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El trabajo presentado por el licenciado Horacio Serrano Rivera es un estudio del
comportamiento del proteoma mitocondrial de cardiomiocitos de rata en un modelo de
precondicionamiento isquémico. Este es un tema de muy alto interés biomédico, debido a la
conocida prevalencia de las enfermedades cardiovasculares relacionadas con procesos de
isquemia. El precondicionamiento isquémico es un proceso por el cual el miocardio se
protege y resiste mejor procesos posteriores de isquemia, pero que tiene un mecanismo
molecular todavia no determinado. El esclarecimiento del mecanismo molecular de este
proceso constituye un reto de altisimo interés cientifico y biomédico, porque podria servir
para el desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas que ayudarian a paliar el enorme
impacto que esta patologia tiene en la sociedad actual.

En este trabajo se presentan una serie de desarrollos tecnoldgicos bastante novedosos
que han abierto el camino no sélo al estudio pormenorizado y altamente especifico de
proteinas individuales en mezclas complejas, sino también al estudio masivo de proteomas y
subproteomas de forma robusta, reproducible y desatendida. Durante este trabajo se han
esclarecido, ademads, cuestiones cientificas de mucho interés en este tema, como la
distribucion de la conexina 43 entre la membrana plasmadtica y la mitocondrial, que ayudan a
entender la implicacion de esta proteina en este proceso. Por otra parte, en este trabajo se ha
llevado a cabo el estudio protedémico mdas completo efectuado hasta la fecha en este modelo
que ha permitido determinar qué proteinas cambian de expresion en respuesta al
precondicionamiento isquémico. Consideradas conjuntamente, estos cambios permiten
adelantar una interesante hipétesis de trabajo sobre el posible mecanismo molecular de este
proceso.

Por todas estas razones consideramos que este trabajo retne todos los requisitos para
ser defendido por el candidato con vistas a la obtencién de su titulo de Doctor por la
Universidad Auténoma de Madrid en Biologia Molecular.

Los directores de la tesis

Jests Vazquez Inmaculada Jorge Elena Bonzén
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Summary

1. SUMMARY

In spite of recent developments, the global analysis of membrane subproteomes is
still a common obstacle. Also, in some situations, the precise characterization of a particular
peptide species present in low amounts in a very complex peptide mixture is needed. In this
work we have developed novel proteomic approaches for high sensitivity analysis of specific
peptides of membrane proteins in complex samples, as well as for high-throughput
membrane protein identification and quantification. Also, we show some applications of
these techniques in the context of biological studies on cardiovascular dysfunction.

Ischemic preconditioning protects against ischemia-reperfusion injury by still
unknown molecular mechanisms. Mitochondria have been proposed to be involved in
cardioprotection exherted by ischemic preconditioning. In this study, differential protein
expression in myocardial mitochondria was assessed during rat ischemic preconditioning by
high-throughput proteomics. 300 pg of SDS-solubilized mitochondria from the hearts of
normoxic and preconditioned rats were separated on SDS-PAGE. The gel was cut into
several fractions, which were subjected to trypsin digestion, followed by stable isotope
labeling with 160/180 and RP-HPLC-LIT analysis. In-house developed programs pRatio
and QuiXoT were used for high-throughput peptide identification and quantification,
respectively. This analysis resulted in confident identification of more than 400
mitochondrial proteins, from which a large proportion could be quantified. The abundance of
several mitochondrial membrane proteins was statistically increased or decreased, being
most of them involved in energy metabolism and mitochondrial dysfunction. The set of
differentially expressed proteins is consistent with a protective role in miocardium of
preconditioned rats.

Connexin 43 plays an important role in cardiac preconditioning. However, the
presence of this protein in mitochondria has never been described in a proteomic study. Here
we verified the presence of Cx43 in purified mitochondrial preparations from mouse
myocardium by a mass-spectrometry-based proteomic approach, Also, we demonstrate the
absence of Cx32 in cardiac mitochondria and its presence in hepatic mitochondria in
preconditioning-resistant Cx43KICx32 mice.

Our results may help understanding the molecular mechanisms involved in ischemia
preconditioning.



Abreviaturas

2. ABREVIATURAS

1-DE:
2-DE:
Aa:

Ac:
AMP
APS:
BLAST:

BSA:
CBB:
CID:
CRM:
CTEM:

CYMAL:

Da:
DE:
DE
DESI:
DTT:
ECD:
ETD:
ESI:

ExPASy:

FASTA:
FAB
FDR:
FD
FWHM:
FT:
FTICR:

HIFU:
HPLC:
ICAT:
ICR:
1IEF:
IT:
iTRAQ:

K+:
LC:
LC-MS:

LIT:

M:
MALDI:
MeOH:

Electroforesis monodimensional

Electroforesis bidimensional

Aminoacido

Anticuerpo

Desaminasa (adenilato aminohidrolasa)

Persulfato aménico

Programa bioinforméatico de alineamiento de secuencias de tipo
local

Albumina de suero bovino

Azul brillante de Coomassie

Disociacion inducida por colision

Reaccion de vigilancia consecutiva

Cadena de transporte electrénico mitocondrial
5-cyclohexylpentyl-B-D-maltoside

Dalton (unidad de masa atémica)

Exclusion dinamica

delay extraction

Desorcion/ionizacion por electrospray

Ditiotreitol

Disociacion por captura de electrones

Disociacion por transferencia de electrones

Electrospray o electronebulizacion

Sistema experto de analisis de proteinas

Programa para alineamiento de secuencias de ADN y de proteinas
Ionizacion por bombardeo con atomos rapidos

Tasa de error o porcentaje de asignaciones falsas

Desorcion por campo eléctrico (FD)

Anchura de pico a media altura

Transformada de Fourier

Espectrometro de masas de resonancia ciclotronica de iones
porTransformada de Fourier

Ultrasonidos de alta intensidad focalizados

Cromatografia liquida de alta eficacia

Marcaje isotépico diferencial

Resonancia ciclotronica de iones

Isoelectroenfoque o enfoque isoeléctrico

Trampa ionica

Marcaje isotopico diferencial para la cuantificacion absoluta y
relativa

I6n de Potasio

Cromatografia liquida

Cromatografia liquida acoplada a un equipo de espectrometria de
masas

Trampa ionica lineal

Molar

Ionizacion/desorcion por laser asistida por matriz

Metanol
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MPTP: Poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial

MS: Espectrometria de masas

MS/MS: Espectrometria de masas en tandem

MSn: Espectrometria de masas en tandem maltiple

m/z: Relacion masa/carga

mKATP: Canal de K dependiente de ATP

NAD(P): Dinucleétido de nicotinamida y adenina fosfato

nESI: Nanoelectrospray o nanospray

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida

PCV2: Circovirus porcino tipo 2

PD Desorcion por plasma

PMF: Huella o mapeo de masas peptidicas

ppm: Partes por millon

PTM: Modificacion postraduccional

PSA: Albtimina de suero porcino

Q: Cuadrupolo

RP: Fase reversa

ROS: Radicales de Oxigeno

reTOF: Sistema de reflectron (reTOF)

SDS: Dodecil sulfato sédico

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes con SDS

SELDI: Ionizaciéon/desorcion por laser en superficie

SILAC: Marcaje de cultivos celulares con aminoacidos marcados con
isétopos estables

SIM: Monitorizacion de un ion seleccionado

SIMS Masas de iones secundarios

SIRM: Monitorizacion de la reacciéon de un ion seleccionado

SMIM: Monitorizacién de la fragmentacion de un i6n seleccionado

SORI-CID: Irradiacion sostenida sin resonancia con disociacion inducida por
colision

SWISS-PROT: Base de datos proteica del Istituto Suizo de Bioinformatica

TEMED: N’N’N’N’-tetra-metil-etilendiamina

TFA: Trifluoroacético

Th: Thomson, unidad de m/z

TOF: Tiempo de vuelo

Tricina: N-tris(hidroximetil)metilglicina

Tris: N-tris(hidroximetil)aminometano

TrEMBL: Base de datos de proteinas traducidas del EMBL

Tris: Trizma base (Hidroximetil aminometano)

UCPs: Proteinas de desacoplamiento mitocondrial

UV: Ultravioleta
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Introduccion

3. INTRODUCCION

3.1. Precondicionamiento isquémico y disfuncion
cardiovascular

3.1.1. Laisquémia cardiaca y el daino por reperfusion

Las enfermedades isquémicas del corazén son la primera causa de muerte en los
paises industrializados (Mathers and Loncar, 2006). La muerte de los cardiomiocitos
causada por isquemia, es el tnico mecanismo fisiopatoldgico responsable de la mayor parte
de este problema médicos, sociales, y econdmicos que incide en la enfermedad isquémica
del corazén. Su muerte, reduce el rendimiento contréctil del corazén, y como consecuencia
ocasiona el fallo contrictil del miocardio superviviente (remodelacién), favoreciendo la
aparicién de arritmias cardiacas letales (Ross et al., 2004) y (Ehlert and Goldberger, 1997).

La isquemia cardiaca puede producirse como consecuencia de episodios trombdticos,
o por la oclusién de la arteria coronaria debido a placas de ateroma (sindrome coronario
agudo), entre otras causas. El resultado fundamental de la isquemia es que se reduce el
suministro de sangre al miocardio. Consecuentemente, el suministro de oxigeno se vuelve
insuficiente para mantener la fosforilaciéon oxidativa y por tanto, la produccién de ATP
mitocondrial.

Actualmente, el unico tratamiento capaz de limitar el alcance de la muerte los
cardiomiocitos consiste en la repermeabilizacién de la arteria lo antes posible con
tromboliticos o intervenciones mecdnicas (reperfusion), que se traducen en la re-admision
del oxigeno y de los substratos metabdlicos. Sin embrago, la reperfusién también provoca
dafio celular mediante mecanismos que estdn aun por dilucidar, que resultan en apoptosis
(Kajstura y col, 1996) o necrosis de los cardiomiocitos (Halestrap y col., 2004). En principio
la eficacia de la reperfusion depende de manera critica en la forma en que se aplican, y los
pacientes que han recibido el mismo, tan pronto como 90 minutos después de la oclusion
coronaria, experimentan pérdida de una parte importante de las células cardiacas (Dirksen et
al., 2007). Se prevé que incluso con una Optima aplicacién de los métodos para la
recanalizaciéon de la arteria coronaria, la mayoria de los pacientes que sufren sindromes
coronarios agudos terminan con una importante pérdida de cardiomiocitos (Dirksen et al.,
2007).

3.1.2. Precondicionamiento del miocardio

Afortunadamente, se ha demostrado que la tolerancia de las células del miocardio a la
isquemia y reperfusion transitoria puede ser modificada mediante diferentes intervenciones.
Estas incluyen tratamientos farmacoldgicos que interfieren en los mecanismos de muerte
celular, o que activan cascadas de sefiales de protecciéon enddgena. Dichos tratamientos
pueden ser aplicados antes de la apariciéon de la isquemia (precondicionamiento), o en el
momento de la reperfusion (post-acondicionamiento).

