga (6 min, 20000 G, 4 °C) para separar las fases polar y no

polar. La fase polar se transfiere a un tubo B con 600 uL de cloroformo:agua 1:1 para volver a
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extraer. Finalmente, la fase polar se transfiere a un tubo C y se evapora a temperatura ambiente

enun evaporador.

1V. 3.3.2. Separacion y determinacion de compuestos por UPLC-HRMS/MS

Para la separacion se emplea una columna Waters Acquity UPLC BEH Amide (1,7 um x 2,1 x
150 mm) con una precolumna Waters Acquity UPLC BEH Amide VanGuard (1,7 um x 2,1 mm
x 5 mm). La separacién cromatogréfica se realiza en gradiente empleando como fase A agua con
formiato amonico 10mM, &cido férmico 0,125 % (pH 3) y fase B acetonitrilo:agua 95:5 (v/v) con
formiato amoénico 10mM, &cido férmico 0,125 % (pH 3). La temperatura de la columna es 45 °C

y el flujo 0,4 mL/min. El programa cromatografico se detalla en la Tabla 1.

Para los analisis por MS se realiza un barrido completo (Full Scan) entre 60 y 900 m/z (resolucién
120.000), mientras que para los andlisis MS/MS se emplea Monitorizacion de Reacciones
Paralelas (PRM) en modo dependiente de datos (ddMS2), seleccionando los 5 iones precursores
con méas abundancia (top 5) y una rampa de energia de colision de 20 a 40 eV. En la fragmentacion
se excluyen los isotopologos y se establece un umbral de intensidad de 10.000 cuentas. Las
medidas se realizan tanto en ionizacion positiva como en ionizacion negativa. La velocidad de
adquisicion es 500 ms por espectro de masas y 130 ms por espectro de fragmentacion. Los
parametros instrumentales se optimizan mediante inyeccion directa de una disolucién estandar de
aminoacidos 1 pg/g. Los valores Optimos se recogen en la Tabla 1. Para la determinacion de
compuestos en modo dependiente de datos se introducen listas de inclusion provenientes de los
resultados del programa MetExtract. Se llevan a cabo medidas Full Scan de mezclas de
metabolitos y de extractos con abundancia isotopica natural y enriquecidos isotopicamente de
forma individual y como mezclas, mientras que las medidas con fragmentacion se realizan solo

de los extractos individuales.

Tabla 1. Parametros seleccionados para la separacion y deteccion de metabolitos.

Cromatografo Vanquish
Waters Acquity BEH Amide 130A

Columna (150 x 2,1mm x 1,7um)
Precolumna VanGuard 130A
(5x2,1mm x 1,7um)
Flujo 0,4 mL-mint
. H0, 0,125 % &cido férmico,
Fase movil A . L.
10 mM formiato aménico
5% fase movil A
Fase movil B 95 % ACN, 0,125 % acido férmico,
10 mM formiato aménico
Programa de separacion 0 min (100 %B )

2 min (100 %B)
7,7 min (70 %B)
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Programa de separacion

Volumen de inyeccion

Temperatura de la columna

9,5 min (40 %B)
10,75 min (30 %B)
12,75 min (100 %B)
17 min (100 %B)

luL
40 °C

Espectromettro de masas

Q Exactive HF

Fuente de ionizacion

Modo de ionizacién

Temperatura del capilar

Temperatura del gas de recubrimiento
Flujo del gas de recubrimiento

Flujo del gas auxiliar

Flujo del gas de barrido

Voltaje del spray

Corriente del spray

Nivel RF de lentes S

Heated Electrospray (HESI)
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IV. 3.3.3. Pretratamiento de datos

Los archivos crudos (.raw) obtenidos se transforman a formatos .mzXML y .abf para su posterior
uso (MetExtract, MSDIAL y SIRIUS) empleando software libre. Asi, ProteoWizard MSConvert
se emplea para la conversién a mzXML?', mientras que para convertir los archivos al formato .abf
se emplea SFile Reader y Reifycs ABF converter?®. En ambos casos los datos se centran.
Adicionalmente, se emplea TOPP View para la inspeccion visual de los datos y obtener

informacidn basica de los mismos?°.

Los tres programas empleados en el pretratamiento de los datos presentan sencillas interfaces

(GUI) para su uso, las cuales se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Diferentes interfaces graficas de usuario empleadas en el pretratamiento de datos: A)

Reifycs ABF converter, B,C,D,E) MSConverter, F) TOPPView.

IV. 3.3.4. Identificacién de parejas de compuestos naturales y marcados con MetExtract 11

El programa MetExtract Il presenta tres mddulos de trabajo: AllExtract, TracExtract y
FragExtract. El primero de ellos se emplea para el tratamiento de datos MS1. Los archivos Full
Scan de mezclas natural: marcado, alineados y en formato .mzXML, se introducen en el software
MetExtract con la opcion de anotacion multiple (n=3). Adicionalmente, un archivo de una
muestra de disolvente se introduce como blanco para la automatica correccion del mismo. Los
datos adquiridos en modo positivo y en modo negativo se tratan independientemente. Se establece
una relacion natural: marcado minima de 0,05 y maxima de 2. Los principales parametros
seleccionados para el procesado de los datos se detallan en la Tabla 2. No se realiza ningln tipo
de posprocesado (anotacion o identificacion) de los resultados con MetExtract.
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Tabla 2. Principales parametros seleccionados para el tratamiento de datos con MetExtract.

Parédmetro Valor
Elemento ligero, M (abundancia, %) 14N (98,93%)
Elemento pesado, M’ (abundancia, %) 5N (99,51%)
Relacion M:M’ minima >0,05
Relacion M:M’ maxima <2

Numero de atomos M’ 1-10

Rango cromatografico 0-17 min
Intensidad umbral >100.000
NUmero de cargas +1
Desviacion en masa =5 ppm
Ventana para agrupar <4 ppm
Scans para agrupar >6

IV. 3.3.5. Identificacién de compuestos naturales con MSDIAL

Los archivos en formato .abf se introducen en el software MSDIAL. Los datos adquiridos en
modo positivo y en modo negativo se tratan independientemente. Para el agrupamiento de los
datos se selecciona una tolerancia de 0.01 Da en MS1 y de 0.05 Da para archivos MS2. Los datos
sobre la duracién del cromatograma y rango de masas medido se adaptan del método. En el
procesado de datos solo se consideran los iones monocargados (+1/-1), con intensidad minima de
pico de 10.000 y no se consideran los atomos de Cl ni de Br ni se aplica ningin método de
suavizado de datos (smoothing). Para la identificacion se emplean las librerias MSP “Fiehn-
HILIC”, “MassBank” y “ESI(+)-MS/MS from authentic standards™’, la cuales presentan
caracteristicas de espectros de masas de 3.000, 13.000 y 25.000 compuestos, respectivamente, en
ionizacion positiva y negativa. No se puntuan ni filtran los resultados por comparacion con el
tiempo de retencion o con la identificacién automatica (la tolerancia en masa es la misma que la
seleccionada en el agrupamiento). En ionizacion positiva se seleccionan los aductos de sodio,
potasio, amonio y acetonitrilo. En ionizacion negativa se seleccionan los aductos de cloruro. Los
resultados obtenidos se inspeccionan para su curacion.

IV. 3.3.6. Tratamiento de datos con comandos

Debido al volumen y a la complejidad de los datos, para su procesado, limpieza y analisis se
emplea el lenguaje de programacion R (version 4.1.0) y R studio (version 1.4.1717) usando los
siguientes paquetes de datos: data.table, tibble, dplyr, stringr, enviPat, ggplot2 y ggpmisc.

Los archivos de ionizacién positiva y de ionizacion negativa se tratan de forma independiente,
siguiendo el procedimiento que se detalla a continuacion:

1) Seinstalany se cargan los paquetes necesarios en RStudio

2) Se cargan las tablas de compuestos naturales identificados (“tabla NAT”’) de MSDIAL y
se funcionalizan como data.table
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3) Se juntan las diferentes tablas en una sola.
4) Compuestos naturales:
Se eliminan los compuestos que no han sido identificados.

a
b. Se eliminan los compuestos que no presentan espectro de fragmentacion.

o

Se genera una columna con valores redondeados de m/z.
d. Andlisis de nitrégenos:
i. Se detectan las moléculas que tienen nitrégeno.
ii. Seeliminan las moléculas que no tienen nitrégeno.
iii. Se genera una columna con el numero de nitrogenos de cada molécula.

iv. Se genera una columna con los valores tedricos de m/z para el compuesto
marcado.

5) Se cargan los datos de MetExtract 11, se eliminan duplicidades y se redondean los m/z.

6) Se comparan los m/z de los compuestos naturales de la Tabla Nat y la tabla de MetExtract.
Se fusionan ambas tablas de acuerdo con los valores de m/z naturales y marcados. A su
vez, se eliminan aquellos compuestos identificados que no coinciden.

7) Se eliminan aquellos compuestos que presentan un tiempo de retencion fuera del rango
de tiempo de retencion asignado por MetExtract.

8) Se cargan las tablas de los compuestos marcados fragmentados (“tabla LAB”):
a. Se eliminan los compuestos que no tienen espectro de fragmentacion
b. Se genera una columna con los valores de m/z redondeados.

9) Se fusiona la tabla NAT con la tabla LAB.

10) Se eliminan las filas cuyo tiempo de retencion para el compuesto marcado no coincide
con el asignado por MetExtract.

11) Se generan dos columnas con los pesos moleculares tedricos para cada formula molecular
(natural y marcado).

12) A partir de las columnas que contienen los espectros de fragmentacién del compuesto
natural y marcado se desarrolla el codigo para representar los espectros de fragmentacion
enfrentados de los compuestos naturales y marcados.
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IV. 4. RESULTADOS Y DISCUSION

IV. 4.1. Inspeccidn de la separacion cromatogréafica y la deteccion

La separacion cromatografica se realiz6 empleando las condiciones HILIC establecidas por Fiehn
et. al en el Metabolomics Center UCDavis para la separacion de metabolitos con el objetivo de
obtener resultados similares y tener una referencia para los resultados obtenidos®. La libreria
Fiehn-HILIC presenta 1.700 compuestos, separados y detectados bajo estas condiciones.

Estas condiciones se emplearon para analizar una muestra de patrones de 178 metabolitos, los
extractos naturales, los extractos marcados y las mezclas de extractos naturales y marcados. La
separacion cromatografica se llevé a cabo en 17 minutos. De la muestra de patrones (aminoacidos,
intermediarios energéticos y bases nitrogenadas) se obtuvieron tiempos de retencion y masas
exactas de referencia, los cuales se emplearon en el posterior tratamiento de datos para alcanzar

una identificacion con nivel de confianza 1.

En la Figura 2 se presentan dos cromatogramas de muestras de extracto natural y marcado en
ionizacion positiva. Se representan s6lo los primeros diez minutos al ser la zona de elucién de
compuestos. Dado que el método de extraccidn elimina compuestos apolares de la muestra, se
observa un cromatograma relativamente limpio. Por otro lado, dado el diferente estado inicial de
las muestras se observa una mayor intensidad en los picos del extracto natural y diferencias

sustanciales en la linea base debido a la matriz de la muestra.
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Figura 2. Cromatogramas LC-MS de extracto natural (A) y de extracto marcado (B) en ionizacion
positiva.

IV. 4.2. ldentificacion de parejas de compuestos naturales y marcados con
MetExtract 11

El programa MetExtract Il esta disefiado para funcionar de forma Optima cuando la relacién
compuesto natural:compuesto marcado es 1:1. Sin embargo, esta relacién entre analitos rara vez
se encuentra dado que los metabolitos de muestras biol6gicas presentan rangos dinamicos de
concentracion y las muestras no siempre se encuentran en el mismo estado. Asi mismo, también
influye el estado inicial de la muestra (diferentes porcentajes de agua) y los procesos de
tratamiento de muestra y extraccion. Como se ha mencionado previamente, la matriz de cada
extracto es diferente. Ese es el motivo principal por el cual MetExtract solo funciona para mezclas
de compuestos natural:marcado ya que es la unica forma de asegurar la coelucién (siempre y

cuando no se trate de marcaje con deuterio ni ocurran efectos isotdpicos).