El precondicionamiento isquémico (breves episodios de isquemia-reperfusion)
ocasiona la proteccion mds sdlida en contra de la muerte celular secundaria como
consecuencia de un posterior periodo de isquemia prolongada (Murry et al., 1986). Sin
embargo, actualmente se reconoce que su aplicacion clinica es muy limitada debido a la
dificultad de producir una isquemia controlada.
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Por otra parte, el precondicionamiento puede ser imitado por drogas que sean capaces
de desencadenar la respuesta endégena de proteccién (Schulz et al., 2001. o por la isquemia
en lugares distintos al corazén (como un brazo) [Schmidt, 2007 #40). Diferentes factores
desencadenantes de cardioproteccion han sido identificados, y muchas vias de sefializacién
se han caracterizado en detalle [Schulz, 2001 #39] (Zhu et al., 2006). Sin embargo, algunos
pasos criticos de la traduccién de sefiales no se han aclarado, incluyendo el lugar exacto y el
mecanismo de generacién de radicales de oxigeno (ROS) (Becker, 2004). Tampoco se
conoce la composiciéon molecular de las dos estructuras mas ampliamente aceptadas como
esenciales en la sefalizacién y proteccion del mitocondria como son el canal de K+
dependiente de ATP (MKATP), y el poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
(MPTP).

Aun cuando se requiere mds conocimiento para comprender estos mecanismos
moleculares subyacentes a la proteccion miocardica del precondicionamiento, este
tratamiento se estd empleando en la practica clinica, ya que su eficacia estd mds que
demostrada (Mahaffey et al., 1999), (Kitakaze et al., 2007), (Hausenloy et al., 2007).

3.1.3. La Conexina 43 (Cx43)

Las conexinas son una familia de proteinas de gran importancia bioldgica, cuyo papel
principal es formar canales transmembrana tipo “gap junctions”. Estas proteinas estdn
involucradas en la transmisién del impulso eléctrico en el miocardio asi como en la
comunicacion entre otros tipos celulares y tejidos. En el corazon, los cardiomicitos
ventriculares expresan una isoforma de 43 kDa (conexina 43 o Cx43). Muchos estudios han
demostrado que esta isoforma participa en importantes procesos celulares con mecanismos
distintos a su papel como “gap junction”. Un estudio reciente ha demostrado que la conexina
43 se encuentra localizada, ademas de en la membrana nuclear, en la membrana interna
mitocondrial. Es por ello que la investigacién se ha centrado en el estudio de los mecanismos
de regulacion e interaccion molecular de la translocacién y funcién de esta isoforma,
utilizando técnicas basadas en la deteccion mediante anticuerpos (Ac) como la
inmunoelectroforesis, inmunoprecipitacién, inmunohistoquimica y microscopia electronica.

La Cx43 es una proteina que se ha visto implicada en la cardioproteccion enddgena,
seglin se ha demostrado en animales deficientes de Cx43 (Schwanke, 2002). Las Conexinas
son una familia de protefnas transmembrana expresadas en todos los animales cordados
(Sohl and Willecke, 2004). Su funcién principal es la de formar los canales, que permiten la
comunicacion directa entre el citoplasma de las células adyacentes. Estos canales estdn
formados por el acoplamiento de dos hemicanales, uno de cada célula, que a su vez se
componen de seis unidades de Conexinas. En adultos, los cardiomiocitos ventriculares
expresan casi exclusivamente la isoforma de conexina Cx43 (van Veen et al., 2001). La
mayor parte de la Cx43 ventricular se encuentra en los discos intercalados, donde es esencial
para la rdpida propagacion del potencial de accion (Jalife et al., 1999). La apertura de los
hemicanales se regula por fosforilacion mediada por diferentes kinasas (Shulz y Heusch,
2004). La Cx43 puede tener otras funciones celulares independiente de su funcién en la
formacién de los canales de cruces [Rodriguez-Sinovas, 2007 #44] (Goodenough and Paul,
2003) , como son la interaccién con otras proteinas y la participacion en diferentes cascadas
de transduccidn de sefiales (Plotkin et al., 2002).

La comunicacién intercelular mediada por los canales de Cx43 es un elemento
importante en la fisiopatologia de la isquemia-reperfusiéon miocardica. Los experimentos
realizados por Ruiz-Meana y colaboradores han demostrado que los canales permiten la
sincronizacion del agotamiento de ATP y del inicio de contractura de rigor durante la
isquemia (Ruiz-Meana et al., 2001). (Rodriguez-Sinovas et al., 2006), y que el paso de Na +
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de células adyacentes a los individuos heridos durante la reperfusién, y la posterior
activacion de cambio Na + / Ca2 + pueden dar lugar, de célula a célula, hypercontracturas y
la propagacién de la muerte de las células durante la reperfusién (Garcia-Dorado et al.,
1997), (Rodriguez-Sinovas et al., 2004).

Por otra parte, experimentos en cultivos celulares no confluentes han demostrado que
la expresion de la Cx43 puede modular la muerte celular por mecanismos independientes de
la comunicacién célula a célula (Rodriguez-Sinovas et al., 2007). En este sentido, mediante
pruebas de anticuerpos (Ac), se ha detectado la presencia de Cx43 en la membrana
mitocondrial interna de cardiomiocitos (Rodriguez-Sinovas et al., 2007). Ademads, la
reduccion del contenido de la Cx43 a nivel mitocondrial se ha asociado con la abolicién de la
cardioprotecion inducida por diazéxido [Rodriguez-Sinovas, 2007 #44]. Por todo esto, se
cree que la Cx43 podria participar en el preacondicionamiento a través de la modulacién de
la funcién mitocondrial.

Aunque el mecanismo cardioprotector aun se desconoce, actualmente se estin
desarrollando y ensayando en pacientes distintos reguladores de la apertura de Cx43 con
resultados prometedores en cardioproteccion (Herve, 2006; Axelsen, 2007).

3.2. La proteomica actual

3.2.1. Protedmica clasica: Escuela Europea

La Proteémica es una de las dreas tecnoldgicas de mayor relevancia cientifica de la
era post-genémica. La ingente cantidad de informacidén generada durante los proyectos de
secuenciacion de genomas, y la necesidad de descifrar esta informacién han desplazado el
foco de atencién hacia el estudio directo de las proteinas, su estructura, su funcion, sus
interacciones y sus modificaciones. De forma paralela, el desarrollo espectacular en los
ultimos afios de la espectrometria de masas estd permitiendo la identificacion o
secuenciacion de proteinas con unos niveles de rapidez, sensibilidad y versatilidad sin
precedentes. Por primera vez en la historia de la biomedicina, se dispone de una herramienta
para el andlisis sistemdtico de las proteinas, que, a fin de cuentas, son los agentes
fundamentales de la vida. La Proteémica se revela, pues, como una de las tecnologias clave
de la ciencia del siglo XXI, y constituye un campo emergente cuyo desarrollo reviste una
importancia estratégica de primer orden en lo que a Biotecnologia se refiere.

La aproximacion “cldsica” de la Prote6mica: o también conocida como la Escuela
Europea es la estrategia experimental en la que se ha basado esta disciplina desde sus
comienzos y se basa en la separacién previa de las proteinas mediante electroforesis mono
(1-DE) o bidimensional (2-DE) en geles de poliacrilamida. La identificacién de las proteinas
se lleva a cabo por digestion directa en el mismo gel donde se han separado usando proteasas
altamente especificas y analizando los péptidos obtenidos mediante espectrometria de masas.
El andlisis mediante MALDI-TOF y la identificacion de las proteinas en la base de datos a
partir del mapa o “huella peptidica” (peptide mass fingerprinting) (Pandey and Mann, 2000)
permite una identificacién rdpida y directa de las proteinas en la mayoria de los casos. La
espectrometria de masas mediante nanospray o nanoHPLC-electrospray combinados con el
andlisis cuadrupolar, por trampa iénica (IT) o utilizando hibridos como el doble cuadrupolo-
TOF (QTof), permite la fragmentacion de los péptidos, la cual se puede correlacionar con su
secuencia. Ello permite una identificaciéon muy fiable de los péptidos en las bases de datos
(un dnico péptido es suficiente para identificar una proteina) (Yates et al., 1995). La
combinacidn sinérgica de estas dos aproximaciones permite obtener el maximo rendimiento,
obteniéndose notables resultados en términos de rapidez y precision (véanse por ejemplo
(Shevchenko et al., 1996); (Garrels et al., 1997). Mas recientemente se han comenzado a
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utilizar equipos que atnan la rapidez de andlisis de la técnica MALDI con capacidades de
fragmentacion de péptidos, utilizando analizadores como el TOF-TOF (véase por ejemplo
(Friedman et al., 2004). En los dltimos afios estas aproximaciones han sido utilizada de
forma sistemadtica para llevar a cabo andlisis de expresion diferencial de proteomas (por
ejemplo, (Shevchenko et al., 1996); (Garrels et al., 1997) , para la caracterizacién a gran
escala de redes de interaccion entre proteinas (Gavin et al., 2002) y para la caracterizacioén de
los componentes de complejos macromoleculares (Link et al.,, 1999). En la figura 1. se
resume a grandes rasgos la aproximacién protedmica “cldsica”.
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Figura 1. Esquema de aproximacién proteémica “clasica”.

3.2.2. Proteémica de Segunda Generacidén

La Protedmica de Segunda Generaciéon o también conocida como la Escuela
Americana, reconoce la limitacion mds importante de la Proteémica “clasica” con la
necesidad de separar los componentes del proteoma mediante electroforesis, y los problemas
asociados a la digestion de las proteinas en la matriz de poliacrilamida. Incluso después de
mds de una década de esfuerzos, las técnicas electroforéticas no permiten todavia la
separacion ni detecciéon de todos los componentes del proteoma, y son todavia poco
reproducibles y dificiles de estandarizar (Gygi et al., 1999a). La digestion “en gel” suele
producir una falta de cobertura de secuencia, debido a que muchos péptidos no pueden ser
extraidos de la matriz, o poseen sitios de corte que no quedan expuestos a la accién de la
proteasa. Esta técnica, ademds, posee un rango dindmico limitado, no siendo posible
identificar proteinas en baja concentracidn en presencia de cantidades altas de otras proteinas
(Gygi et al., 1999a), (Gygi and Aebersold, 2000).

Una serie de avances recientes han cambiado el panorama hasta el punto de que hoy
en dia se habla de una “Proteémica de Segunda Generacién” (Griffin et al., 2001). Estas
técnicas se basan en la digestion directa de proteémas en disolucién y la identificacion a
escala masiva de péptidos mediante fragmentacion. Por una parte, la cromatografia liquida
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bidimensional con andlisis en linea por TI o Qtof ha permitido la identificaciéon de mezclas
complejas de proteinas, complejos macromoleculares e incluso proteomas enteros de forma
rdpida, automadtica, reproducible, con una cobertura y rango dindmico superiores (Link et al.,
1999), (Washburn et al., 2001). Aun asi, existen excepciones en las que esta aproximacion
no logra resolver el problema de anélisis. Este es el caso de las proteinas de membrana. Por
su complejidad en el arreglo y disposicion de su ubicacién en la membrana la digestién con
enzimas en solucidn no representa una aproximacion fiable para su identificacién y mas aun
su cuantificacién en términos de un perfil de expresion diferencial o la cuantificacién de un
proteoma de membrana en general. La figura 2 resume lo que a grandes razgos podemos
definir como Segunda Generacién de Proteémica para el analisis masivo de proteinas.
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Figura 2. Esquema de Protedmica de Segunda Generacién y andlisis masivo de proteinas

3.2.3. Identificacion masiva de proteinas

La identificacién a gran escala de péptidos a partir de datos de espectrometria de
masas en tdndem es la técnica mds relevante en la Protedmica moderna. Para la
identificacion masiva de proteinas es pertinente comentar que el desarrollo actual de las
técnicas de espectrometria de masas, unida a las separaciones o fragmentaciones
cromatogrificas de péptidos, estdn produciendo andlisis cada vez mds sensibles y
reproducibles. Esto favorece el continuo mejoramiento de la tecnologia existente para llevar
a cabo andlisis de proteomas completos. En un tnico experimento pueden tipicamente
generarse del orden de centenares de miles de espectros de fragmentacién. Con la aplicacién
de los motores de busqueda, tales como SEQUEST (Yates et al., 1995), capaces de
correlacionar los espectros de fragmentacion de péptidos con diferentes bases de datos,
podemos lograr interpretar la informacién que se obtiene en cada andlisis. Para la
identificaciéon precisa de los péptidos a partir de sus espectros de fragmentacién es
importante tener presente el discernir entre aquellos valores que se atribuyen como veraces
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tanto a las asignaciones directas como las que se adjudican de forma aleatoria. Sin embargo,
este tipo de motor de busqueda no permite establecer las diferencias entre las asignaciones
correctas e incorrectas. Las aproximaciones mas comunes para interpretar los resultados de
dichas identificaciones a gran escala se basan en andlisis estadisticos de las distribuciones
promedio de las puntuaciones, las cuales se construyen a partir de las mejores puntuaciones
obtenidas por el motor de bisqueda. Este es el planteamiento seguido en un trabajo previo
(Lopez-Ferrer et al., 2004); este método consiste en la construccién de las distribuciones
estadisticas de las puntuaciones aleatorias o correspondientes a las asignaciones falsas
utilizando el mismo conjunto de datos y construyéndolas a partir de las biisquedas de las
bases de datos de secuencias aleatorias. A partir de una apropiada modificacién matemdtica
de las puntuaciones, la distribucién global de las puntuaciones del SEQUEST se puede
modelar como una distribucién normal dependiente de dos variables y en cuya formula se
puede deducir el cdlculo de la probabilidad de que la identificacion de un péptido no sea
debido al azar. Ademads de la simplicidad del modelo, se demuestra que éste ofrece una
precisa estimacién de la tasa de error del experimento, inclusive mejor que la de otros
métodos o modelos publicados. De igual forma, se logra estimar el comportamiento de la
distribucion global en funcién de la calidad de secuencias candidatas a las que se puede
enfrentar cada espectro MS/MS, influenciado especialmente por parametros como el tamafio
de la base de datos y la ventana de tolerancia para recepcién del i6n precursor, (Lopez-Ferrer
et al., 2004).

3.24. Indicador estadistico no paramétrico: Probability Ratio
(pRatio)

Otras aproximaciones al mismo problema calculan las probabilidades individuales de
cada péptido identificado en base a modelos tedricos o a partir de las distribuciones de las
puntuaciones individuales de cada péptido, como es el caso de MASCOT (Perkins et al.,
1999). En un trabajo llevado a cabo recientemente en el laboratorio de Jesus Vazquez
(Martinez-Bartolomé, 2007) se estudian las propiedades matemadticas de las distribuciones
promedio de las puntuaciones obtenidas por SEQUEST introduciendo el concepto de
“calidad de espectro” y expresando dichas distribuciones como distribuciones compuestas
por las distribuciones de espectros simples. En este trabajo se predice y demuestra en la
practica que las distribuciones promedio de puntuaciones estin dominadas por la
distribucion de calidad de la colecciéon de espectros, excepto en la regién de baja
probabilidad, en la cual se puede predecir la dependencia del tamaiio de la base de datos que
tiene la probabilidad promedio. Este andlisis matemadtico conduce al desarrollo de un nuevo
indicador, la razén de probabilidad “probability ratio” (pRatio), que toma en cuenta de forma
Optima la informacion estadistica proporcionada por la primera y la segunda mejor
puntuacion obtenida en la identificacion de cada péptido. La razén de probabilidad es un
indicador estadistico no paramétrico y robusto que hace innecesaria la clasificacion de
espectros de acuerdo a pardmetros como el estado de carga y permite un rendimiento de
identificacion, basdndose en las tasas de error “false discovery rates” (FDR), al menos mejor
que el obtenido por otras aproximaciones estadisticas empiricas. Lo robusto, simple del
concepto y la facilidad de automatizacidn de este algoritmo lo hacen ser una alternativa muy
atractiva para determinar el grado de certidumbre y las tasas de error de las identificaciones
en experimentos a gran escala (Martinez-Bartolome et al., 2008). El programa *“pRatio”,
desarrollado por Pedro Navarro, permite aplicar de forma automética el método de la razén
de probabilidades, de forma conjunta y desatendida, en experimentos de andlisis masivo
(cientos de carreras de HPLC). Este es el programa utilizado en este trabajo para la
identificacion de proteinas de forma masiva y con alta confianza.
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3.3. La protedmica de expresion diferencial

El andlisis de la expresion diferencial en proteinas es fundamental para entender los
procesos biolégicos y cada vez mds juegan un rol importante en la biologia y la
investigacion médica (Li et al., 2003).  Actualmente el andlisis masivo de proteinas de
membranas representa un reto con muchos obstaculos (Hynek et al., 2006). La proteémica de
expresion diferencial estudia de forma comparativa los cambios dindmicos que tienen lugar
en la composicion proteica de muestras diferentes pero con denominadores comunes. Las
muestra a comparar puede proceder de organismos sanos y en estado mérbido, de diferentes
tratamientos a un sistema bioldgico, de células o tejidos que han sido sometidos a diferentes
tratamientos o condiciones tales como terapias farmacoldgicas, ambientales, toxicoldgica
etc... y de un numero variado de sistemas en los que se necesite conocer los cambios que
pueden ocurrir en las poblaciones de proteinas como consecuencia de fases estables o
transitorias. Esta metodologia permite el andlisis de los mecanismos celulares en respuesta a
distintos factores e identificar aquellas proteinas cuya expresion se ha visto afectada por
estos factores. La caracterizacion de las proteinas expresadas permite inquirir en el
conocimiento de los mecanismos moleculares subyacentes o como posibles candidatos de
marcadores en investigaciones biomédicas, asumiendo una importancia en el diagnostico y
prondstico de las enfermedades (Banks et al., 2000). Generalmente este tipo de andlisis ha
venido haciéndose utilizando la tecnologia 2D-PAGE, seguida de un estudio de imagen en el
cual se compara la intensidad de las manchas de las proteinas en el gel. Las manchas de
proteinas que por las circunstancias del experimento han variado en intensidad de una
muestra a otra, son cortadas y analizadas por espectrometria de masas, con el objetivo de
disefar futuros experimentos y general hipdtesis de los resultados obtenidos. Como una
alternativa a esta aproximacién el grupo de Aerbersold disefio una aproximacién diferente
para estudiar cuantitativamente la expresion de proteinas (Gygi et al., 1999b), basada en el
uso de isétopos estables. Existen diferentes tipos de marcaje isotopico y previo a comentar y
exponer el método que hemos seleccionado para este trabajo es pertinente citar y exponer
algunas de las ventajas y desventajas relevantes de cada una de ellos, tales como los que se
conocen como: “Stable Isotope Labeling of Amino Acids in Cell Cultura” (SILAC), Isotope-
coded affinity tags” (ICAT), “Quantitation by Amine-Reactive Isobaric Tagging Reagents”
(ITRAQ) y el que utilizamos en este trabajo, O18. El desarrollo de técnicas para el marcaje
isotépico de péptidos y la purificacion selectiva de los péptidos modificados, han permitido
aplicar esta tecnologia al andlisis de expresion diferencial de proteomas (Gygi et al., 1999b)
y al andlisis sistemdtico de modificaciones postraduccionales (Oda et al., 2001).

3.3.1. Marcajes Quimicos:

3.3.1.1. “Isotope-Coded Affinity Tags” (ICAT)

Utilizando los desarrollos en la proteémica de expresion y enfocando la metodologia
de andlisis basada en la cromatografia multidimensional se desarrollé el método llamado
ICAT. Este método sirve para ver los niveles relativos de proteinas en dos preparaciones
distintas que han sido digeridas por separado. Cada uno de los digeridos se somete a una
biotinilacién de las cisteinas utilizando diferentes etiquetas biotiniladas. En una primera
instancia una de las etiquetas tiene ocho dtomos H1, mientras en la segunda se sustituyen los
H1 por deuterios. Las dos muestras, una vez marcadas, se mezclan y los péptidos que
contenian las cisteinas se purifican por afinidad en una columna de avidina. Posteriormente,
el eluido se analiza por espectrometria de masas y para la cuantificacién se integran, a lo
largo del cromatograma, las sefiales de pares de picos con una diferencia de masa de 8 uma,
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coincidentes con los ocho hidrégenos intercambiables del reactivo. Aunque este método se
utiliz6 durante algin tiempo, se observé que al llevar a cabo los andlisis de la mezcla
purificada con avidina utilizando LC-MS/MS, las diferencias en la elucién de los péptidos en
la cromatografia liquida eran significativamente diferentes para cada uno de los
isotopdmeros, este hecho hace que la cuantificacion sea dificil. Para subsanar el problema,
se sintetiz6 un reactivo de segunda generacion en el que la expresion diferencial se basaba en
la sustitucién de '*C por B, ya que estos isétopos no presentan problemas diferenciales de
elucién en fase reversa (Yi, EC. Et.al.). La diferencia de n Da (donde n es el nimero de
dtomos de "*C del andlogo isotépico) permite la distincién de los dos péptidos iguales
isotépicamente marcados diferencialmente y que provienen de origenes distintos. La
cuantificacién relativa se obtiene de la misma manera que previamente se explica,
integrando las sefiales i6nicas correspondientes a los péptidos, mientras que la identificacion
de las proteinas se hace a partir de la fragmentacion de los péptidos. Este método permite por
tanto la cuantificacién de la concentracion relativa de la misma proteina en dos muestras
diferentes y la identificacién de las mismas. La diferencia en la concentracién puede ser
mayor a dos 6rdenes de magnitud lo que posibilita utilizar esta tecnologia para muchas
aplicaciones.

La aproximaciéon ICAT tiene una serie de ventajas por sus caracteristicas:
simplificacion de la muestra, robustez, estandarizacion, etc., aunque al mismo tiempo éstas
pueden tornarse en inconvenientes; por ejemplo, la purificaciéon de los péptidos que
contienen cisteinas permiten simplificar enormemente la complejidad de la muestra y al
mismo tiempo se evita saturar la capacidad de las columnas capilares, sin embargo, esto se
hace a expensas de perder el resto de los péptidos y la informacién acerca de las proteinas
que no contengan cisteinas. Los pasos de purificacién son criticos cuando se requiere alta
sensibilidad debido a la escasez de muestra y por supuesto al ser un reactivo comercial su
precio es, en muchos casos, un factor limitante.