Los extractos de metabolitos se mezclaron en diferentes proporciones natural:marcado (1:5, 1:10,
1:50) para comprobar las variaciones en los resultados obtenidos con MetExtract y determinar
empiricamente la estequiometria de la mezcla mas adecuada (la mas cercana al ratio de sefiales
1:1) para los siguientes experimentos. En la Tabla 3 se recogen los resultados mas relevantes
obtenidos para las diferentes mezclas. Como se puede ver en la tabla, para las tres mezclas el
software identifica entre 400 y 550 compuestos pareados, de los cuales % se encuentran en

ionizacion positiva. Asi mismo, se observan enriquecimientos isotopicos entre el 52% y el 9 %.
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En esta tabla el enriquecimiento isotopico da una idea del enriquecimiento isotopico global del
ajuste realizado y las caracteristicas y compuestos seleccionados por el software. Este pardmetro
es muy informativo pues, sabiendo que el enriquecimiento isotopico esperable es superior al 99
%3, se puede deducir el porcentaje (probabilidad) de compuestos seleccionados que
verdaderamente se podrian encontrar marcados. Sin embargo, cabe destacar que la medida del
enriguecimiento isotépico aqui es muy inexacta, pues coeluyen un elevado nimero de
compuestos, algunos de ellos con valores de m/z iguales (ion molecular o fragmentos de diferentes
compuestos). Por ello se encuentran valores de enriquecimiento muy bajos en algunos casos. Por
otro lado, a pesar de que la mezcla A es aquella en la que mas compuestos pareados se detectaron,

su enriquecimiento isotépico global es menor que en las otras mezclas.

Con el fin de establecer la adecuacion de los resultados se llevé a cabo la basqueda del aminoéacido
alanina (para el patron: m/z=90, r.t.=8,05 min) entre los resultados de ionizacidn positiva y no se
encontraron sus caracteristicas en la mezcla A ni C. Sin embargo, en la mezcla B (1:10) si se
encontraron las caracteristicas de la alanina, un aminoacido estable y esperable tanto en las
muestras de extractos naturales como marcados. Por otro lado, dado que la muestra natural era
fresca y la marcada liofilizada, una proporcién 1:10 seria la mas cercana a la proporcién 1:1 en
masa®. Por lo tanto, se tomaron los datos de salida de las mezclas 1:10 (lista de pares de m/z
natural-marcado y sus tiempos de retencidn) para proseguir con la estrategia de identificacion de
compuestos marcados. Cabe destacar que el nimero de elementos global no coincide con la suma
del nimero de caracteristicas. Esto se debe a que es un valor promedio de tres inyecciones y se
dan algunas duplicidades. Con el fin de ilustrar la apariencia de los resultados, los diez primeros
elementos de la lista obtenida con MetExtract se presentan en la Tabla 4. A pesar de que esta tabla
no contiene los 676 elementos de la tabla original, a efectos de tratamiento de datos, cuando se

haga referencia a la Tabla 4 se referira a la tabla completa con los 676 elementos.

Tabla 3. Resultados obtenidos con MetExtract (AllExtract) para diferentes mezclas de compuestos
natural:marcado.

Relacion Caracteristicas Numerode Enriquecimiento  NUmero de
Mezcla  natural:  Polaridad detectadas compuestos isotépico elementos
marcado (promedio) (promedio) (promedio) global
+ 433 381 32 %
A 1.5 646
- 215 163 22 %
+ 533 366 52 %
B 1:10 676
- 196 140 9%
+ 355 263 45 %
C 1:50 508
- 167 128 34 %
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Tabla 4. Primeras 10 filas de la tabla de resultados de MetExtract para la mezcla de extractos de
metabolitos naturales:marcados en proporcion 1:10. Cn = ndmero de nitrégenos marcados.

Masa Masa . Inicio . .
Compuesto natural marcado Cn Carga Polaridad (ming Fin (min)

(m/z) (m/z)
1 156,13842 165,11205 9 1 Positiva 0,64 1,04
2 224,06322 225,06046 1 1 Positiva 0,70 1,10
3 185,11742 187,11192 2 1 Positiva 0,70 1,10
4 298,08191 299,07928 1 1 Positiva 0,70 1,10
5 372,10000 373,09798 1 1 Positiva 0,70 1,10
6 127,07540 129,06989 2 1 Positiva 0,76 1,16
7 129,09102 131,08558 2 1 Positiva 0,76 1,16
8 240,19575 244,18342 4 1 Positiva 0,76 1,16
9 282,27915 291,25294 9 1 Positiva 0,77 1,17
10 293,19580 296,18561 3 1 Positiva 0,78 1,18

A continuacion, para obtener la lista de inclusion con el fin de fragmentar los valores de m/z
seleccionados, se emple6 un cddigo en R, el cual toma la Tabla 4 y la procesa para generar dos
listas individuales de valores de m/z (ionizacion positiva y negativa), las cuales pueden cargarse
en el equipo, con lo que se evita escribir manualmente todos los compuestos que se desea
fragmentar. Este codigo es propiedad del grupo de investigacion de la Profesora Gunda
Koellenspeger (Universidad de Viena) y no puede ser publicado en este documento. Por ultimo,
dado que la fragmentacién depende de la intensidad de los iones y del nimero de compuestos
coeluyendo, no todos los m/z de la lista de inclusion fueron fragmentados en la primera
determinacion. Se empled un codigo en R para obtener la lista de los iones fragmentados de los
archivos “.raw” generados y para eliminar los mismos de la lista de fragmentacion inicial, con el
fin de generar una segunda lista de inclusion para fragmentar iones que no hubieran sido
fragmentados en la primera tanda. Este cddigo es propiedad del grupo de investigacion de la
profesora Gunda Koellenspeger (Universidad de Viena) y no puede ser publicado en este
documento. Finalmente, se comprobd que los compuestos de mayor intensidad de la Tabla 4 se
habian fragmentado, por lo que no se generaron listas de inclusion adicionales. De los compuestos
seleccionados por MetExtract, de 510 caracteristicas en ionizacion positiva y 166 caracteristicas

en ionizacion negativa, 145 y 103 quedaron sin fragmentar, respectivamente.

En la Figura 3 se muestran los mismos cromatogramas de la Figura 2 en formato de mapa de
calor, con la intensidad de los picos como referencia de color. En ellos se muestran los iones
fragmentados como puntos sobre el cromatograma. Como se puede observar la mayoria de los

analitos con elevada intensidad fueron fragmentados. Adicionalmente, se han sefialado iones muy
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abundantes no fragmentados (circulos en rojo). Esto se debe a que, a pesar de ser compuestos
abundantes en la muestra de compuestos naturales, en la mezcla natural:marcado esos valores de

m/z no fueron seleccionados por MetExtract como analitos con *N en su analogo marcado.
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Figura 3. Cromatogramas en formato de calor: A) extracto de compuestos naturales y B) extracto de
compuestos marcados.

V. 4.3. Identificacion de compuestos naturales con MSDIAL

Los resultados obtenidos para los extractos de metabolitos naturales empleando MSDIAL se
encuentran en tablas que presentan un formato tubular: organizados en columnas y filas que

representan variables y unidades de analisis, respectivamente. Las unidades de andlisis son
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compuestos quimicos potencialmente identificados. Cada celda de la tabla contiene el valor de
una determinada variable para un determinado compuesto. Dado que simultaneamente se
realizaron medidas full scan y PRM, los resultados presentan informacion MS1 (m/z) e
informacién MS2 para 428 iones fragmentados. MSDIAL genera una tabla con un elevado
numero de columnas (32), cada una de ellas con informacion distinta, la cual es demasiado grande
como para incluirla en este documento. Por ello, se van a seleccionar y mostrar sélo aquellas
columnas consideradas mas relevantes. Para el tratamiento de datos son imprescindibles las
columnas Title, RT..min., Precursor., Formula, MS.MS.matched y MSMS.spectrum. Estas
columnas refieren, por orden, al nombre del compuesto identificado, el tiempo de retencién que
presenta en el cromatograma, su valor m/z exacto con 5 decimales, su férmula molecular, un filtro
de identificacion de acuerdo con el espectro de fragmentacion y el espectro de fragmentacion.
Adicionalmente, son importantes para la identificacion y caracterizacion del analito el aducto
obtenido, el valor de la relacion sefial:ruido, los comentarios sobre sus espectros de masas, la
ontologia asignada, el INCHIKey, los SMILES y el valor de puntuacion total (score), asignado de
acuerdo a diferentes parametros. Relacionado con esto ultimo, cabe destacar que los compuestos
naturales identificados no se han cribado por puntuacion de similitud en el espectro de
fragmentacion, ya que se ha considerado suficiente la curacion de los datos con la Interfaz Gréfica
de Usuario de MSDIAL. Tampoco se ha empleado el filtro del tiempo de retencion de la libreria.
De esta manera no se eliminan potenciales candidatos en una etapa temprana del tratamiento de

datos. Asi mismo, los compuestos no identificados se han eliminado de las tablas generadas.

Las tablas presentan compuestos con nivel de identificacion 2, 3y 4. Los primeros son aquellos
compuestos cuya masa exacta y su espectro de fragmentacién coinciden con el de una libreria. En
este caso, la coincidencia con la libreria presenta un porcentaje de acierto o puntuacion y suele
requerir un estudio de los resultados para su confirmacion®. Las identificaciones nivel 3y 4 son
aquellas donde no se ha empleado una libreria o, donde a pesar de haber empleado una libreria
no hay coincidencias con ningln compuesto de la libreria. En ese caso se considera que
pertenecen a nivel de identificacion 3 aquellos compuestos que son anotados (formula molecular)
y que, presentando espectro de fragmentacién, se puede obtener la clase de compuesto y/o los
grupos funcionales presentes. Por otro lado, los compuestos con nivel de identificacion cuatro son
aquellos en los que solamente se reporta la masa exacta, is6topos, aductos y el tiempo de
retencion. Estos compuestos, junto a los del nivel 5 (masa exacta), en caso de ser verdaderamente
compuestos desconocidos, son los que forman parte de la denominada materia oscural?.
Finalmente, la libreria puede tener registrado el espectro de una sustancia desconocida y, en ese
caso, puede proporcionar informacion sobre la muestra donde se encontrdé esa sustancia

previamente y las condiciones del experimento (columna Comentarios).
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De los resultados obtenidos solo se presentan los compuestos identificados con nivel de confianza
2. Ademas, dado que se emplearon tres bases de datos diferentes, se obtuvo una tabla de resultados
para cada una de ellas: “Fiehn”, “All public spectra” y “MassBank”. En estas tablas para cada
tipo de ionizacién se encontraron duplicados (mismo compuesto a diferentes tiempos de
retencion). Esto puede deberse a una incorrecta asignacién por la presencia de isémeros con
espectros de fragmentacion similares o por la presencia de especies que, siendo diferentes en la
muestra, en la fuente de ionizacion se transforman en especies idénticas. Eliminando duplicidades,
para ionizacion positiva se obtuvieron 96, 224 y 74 compuestos, y uniendo estas tablas se obtiene
una tabla con 394 compuestos. Como es de esperar, algunos de los compuestos se encuentran en
ambas tablas, por lo que eliminando los compuestos con el mismo nombre se obtienen 327
compuestos, de los cuales, 221 compuestos presentan una formula molecular Gnica. En la Anexo
| se presenta la Tabla anexa | donde estan estos 221 compuestos con los nombres, la férmula
molecular, la ontologia, el tiempo de retencion, la relacion masa-carga, el aducto determinado, la
relacion sefial-ruido, la puntuacion obtenida y un booleano “MS2.matched” que hace referencia
a si su espectro de fragmentacion ha sido comparado con uno en la libreria. Esta simplificacion
de los resultados se ha realizado porque los datos son demasiado extensos como para incluirlos
en su totalidad en este documento.

Como era de esperar, para una muestra de metabolitos intracelulares, la Tabla anexa | presenta
una mayoria de compuestos de los principales ciclos metabdlicos: &cidos carboxilicos,
aminoacidos y bases nitrogenadas. Adicionalmente, los compuestos de la Tabla anexa | deberian
presentar en su mayoria &tomos de nitrdgeno, ya que presentan espectro de fragmentacién porque
han sido previamente seleccionados por MetExtract y es un requisito indispensable para ser
candidatos para tener un analogo marcado. En la tabla encontramos un 87% de moléculas con
atomos de nitrogeno (285). De acuerdo con MetExtract, para ionizacién positiva habia un 52%
de enriguecimiento isotopico, lo que se puede traducir en que un 52% de los valores m/z
seleccionados estaban marcados (Tabla 3), con lo que los primeros indicios indican que ese
porcentaje de compuestos seleccionados por MetExtract puede ser correcto. Este aspecto es
importante en la curacion de los datos en MSDIAL ya que, ante dos posibles formulas, una con
nitrdgeno y otra sin nitrégeno, la mas probable es la que presenta nitrogeno, ya que esta respaldada
por los resultados de MetExtract. Esta es una de las principales ventajas del empleo de is6topos

estables enriquecidos en metabolémica no dirigida, la mejora en la anotacion?®.