Con el objetivo de salvar estos problemas otros método de marcaje isotdpico fue
puesto a punto por Miinchbach; este método consiste en el marcaje de los péptidos en el N-
terminal con distintos isotopdmeros del 4cido nicotinico después de la digestion de las
muestras. Esta aproximacion tiene la ventaja de ser mds universal que la basada en la
purificacion de cisteinas, pero no resuelve el problema del rango dindmico. Por el contrario,
Oda marcaba todos los aminoacidos (Aa) haciendo los cultivos con un medio marcado con
ISN, pero en este caso ocurre lo contrario, no se simplifica la muestra, aunque se marcaran
todos los péptidos, y ademds sdlo servia para muestras que proviene de extractos de un
cultivo, pero no para un cultivo primario o para ver diferencias en tejidos.

3.3.1.2. Isotope Tangging Reagents for Relative and Absolute
Quantificaction (iTRAQ)

Otra opcién muy utilizada actualmente es la metodologia iTRAQ que se basa en la
utilizacién de cuatro reactivos con diferentes estructuras isotdpicas pero todos ellos con la
misma masa y que reaccionan con el grupo amino terminal de los péptidos [Ross, 2004 #96].
En esta estrategia se marcan todos los péptidos de las muestras a comparar, pero utilizando
reactivos diferentes para cada una de ellas. Una vez que la reaccion quimica ha terminado se
juntan las distintas muestras y se procede a un andlisis masivo MS/MS. Los perfiles de
fragmentacion van a ser iguales para todas las muestras, pues el mismo péptido en todas ellas
tiene la misma masa y se fragmenta al mismo tiempo, sin embargo la marca introducida
fragmenta de forma diferente segiin el reactivo, obteniéndose picos significativos para cada
una de ellas, 114, 115, 116, 117 m / z. La cuantificacion se hace en funcion de la intensidad
de estos fragmentos. Las ventajas de este método son por un lado el incremento de la
confianza y de la calidad de los datos al estar marcados todos los péptidos y la adicién de la
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marca en el N-terminal mejora la fragmentacion. Ademdas se pueden realizar hasta cuatro
experimentos de expresion diferencial en un sélo andlisis. Sin embargo esta metodologia
tiene una serie de inconvenientes tales como la acumulacién en el mismo i6n reportero de las
trazas de diferentes péptidos que coeluyen y tienen masas parecidas, ademaés del factor costo.

3.3.2. Marcaje Metabodlico: “Stable Isotope Labeling with amino
acid in Cell culture”(SILAC)

Otros métodos se basan en la comparacion isotopica de proteinas procedentes de
cultivos celulares distintos, que han sido crecidos en medio de cultivo celulares diferentes
por presentar un determinado isétopo diferencial. Puede tratarse de una fuente de nitrégeno
en el caso de microorganismos, para los cuales un cultivo es suplementado con "N y el otro
con °N. Una de las metodologias mas utilizadas para el marcaje metabolico es la conocida
como SILAC “Stable Isotope Labeling with amino acid in Cell culture”, donde se adicionan
aminodcidos marcados con isGtopos estables ligeros (‘H, '*C o "N) o pesados (*H, "°C o
15 N), durante el cultivo de lineas celulares (Ong et al., 2002). Este método puede ir unido a
una posterior separacion de proteinas por 2-DE o mediante separacion e identificacion de
péptidos por LC-MS.

3.3.3. Marcaje enzimatico con 0

El marcaje enzimdtico utilizando agua '®0, durante o después de la digestién triptica,
permite subsanar de una forma asequible algunas de las limitaciones de los métodos
descritos anteriormente, aunque se trata de una técnica laboriosa y dificil de poner a punto.
Consiste en incubar en presencia de tripsina cada una de las muestras que han sido digeridas
previamente de forma triptica ya sea con H,0"® 0 con H,0'°. La tripsina introduce uno o dos
dtomos de 'O, en el C-terminal de cada péptido. Aunque originalmente el marcaje
enzimdtico se llevaba a cabo durante la etapa de digestion triptica, hoy en dia se prefiere
primero llevar a cabo la digestién y posteriormente el marcaje; ello permite optimizar las
condiciones de estas etapas por separado, lo que redunda en una mejor eficiencia del método.
Después de la etapa de marcaje, las muestras marcadas con e y con 80 se mezclan y se
analizan conjuntamente por LC-MS. La ventaja de esta aproximacion es que es altamente
sensible, al tratarse de una reaccién enzimdtica no da lugar a reacciones quimicas
secundarias y su aplicacion es practicamente universal, ya que se basa en una de las etapas
genéricas del proceso, la digestion triptica [Yao, 2003 #16; Yao, 2003 #16; Yao, 2003
#3444; Yao, 2003 #16; Yao, 2003 #16; Yao, 2003 #16; Yao, 2003 #16], (Lopez-Ferrer et al.,
2006).

Uno de los problemas asociados a este tipo de marcaje isotopico es que la eficiencia
de incorporacién de *O no es siempre completa en todos los péptidos y por tanto se pueden
producir cambios de expresion artifactuales. En un trabajo reciente llevado a cabo en el
laboratorio de Jestis Vazquez (Ramos-Fernandez et al., 2007) se demuestra que este tipo de
marcaje isotdpico estable usado conjuntamente con algoritmos matematicos adecuados es
una alternativa robusta para el estudio dindmico del proteomas. El método se basas en un
avanzado algoritmo de cuantificacion desarrollado especificamente para este tipo de
marcaje y que se basa en el andlisis del proceso cinético de intercambio de oxigenos. Con
este procedimiento se logra al mismo tiempo un cdlculo exacto de la proporcidn relativa de
los péptidos en las muestras originales y un cédlculo preciso de la eficiencia del marcaje de
cada uno de los péptidos. Con esta aproximacion se ha demostrado que se eliminan los
artefactos producidos por intercambio incompleto de oxigeno en subgrupos de péptidos que
tienen una eficiencia de marcaje relativamente baja, y que puede considerarse indicativo de
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desviaciones al momento de referirnos a un cambio de expresion en una proteina resultando
ser un falso positivo. Con la aplicacién de este modelo, al permitir un control completo sobre
los posibles artefactos, se logra contribuir en mejoras a la automatizacion de los
procedimientos de cuantificacion relativa de proteinas donde se utiliza el marcaje isotdpico
para entender mejor los posibles cambios de expresion en un proteoma en particular. Este
algoritmo ha sido incorporado en el programa de cuantificacion QuiXot, desarrollado por
Pedro J. Navarro, y debido a sus excelentes prestaciones ha sido el método de marcaje
isotépico usado en este estudio.

20



Objetivos

4. OBJETIVOS

Partiendo de la falta de conocimiento sobre los mecanismos moleculares de
cardioproteccién y de la importancia del precondicionamiento isquémico ademds de otros
aspectos criticos que siguen siendo desconocidos, y teniendo en cuenta el estado actual de
las tecnologias protedmicas, los objetivos que nos proponemos abordar en este trabajo son
los que se indican a continuacién:

1.- Desarrollar una metodologia que permita un andlisis de alta sensibilidad de
péptidos especificos en muestras complejas, validdndolo en un modelo bioldgico de
disfuncion cardiovascular.

2.- Desarrollar un método eficiente para la identificacion masiva de proteinas
aplicable a preparaciones de membrana mitocondrial provenientes de tejido de corazén de
ratas sometidas a precondicionamiento isquémico.

3.- Desarrollar un método eficiente para la cuantificacién a gran escala de proteinas
de membrana mitocondrial mediante marcaje isotdpico con 80,

4.- Determinar, empleando las técnicas desarrolladas, cudles son las proteinas
mitocondriales que cambian de expresion en el proteoma de la membrana mitocondrial de
corazon de rata en respuesta a un proceso de precondicionamiento isquémico.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Todos los reactivos y productos son de grado analitico y han sido suministrados por
distintas casa comerciales: Sigma, Merck, Fluka, Thermo-Fisher. Se han utilizado ademads
una serie de productos mas especificos cuya procedencia se indica en el texto.

5.2. Modelos de precondicionamiento isquémico del miocardio

El preacondicionamiento isquémico del miocardio de las ratas fue llevado a cabo por
el grupo del prof. David Garcia-Dorado, en el Hospital Vall d'Hebron (Barcelona). Se
emplearon ratas macho de 3 meses de edad de la raza Sprague-Dawley. Los animales se
sacrificaron con una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital (150 mg/Kg). Los corazones
se extrajeron rapidamente y se sometieron a perfusion retrégrada con solucién oxigenada de
Krebbs (NaCl 118 mM, HCO3 25 mM, MgCI2 1.2 mM, H2PO4 1.2 mM, KCI 4.7 mM,
CaCl2 1.8 mM, glucosa 11 mM, pH 7.4) en un aparato de Languendorff (Rodriguez-Sinovas
et al., 2007). Tres corazones fueron sometidos a 20 min de perfusiéon norméxica mientras
que otros tres corazones fueron sometidos a 2 ciclos de precondicionamiento de isquemia de
5 minutos seguido de 5 minutos de reperfusion (ciclos de precondicionamiento isquémico)
(Boengler et al., 2005).

En otros experimentos de precondicionamiento isquémico del miocardio se han
usado muestras provenientes de ratones knock-in homocigéticos para Conexina 32
(Cx43KI32/32) y ratones de fenotipo salvaje (wild type) homocigéticos para Conexina 43
(Cx43KI43/43).

Para los otros ensayos citados donde el objetivo era validar los procesos y métodos
de andlisis estadistico utilizando los algoritmos disefiados en el laboratorio se utilizaron
muestras de naturaleza animal (extractos de proteinas de ganglios linféticos porcinos) pero
no relacionada con el modelo biolégico bajo estudio aqui presentado.

5.3. Aislamiento de mitocondrias

La preparacion de mitocondrias y la extraccién de proteinas se llevaron a cabo por el
grupo del prof. David Garcia-Dorado. Las mitoncondrias cardiacas se aislaron del tejido de
corazén de rata tal y como se describe en (Ruiz-Meana et al., 1999), con algunas
modificaciones segtin el protocolo descrito en (Holmuhamedov et al., 1998). El tejido de
corazon se troced en tampon de aislamiento (manitol 200 mM, sacarosa 50 mM, KH2PO4
5mM, HEPES 5.9 mM, pH 7.15) en presencia de un cocktail de inhibidores de proteasas
(Ulrich et al., 1998) BSA al 0.1 % y EGTA al 0.038 %, homogeneizdndolo en frio con un
Politrén (3 ciclos de 20 minutos). El extracto homogenado se centrifugé a 750 g durante 10
minutos a 4 °C. Se recogio el sobrenadante y se centrifugd a 7000 g durante 20 min. El pellet
de mitocondrias se resuspendié en tampon de aislamiento con BSA al 0.1 % y se centrifugd
a 3000 g durante 20 min. De nuevo el pellet se resuspendié en tampoén de aislamiento con
BSA al 0.1 % y Percoll al 19 % y se centrifugd a 12500 g durante 10 min. EI pellet de
membrana mitocondrial se lavé en tampdén de aislamiento (sin BSA ni EGTA) por
centrifugaciones a 10000 g durante 5 minutos, se cuantificé la concentracion de proteinas en
los extractos mediante el método de (Bradford, 1976) y se guardé a -80 °C hasta su uso.
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5.4. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Las muestras se hirvieron 5 min en tampén Laemmli (Tris-HCl 60 mM, pH 6.8, SDS
2 %, glicerol 10 %, 2-mercaptoetanol 5 %, azul de bromofenol 0.01 %). Las proteinas se
separaron en gel 1-DE desnaturalizante al 10-12 % de poliacrilamida; estas condiciones se
escogieron para conseguir la mejor resolucion de las bandas de proteinas. Se aplicaron 100
pg de proteinas en geles pequefios (7 x 10 cm, 1.5 mm de grosor), usando el sistema Mini-
Protean®3 (BioRad, Hercules, USA), aplicando un voltaje de 130 V durante 1h. Para 300 pg
de proteinas se utilizaron geles grandes (16 x 18 cm, 1.5 mm de grosor), usando el sistema
SE600 (Hoefler Scientific Instrument, California, USA), a 50 V overnight. La tincion de los
geles se realizo con Coomassie Brilliant Blue R-250 (BioRad).