Por otro lado, cabe resaltar que en las tablas también se encuentran compuestos organicos que, en
principio, no forman parte de procesos biol6gicos, como son el compuesto “Levetiracetam” o el
compuesto  “(1s,5s)-1,5-dimetil-3,7-diazabiciclo  [3.3.1]nonan-9-ona”. Ello se debe,
probablemente, a una asignacion errénea, donde la fragmentacion y el ruido o la matriz pueden

ser la causa. La presencia de estos compuestos se pueden minimizar en el procesado de datos
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aumentando el ratio sefial:ruido en el cribado y la intensidad minima de pico para la identificacion
o0, instrumentalmente, modificando la energia de fragmentacion. Aun asi, la presencia de estos
compuestos no pasa inadvertida y es preferible tratar los datos con unas condiciones menos
selectivas para no perder informacion en un paso temprano del procesado de datos y eliminarlos

al final del procedimiento si se consideran resultados incorrectos.

De los resultados obtenidos se concluye que la mayoria de los compuestos identificados con las
librerias Fiehn y MassBank también estaban presentes en la libreria “All public spectra”, lo cual
no es de extrafar, ya que esa libreria incluye (en teoria) los datos de las otras librerias. Sin
embargo, es interesante analizar los datos con diferentes librerias, ya que los espectros que pueden
presentar para un mismo analito no suelen ser idénticos, lo cual puede repercutir en una asignacion
de identidad diferente.

Otro parametro importante en la identificacion es el tiempo de retencion, ya que en muchos casos
los espectros de fragmentacion y la masa exacta son iguales (isomeros). Por ello, se compararon
los tiempos de retencion de algunos analitos identificados con los obtenidos en una mezcla de
patrones (sin matriz) y los reportados en la base de datos del UCDavis para la misma separacion
cromatografical. En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos. Como se puede comprobar,
los tiempos de retencidn son reproducibles y, al presentar un alto grado de coincidencia, se puede
considerar que estos analitos han sido identificados con nivel de confianza 1. Adicionalmente, en
el posterior tratamiento de datos, para aquellos analitos de los que no se disponga patron se

considerard como correcto el valor indicado por la base de datos del UCDavis.

Tabla 5. Tiempos de retencién obtenidos para 25 compuestos en las muestras, tiempos de retencién
de sus patrones y tiempos de retencion reportados por la base de datos de UCDAVIS.

Nombre RT (min) RT estandar (min) RT Fiehn (min)
Nicotinamida 1,62 1,51 1,75
5'-Metiltioadenosina 2,03 2,23 2,52
Acido nicotinico 3,94 3,74 4,01
Adenina 4,51 4,57 4,59
Adenosina 4,84 4,87 477
Colina 5,18 5,04 5,23
Citosina 5,75 5,76 577
Guanina 6,66 6,40 6,40
Triptéfano 6,83 6,78 6,82
Guanosina 7,24 7,13 7,25
Isoleucina 7,10 7,13 7,18
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Nombre RT (min) RT estandar (min) RT Fiehn (min)
Guanosina 7,28 7,15 7,25
Tirosina 7,67 7,63 7,61
Alanina 8,04 8,04 8,05
Treonina 8,21 8,23 8,21
Acido aminoadipico 8,42 8,39 -
Glutamina 8,54 8,56 8,52
Serina 8,61 8,62 8,65
Asparagina 8,68 8,70 8,65
5-AMP 9,00 9,01 -
Histidina 9,49 9,42 9,41
Arginina 9,40 9,43 9,44
Lisina 9,49 9,52 9,54
L-Carnosina 9,29 9,54 9,54
Ornitina 9,55 9,58 9,60

Asi mismo, en el siguiente procesado y analisis de datos se estudian en detalle las duplicidades y
se describen pautas para establecer la verdadera identidad (o la identidad mas probable) en el caso

de que haya duplicidades.

IV. 4.4. Tratamiento de datos para la identificacion de parejas de compuestos

naturales y marcados

1V.4.4.1 Tratamiento de datos con comandos: Explicacién del cédigo desarrollado.

Para el tratamiento de datos se ha desarrollado un codigo en R, el cual se presenta en el Anexo Il
para los datos en ionizacion positiva (para ionizacion negativa es el mismo, simplemente habria
que cargar los datos de ionizacion negativa). Este codigo se ha llevado a cabo siguiendo pautas
de buenas préacticas de desarrollo de cédigo (Good coding practices)®, lo cual es importante para
la reproducibilidad y consistencia de los resultados y para la revision, el empleo y la mejora del
codigo por parte de otros usuarios. Entre las indicaciones seguidas se encuentran las siguientes:
Se ha procurado emplear el minimo nimero de paquetes de datos y los que se han empleado o
son generales o son de uso habitual en el tratamiento de datos de metabolémica. Asi mismo, se
han empleado expresiones sencillas, intuitivas, faciles de leer y de entender. Por lo general, no se
han agrupado operaciones ni llamadas a funciones en una misma linea. El tratamiento de datos ha

seguido una pauta descrita por secciones y en cada seccion se detallan las funciones empleadas.
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Del mismo modo, las variables, funciones y tablas empleadas han sido creadas con nombres
descriptivos. En general, el codigo es comentado constantemente, empleando frases completas y
descriptivas. También se ha evitado escribir lineas de méas de 72-79 caracteres para facilitar su
lectura y mejorar la estructura y estética del cddigo. Por altimo, con el fin de minimizar su
extension, el codigo ha sido revisado varias veces y se han eliminado duplicidades y funciones

no estrictamente necesarias.

El cddigo desarrollado se aplica a la obtencidn de parejas de compuestos naturales y marcados
identificados con niveles de confianza 1 y 2. Los compuestos con nivel de identificacién 1 son
aquellos en los gque se han comparado los tiempos de retencion y la masa exacta de patrones con
los resultados obtenidos para los extractos naturales. Los compuestos con nivel de identificacion
2 son aquellos determinados segun se ha comentado en la seccion previa. En ambos casos, la
identificacion de los compuestos marcados esta basada en la informacion obtenida de MetExtract:
se han considerado como verdaderos los valores de m/z (pareados) de los compuestos naturales y

marcados proporcionados por el software con sus tiempos de retencion correspondientes.

El primer paso en el cribado de los datos es eliminar de la tabla de compuestos naturales
identificados por MSDIAL aquellos compuestos que no tienen nitrégeno (paso 4 en el tratamiento
de datos). En el siguiente paso (paso 6 del tratamiento de datos) se eliminan aquellos compuestos
cuya identificacion propuesta por MSDIAL presenta una férmula con un valor de m/z que tiene
un par marcado a un tiempo de retencion concreto que no coincide con el propuesto por
MetExtract. Esto se ejemplifica en la Figura 4. En ella se presenta en la tabla de compuestos
identificados la timina y la melamina. Ambos compuestos presentan un valor de m/z de 127, pero
presentan diferente nimero de nitrégenos, con lo que su analogo marcado presentard 129 y 133,
respectivamente. Al comparar estos compuestos con la tabla de MetExtract observamos que en
esta Ultima no hay un par natural:marcado 127:133y, por lo tanto, la melamina queda descartada
como una posible especie marcada. Finalmente, estos candidatos eliminados pueden ser
empleados para obtener una tabla de compuestos a re-identificar por MSDIAL o, pueden ser
empleados para comprobar si durante la curacién de los datos en MSDIAL habia otras
asignaciones (férmulas) que generasen un m/z para su analogo marcado que si coincide con los

m/z asignados por MetExtract.
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Tabla de compuestos identificados
I
Nombre m/z (nat) Formula molecular
Timina 127 C.,H,N,O
Melamina 127 C,H N,
Paso 5:
Paso4 — m/z (zb)
Contar N nel Tabla de valores m/z de MetExtract
12746
Nombre m/z (nat) m/z (lab) Nombre m/z (nat) m/z (lab)
— Timina 127 129 _ Compuesto A 127 129
Melamina 127 133 Compuesto B 127 131
— H H : H H
Pasob6 — l»
Nombre m/z (nat) m/z (lab)
Timina 127 129
i i

Figura 4. Tratamiento de datos. Pasos 4, 5y 6.

El segundo paso consiste en comprobar si los tiempos de retencion de los compuestos
identificados coinciden con los reportados por MetExtract (paso 7 del tratamiento de datos). En
la Figura 5 se presentan los tiempos de retencion de leucina e isoleucina. Al comparar estos
compuestos con la tabla de MetExtract observamos que para este Gltimo compuesto MetExtract
no tiene un compuesto que presente valores compatibles. Por lo tanto, de acuerdo con MetExtract,
ese compuesto identificado como isoleucina no tiene un analogo marcado. Del mismo modo que

antes, los candidatos eliminados pueden ser reconsiderados en futuros experimentos.

Tabla de compuestos identificados Tabla de valores m/z de MetExtract
P
Nombre m/z (nat) m/z (lab) r.t. {min} Nombre m/z (nat) m/z (lab) r.t. inicio (min) | r.t. fin {min)
Leucina 132 133 2.0 Compuesto A | 132 133 4.7 4.9
Isoleucina 132 133 5.7 ~ Compuesto B | 132 134 5.3 5.5
i i i H Compuesto € | 132 133 5.4 5.6
Paso 7 — : : : :

|

Nombre m/z [nat) m/z (lab) r.t. (min)
Leucina 132 133 5.5

Figura 5. Tratamiento de datos. Paso 7.

El tercer paso se debe a que por las caracteristicas del espectrometro de masas no se fragmentaron
el 100% de las m/z seleccionadas. Se debe comprobar en la tabla de compuestos marcados
fragmentados si los sus valores de m/z estan presentes en la tabla de compuestos identificados
(paso 9 del tratamiento de datos). Esto se ejemplifica en la Figura 6 para los compuestos leucina
y acetilornitina. Como se puede comprobar, para la leucina se encuentran dos espectros de

fragmentacion que cumplen los requisitos, mientras que la acetilornitina no presenta espectro de
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fragmentacion para su analogo marcado. Los compuestos identificados eliminados tendrian la
consideracion de compuestos identificados con nivel de confianza 4, al no disponer de espectro

de fragmentacién.

Tabla de compuestos identificados Tabla de compuestos marcados fragmentados

J—

Nombre mjz (nat) m/z (lab) r.t. {(min} Espectro nat Nombre m/z (lab) r.t. inicio (min} | r.t. fin (min}) Espectro lab

Leucina 132 133 5.5 Espectro Leu 133 5.3 5.5 Espectro A

Compuesto A
Acetilornitina 175 177 6.0 Espectro AcOrn ” Compuesto B | 133 5.4 5.6 Espectro B

Compuesto C 177 6.1 6.3 Espectro C

Paso 9 —

Nombre m/z (nat) m/z (lab) r.t. (min) Espectro nat Espectro lab
Leucina 132 133 55 Espectro Leu Espectro A
Leucina 132 133 55 Espectro Leu Espectro B

Figura 6. Tratamiento de datos. Paso 9.