5.5. Digestion en gel y marcaje isotopico

5.5.1. Cortes de gel

Para cada ensayo se generaron cantidades diferentes de fracciones dependiendo del
tamafio del gel y de la cantidad de muestra. Los geles pequefios (7 x 10 cm) se cortaron en 5
porciones, conteniendo cada una de ellas aproximadamente 20 pg de proteinas. Los geles
grandes (16 x 18 cm) se cortaron en 10 6 11 porciones, en funcién de la separacion de las
proteinas. Para obtener las porciones de gel utilizamos una plataforma de cristal con un
patrén milimetrado de fondo que facilitd la precision de los cortes. Cortamos en forma
vertical el carril o patrén de bandas procurando hacer cortes de 0.5 cm x 0.5 cm. Los cortes
se realizaron en los extremos laterales pero en zonas o drea limpias del gel. Para definir los
cortes dentro del patréon de bandas, se tomé como referencia las zonas mas claras y se
definieron como lugar de corte en el diagrama esquematico digitalizado. Se definié cada
porcion del carril como una fraccion diferente. Cada trozo de gel se lavd y se hidraté por
separado en un tubo de 2 ml con 500 pl de agua (grado HPLC) durante 10 minutos en
agitacion, procurando que todo el gel esté en contacto con el agua. Tras la hidratacién se
eliminé el agua y los geles se deshidrataron con 160 ul de ACN (grado HPLC) al 100 %,
durante 10 minutos en agitacion, al cabo de los cuales se elimind el sobrenadante.

5.5.2. Digestion triptica en gel

Las proteinas se sometieron a un tratamiento de reduccion de los puentes disulfuro de
los residuos de cisteina y alquilaciéon de los grupos tioles generados, para facilitar la
digestién con tripsina. La reduccién se realizo en 500 ul de DTT 6.5 mM en tampdén
bicarbonato aménico 25 mM (pH 8.8) (BA) durante 1 hora a 56 oC, en agitacion. Finalizada
la incubacion se retir6 el sobrante. Para la alquilacion se utilizaron 500 pl de iodoacetamida
(TAA) 54 mM en 500 pul de BA 25 mM (pH 8.8) y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente, en agitacion y en oscuridad. Tras la incubacién se retiré el
sobrenadante y se rehidraté el gel con 200 pl de BA 25 mM (pH 8.8) durante 5 minutos en
agitacion. Pasados los 5 minutos, afiadimos la misma cantidad de ACN al 100 % e
incubamos durante 15 minutos en agitacién. Retiramos el sobrenadante y secamos el gel en
un evaporador centrifugo (SPD121P, Savant Speed Vac, Milford, Na, USA) durante una 1
hora aproximadamente hasta lograr que el gel esté completamente seco. Posteriormente,
mezclamos los fragmentos secos procedentes de la misma porcidn de gel e incubamos con
tripsina porcina (Promega, Madison, WI, USA) resuspendida en tampdn de digestion (BA 25
mM pH 8.8, ACN 10%, CYMAL 0.01% (Fluka)) en una proporcién enzima:sustrato de 1:20
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(p/p), de donde se obtuvieron los péptidos tripticos (Shevchenko et al., 2006). Procurando
siempre verificar que el pH del tampon es el correcto, resuspendimos 6 pug de tripsina por
fraccién. Para garantizar una absorcidon completa de la tripsina en el gel, antes de la digestion
se incuba la mezcla de reaccién a 4 oC durante una hora. Tras esta incubacién, el gel absorbe
todo el volumen de reaccién y se aflade el mismo volumen de tampén BA 25 mM (pH 8.8).
El volumen final de reaccion equivale a 600 pl por tubo, lo que en términos de concentracion
es igual a 0.01pg tripsina/pl de reaccién. Incubamos la mezcla de reaccion durante 12 horas
a 370C en agitacidon. Tras la digestién, recuperamos el sobrenadante con los péptidos
tripticos. Afiadimos el minimo volumen de tampén BA 12 mM (pH 8.8) a los cortes de gel
con el proposito de hacer dos lavadas posteriores a la digestion y recuperar mds péptidos
tripticos e incubamos durante 1 hora, en agitaciéon y a 37 oC. Se mezclan los volimenes
recuperados de los dos lavados con el correspondiente a la reaccidn de digestion original. La
muestra se acidificé con TFA al 1.0 % para detener la reaccion. Tomamos una alicuota (1/10
de muestra) para confirmar que la digestién triptica ha sido completa analizindola en la
trampa idénica MS desaldndola previamente mediante Zip-Tip C18 (Billerica, MA, USA).
Una vez confirmada la digestiéon total con la alicuota de prueba se desal6 la muestra
completa mediante cartuchos de desalado C18 (OASIS, Waters, Massachussets, USA). El
cartucho de desalado se lavd previamente con 1 ml ACN al 50 %, seguido de 1 ml de ACN
al 100 % y se equilibré con 1 ml TFA al 0.1 %. Se introdujo la muestra por la parte superior
del cartucho y se lav6 con 5 ml de TFA al 0.1 %, eluyéndo finalmente los péptidos con 400
ul TFA 0.1 %/ACN 50 %.

5.5.3. Marcaje enzimatico con °0/'0

Al conjunto de péptidos desalados se le afiadieron 120 pl de acetato aménico 1 M
(pH 6.0) y los secamos en evaporador centrifugo durante 2 horas. Por otra parte,
acondicionamos la tripsina a ser utilizada para el marcaje con '*O: usamos tripsina
inmovilizada (Pierce, Rockford, IL, USA) en una proporciéon de 200: 1 (ul enzima: mg
proteina). Lavamos la tripsina con acetato aménico 500 mM (pH 6.0), centrifugando a
12.000 g durante 5 minutos (3x) y la secamos durante 1 hora. A continuacion,
resuspendemos la tripsina seca en 30 ul del agua correspondiente para cada caso H2160/
H2180 (Isotech, Sigma-Aldrich, Miamisburg, OH, USA). Resuspendemos los péptidos
secos en 7.8 ul de ACN al 100% (20 % concentracién final) y los sonicamos durante 5
minutos. Afiadimos la tripsina con el agua H,'°0/ H,"*0 al tubo de los péptidos e incubamos
la mezcla de reaccidn en agitacion fuerte a 37 oC durante 12 horas (Serrano, 2007). Tras el
marcaje tomamos una alicuota (1/10 de muestra) para confirmar la incorporacién del 80,
desalando previamente con puntas Zip-Tip C18 equilibradas con formato aménico 5 mM
(pH 3.0).

Una vez comprobado un marcaje eficiente (Ramos-Fernandez et al., 2007), paramos
la reaccion enzimdtica reduciendo la tripsina utilizada en el marcaje con 10 mM de DTT en
ACN vy alquilando con 30 mM de [AA . Mezclamos la muestra marcada con 160 con la
marcada con '*0 (1:1, v/v) y diluimos la mezcla para bajar la concentracién de ACN del 20
al 1.5 % con 1 ml de formato aménico 5 mM (pH 3.0). Desalamos los péptidos marcados
con cartuchos de C18 (Oasis) eluyendo con 400 uL de formato aménico S mM (pH 3.0),
dividimos cada muestra en 6 alicuotas, las secamos y las guardamos a -20 °C hasta su
posterior andlisis mediante espectrometria de masas.
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5.6. Configuracion y acoplamiento de un sistema de
cromatografia liquida de alta presion (HPLC), con un
inyector de muestras automatico y una trampa ionica lineal
MS/MS

Se emplearon dos equipos de espectrometria de masas de trampa idnica lineal LTQ
(Thermo-Finnigan, San Jose, CA, USA) acoplados a un HPLC (LC) con un disefio distinto
de conexién externa. Estos disefios se muestran en la figura 3, junto a otras configuraciones
comunmente utilizadas en el acoplamiento liquido-masas de este tipo de equipos. Cada LTQ
se acopld a un inyector automético de muestras de la misma casa comercial (AS). A escala
micro se utilizaron tubos (Peek Polymer Tubing, (Supelco, Pennsylvania, USA) con
diferentes didmetros internos para obtener un flujo de 2 pl/min hasta el tramo de la entrada a
la trampa i6nica. Para ambos sistemas de unién se emplearon dos tipos de columnas de
cromatografia de fase reversa. Una de ellas, en disposicién de pre-columna desaladora,
(BioBasic-18, 30 x 0.32 mm, 5 um de tamafio de particula, Thermo-Electron), y la otra en
disposicién de columna analitica (BioBasic-18, 150 x 0.18 mm, 5 pm de tamafio de
particula, Thermo-Electron). Los solventes utilizados fueron: A (dcido férmico 0.1 %) y B
(acido férmico 0.1 % / acetonitrilo 80 % ).

En este trabajo hemos usado varios sistemas de acoplamiento liquido masas, que
comentaremos aqui brevemente en relacién a otros descritos en la bibliografia. Cuando se
dispone de dos bombas el acoplamiento convencional, como el que se esquematiza en la
figura 3 (modelo C), permite controlar por separado el flujo necesario para inyectar la
muestra y el flujo que se requiere para el gradiente de la columna analitica. La ventaja de
este sistema es que la inyeccion de la muestra en el cartucho o precolumna se lleva a cabo
con una bomba diferente a la que se utilizar para generar el gradiente a través de la columna
analitica. Cuando sélo se dispone de una bomba, una configuracion muy usada para acoplar
el inyector automatico es la que se presenta en la figura 3 (modelo D). En el momento de
llevar a cabo esta tesis en nuestro laboratorio hemos usado dos configuraciones diferentes,
que llamaremos A y B y que pueden considerarse variantes de la configuracién D. El modelo
A (figura 3) se caracteriza por presentar una bifurcacién o “Split” ubicada después del
inyector de muestras automatico (AS), siendo la valvula la que determina cuando pasa la
muestra por el sistema a un flujo de 2 ul/min o de 10 pl/min, con la asistencia controlada de
la programacién a nivel del ordenador (figura 3, arriba a la izquierda). Esto se refiere a la
configuracién en modo cargar “LOAD” o configuracién en modo inyectar “INJECT”. El
modo “LOAD” es cuando se favorece el movimiento de la muestra desde el AS hasta la Pre-
Columna a un flujo més bajo (10 pul/min) durante 10 min, permitiendo que la vdlvula de paso
a una salida donde se descartan las sales no deseadas y que entorpecen e interfieren en el
proceso de ionizacién. Cuando la vdlvula esté en modo INJECT el sistema permite el paso
de la muestra de la Pre-columna (Pre-C) a la Columna (C) y es entonces cuando la muestra
llegua hasta la entrada de la trampa (MS) a un flujo de 2 ul/min. Esto, acoplado al control
que ejerce un ordenador que determina el paso del gradiente de tampdn acuoso a tampén
orgdnico antes descrito, entre otros pardmetros. De esta forma los péptidos tripticos
paulatinamente y de acuerdo a su hidrofobicidad se van eluyuendo de la columna para ser
ionizados y analizados en el MS. Otro detalle que caracteriza este modelo es el uso de una
columna de fase reversa C8 (Vydac 208TP52) como sistema generador de presion
(identificada en la figura 1 con la letra C).