El cuarto y ultimo paso es la representacion de los espectros de fragmentacion para la asignacién
de correspondencia entre compuestos naturales y marcados. Dado que conceptualmente la
asignacion de espectros de masa enfrentados, realizada de forma individual y sin reglas de
puntuacion (scoring), es una metodologia poco exacta, el codigo empleado genera un grafico
pobremente funcionalizado, sin comentarios, pero que permite una representacion rapida e
intuitiva para su inspeccion visual. Asi, los graficos desarrollados contienen en el eje de ordenadas
positivo la intensidad relativa (%) de los picos del compuesto natural, en el eje de ordenadas
negativo la intensidad relativa (%) de los picos del compuesto marcado y en el eje de abcisas los
valores de m/z. Adicionalmente en el grafico se incrusta una tabla descriptiva de los valores
representados y el titulo del grafico muestra el nombre del compuesto, su valor m/z (ion precursor,
compuesto natural) y el numero de 4&tomos de N en la molécula. Aun asi, para una adecuada
asignacion se requeriria una libreria de espectros de fragmentacion realizados en el mismo equipo
y con las mismas condiciones (temperatura, energias de colision, etc.). Otra alternativa seria
obtener computacionalmente los arboles de fragmentacion teéricos. Esto permitiria saber en qué
clisteres se espera encontrar un desplazamiento de los picos de masa-carga, pero, por otro lado,
computacionalmente no se tendrian en cuenta las diferencias en las intensidades relativas de los
picos, pues dependen de las condiciones experimentales. Asi mismo, cabe destacar que hay pocas
librerias de compuestos marcados, las cuales no presentan un nimero de compuestos tan elevado
como las librerias tradicionales, por lo que su asignacion es, en cualquier caso, comprometida.
Por Gltimo, cabe resaltar que esta etapa del cddigo es mucho méas demandante que el resto de las
operaciones de cddigo, pues requiere leer y procesar dos espectros de masa de alta resolucion

completos. La duracion total del tratamiento de datos es de unos 30 segundos.
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Un aspecto importante en la identificacion es que la comparacion de los espectros de
fragmentacion de los compuestos naturales y marcados permite discernir el compuesto més
probable en el caso de compuestos duplicados. Este proceso se ejemplifica en la Figura 7 para la
leucina, la cual presenta dos posibles espectros para su andlogo marcado, con lo cual es necesario
estudiar dos espectros para el mismo compuesto. La presencia de duplicidades se puede deber a:
1) una incorrecta asignacion por la presencia de isdmeros con espectros de fragmentacién
similares, 2) la presencia de especies que, siendo diferentes en la muestra, en la fuente de
ionizacion se transforman en especies idénticas, 3) la presencia de diferentes identificaciones por
el empleo de diferentes librerias, y 4) la presencia de diferentes espectros de fragmentacion que
cumplen las condiciones para ser espectros de fragmentacién del compuesto marcado. Esto Gltimo
se debe a que los compuestos naturales y marcados se fragmentaron en inyecciones de muestras
diferentes, por separado, de tal forma que la matriz de una muestra y otra es diferente y, dado que
la separacion cromatografica emplea un método estandar de metabolémica, donde la separacion
cromatografica de los analitos es secundaria, se obtuvieron tiempos de retencion diferentes para
los analitos en los dos tipos de muestras, como se observa en la Figura 2. Dado que MetExtract
incluye un rango de tiempos de retencion, se emplea ese rango para asignar empiricamente las
parejas natural-marcado. Sin embargo, el hecho de que haya un rango hace que pueda haber varios
espectros de fragmentacion para una misma relacién masa-carga, explicandose asi la existencia
de duplicidades por espectros de fragmentacion, las cuales se generan en el paso 9 del

procedimiento de tratamiento de datos.
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— Nombre m/z (nat) m/z (lab) rt. (min) | Espectro nat | Espectro lab
Leucina 132 133 S Espectro Leu | Espectro A

Leucina 132 133 £ Espectro Leu | Espectro B

!

1001

5
o

Type

. LaB ™
B v

Opcién A:

rel.intensity

Paso 12 -~

60 80 100 120

Opcion B: Type

0 B et
B

rel.intensity

mz

Figura 7. Tratamiento de datos. Paso 12: Comparacion de espectros duplicados.
Adicionalmente, ademas de estas consideraciones, también se ha empleado la masa exacta en la
identificacion por parte de MSDIAL y MetExtract, pero no en el cribado de los resultados, donde
lo que se pretende es ver, sin restriccion a errores en la masa exacta, si un m/z o una pareja de m/z
natural-marcado se corresponde 0 no entre una tabla y otra. Asi mismo, se ha empleado el paquete
enviPat para obtener la masa exacta tedrica (con cinco decimales) para cada compuesto, de
acuerdo con la identificacion y la formula molecular, con el fin de obtener el error en masa de

cada compuesto.

IV. 4.4.1. Resultados del tratamiento de datos con comandos

Se obtuvieron un total de 73 parejas de compuestos naturales y marcados pareados identificados
con un elevado nivel de confianza, de acuerdo con sus masas exactas, sus espectros de
fragmentacion, la coincidencia con librerias de espectros y un andlisis-diagnostico de los
espectros. En ionizacién positiva se identificaron 57 compuestos, en ionizacién negativa 7 y en
ambos tipos de ionizacion fueron identificados 9 compuestos. En la Tabla 6 se presentan 35
compuestos naturales con pardmetros identificativos como el nombre, la formula molecular, el
tiempo de retencidn, la masa exacta, el aducto (ionizacién), su ontologia y el InChlKey. De estos
35 compuestos, cinco presentan una identidad poco probable, al tratarse de compuestos organicos
con peso molecular menor a 200 Da y diversos grupos funcionales. Entre ellos estan el acido 2-
(4-aminotetrahidro-2H-piran-4-il)acético, el 2-metil-4-(piridin-2-il)but-3-in-2-0l y la 2-(5-
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metoxi-1H-indol-3-il)etanamina, cuyos
enfrentados se presentan en la Figura 8. Dado que 1) la mayoria de las librerias de espectros de
masa cubren principalmente compuestos naturales en lugar de compuestos organicos sintéticos y
que 2) la identificacion de compuestos organicos con un elevado nimero de sustituyentes es muy
compleja, podemos considerar que la identidad de esos tres compuestos es erronea, a pesar de

haber sido asignada por una libreria y cumplir los demas requisitos de la estrategia de

identificacion desarrollada.

espectros de fragmentacion natural y marcado

2-(4-aminotetrahydro-2H-pyran-4-yl)acetic acid mz=160 N=1

1001
Type
LAB
LAB
504 NAT
NAT
NAT
LAB
0 NAT
LAB
NAT
NAT
LAB
NAT
LAB

rel.intensity

-100 1

mz relintensity

61
71
82
86
94
101
112
115
124
142
143
160
161

40

80

mz

120

2-methyl-4-(pyridin-2-yl)but-3-yn-2-ol mz=184 N=1

Type
NAT
NAT

50 LAB

NAT

NAT

NAT

01 NAT

LAB

rel.intensity

-100

mz relintensity

102
104
105
110
138
166
184
185

14
100
-100
15
15
19
73
-98

50

100

mz

2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethanamine mz=191 N=2

100
Type

NAT
LAB
50 NAT

rel.intensity
o

-1004

mz relintensity

74
75
153

100
=100
27

mz

Type
B e
. NAT

Type
B e
B

Type
B s
B

Figura 8. Espectros de fragmentacion natural y marcado de compuestos tipicamente sintéticos: acido
2-(4-aminotetrahidro-2H-piran-4-il)acético, 2-metil-4-(piridin-2-il)but-3-in-2-ol y 2-(5-metoxi-1H-
indol-3-il)etanamina, detectados en ionizacion positiva.
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Tabla 6. Identidad de compuestos naturales identificados con nivel de confianza 2 que presentan un

analogo marcado.

Nombre Férmula Aducto RT Precursor Ontologia InChlKey
(min) (m/z)

. . . . AUNGANRZJHBGPY
(-)-Riboflavina C17H2oN4Os  [M+H] 6,19  377,1457 Flavinas -SCRDCRAPSA-N
Acido (2R)-6- IHLDCUQUFBWSJU
metllpl’p-erldma-z- C7/H13sNO, [M+Na] 6,70 166,0725 L-alfa-aminoacidos PRIDIBIQSA-N
carboxilico
Acido 2-(4- ) .
aminotetrahidro- Pyranoid amino QRIAWCUEIMQLGG

+H]* i
2H-pirano-4-il) C7H13NOs [M+H] 6,78  160,0969 aC|.ds a}nd _UHFFFAOYSA-N
- derivatives
acético
2-(5-methoxy-1H- Tryptaminesand  JTEJPPKMYBDEMY
|ndol-3—¥l) C11H14N20 [M+H] 8,37  191,1163 derivatives UMFFFAOYSA-N
ethanamine
2-(methyl(2H-
pyrazolo[3,4-d] . Pyrazolo[3,4- MRRQSPRCJIKZSOG-
+
pyrimidin-4-yl) CeHuNsO [M+H] 2,02 194,1041 d]pyrimidines UHFFFAOYSA-N
amino)ethanol
2-Aminoadipic i L-alpha-amino OYIFNHCXNCRBQI-
acid CoHuNO: M- 748 1600616 acids BYPYZUCNSA-N
2-methyl-4- Pyridines and YBUWIVMOMHEAL
(pyridin-2-yl) but-  Ci3oHiuNO  [M+Na] 4,31  184,0636 derivatives F-UHFFFAOYSA-N
3-yn-2-ol
. . BHNHHSOHWZKFO
2-Methylindole CoHoN [M+H] 6,83 132,0808 Indoles X-UHFEEAOYSA-N
. . . LSBDFXRDZJMBSC-
2-Phenylacetamide ~ CgHyoNO [M+H] 7,67 136,0756  Phenylacetamides UHFFFAOYSA-N
L . T XUWHAWMETYGR
2-Piperidone CsHoNO [M+H] 7,06 100,0757 Piperidinones KB-UHFFFAOYSA-N
. + . . FSASIHFSFGAIIM-
3-Methyladenine CsH7Ns [M+H] 6,11 150,0775 6-aminopurines UHFEFAOYSA-N

. . + JSIWCHRYRHKBBW
3-ureidopropionate  C4HgN203 [M+H] 5,54 133,0609 Ureas UHFFEAOYSA-N
4-Methyl-5- . 4,5-disubstituted ~ BKAWJIRCKVUVED
thiazoleethanol CoHaNOS — [MHH]™ 6,72 14,0478 thiazoles -UHFFFAOYSA-N
4-ureidobutanoic Gamma amino QYTWIMMLQKHPG

N .
acid CsH1oN2O3  [M+Na] 8,53 169,0583 aC|.ds a}nd L-UHFFFAOYSA-N
derivatives
. Hydroxypyrimidine LRSASMSXMSNRBT
_ +
5-Methylcytosine CsH7N30 [M+H] 5,83 126,0665 S UHFFFAOYSA-N
. . . OIPILFWXSMYKGL-
Acetylcholine C7/H1sNO> [M] 4,77 146,1176 Acyl cholines UHFEFAOYSA-N
Desoxypeganine CiiH12N2 [M+H]* 1,61 173,1172 Quinazolines WUFQLZTXIWKION-

UHFFFAOYSA-N
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Nombre Formula Aducto (5;) PI"((E‘;l./I;)SOI" Ontologia InChliKey
Gentiannine C10HoNO, [M+H]* 7,12 176,0656 Pyranopyridines DJS;ZFTS%;J-'I:\:-
haplamine CisHisNO3 [M+H]* 7,97  258,1083  Pyranoquinolines Iﬁiﬁiiigi’;i\m&
Hypoxanthine CsHaNsO [M+H]" 4,86  137,0460 Hypoxanthines FBESE: igﬁ;;ﬁir-
Kynurenic acid CoHNOs  [M+H]" 6,29 190,0500 cart?ou;;:)i::i rz:f(j:ids Hfﬁﬁfgxﬂ%
Ilri;)b;f{hreonine CsHuNOs [M-H] 7,69 132,0665 Baer;{z Zr:riir\l(;t?\(/:ézs Né\\;\;F:/J\/EZVV\(/\\//IEg,\:AOSiNI\\J/
L-Pipecolic acid CsH1:NO> [M+H]* 566  130,0977  Alphaamino acids Héf?fé‘t:\l;;if_
L-Pipecolic acid CsH1:NO> [M+H]* 9,49  130,0865 Alphaamino acids Héf?gé‘t:\l;;if_
Leucylproline  CuboN:03  [M#H]* 708 2201546 Dipeptides o 0 o0
g;ﬁ'if:ii?cewl'b CiHuN:Os  [M+H]* 819  175,1076 N:‘rmol‘ai'lz:a Rt
N-Methyloytisine  CiHiohO  [M#Nal™ 157 2271024 e e CULUKMPLGVCE
N2,N2- : : . RSPURTUNRHNVGF
Dimethylguanosin ~ C1oH17NsOs ~ [M+H]* 6,81  312,1299  Purine nucleosides -UHFFEAOYNA-N
e