La configuracion correspondiente al modelo B (figura 3) consta de un LC donde la
bifurcacién o “Split” esta ubicado antes del inyector automadtico (AS) y al igual que en la
configuracién del Modelo A, la valvula determina cuando pasa la muestra por el sistema a 2
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pl/min o a 10 ul/min. En este sistema también utilizamos la Columna de fase reversa C8
como sistema generador de presion.

La configuracion E, desarrollada durante el curso de este trabajo, se esquematiza y
discute en més detalle en la seccion de Resultados.

Con las configuraciones seleccionadas y aqui descritas como las letras A, By E se
realizaron distintas pruebas utilizando como muestra estindar 150 fmoles de péptidos
tripticos de albimina de suero porcino comercial (Michrom Bioresorces Inc, Auburn,
California, USA). Los péptidos se eluyeron en un gradiente de 35 minutos de 5 a 40 % de
tampdén B (4cido férmico 0.1 % / acetonitrilo 80 %) y se analizaron en la trampa idnica
mediante una combinacién de modos de barrido FullScan-ZoomScan-MS/MS, comtiinmente
llamado “TriplePlay”, en un rango de m/z de 400 a 1600 (Jorge et al., 2007). Se determiné
20 segundos de tiempo de exclusién dindmica (DE), permitiendo la fragmentacién una sola
vez del i6n parental. Los pardmetros del ZoomScan, el niimero de microscans y la energia de
colision aplicada utilizados se describen en (Lopez-Ferrer et al., 2006).
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Figura 3. Modelos de sistemas de cromatografia liquida de alta presién (HPLC), con un inyector de
muestras automatico (AS) y una trampa idnica lineal MS/MS esquematizados y contrastados. C: Columnas fase

reversa, W: residuos, LC: HPLC, V: Vilvula.
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5.7. Andlisis por espectrometria de masas

El andlisis de péptidos mediante espectrometria de masas se realiza, en parte, con la
utilizacién de uno de los sistemas propuestos (Modelos E), compuesto por un sistema HPLC
Surveyor (LC) acoplado a un espectrometro de masas modelo LTQ (MS) (Thermo electron).
Los péptidos se desalaron en una columna BioBasic C18 de 0.32 x 30 mm (Thermo
Electron) y se separaron en una columna BioBasic C18 de 018 x 150 mm (Thermo Electron),
eluidos a un flujo de 2 ul/min y utilizando un gradiente de 5 a 40 % tamp6n B, (tampdn A:
acido férmico al 0.1 % (v/v), tampén B: acido férmico al 0.1 % (v/v), ACN al 80 % (v/v))
durante 225 minutos. La trampa idnica es programada con 6 modos de barrido ZoomScan y
MS/MS alternados por cada FullScan, permitiendo la cuantificacion y la identificacion de los
péptidos simultdneamente (los 6 primeros iones més intensos detectados en cada FullScan)
(Jorge et al., 2007). Se aplic6 una energia de colisidn del 35 %, una rendija de apertura de 3
Da para fragmentar el i6n parental y una exclusiéon dindmica de 180 min, permitiendo
fragmentar el mismo i6n dos veces (Lopez-Ferrer et al., 2006). Cada alicuota perteneciente a
una porcién de gel se analiz6 en un rango de m/z diferente: Una alicuota se analizé con el
rango de m/z total, de 400 a 1600, para tener un perfil completo de la muestra. Las 5
alicuotas restantes se analizaron en otros rangos de m/z mds estrechos, definidos como: R1
(400-599m/z), R2 (600-699 m/z), R3 (700-799 m/z), R4 (800-899 m/z), y RS (900-1200
m/z).

5.7.1. Identificacion y cuantificacion relativa de péptidos de
conexina 43 y conexina 32 mediante la técnica SMIM

Mediante SDS-PAGE se separaron las proteinas de un extracto proveniente de
membranas aisladas de discos intercalares de rata. Se recorté las bandas del gel
correspondientes a conexina 43 y conexina 32 y se digirieron con tripsina. Los péptidos
tripticos resultantes se analizaron mediante espectrometria de masas. Los espectros MS/MS
obtenidos se enfrentaron a una base de datos de rata.fasta y mediante SEQUEST se
identificaron varios péptidos de cada una de las protefnas, conexina 43 y conexina 32
(metodologia descrita previamente). Utilizando una muestra de membranas mitocodriales de
cardiomiocitos y de higado de rata, se realizé una SDS-PAGE en las mismas condiciones y
se digirieron las proteinas de la misma fraccién del gel anterior. Los péptidos tripticos
obtenidos se analizaron mediante espectrometria de masas programando la trampa idnica con
el método SMIN, que permite programar la fragmentacion MS/MS y MS3 (Ver Figura 4.) de
iones pertenecientes a péptidos especificos en una trampa idnica lineal, tal y como se
describe previamente (Jorge et al., 2007). Mediante las trazas obtenidas en el cromatograma
de los iones precursores de los péptidos y de los fragmentos de los espectros MS/MS y MS3
se pudo determinar la presencia y la abundancia relativa de estos iones en comparacion con
otros utilizados como control, en distintas muestras analizadas.
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Figura 4. Esquema de posibles configuraciones en LTQ

5.7.2. Identificacion y cuantificacion masiva de proteinas

La identificacion de las proteinas se realizé tal y como describimos anteriormente
(Lopez-Ferrer et al., 2004). Los espectros de fragmentacion MS/MS de los archivos .raw
obtenidos del espectrémetro de masas se enfrentaron a una base de datos de mamifero.fasta
usando como motor de busqueda SEQUEST (Bioworks 3.1 package, Thermo Finnigan). La
misma coleccién de espectros de fragmentacion MS/MS se enfrenté a una base de datos
aleatoria (invirtiendo las secuencias de aminodcidos de las proteinas de la base de datos
real). Los pardmetros de buisqueda utilizados incluian una tolerancia de la masa del i6n
precursor de 2 Da y en los fragmentos de 1.2 Da. Ademas se utiliz6 la carbamidometilacion
de residuos de Cys como modificacién fija (+57 Da) y la oxidacion de residuos de Met (+16
Da) y la posible incorporacién de 2 dtomos de 80 en residuos de Lys y Arg (+4 Da) como
modificaciones variables. La significancia de la identificaciéon de péptidos se determind
calculando la tasa de error (FDR), definida como el nimero de falsas identificaciones
encontradas al azar en una poblacién total de péptidos identificados. Este pardmetro se
calcul6 mediante el método estadistico Probability Ratio (Martinez-Bartolomé, 2007)
utilizando el programa pRatio desarrollado por Pedro Navarro.

La cuantificacién de las proteinas se llevd a cabo a partir de la distribucion de los
ratios de abundancias '°0/'*0 a escala logaritmica. Las medidas de los ratios de abundancia
isotopica se llevaron a cabo de forma automadtica a partir de los espectros ZoomScan
obtenidos en la trampa i6nica, utilizando una aplicacion desarrollada por Pedro Navarro en
nuestro laboratorio (QuiXoT) (Navarro, 2007). La principal ventaja de este método es la
facultad de estimar la eficiencia de marcaje durante el proceso de cuantificacion, lo que
permite obtener medidas muy robustas incluso cuando la incorporacién de dtomos de '*O
tiene un rendimiento bajo. S6lo se cuantificaron los espectros ZoomScan correspondientes a
péptidos identificados con una tasa de error del 5 %. La veracidad de los cambios de
expresion se determiné mediante el cdlculo de la tasa de error (FDR), definida en este
contexto como la proporcion de proteinas que se espera que muestren un cambio de
expresion al azar entre la poblacion de proteinas que muestran un cambio de expresion
significativo (Ramos-Fernandez et al., 2007).
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5.7.3. Modelo Estadistico

El modelo estadistico para este trabajo ha sido desarrollado por Pedro Navarro y esta
descrito en L. Jorge et al (2008) préximo a ser publicado como “Statistical model to analyze
quantitative proteomics data obtained by '°0/'°0 labeling and linear ion trap mass
spectrometry: Application to the study of VEGF-induced angiogenesis in endothelial cells” y
a continuacion se citan los parametros y se ilustran las formulas utilizadas.

En principio el modelo se ha desarrollado y enfocado inicialmente para el anélisis
aplicado a muestras procedente de un proteoma digerido en solucién y marcado con '*O. En
el caso particular del estudio del proteoma de membrana de mitocondria, son muestras con la
peculiaridad de ser procesadas por SDS-PAGE y con un patrén de digestién y marcaje de
forma fragmentada haciendo que resulte interesante el comparar las similitudes y diferencias
en el andlisis.

5.7.4. Cuantificacion de péptidos y analisis estadistico

La cuantificacién de péptidos a través de espectros de ZoomScan se describe en [14,
16], y se efectua utilizando el programa desarrollado en nuestro laboratorio por Pedro
Navarro llamado QuiXoT, Este programa, al incorporar los archivos RAW generados en el
espectréometro de masas (LTQ) facilita la cuantificacion de péptidos resultantes [42]. La
cuantificaciéon a través del programa QuiXoT se realiza usando un algoritmo descrito
anteriormente [14]. Se usaron los espectros ZoomScan correspondientes al ajuste de los
péptidos con una tasa de error de identificacion inferior al 5% (FDR) para la cuantificacion.
Los espectros de ZoomScan se ajustaron a una curva tedrica, de forma que el mejor ajuste de
parametros permite una determinacién simultdnea de la concentracién de péptido en las dos
muestras (A y B, respectivamente, expresados en unidades de drea), y determinar la
eficiencia del marcaje (f) [14 ]. La proporcién de los péptidos no marcados, y mono o di-
marcados en la muestra (B0, B1 y B2, respectivamente) puede calcularse a partir de estos
pardmetros, tal como se describe en [14]. La curva tedrica utilizada para el ajuste de los
espectros es una mezcla de distribuciones Gausiana y doble exponencial [14], y no se
impusieron limitaciones numéricas a los pardmetros durante el proceso de ajuste. Para
eliminar las malas cuantificaciones se utiliza el pardmetro para el valor optimo del ajuste es

O (pardmetro de escala que determina la mitad de ancho del pico), B (proporcién relativa de
doble componente exponencial) y la eficiencia de marcaje f . El valor tipico de O para el
LTQ, bajo las condiciones de escaneo utilizadas en este trabajo, que se describen en [16], es
alrededor de 0,085 Da; el aumento de este valor indica que las curvas ajustadas no tienen
sentido fisico y no pueden describir la envoltura isotépica de un pico. De forma similar, los

valores de f o B superiores a uno son indicativos de que, tanto la curva obtenida como la
curva tedrica no solapan adecuadamente, o la envoltura isotépica de los picos observados no
puede ser explicada por la superposicion de los tres componentes peptidicos (sin marcar,
mono y di-marcado), respectivamente. Por lo tanto, el primer paso para efectuar un filtrado

automético de los ZoomScan se efectué utilizando las siguientes parametros: € =~ 0'12,

p>1.1 y f>12
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5.7.5. Calculo del peso estadistico del ajuste

Como se ha descrito anteriormente, los espectros de ZoomScan se ajustaron a una
funcién tedrica que depende de la concentracion de péptidos en las dos muestras.
Expresando en relacion a las concentraciones de los péptidos en escala logaritmica en base 2,
si A y B son la cantidades de péptidos expresados en unidades de superficie en la muestra
control y la muestra tratada, respectivamente, el resultado de una cuantificacion del scan (s),
proveniente del péptido (p) derivado de la proteina (g) puede expresarse como
Xy =log2(A/B). El peso del ajuste a nivel de scan se calcula utilizando la siguiente

férmula:

T2

R
Von = yrspesmspl D

Donde T es la medida de la concentracion de péptidos en unidades de drea, MSDc es
la desviacion cuadritica media entre el espectro de ZoomScan teorico y el ZoomScan
experimental en torno a una ventana central que abarca el conjunto de picos isotdpicos y
MSDI es la desviacién cuadritica media en torno a una ventana lateral a la izquierda o la
derecha del cluster isotdpico. Entonces, si A+ B, > B, + B, la ventana lateral se toma a la
izquierda y entonces 7 = A, y de otra manera la ventana lateral se considera a la derecha y
entonces T = B. Este procedimiento garantiza que el peso del ajuste es proporcional al valor
cuadrado de la concentracion del péptido e inversamente proporcional a la varianza de la
funcién tedrica, ademds, esto garantiza que el peso no sufra una brusca disminucién cuando
hay grandes cambios de expresiéon y también tiene en cuenta la presencia de sefiales
adyacentes cuando artefactos puedan interferir con la cuantificacion. La varianza en los
valores logyratio se calcula a partir del peso del ajuste aplicando la siguiente férmula
Orr =k/vqps, donde k es una constante que para el equipo LTQ y las condiciones del

escaneo utilizadas en este trabajo toma el valor de 0,17.

5.7.6. Calculo de la media ponderada y las varianzas a nivel de
scan, péptido y proteina.

El modelo estadistico utilizado para analizar los datos de este trabajo fue desarrollado
por Pedro Navarro en el laboratorio de J. Vazquez y ha sido validado durante el andlisis de
otros proteomas anteriores. Cuando la cantidad de proteina en las dos muestras es idéntica
x,, =0. La desviacion experimental de este valor se supone que procede de un error
sistematico u; proveniente de la desviacién de la concentracion de proteinas, el efecto de
variabilidad biolégica, errores cometidos durante el proceso de preparacion de los extractos
de proteinas, p,; de las desviaciones en concentracion de péptido debidas a la obtencién de

los mismos mediante la digesti6n de las proteinas f3,, , y de los errores cometidos durante la

cuantificacién de pares de péptidos a partir de sus scans, &,

s > de forma que

Kgps :'u+pq+ﬂqp+ qps (2)
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. . . . 2

Asumiendo que Sy p, se distribuyen normalmente, es decir, B, ~N@©O,0;) y,

p, ~N(, O'é) y las varianzas de los péptidos y las protefnas, o; y O'é, respectivamente,
son constantes. También se supone que ¢ s S¢ distribuye normalmente, es decir

éfqps ~ N(0,0 + k/vqps) , donde o es la varianza del scan, y v, _, es el peso del ajuste y k es

qps ?
la constante descrita en la seccidn anterior.

El valor del logy-ratio asociado a cada péptido es calculado como un promedio
ponderado de los scans utilizados para cuantificar el péptido, y el valor asociado a cada
proteina es igualmente calculado por el promedio ponderado de sus péptidos. Ademads, un
“gran promedio” se calcula como media ponderada de los valores de las proteinas. El peso
estadistico asociado a cada scan, péptido y proteina es la inversa de sus varianzas locales,
mientras que el inverso de las varianzas de los valores promedio es la suma de las inversas
de las diferencias de los valores utilizados para calcular la media. Por lo tanto, el peso
estadistico estd dado por

1 1 1
Wops = k—2 ®) sWop = T 4 Wy = 1
+o;
Z W‘I]’
p

—+ 0y -
qus ZW‘H’S
Y el promedio de los péptidos y las proteinas y la gran media se obtienen por:
Z WopsXaps Z WapXpg Z Wexq
[ 6); x [ —_4
qp ’ q
ZW‘H’S ZW‘IP ZW‘]
K p q

®)

2
+0,

(M; x ®)

X

El algoritmo utilizado para calcular los valores de oy, o, y O'é asi como sus

correspondientes intervalos de confianza se describe en la informacién complementaria en
un articulo que estd en proceso de revision editorial (Jorge I, 2008).

Como se ha comentado, las varianzas locales a nivel de scan y los promedios por
péptidos y por proteinas son la inversa de los pesos de los scanes y se describen en las
ecuaciones 3-5, respectivamente. Estas varianzas pueden ser utilizadas para determinar si un
valor particular se desvia significativamente de su media més de lo esperado de acuerdo con
el supuesto de distribucién normal. Definiendo P(u,07,x,) como las probabilidades de dos
colas de que los valores x; producidos por la muestra ¢ se desvian de la distribucién normal
con media u y varianza o, las probabilidades de que una determinada medida de scan,
péptido o proteina sea un outlier con respecto a la correspondiente media puede estimarse,
respectivamente, por

1

Py = P(x W %) 9:p, =Plx, w,,,x,) (10);
p,=Pxw,.x) (11

La deteccién de la presencia de valores andmalos (outliers) se realiza controlando la
tasa de falsas identificaciones (FDR) [43-46], definida como la proporcidén de los valores que
se espera que se desvien por pura casualidad dentro de la poblacién de los valores
observados. Dado que el niimero de cambios aleatorios es el producto de la probabilidad, tal
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como se define en la ecuacién 9-11, por el ndmero total de determinaciones en cada nivel, el
FDR en cada uno de los tres niveles se calcula

_ Pas” NS
O(p,,,)

p, NO

14
O(p,) (9

-NP
12); FDR, =22 (3); FDR, =

FDR,
" o(p,,)

siendo NS, NP y NQ los nimeros totales de scans, péptidos y proteinas,
respectivamente, y O(p) es el nimero observado de valores detectados en cada poblacién con
una probabilidad igual o inferior a la p.
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6. RESULTADOS

6.1. Puesta a punto de un sistema para el analisis masivo de
proteomas por espectrometria de masas

A la hora de abordar el andlisis de un proteoma entero o el monitoreo de los
péptidos de una proteina en particular es necesario una aproximacioén adecuada que permita
un andlisis masivo de péptidos, con el mayor rendimiento posible y la mejor resolucién de
los espectros MS/MS para una identificacion significativa de los péptidos. Los sistemas de
microHPLC convencionales utilizan normalmente un sistema de bifurcacién de flujo. Este
sistema sirve para conseguir flujos del orden de 1 ul/min en columnas de didmetro interno de
alrededor de 150 micras con una bomba capaz de suministrar flujos del orden de centenares
de ul/min. Para ello se sitda un restrictor de presién que mantiene la presion del sistema a los
flujos adecuados para la bomba (normalmente un trozo de tuberia de didmetro interno muy
pequefio o una columna de HPLC convencional). Esta presion genera un flujo mucho mas
pequefio en el ramal donde estd la columna analitica. Hay varias formas de acoplar un
inyector automético (AS) a un sistema de microHPLC con bifurcacién de flujo.

Cuando sélo se dispone de una bomba, una configuracion muy usada para acoplar el
inyector automadtico es la que se presenta en la figura 6 (modelo D en la figura 3, seccidn de
Material y Métodos). En nuestro laboratorio nosotros usamos una configuracién parecida,
pero no idéntica Figura 3 (modelo A). El uso del modelo A o del modelo D es una cuestion
de preferencias personales. La configuracion A tiene la desventaja de que el inyector
automético esta situado antes del restrictor y por ello el restrictor puede contaminarse con
trazas de la muestra; sin embargo, en nuestra experiencia este problema no tiene lugar
practicamente nunca. Por otra parte, esta configuracién tiene la ventaja de que cerrando la
salida W en posicién LOAD y operando a un flujo del orden de microlitros por minuto, es
posible determinar cudl es la presién de trabajo requerida por la microcolumna, lo que
resulta en la practica muy 1til para poner a punto el sistema de bifuracién de forma rapida y
directa. Esto no puede hacerse con el modelo D, y ademds en este modelo la muestra a
analizar atraviesa la valvula de inyeccién, lo que puede producir contaminacién cruzada o
problemas de flujo. El modelo A permite un lavado exhaustivo del loop de inyeccién cuando
el sistema estd en posicion inject, lo que minimiza los problemas de contaminacién cruzada.
Sin embargo para usar este modelo es necesario que la muestra se retenga primero en la
precolumna antes de ser dirigida hacia la microcolumna analitica. Esta configuracion es
apropiada para andlisis masivo de muestras complejas. Sin embargo, en algunos casos
existen péptidos con baja capacidad de retencidn a la precolumna que se pierden durante el
proceso de lavado previo de la muestra (por ejemplo péptidos de pequefio tamafo, baja
hidrofobicidad, o incluso fosfopéptidos), para los que esta configuracién no es apropiada.

Por ello, existe otra configuracién alternativa, el de la figura 3 (modelo B), que se
diferencia del anterior en el que el loop del inyector automdtico estd situado después del
bifurcador de flujo. Esta configuracién tiene el inconveniente de que el flujo que pasa por
este loop es siempre del orden de microlitros por minuto y por tanto el inyector no se limpia
de forma tan exhaustiva durante la carrera como en el modelo A. A cambio, esta
configuracion tiene la ventaja de que se puede pinchar toda la muestra y dirigirla
directamente hacia la columna analitica sin lavado previo, evitando la pérdida de los
péptidos que no se retengan en la precolumna. Esta configuracion es apropiada para andlisis
pormenorizado de proteinas individuales, identificacién de modificaciones postraduccionales
o para la bisqueda de péptidos concretos.

Puesto que estos dos modelos son incompatibles, en este trabajo se ha desarrollado
un modo de acoplamiento que con solo la incorporacién de una vélvula adicional podemos
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dotar al sistema de las prestaciones que ofrece el modelo A y el modelo B las que podemos
apreciar en la figura 5 (configuraciones E; y E;). Comparando los resultados obtenidos
después de pinchar una alicuota de digerido de PSA (150 fmol) usando las configuraciones
E; y E; logramos ver lo relacionado a ventajas de retencién y limpieza con una misma
cantidad de muestra. En la figura 6 se demuestra que, en cuanto a la resolucién de los picos
de péptidos de PSA no hay grandes diferencias entre ellas pero encontramos que se pierden
los primeros picos (figura 6-A) usando la configuracion del modelo E;, por el contrario en la
figura 6-C se puede apreciar que se detecta un mayor ndmero de picos usando el modelo E,.
Sin embargo, en cuanto a la limpieza de la columna y el loop del AS se detectaron algunos
picos de trazas de péptidos figura 6-D en el modelo E; en la carrera correspondiente a un
blanco inmediatamente consecutivo a la carrera anterior, mientras que en la figura 6-B se
observa que usando el modelo E; la limpieza fue total, no detectindose péptidos de PSA en
la carrera consecutiva. Este problema de contaminacién es mucho mds acusado cuando en
vez de usar cantidades pequefias de PSA se inyectan fracciones muy complejas de proteomas
conteniendo altas concentraciones de péptido (no se muestra). Estos resultados demuestran
que con un mismo modelo es posible utilizar dos configuraciones diferentes que pueden ser
usadas dependiendo de los requerimientos (limpieza, reproducibilidad, retencién) de la
muestra a analizar.