PIPERIDINE CsHuN [M+H]* 7,10 86,0965 Piperidines N%Rﬁgg\éb’\gﬁT
Proline CsHoNO,  [M+H]" 2,12 116,0707 L-alpat::aitjasmino ONSI(B:\SAQTBKST\?g:-\l(lIA-
Pyrrolidine CaHoN [M+H]" 7,02 72,0809 Pyrrolidines \F/QVV-VLTI—?FLFPFI,DALC;?/QSZ\Q-S
Pyrrolidine CsHgN [M+H]* 9,15 72,0809 Pyrrolidines \F;VV_VLTSFLFPFI?A;}?%Z\Q_S
Salsolinol CoHiNOs  [M+H]* 660 1801022 Tetrahyl?l:zissoquino IBSHKIE;JFS;\(ODJ[\?AT.I&G_
SDMA CeHuNOz  [M+H]" 882 203,1509 éjrgriir\]/i:t?vzr;d HUVHPFFF);i%JI\:II\IIiSE-
Serylleucine CoHi1sN04  [M+H]* 7,98  219,1340 Dipeptides NZ?_'TZC;EAFSLJXXZE_
SO, Ghmor g asim ST Srowe
Vincanidine CiHaoN:O;  [MH+H]* 9,75 3091658  Strychnos alkaloids 0O CMASVRMYIU

-JYTRXFNOSA-N
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Por otro lado, en la Tabla 7 se presentan de forma analoga los 39 compuestos naturales restantes
que, al presentar un patréon con el mismo tiempo de retencion o, alternativamente, el mismo
tiempo de retencién del patrén en la base de datos del UCDavis, se consideran identificados con
un nivel de confianza 1. Asi mismo, la Tabla 8 presenta los tiempos de retencion y los valores de
m/z obtenidos para los compuestos de la Tabla 7 y para sus analogos marcados, junto a los valores
de tiempo de retencion de los patrones y la masa exacta tedrica de esos compuestos calculada con
el paquete EnviPat®. Como se puede comprobar, los errores en masa son inferiores a 1 ppm en la
mayoria de los casos Yy, en general, los tiempos de retencion presentan una variacion en torno 0,05
minutos, salvo en algunos casos donde se observan variaciones en torno a 0,2 minutos. Como se
ha comentado previamente, esto es debido a las diferentes matrices de las muestras de analitos

naturales y marcados.

Tabla 7. Identidad de compuestos naturales identificados con nivel de confianza 1 que presentan un

analogo marcado.

RT coincide Nombre Formula Aducto Ontologia InChlKey
Uy e CoreNOs IR T raovan
S Guvo e P e
Standard 5-AMP CioHuNsOP  [M+H]* Nucleotides Ui’gsﬁsf;ggg A’?I- ED'
Standard thii::j/leer:g:ilne CuHisNsOsS — [M+H]" th?;_r?t?c?l);)c/)_s?('j-es WUIL(;(S;E?C%I\CIZ:RIL\A *
Standard Adenine CsHsNs [M+H]* 6-aminopurines Ggﬁiiiigijslii/ )
Standard Adenine CsHsNs [M-H] 6-aminopurines Ggﬁiiiigijslii/ i
Standard Adenosine C10H13Ns04 [M+H]*  Purine nucleosides O:?ggﬁ;;lﬁgg%q
Eiizrrlgry Ala-Ala CsH12N203 [M-H] Dipeptides D5'|:—|JFQFIII:3 EgéﬁkﬁNB'
Standard Alanine CsH/NO; [M+H]* 'Z\Lar?\i/r;fijgj QNU%(:?:',\:A:J;\?,\CLZI\? >
Standard Amizg:jdipic CeH1:NO4 [M+H]* L-alpha-amino acids Ogg§:|%§$§§in_
Standard Arginine CeH14N4O,  [M+Na]* L-alpha-amino acids Og';ii;z)éﬁgf%\l_
Standard Arginine CesH14N40- [M-H]" L-alpha-amino acids Og';ii;z)éﬁgf%\l_
Standard Asparagine CaHsN2Os [M+H]* Asparagine and DCXYFEDJOCDNAF-

derivatives

UHFFFAOYNA-N
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RT coincide Nombre Formula Aducto Ontologia InChlKey
Standard Carnosine CoH14N403 [M+H]* Hybrid peptides CQZ(;:'/ES?(JI\I;IE';AM\-EIC-
Standard Choline CsH14NO [M]* Cholines OELEZ?Z%?(’;J:-I&S_
Standard Cytosine C4HsN30 [M+H]* Pyrimidones OTJT@SFPFTS\?S A'\f QP'
Standard Glutamine CsHioN20s  [M+H]*  Alpha amino acids Z%ﬁ;ifg\%x_ix'
Standard Glutamine CsH10N203 [M-H]"  D-alpha-amino acids ZEé)éF\’/\(()FElglig;XEx-
Ei:gry Gly-Val CrHuNO:  [M-HT Dipeptides S
Standard Guanine CsHsNsO [M+H]* Purig:rsi\zjgt?vitérine UYJ:E,E,:DAQ(?\I(\];TS x*
Standard Guanosine C10H13Ns0s [M+H]*  Purine nucleosides NTJ';'_'E';:E'EA A\gi(NN}X_U’\:F'
Standard Guanosine C10H13Ns0s [M-H]"  Purine nucleosides NTJ:?:'Q:EAXS\L\IS}:}J’\:F'
Eiizrszry H;zzg::::ilgze C10H20N202 [M+H]*  Carboximidic acids BNU%SFTQ?OR:(JS%':IX'
Standard Histidine CeHoN:O;  [M+Hpr  Histidine and HNDVDQICIGZPNO-
derivatives YFKPBYRVSA-N
Standard Isoleucine CeH13NO> [M+H]* Isgﬁlij\f;?ii::d AS:ﬁ'\:/ABgiJRZ'_A‘NG'
Standard Norleucine CeH13sNO> [M-H]  L-alpha-amino acids LF:J%EIEEII;KE')/S('I:\SAC-)SJ-
Standard Lysine CsHuuN20;  [M+H]*  D-alpha-amino acids KB);EEEL\ICS)\?:\T( :_F:\IK'
Eiiz?z:ry I\QE:?;?(?;Ze CsHuNOsS  [M+H]*  Alpha amino acids QEJSFN!'\:IXV()L\%EZT\IFJ'
Loy sitoqds CNOSS IMHD Aphaaminoscios  SEEEECEENTE
oy Murmiczsid GHaNor ey AN
Eiizrrlgry giz;,\n/loesti?g C11H15N50s [M+H]*  Purine nucleosides SLE:ESE ,SOQ\I(DI\T :_ ':W'
Standard Nicotinamide CsHsN20O [M+H]* Nicotinamides DT:;SFL;\%GYF;D_EF'
Standard Isonicotinic acid CsHsNO; [M+H]* Pyridin:;e:jrsboxylic Twﬁn\év;i%%gif\? w-
Standard Isonicotinic acid CeHsNO- [M-H] Pyridinecarboxylic PVNIIMVLHYAWGP-

acids

UHFFFAOYSA-N
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RT coincide Nombre Formula Aducto Ontologia InChlKey
Standard Ornithine CsH12N20; [M+H]*  Alpha amino acids AHbE';E?ﬁO@;TQAL'
oy e CNOsmaerr Amnoaas  CEEEREIINC
Loy a0 Der e UnrrAOYAN
Eiizrrlgry L-Glutamic acid CsHoNO4 [M-H]T Amino acids W\H/EEI\TA?(?;@?T\IK'
bty Lohomomyseine CHHENIOSS VST UhkrrAOYoAN
Standard Serine CsH/NO; [M+H]* (?:rrii\r;aets/nei MTlJC;SFFf:il\giLS%’\_l,\BIG_
Loy TEOeCanor el AN
Standard Threonine C4HoNOs [M-H]"  L-alpha-amino acids ATJE\'/:\;'J:QA'QF;QNT: EC'
Standard Tryptophan CuHizN202  [M+H]? Amino acids %IXFBF(;’:DAI(J)Q{;Q_E'
Standard Tryptophan C11H1:2N20; [M-HT al?(;jsozldcgzic\);;’il\i/; %ﬁf&%ﬁffﬁi
Standard Tyrosine CoH11NO3 [M+H]* ngﬁf’i;?\z;d O%Liigﬁggﬂf_’;ﬂa
Fiehn Urocanic acid CsHeN2O [M+H]* carb()ITiI?sZaocli)(/jls and LOIYMIARKYCTBW-
Library erieTiz de):ivatives UHFFFAOYSA-N
Eiif:z:ry Uracil CsH4N20; [M+H]* Pyrimidones ISS‘:T;;FD f(lj\l\l(Js?Ac-)ll\lC-
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Tabla 8. Parejas de compuestos identificados naturales y marcados con nivel de confianza 1:
Comparacién de tiempo de retencion y masa exacta del ion precursor con sus valores tedricos.

RT RT Precursor EnviPat Error m/z
Nombre Férmula Polaridad
(min) St (min) (m/z) (m/z) (ppm)
2 -O-.N!ethyl C10H14N206 - 2,45 2,24 257,0779 257,0774 0,5
uridine
2-O-Methy 1 5N,06 ; 2,37 - 2500718 2590714 0.4
luridine
3—I\/I.et_hyl Ci10H15N30s + 7,19 6,99 258,1081 258,1090 0,9
cytidine
3—I\/I.et_hyl C1oH15°N305 + 7,03 - 261,0999 261,1001 0,2
cytidine
5-AMP C10H14NsO7P + 9,00 9,01 348,0694 348,0709 15
5-AMP C10H1415N507P + 9,01 - 353,0548 353,0561 1,3
.S-Methy.l C11H15NsO3S + 2,03 2,23 298,0961 298,0974 1,3
thioadenosine
S-Methyl 1 15N.0ss + 2,28 - 3030824 3030826 0,2
thioadenosine
Adenine CsHsNs + 451 457 136,0620 136,0623 0,3
Adenine CsHs™°Ns + 4,53 - 141,0468 141,0475 0,7
Adenine CsHsNs - 4,56 457 134,0471 134,0467 0,4
Adenine CsHs™°Ns - 4,53 - 139,0321 139,0318 0,3
Adenosine C10H13N504 + 4,84 4,87 268,1037 268,1046 0,9
Adenosine C1oH13®N504 + 4,86 - 273,0885 273,0898 1,3
Ala-Ala CeH12N203 - 8,28 8,33 159,0775 159,0770 0,5
Ala-Ala CeH121°N,03 - 8,28 - 161,0713 161,0710 0,3
Alanine C3H/NO; + 8,04 8,04 90,0550 90,0555 0,5
Alanine C3H-®NO, + 8,04 - 91,0521 91,0525 0,5
Am'gssjd'p'c CoHuNO; + 8,42 839 1620763 162,0766 0,3
Aminoadipic 15
acid CeH11°NOy4 + 8,40 - 163,0732 163,0737 0,5
Arginine CeH14N4O- - 9,41 9,44 173,1043  173,1039 0,4
Arginine CsH14°N4O, - 9,41 - 177,0927 177,0920 0,7
Asparagine C4HgN203 + 8,68 8,70 133,0608 133,0613 0,5
Asparagine C4Hg'*N,03 + 8,68 - 135,0550  135,0554 0,4
Choline CsHwisNO + 5,18 5,04 104,1071 104,1075 0,4
Choline CsH1415NO + 5,03 - 105,1041 105,1046 0,5
Cytosine C4HsN3O + 5,75 5,76 112,0504 112,0511 0,7
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RT RT Precursor EnviPat Error m/z
Nombre Formula Polaridad
(min) St (min) (m/z) (m/z) (ppm)
Cytosine CaHsNsO + 5,76 - 1150415 1150422 07
Glutamine CsH10N203 + 8,54 856 1470766 1470770 04
Glutamine  CsH1o"N;Os + 8,55 - 1490705 149,070 05
Glutamine CsH10N203 - 8,54 856 1450619 1450613 06
Glutamine  CsHo"NoOs - 8,54 - 1470559 147,085 05
Gly-Val CrH14N;03 - 7,87 794 173,0933 1730926 07
Gly-Val CrH145N,05 - 7,86 - 1750871 1750867 0,4
Guanine CsHsNsO + 6,66 640 1520569 152,0572 0,3
Guanine CsHsNsO + 6,66 - 157,0418 157,0424 06
Guanosine  CioHisNsOs + 7,28 715 2840989 2840995 0,6
Guanosine  CoH15®NsOs + 7,16 - 280,0836 289,0847 11
Guanosine  CioHisNsOs - 7,24 713 282,0841 282,0838 0,3
Guanosine  CoH15®NsOs - 7,15 - 287,060  287,0690 0
Hexamethylene
e CioHaoN:Oz + 1,31 1,50  201,1598 201,1603 0,5
H;’;Zrc'zgz:gze CioH205N;0; + 1,37 - 203,1540 203,1544 0,4
Histidine CeHoN3O, ¥ 9,49 942 1560769 1560773 04
Histidine CeH*N3O; + 9,48 - 159,0678 159,084 0,6
Isoleucine CeH13NO, + 7,10 713 132,020 132,025 05
Isoleucine CeH13°NO, + 7,13 - 133,0991 133,0995 04
Norleucine CeH13NO, - 7,14 713 130,0874 130,0868 0,6
Norleucine  CoHis™SNO; - 6,94 - 131,0842 131,0838 04
L-(+)-Arginine  CsH1N:O2 ¥ 9,40 943  197,1009 197,1014 05
L-(+)-Arginine  CoHu5N4O2 + 9,41 ; 201,0893 201,0896 0,3
L-Carnosine CoH14N4O3 + 9,29 9,54 227,1136  227,1144 0,8
L-Carosine  CoHuSN4Os + 9,29 - 231,1019 231,1026 07
Lysine CeH1N0; ¥ 9,49 952 147,129 1471134 05
Lysine CeH145N0; + 9,50 - 1491071 1491074 0,3
'\23:?(')3?(;26 CsHuNO:S + 8,61 860 1660535 1660538 0,3
'\23:?(')3?(;26 CsHuNOsS ¥ 8,50 - 167,0504 167,0508 0,4
'\QE:?;E’:(;ZE CsH1NOsS - 8,50 861 1640388 1640381 07
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RT RT Precursor EnviPat Error m/z
Nombre Férmula Polaridad
(min) St (min) (m/z) (m/z) (ppm)
Methionine -\ 15N1045 - 8,50 ; 1650356 1650352 0,4
sulfoxide
Muramicacid  CoHiNO; + 8,80 828 2521079 252,083 04
Muramic acid  CoH1/SNO; + 8,81 ; 2531046 2531054 08
N1-Methy| CaiH1sNsOs + 571 565 2081144 2981151 07
guanosine
N1-Methyl = 1 sn.00 + 571 ] 303,0994 3031003 09
guanosine
Nicotinamide ~ CsHeN2O + 1,62 151 1230552 1230558 0.6
Nicotinamide  CsHeSN,O + 1,59 ; 1250495 1250499 04
Isonicotinic acid ~ CeHsNO; + 3,94 375 1240395 1240399 04
Isonicotinic acid ~ CeHs!SNO, + 3,94 ; 1250364 1250369 05
Isonicotinic acid ~ CeHsNO; ; 3,94 374 1220246 1220242 04
Isonicotinic acid ~ CgHs®°NO» - 3,95 - 123,0218 123,0212 0,6
Ornithine CsHiN,0, + 9,55 958 1330970 1330977 07
Ornithine CsH1N,0, + 9,55 ; 1350912 1350918 0,6
Pyrog(':‘:;am'c CsH/NOs . 769 854 1280353 1280348 05
Pyrogl‘i‘;am'c CsH/15NOs ; 7.66 ; 1200322 1290318 04
Pymg(':‘i‘;am'c CsH7NOs + 8,54 854  130,0499 1300504 05
Pyrogl‘i‘;am'c CsH75NO; " 8,55 . 1310468 131,0475 0,7
S-(5-adenosyl)- - 1\ NeOsS + 8,72 870 3851296 3851294 0.2
L- homocysteine
S-(S-adenosyl)- o L sNg0ss 4 8,72 ; 301,1284 391,1282 0,2
L- homocysteine
Serine CsH7NOs + 8,61 862 1060501 1060504 03
Serine CsH5NO3 + 8,61 ; 107,0469 107,0475 06
Targinine CrH1eN2O3 + 9,11 910 1891350 189,1352 0.2
Targinine CrH165N,0, + 9,12 ; 1931227 1931233 06
Threonine CaHoNOs - 8,21 823 1180510 1180504 06
Threonine C4Hg®NO; - 8,21 - 119,0480 119,0475 0,5
Tryptophan C11H12N20; + 6,83 6,78 205,0975  205,0977 0,2
Tryptophan C11H12'®*N20; + 6,78 - 207,0915 207,0918 0,3
Tryptophan  CuH1N2O; ; 6,85 678 2030825 2030821 04
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RT RT Precursor EnviPat Error m/z

Nombre Férmula Polaridad
(min) St (min) (m/z) (m/z) (ppm)
Tryptophan C11H12°N>0; - 6,77 - 205,0768 205,0761 0,7
Tyrosine CoH1:NO3 + 7,67 7,63 182,0815 182,0817 0,2
Tyrosine CoH11°NO3 + 7,63 - 183,0780 183,0788 0,8
Urocanic acid CsHeN20O2 + 3,65 3,65 139,0505 139,0508 0,3
Urocanic acid CsHe'°N202 + 3,31 - 141,0445 141,0448 0,3

. L 4,72
Uracil (uridina) C4H4N20; + 4,89 o 113,0345 113,0348 0,3
(uridina)

Uracil (uridina) ~ CsH4*N,0, + 4.82 - 115,0285 115,0289 0,4

En la Figura 9 se muestran los espectros de fragmentacién enfrentados para dos aminoacidos y
una base nitrogenada: prolina, histidina y citosina. Como se puede observar, estos presentan un
elevado grado de coincidencia, con lo que se concluye que se trata de esos compuestos. Asi
mismo, en la Figura 10 se presentan los espectros de fragmentacion enfrentados para triptéfano,
acido glutamico y arginina, tres aminoacidos encontrados tanto en ionizacién positiva como en
negativa. En este caso, se observa que el triptéfano y la arginina difieren entre ionizacion positiva
y negativa. Esto puede deberse a las propias caracteristicas de la deteccién, asi como la diferente
formacion de especies ionicas. Tal y como se muestra en la Tabla 7, la arginina es detectada en
ionizacion positiva como un aducto de sodio, mientras que en ionizacion negativa se trata de un
aducto de hidrogeno, por lo que los valores de m/z de la Figura 10 en las dos polaridades no
coinciden.

Por otro lado, en la Figura 11 se muestran los espectros de fragmentacion enfrentados para
glutamina, acido 2-aminoadipico y niacina, detectados en ionizacion negativa. Como se puede
observar, estos compuestos no presentan un elevado grado de similitud. Sin embargo, al tratarse
de un aminoéacido, un derivado de aminoacido y una vitamina, se considera que la probabilidad
de que verdaderamente se trate de esos compuestos es alta. Asi mismo, la glutamina también fue
detectada en ionizacion positiva y el tiempo de retencion coincidia con el de su patrén, por lo que

su identificacion tiene un nivel de confianza 1.
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Proline; LC-ESI-HITFT; MS2; CE 65.0 eV; [M+H]+ mz=116 N=1

100
Type mz relintensity
NAT 60 58
NAT 70 98
s0f LB T -91
NAT 72 42
> LB 73 41
S Type
o NAT 80 100
£ 01 B 81 -100 M us
B NAT 98 45 B
LAB 99 -86
o]  NAT 116 93
LAB 117  -86
1001
40 60 80 100 120

mz

L-Histidine; LC-ESI-QTOF; MS2; CE mz=156 N=3

100 1
Type mz relintensity
NAT 110 100
LAB 113  -100
50 NAT 156 16
LAB 159 -16
%’ Type
[ =
£ o II B s
5 B
-50 1
=100 1
40 80 120 160
mz
Cytosine mz=112 N=3
100 1 o
Type mz relintensity
NAT 95 17
LAB 97 -16
50 NAT 112 100
LAB 115  -100
%’ I Type
8 o B s
£ 0
E; .NAT
-50 1
-1001
40 60 80 100
mz

Figura 9. Espectros de fragmentacion enfrentados para prolina, histidina y citosina en ionizacion
positiva.
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100

rel.intensity
o

100

100

rel.intensity

100

100

rel.intensity

-100

IONIZACION POSITIVA IONIZACION NEGATIVA

L-TRYPTOPHAN mz=205 N=2 Tryptophan mz=203 N=2

Type mz  relintensity T e me retivensty
LAB 145 14 w2 2
NAT 148 87 T3 TS
A8 147 83 of  wrowo ow
NAT 188 100 v 5w
LAB 189 -100 > NAT 15 100
[ w0
20 T 1R W
3 U W !
o u
- uB 1t
o6
e s @

0
50 100 150 50 100 150
mz mz

Glutamic acid: LC-ESI-QTOF; MS2; CE mz=148 N=1

L-Glutamic acid; LC-ESI-QTOF; MS2; CE mz=146 N=1

L-(+)-Arginine; LC-ESHTFT: MS2; m/z mz=197 N=4

L-(+)-Arginine; LC-ESI-QTOF; MS2; CE mz=173 N=4

Type mz  relintensity o Type mz relintensity
NAT 84 100 NAT 2 100
LB 85 -100 e 1 -0
NAT 102 25 50 NAT 128 4
LB 103 24 VB 19 48
NAT 130 14 2 NAT 148 3
e 131 18 I [ Ue W
| i
]
50
-100
40 60 80 100 120 60 o 120 150
mz mz

100

Type mz relintensity Type mz  relintensity
NAT 137 79 NAT 131 100
NAT 138 79 ue 13 -100
LAB 139 75 50
NAT 162 28
LAB 1685 28 2
NAT 179 100 | | %
NAT 180 45 | I £ v
LB 183 -100 3
NAT 197 16
LA 201 -18 2
100
50 100 150 200 0 80 80 100 120
mz mz

Type

.NiT

Type
W
B

Type

s
.MT

Figura 10. Espectros de fragmentacién enfrentados para triptéfano, acido glutamico y arginina en
ionizacién positiva y negativa.
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Glutamine (D) mz=145 N=2

100 Type mz relintensity
LAB 59 -11
LAB 62 -83
0 NAT 74 18
LAB 75 -15
> NAT 84 32
e we | e
€ 0 LaB 88 -13 i I I M s
5 v @1 2 I | M
NAT 101 19
= LAB 103 -35
NAT 109 41
LAB 111 -45
NAT 116 12
100 NAT 125 1

60 90 120 150
mz

2-Aminoadipic acid mz=160 N=1

100
Type mz relintensity
LB 7 -16
B 73 -1
50 - LAB 75 -100
NAT 84 43
2 NAT 88 100 Type
2 NAT 98 11 I
g 0 ws 9 27 L M e
® NAT 100 19 -
LB 117 -36
504 NAT 130 46
: NAT 160 42
-100
40 80 120 160
mz
NIACIN mz=122 N=1
1004
Type mz relintensity
NAT 78 29
LB 79 -12
0 LB 80 55
LAB 95 -41
= NAT 122 100
@ Type
2 LB 123 -100
g 04 B s
€ |
T._'. I . NAT
-504
-100

40 60 80 100 120
mz

Figura 11. Espectros de fragmentacion enfrentados para glutamina, acido 2-aminoadipico y niacina
en ionizacion negativa.

Hasta este momento se han presentado resultados de compuestos identificados que son
relativamente comunes: aminodcidos, bases nitrogenadas y derivados. Sin embargo, en las tablas
9 y 10 también se presentan otras clases de compuestos nitrogenados, aminas, amidas y
compuestos heterociclicos derivados de la piridina, pirrolidina, piperidina, quinolinas e indoles.
También se han identificado diferentes &cidos orgénicos, dipéptidos y un azlcar (&cido
muramico). Los espectros de fragmentacion enfrentados para algunos de estos compuestos se
presentan en la Figura 12. Asi mismo, en la Figura 13 se muestran los espectros de fragmentacion
enfrentados de los dos compuestos identificados con mayor peso molecular, la riboflavina, que es

una vitamina y el S-adenosil-homocisteina (SAH), un intermedio considerado como un marcador
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en procesos de desmetilacion de ADN®. Este Gltimo compuesto es, ademés, el compuesto con el

mayor nimero de atomos de nitrégeno identificado (6).

Muramic acid mz=252 N=1
1004
Type mz relintensity O OH
NAT 90 33
e 91 -40
504 LAB 97 -16
NAT 102 38
= LB 103 -65 T
= e
2 NAT 168 63 P
£ 97 us 189 69 e
E NAT 170 16 B
NAT 188 38
504 LAB 189 a7
NAT 216 100
LB 217 -100
NAT 234 63
-100- LAB 235 73 OH
50 100 150 200
mz
Hexamethylene bisacetamide mz=201 N=2
100
Type mz relintensity
NAT 100 100
LAB 101 100
50 NAT 117 47
LAB 119 -50 O
NAT 142 16
,? Type H
2 LAB 143 -16 |
£ " | W e N\/\/\/\
) | = N
) H
=0 O
-100
60 20 120
mz
Choline mz=104 N=1
100
Type mz relintensity
NAT 60 30
LB 61 -32
50 NAT 104 100
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Figura 12. Espectros de fragmentacion enfrentados para el &cido muramico, la
hexametilenbisacetamida, la colina y el &cido quinurénico en ionizacion positiva.
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Figura 12. Espectros de fragmentacion enfrentados para la ectoina, la gentianina, el acido
isonicotinico y la histamina en ionizacion positiva.
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Figura 13. Espectros de fragmentacion enfrentados para la S-adenosil-homocisteina y la riboflavina
en ionizacion positiva.

Por otra parte, en lo que respecta al tiempo de retencion, se han asignado 15 compuestos con nivel
de identificacion 1 a pesar de no disponer patrones para ellos. Esto se debe a las conclusiones que
se han derivado de la seccion de identificacion de compuestos naturales y la Tabla 7, ya que los
tiempos de retencion de los analitos coinciden con los publicados en la base de datos del UCDavis.
Cuando no se dispone de patrones comerciales o de informacion sobre el tiempo de retencién
sobre determinados compuestos se obtienen identificaciones con nivel de confianza 2. En este
caso, la identidad de compuesto no esta del todo confirmada, ya que puede tratarse de isémeros
(misma masa exacta) y en la identificacion aparecen varias posibilidades. Este Gltimo caso se
ejemplifica en la Figura 14, donde se presenta una comparacion de espectros de masas obtenidos
para un compuesto con m/z 175, dos atomos de nitrégeno y tiempo de retencién 8,19 min. Las
dos posibles estructuras asignadas por la libreria son teanina y n-alfa-acetilornitina. En primer
lugar, se observa que los espectros natural y marcado no coinciden completamente. A pesar de
ello, dado que debe ser uno de los dos compuestos asignados, la asignacion se hace en base al
tiempo de retencién reportado para esos compuestos y a la separacién empleada. Segun la base
de datos del UCDavis, la teanina presenta un tiempo de retencion de 7,66 min para esta
separacion. Dado que el compuesto medido eluye a 8,19 min, se concluye que la alfa-

acetilornitina es el compuesto verdadero.
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Figura 14. Comparacién de espectros natural y marcado del compuesto con m/z 175y rt= 8,19 min,
identificado como teanina o N-alfa-acetilornitina.

La eleccidn de la energia de colision también es importante en la identificacion de compuestos
por dos motivos: el primero es que, al contrario que en ionizacién por impacto electronico, la
fragmentacion en ESI es muy variable. Por ello, la fragmentacion debe realizarse en condiciones
similares a las de la libreria de espectros para que estos coincidan. En segundo lugar, en algunos
casos la energia de colision puede no ser lo suficientemente alta y no producirse la fragmentacion
0, por el contrario, producirse una excesiva fragmentacion, perdiéndose informacion estructural.
Estos casos se ejemplifican en las Figuras 15 y 16, respectivamente. En la Figura 15 observamos
gue debido a la baja fragmentacion no se puede discernir entre putrescina y tetrametilenediamina.
En estos casos, la préactica mas habitual es basar la seleccion de la identidad en estudios
bibliogréficos previos, en este caso experimentos de identificacion de metabolitos en
Chlamydomonas reinhardtii®*=. Por otro lado, en la Figura 16 se presenta la comparacion de
espectros de fragmentacién natural y marcado asignados al compuesto guanosina. Dado que en la
fragmentacion se pierde el ion parental para el compuesto marcado, la comparacion de espectros

puede ser erronea. Esto se debe a que la fragmentacion de los compuestos naturales y marcados
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se llevo a cabo en diferentes determinaciones y con una diferente matriz, lo cual se puede corregir
empleando la estrategia FragExtract de MetExtract (realizando la fragmentacion de mezclas
natural:marcado, igual que se hizo la identificacion con MS1). No obstante, en este caso se
considera correcta su identidad por la elevada probabilidad de que sea ese compuesto, por su
coincidencia en el tiempo de retencion y porque es conocido que los nucledsidos pierden el azucar
con elevada facilidad. Este es el caso también del uracilo (t.r. = 4,89 min). El uracilo se encuentra
en la Tabla 7 a pesar de no coincidir su tiempo de retencién con el de un patrén. Sin embargo, su
m/z molecular y sus espectros de fragmentacion coinciden en un alto grado. A través de una
busqueda bibliogréfica y de la inspeccién de los resultados, se concluye que el compuesto con
tiempo de retencion 4,89 min y que presenta una masa Yy un espectro de fragmentacion idéntico
al uracilo es la uridina, que durante su ionizacion en la fuente pierde el azucar y se convierte en
uracilo. Esto es respaldado por el tiempo de retencion de la uridina en la base de datos del
UCDavis (4,72 min). Para otros analitos de la Tabla 6 como la prolina o la 5-metilcitosina se da
la misma situacion, pero los deméas casos no se ha podido encontrar una explicacion para la
diferencia en el tiempo de retencién, con lo que, aunque sus masas y espectros de fragmentacion

coincidan, deben ser considerados identificados con nivel de confianza 2.

Por ultimo, ademas del tiempo de retencion y la energia de fragmentacion, la libreria de
identificacion es fundamental. De entre los compuestos presentados en la Tabla 6 es mas probable
gue algunos compuestos se encuentren verdaderamente en los extractos empleados que otros. Una
libreria especifica de metabolitos de plantas contendria compuestos mas similares a los presentes
en las muestras empleadas en este estudio que una libreria de espectros de compuestos quimicos
no relacionados con procesos biolégicos. Por este motivo es importante publicar y poner a
disposicién publica toda la informacion obtenida en los experimentos de metabol6mica, tal y
como indica la Iniciativa de Estandares de Metaboldmica, de tal manera que existan librerias mas

completas®?,
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Figura 15. Espectros de fragmentacion enfrentado de putrescina y tetrametilenediamina en

ionizacidn positiva. Sin fragmentacion no hay posibilidad de distincion entre estos isomeros.
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Figura 16. Espectros de fragmentacion de guanosina en ionizacion negativa. El ion marcado no
presenta el ion parental debido a una elevada energia de fragmentacion.
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IV.5. CONCLUSIONES

Se ha demostrado que la estrategia propuesta es eficaz para identificar metabolitos nitrogenados
naturales y marcados empleando como microorganismo modelo la microalga Chalmydomonas
reinhardtii y una separacién HILIC seguido de la deteccion con un espectrémetro de tipo
Orbitrap. Los compuestos identificados pertenecen a los principales grupos de compuestos:
aminoacidos, derivados de bases nitrogenadas y acidos organicos, siendo este Gltimo grupo el
menos numeroso. Estos resultados eran esperables, pues la mayoria de los &cidos organicos no
presentan 4tomos de nitrogeno. Asi mismo, también se han identificado metabolitos de ciclos
secundarios, como vitaminas (riboflavina o niacina), alcaloides (gentianina, &cido quinurénico o
vincanidina) y constituyentes de las membranas celulares (colina, acetilcolina vy

glicerofosfocolina).

Se concluye, asi mismo, que la metodologia presenta algunas limitaciones, pues no se ha
identificado la totalidad de los aminoacidos proteinogénicos ni de las nucleobases. A pesar de
gue, como se ha comentado en la introduccién, la identificacion de moléculas muy complejas es
motivo de concursos® y la Espectrometria de Masas no es capaz de identificar o resolver en su
totalidad la estructura de una gran cantidad de moléculas conocidas, los aminoacidos
proteinogénicos y las nucleobases son compuestos que presentan una elevada abundancia en las

células bioldgicas.

Por otro lado, es la segunda vez que el programa MetExtract se emplea para llevar a cabo
asignaciones de compuestos marcados en °N, lo cual es especialmente dificil dado que los
metabolitos se encuentran minimamente marcados®!. EI metabolito con mayor nimero de marcas
determinado (6) ha sido la S-adenosil-homocisteina. Asi mismo, dado que la identificacién es por
parejas de compuestos naturales y marcados, es la primera vez que esta estrategia se aplica para

caracterizar el metaboloma de Chlamydomonas reinhardtii.

Por Gltimo, la obtencién de mezclas de metabolitos marcados es un campo de trabajo creciente y
esencial para la mejora de los estudios de metabolémica. Asi, un panel de metabolitos similar fue
obtenido recientemente para la levadura P. pastoris para llevar a cabo estudios de metabolémica
como el descubrimiento de biomarcadores, la inspeccion de rutas metabdlicas o la investigacion
de los ciclos energéticos*?. Se puede concluir que la metodologia desarrollada es un primer paso
en la produccion propia de un material de referencia a emplear en futuros estudios de

metabolomica.
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Anexo 1.

Cddigo desarrollado para el tratamiento de datos del Capitulo 4.

R Notebook

Este cddigo ha sido desarrollado en enero de 2022 por Jesus Nicolas Carcelén durante
su tesis doctoral (2017-2022) en la Universidad de Oviedo para el tratamiento de datos
de alta resolucion-metaboldmica con compuestos naturales y sus analogos marcados
en 15N, identificados con los software MetExtract Il y MSDIAL.

Este codigo es de acceso libre. Las funciones y la gramatica que se emplea para los
paquetes y librerias empleadas es la establecida para la versiones que aplican en este
momento.

El cédigo ha sido desarrollado con siguiendo Buenas Practicas de Codigo.

Seccion 1: Instalacidn y carga de paquetes de trabajo—-

cat(“\014”) #limpieza de la consola

rm(list=1s())
#limpieza del espacio de trabajo

getwd()
#obtener direccidn (carpeta) de trabajo

#Instalacion y carga de paquetes

install.packages(“data.table”)
#este paquete estructura tablas

install.packages(“dplyr”)
#este paquete se emplea para transformar datos y manipular tablas

install.packages(“string”)
#este paquete identifica elementos (texto, signos, etc) #y opera con ellos

install.packages(“tibble”)
#este paquete permite cambiar columnas de sitio #y afiadirlas en diferentes posiciones

install.packages(“ggplot2”)
#este paquete se emplea para generar y transformar gréaficas

install.packages(“enviPat”)
#este paquete se emplea para calcular la masa exacta de las moléculas

install.packages(“ggpmisc”) #este paquete es complementario a ggplot2 y amplia sus capacidades

library(data.table)



library(dplyr)
library(stringr)
library(tibble)
library(ggplot2)
library(enviPat)
library(ggpmisc)
data(“adducts”)

data(“isotopes”)

Seccion 2: Preparacion de tablas de datos MSDIAL——

Cargar tablas con las que se va a trabajar y funcionalizar como tablas de datos

table_nat_pos<-read.delim( “C:/Users/sergy/OneDrive/Escritorio/Nat_met_pos_dd1_02.txt", sep=")
table_nat_pos2<-read.delim( “C:/Users/sergy/OneDrive/Escritorio/Nat_met_pos_dd1_new_01.txt", sep=")
table_nat_pos<-as.data.table(table_nat_pos)

table_nat_pos2<-as.data.table(table_nat_pos2)

Se juntan las dos tablas de compuestos naturales detectados en ionizacion positiva

table_nat_pos<-merge.data.table( table_nat_pos, table_nat_pos2, all = T)

Se afiade una columna con la polaridad empleada en la deteccién

table_nat_pos<-cbind(Ionization=pasteO(“Positive”), table_nat_pos)

Seccion 3: Tratamiento de datos de MSDIAL—

Operaciones sobre las tablas de MSDIAL:

Primer filtro: Se eliminan compuestos no identificados en las tablas de compuestos naturales
Segundo filtro: Se eliminan aquellos compuestos que no tengan espectro de fragmentacion
table_nat_pos<-table_nat_pos[Title!="Unknown”]

table_nat_pos<-filter(table_nat_pos, MSMS.spectrum>0)

Se redondean los valores de mz natural

round<-round(table_nat_pos$Precursor.m.z, 0)

table_nat_pos$Precursor.m.z<-round



Por orden:

Obtener lista “N” con booleanos: ¢Continen los elementos de la columna “Formula” “N”?
Anadir columna (lista de booleanos generada) a la tabla

Eliminar de la tabla los elementos de la columna donde N=FALSO

Obtener lista “N2N” con los nimeros a la derecha del simbolo N para cada formula
Transformar los NA de esa lista en 1

Convertir los elementos de la lista en nUmeros

Aiadir columna (lista del nimero de N) a la tabla

Obtener una lista con los valores de la suma de “N2N” y los iones precursores
Anadir columna (lista con los valores de mz del compuesto marcado en 15N)
N<-str_detect(table_nat_pos$Formula, “N")
table_nat_pos<-add_column(table_nat_pos, N, .before = “Formula”)
table_nat_pos<-table_nat_pos[N!=“FALSE”"]
NeN<-str_extract(table_nat_pos$Formula, “(?<=N)\d+")

NeNJis.na(NeN)]<-1

NeN<-as.numeric(N2N)

table_nat_pos<-add_column(table_nat_pos, N2N, .after = “Formula”)

mz_lab<-table_nat_posPrecursor.m.z[ ]+ table,at,osNeN[]
table_nat_pos<-add_column(table_nat_pos, mz lab, .after = “Precursor.m.z”) #Estas dos lineas se pueden
simplificar usando mutate()

Seccion 4: Tratamiento de datos de MetExtract—-

Se cargan las tablas de MetExtract

Se seleccionan las columnas de interés

Se redondean las masas nat y lab para el cribado

table_MetExtract<-read.delim( “C:/Users/sergy/OneDrive/Escritorio/lista metextract positiva.csv”, sep=";")

table_MetExtract<-select( table_MetExtract, “mz nat’=Mass.nat.m.z, “mz_lab’=Mass.lab.m.z., Start.min.,
End..min.)

round<-round(table_MetExtract$mz_nat, 0)
table_MetExtract$mz_nat<-round
round<-round(table_MetExtract$mz_lab, 0)
table_MetExtract$mz_lab<-round

table_MetExtract<-distinct(table_MetExtract, mz_nat, mz_lab, .keep_all = TRUE)



Seccion 5: Comparacion MetExtract con MSDIAL. Fusion de tablas—-

Generar una lista con booleanos que indicant si el elemento i de mz_nat (MetExtract) se encuentra en
Precursor.m.z de table_nat_pos

Se afiade una columna en table_MetExtract con la lista de booleanos

Se eliminan de la tabla aquellas filas donde el booleano es Falso

(o sea, ese valor de mz_nat de MetExtract no se encuentra en mz_nat de table_nat_pos)
IN<-table_MetExtractmz, atPrecursor.m.z

table_MetExtract<-cbind(“IN”"=IN, table_MetExtract)
table_MetExtract<-as.data.table(table_MetExtract)

table_MetExtract<-table_MetExtract[IN!=“FALSE"]

comprobante: ¢estan los valores de precursor.m.z en mz_nat? TRUE
comprobante: ¢estan los valores de mz_nat en precursor.m.z? TRUE
table_nat_posPrecursor.m.zmz_nat

table_MetExtractmz, atPrecursor.m.z

Se fusiona table_nat_pos y table_MetExtract

(Estas tablas se fusionan teniendo en cuenta los valores de mz_nat y mz_lab. En la tabla solo estaran presentes las
filas de table_nat_pos que cuyos mz_nat y mz_lab (pareados) también estén pareados en table_MetExtract

»_u

table_nat_pos<-inner_join(table_nat_pos, table_MetExtract, by=c(“Precursor.m.z”=“mz_nat”,“mz_lab”))

Se genera una lista de booleanos que indican si el elemento | de RT..min (table_nat_pos) es mayor que el Start..min
y, ademas, si ese valor es menor que End..min

Nota: Start..min y End..min son los valores de tiempo de retencion de MetExtract
rt_match<-table_nat_posRT..min.> table,at,osStart.min.& table_nat_posRT..min. < table,at,osEnd..min.
Se afiade una columna en table_nat_pos con la lista de booleanos

Se eliminan de la tabla las filas donde el booleano es Falso

(Ese valor de RT..min no se encuentra en el rango de MetExtract por lo tanto ese compuesto identificado en MSDIAL
no esta dentro de la lista MetExtract y se elimina porque solo los compuestos presentes en la lista MetExtract
tienen un espectro de fragmentacion para el analogo marcado que es lo que en ultima estancia va a dar la
identificacion)

table_nat_pos<-cbind(table_nat_pos, “RT.match”=rt_match)
table_nat_pos<-table_nat_pos[RT.match!="FALSE”]

table_nat_pos<-distinct(table_nat_pos)



Seccion 6: Tratamiento de datos de compuestos marcados—-

se cargan los datos LC-HRMS de compuestos marcados fragmentados

se pone en formato tabla

se seleccionan solo los mz que presenten espectro de fragmentacion

se reduce la tabla para que contenga solo RT.min, mz_lab y MSMS.spectrum
table_lab_pos<-read.delim( “C:/Users/sergy/OneDrive/Escritorio/Lab_met_pos_dd1_02.txt”, sep=")
table_lab_pos<-as.data.table(table_lab_pos)

table_lab_pos<-filter(table_lab_pos, MSMS.spectrum>0)

table_lab_pos<-select(table_lab_pos, RT.min., “mz_lab”=Precursor.m.z, MSMS.spectrum)

Se redondean los valores de mz para su posterior comparacion
round<-round(table_lab_pos$mz_lab, 0)

table_lab_pos$mz_lab<-round

Seccion 7: Comparacion de MSDIAL con compuestos marcados—-
Se fusiona table_nat_pos y table_lab_pos

(Esta tabla se fusiona teniendo en cuenta los valores de mz_lab en la tabla se duplicaran algunas filas de
table_nat_pos, pues el tipo de fusidn hace que si una fila con una mz_lab (table_nat) tiene -n- filas con el mismo
mz_lab en la tabla_lab, se generen -n- filas nuevas

full_join<-inner_join(table_nat_pos, table_lab_pos, by="mz_lab”)

Se genera una lista de booleanos que indicant si el elemento i de RT.min (proveniente de table_lab_pos) es mayor
que el Start..min y, ademas, si ese valor es menor que End..min

Nota: Start..min y End..min son los valores de tiempo de retencion de MetExtract

rt_match<-full_joinRT.min.> full;oinStart.min.& full_joinRT.min. < full;oinEnd..min.

Se anade la lista de booleanos en una columna de table_nat_pos
Se eliminan de la tabla aquellas filas donde el booleano es Falso

(o sea, ese valor de RT.min (lab) no se encuentra en el rango de MetExtract, por lo tanto, ese compuesto
supuestamente marcado no esta dentro de la lista MetExtract)

full_join$RT.match<-rt_match

full_join<-full_join[RT.match!="FALSE”]



Seccion 8: Obtencidn de aductos y masa tedrica exacta—-

Se genera una tabla con los pesos moleculares de cada compuesto

se obtiene la masa de los aductos

se aiaden esos valores a la tabla general

non_H_adduct<-full_join[Adduct!="[M+H]+"]

H_adduct<-anti_join(full_join, non_H_adduct, by="Adduct”)
non_Na_adduct<-non_H_adduct[Adduct!=“[M+Na]+"]

Na_adduct<-anti_join(non_H_adduct, non_Na_adduct, by="Adduct”)
tab<-check_chemform(isotopes, H_adduct$Formula)

H_adductmonoisotopic,,ass,at < —tabmonoisotopic_mass[]+1.007825
H_adductmonoisotopicass;ab < —H,dductNeN*0.997035+ tab$monoisotopic_mass_nat
tab_Na<-check_chemform(isotopes, Na_adduct$Formula)

Na_adductmonoisotopic,,ass,at < —tabyamonoisotopic_mass[]+22.989769
Na_adductmonoisotopicass;ab < —Na,dductNeN*0.997035+ tab_Na$monoisotopic_mass_nat
non_Na_adduct<-non_Na_adduct[2]

tab_choline<-check_chemform(isotopes, non_Na_adduct$Formula)
non_Na_adductmonoisotopic,,ass,at < —tab.holinemonoisotopic_mass|]
non_Na_adductmonoisotopicass;ab < —nonya,dductNeN*0.997035+ tab_choline$monoisotopic_mass_nat
full_join<-full_join(H_adduct, Na_adduct)

full_join<-full_join(full_join, non_Na_adduct)

Seccidn 9: Separacion de resultados tUnicos y duplicados—-

Se genera una lista de booleanos que indican si el nombre | de las diferentes filas de la tabla se encuentra duplicado

duplicidades<-duplicated(full_joinTitle)|duplicated(full;oinTitle, fromLast = TRUE)

Se aiiade una columna con la lista de booleanos

Se genera una tabla donde se encuentran aquellos elementos que en el booleano son FALSE (no estan repetidos)
se genera una tabla donde se encuentran aquellos elementos que en el booleano son TRUE
full_join<-cbind(Duplicado=duplicidades, full_join)

full_join_unique<-full_join[Duplicado!=TRUE]

full_join_duplicated<-full_join[Duplicado!=FALSE]



Seccidn 10: Representacion de espectros de fragmentacion—-

Script para representar espectros de masa enfrentados de compuestos naturales y marcados, donde la intensidad
de las sefales esta normalizada respecto a todas las areas para cada compuesto

a<-full_join
b=58 ### b es el nimero de la fila a representar

vnat<-a$§MSMS.spectrum.y[b] vnat<-strsplit(vnat, " ") dfnat<-data.frame(vnat) names(dfnat)[1]<-"mzI"
dfnat<-data.frame(strsplit(dfnat$mazI, “")) dfnat<-as.data.frame(t(dfnat)) names(dfnat)[1]<-“mz”
names(dfnat)[2]<-“Intensity” dfnatmz<-as.numeric(dfnatmz)dfnatintensity <
—as.numeric(dfnatntensity) dfnat<-data.table(dfnatmz, dfnatintensity) names(dfnat)[1]<-“mz”
names(dfnat)[2]<-“Intensity”  dfnat<-mutate(dfnat, relintensity = Intensity/max(dfnatintensity) *
100)dflab < —filter(dfnat,rel.intensity > 14)dflabrel.intensity<-dflab$rel.intensity dflab<-
cbind(Type=“LAB”, dflab)

vnat<-a$§MSMS.spectrum.x[b] vnat<-strsplit(vnat, ) dfnat<-data.frame(vnat) names(dfnat)[1]<-"mzI"

dfnat<-data.frame(strsplit(dfnat$mazI, “") dfnat<-as.data.frame(t(dfnat)) names(dfnat)[1]<-“mz”
names(dfnat)[2]<-“Intensity” dfnatmz<-as.numeric(dfnatmz)dfnatintensity <
—as.numeric(dfnatintensity) dfnat<-data.table(dfnatmz, dfnatIntensity) names(dfnat)[1]<-“mz”

names(dfnat)[2]<-“Intensity” dfnat<-mutate(dfnat, rel.intensity = Intensity/max(dfnat$Intensity)*100) dfnat<-
filter(dfnat, relintensity>14) dfnat<-cbind(Type="“NAT”, dfnat)

mix<-rbind(dfnat, dflab) round<-round(mixmz, 0)mixmz<-round round<-
round(mixrel. intensity, 0)mixrel.intensity<-round

mix<-mix %>%group_by(Type) %>% group_by(mz) %>% slice_max(abs( rel.intensity), n=1, with_ties = FALSE)
mix<-select(mix, Type, mz, rel.intensity)

g<-ggplot(mix, aes(mz, rel.intensity, colour=Type))+ labs(title=paste0(a$Title[b], " mz=", a$Precursor.m.z[b],”
N=", a$NeN[b]))+ geom_col()+ theme_bw()+ annotate(geom="table”, x = 40, y = 100, label = list(mix))

« n

### para observar la grafica hay que ejecutar la grafica, en este caso “g

Aqui termina el cédigo.
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