Modelo de configuracién E,, en posicion INJECT Modelo de configuracion E,, en posicion INJECT

Figura 5. Modelo E1 y E2, acoplamiento HPLC-MS/MS. E1 con bifurcacién posterior al inyector
automadtico (AS) la que favorece la limpieza del loop a un mayor flujo. E2 con bifurcacién anterior al AS la que
favorece el trabajar con muestras especiales pero donde la limpieza del loop es a un flujo menor.

En este trabajo hemos aprovechado esta configuracién doble para llevar a cabo dos
tipos de aproximaciones al estudio del proteoma de la membrana mitocondrial. En un mismo
equipo, hemos utilizado una de ellas (configuracién E,) para el anélisis pormenorizado de
péptidos especificos provenientes de proteinas diana (apartado 6.2 de Resultados), mientras
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que hemos usado la configuracion E; para el andlisis masivo y la cuantificacion de los
componentes del proteoma mitocondrial, en respuesta al proceso de precondicionamiento
isquémico (apartados 6.3-6.5 de Resultados).

i Zona de perdida

Irexdy

Iretdy

10 minutos en lavado

Zona de recuperacion

Limitacion Blanco seguido NO esta limpio

Figura 6. Resuftl;zl(l)zvdaed ﬁ)s modelos E1 y E2. Se analizaron 150 fmol de péptidos tripticos de PSA
seguido de una carrera en blanco para detectar la limpieza del sistema. A: FullScan de PSA observando la zona
de pérdida de péptidos isocrdticos y blanco posterior correspondiente completamente limpio de péptidos,
usando la configuracién del modelo E1. B: FullScan de PSA remarcando en un recuadro la recuperacion de
péptidos isocréticos y blanco posterior correspondiente con trazas de péptidos, usando la configuracién del
modelo E2.

6.2. Estudio de la distribucion mitocondrial de las conexinas
43y 32

6.2.1. Identificacion especifica de la conexina 43 en membrana
mitocondrial en cardiomiocitos de rata

Como se ha comentado en la introduccién, la Cx43 es una proteina que juega un
papel importante en el proceso de acondicionamiento isquémico. Estudios recientes sugieren
que la accién cardioprotectora de la Cx43 se debe a la traslocacion de esta proteina desde la
membrana plasmadtica hacia la membrana mitocondrial interna. Sin embargo, la investigacion
de este posible papel se ha realizado utilizando técnicas de detecciéon mediante anticuerpos
como la inmunoelectroforesis, inmunoprecipitacién, inmunohistoquimica y microscopia
electrénica, que no son del todo concluyentes. Por esta razon, en este trabajo desarrollamos
una metodologia de espectrometria de masas para detectar de forma directa y especifica la
Cx43 en una mezcla compleja de proteinas provenientes de fracciones purificadas de
membrana mitocondrial de corazén de rata.
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En una primera aproximacién se analizé la composicién proteica de un extracto de
proteinas de membrana de rata mediante SDS-PAGE, cortando el gel en fracciones y
digiriendo con tripsina las proteinas de cada fraccién. Los péptidos tripticos resultantes se
identificaron mediante HPLC-MS/MS usando una trampa idnica lineal. Los espectros
MS/MS obtenidos se enfrentaron a una base de datos de rata. En este experimento, el péptido
TYISILFK de la Cx43 se encontrd en primera posicion de uno de los espectros MS/MS de
un i6n precursor de 549.1 m/z. Sin embargo, la puntuacién del motor de busqueda
SEQUEST (Xcorr = 1913, DCn = 0.42) no consideré el resultado estadisticamente
significativo a un 5 % de FDR. Una inspeccién manual del espectro MS/MS tampoco fue
concluyente, originando dudas sobre la identificacion del péptido. Otro péptido de Cx43 de
un espectro MS/MS con i6n precursor de 514.3 obtuvo incluso peor puntuaciéon en la
identificacion, (Xcorr = 1.927, DCn = 0.087). No se detectaron mas péptidos de Cx43 en
este extracto, por lo que no se pudo confirmar la presencia de Cx43 en la muestra.

En un intento de confirmar de manera inequivoca la presencia de Cx43 en la
preparacién de proteinas de membrana mitocondrial de rata, una fraccién idéntica del mismo
gel se analiz6 mediante la técnica SMIM programada en la trampa iénica lineal. En primer
lugar se realiz6 un modo de barrido FullScan entre 400-1600 m/z para detectar la presencia
de péptidos tripticos y verificar la correcta separacién de los mismos a lo largo del gradiente.
A continuacién se programd la monitorizacién de un espectro MS/MS a partir de un i6n
precursor de carga 2 y m/z 549.1 y dos espectros MS? de iones de m/z 720.5 y 833.6,
seleccionados por ser los fragmentos mds intensos del espectro MS/MS obtenido en el
primer andlisis. También se programé un grupo de iones de la misma estructura a partir del
i6n de m/z 514.3, y se repitieron los dos grupos de scans 3 veces en el mismo ciclo.

Los resultados del experimento se muestran en la Figura 7. El cromatograma mostrd
la presencia de un gran nimero de especies idnicas asi como una buena resolucién de la
separacion de los mismos (Figura 7A), indicando un buen rendimiento en la digestién
triptica. La traza del cromatograma del i6n de 549.1 m/z también mostrd la presencia de
varias especies ionicas con la misma m/z (Figura 7B), sin embargo los espectros MS/MS
mas intensos de estos precursores eran completamente diferentes al espectro detectado en el
primer experimento, indicando que ninguna de estas especies abundantes correspondia al
péptido de Cx43. Después de una exhaustiva inspecciéon de todos los espectros MS/MS
encontrados a lo largo de todo el gradiente se detecté un espectro MS/MS correspondiente al
péptido de Cx43 a 42 min de tiempo de retencién (Figura 7F). En este espectro MS/MS se
detect6 la presencia de un fragmento intenso de 833.6 m/z. La traza del cromatograma se
obtiene representando la intensidad de este fragmento frente al tiempo de retencién (Figura
7C). Esta traza es completamente diferente a la obtenida para el i6n precursor (comparar con
Figura 7B), lo que indica la presencia de especies i0nicas Unicas e intensas a este tiempo de
retencion. Este i6n corresponde al fragmento y;”* del péptido TYIISILFK, por lo que
podemos asumir que el pico de la Figura 7C es indicativo de la elucién del péptido a este
tiempo de retencion. Realizando un promedio de todos los espectros MS/MS del i6n
precursor de 549.1 m/z dentro de ese pico se consiguié mejorar el espectro MS/MS con
mayor sefial/ruido (Figura 7G). La mayoria de los fragmentos detectados en el espectro se
asignaron como iones de la serie y”- o de la serie b-, sin embargo algunos fragmentos no se
consiguieron interpretar como pertenecientes al péptido (indicados con flechas en la Figura
7G). El espectro se filtr6 para eliminar los espectros MS/MS adyacentes del mismo precursor
(Figuras 7H y I). De este modo se consiguié minimizar el ruido de fondo inespecifico. El
resultado obtenido fue un espectro MS/MS consistente con la secuencia del péptido,
pudiéndose asignar todos los picos significativos del espectro (Figura 77J).

Inspeccionado los dos espectros MS?, que fueron también promediados en sus picos
(Figura 7C), se confirmd la identidad inequivoca del péptido de Cx43. Tal y como muestran
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las Figuras 7K y L, se consiguié una buena fragmentacién de los dos iones y” seleccionados,
que permitié confirmar sus sub-secuencias. Sorprendentemente, algunos de los fragmentos
mds intensos correspondian a pérdidas internas de aminodcidos en la serie b. Este tipo de
fragmentos se ha observado con relativa frecuencia en otros péptidos y su formacién es
debida a la ciclacién de los iones b, demostrada previamente en nuestro laboratorio ((Yague
et al., 2003)). Suelen ser fragmentos muy intensos, debido a la gran estabilidad inducida en
los iones por la ciclacion.

La interpretacion de los resultados obtenidos para el i6n m/z 514.0 no fueron
concluyentes para demostrar que el i6n correspondia a la secuencia VAQTDGVNVEMHLK
de la Cx43, lo que indica que este tipo metodologias también puede ser ttil para detectar
falsas identificaciones de péptidos.

Finalmente, tal y como muestran las Figuras 1D y E, se pueden obtener trazas muy
limpias de la presencia del péptido de Cx43, representando la intensidad de uno de los
fragmentos mds intensos detectados en el espectro MS?’. Las tres trazas (Figuras 1C, Dy E)
pueden usarse como sefial caracteristica de la presencia inequivoca de este péptido y, por
consiguiente, de la Cx43 en la muestra.

Estos resultados permiten afirmar la presencia inequivoca de esta proteina en la
membrana mitocondrial y el método desarrollado constituye un método que puede usarse de
forma rutinaria para analizar la presencia y/o proporcién de esta proteina en este tipo de
preparaciones.
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Figura 7. Identificacién del péptido TYIISILFK de la conexina 43 en un extracto de proteinas de
membrana mediante SMIM. A partir de un extracto crudo de proteinas de membrana separadas mediante SDS-
PAGE, se recort6 la zona del gel de 43 kDa y se digiri6 con tripsina. Los péptidos resultantes se analizaron
mediante LC-MS/MS. Las figuras de la izquierda muestran los cromatogramas correspondientes a los iones
preculsores mds intensos (A) y los iones hijos originados en la fragmentacién del idn precursor de carga dos de
549.1 m/z (B) asi como las trazas MS/MS y MS3 de los fragmentos del péptido seleccionado (C, E). Las
figuras (F - J) muestran el espectro MS/MS del mismo i6n en el pico mds alto del cromatograma (F), el
espectro promedio de los scans alrededor del pico (G), el espectro MS/MS de ruido justo antes (H) y después
del pico (I), y un espectro MS/MS promedio con la correccién del ruido definitivo (J). Dos espectros MS3
promediados y no corregidos del mismo i6n se muestran en las figuras (K) y (I).
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6.2.2. Estudio de la distribucion mitocondrial de la conexina 32
en un modelo animal de ratones Cx43KI32

Como ya se ha comentado en introduccidn, la Cx43 es la isoforma de Cx especifica
de corazodn, localizada principalmente a nivel de los discos intercalados (DI) del miocardio
ventricular. Para estudiar la relevancia biologica de la Cx43 en la funcién cardiovascular, en
el laboratorio de David G. Dorado se prepar$ una linea de ratones transgénicos KO de Cx43.
Sin embargo, dicha delecién producia letalidad neonatal. Por tanto, para lograr estudiar la
funcién cardiovascular de Cx43 en animales adultos, esta proteina se sustituyd por la Cx32
(Cx43KI32, homocigoto para Cx32). En los ratones transgénicos Cx43KI32 se observé que
desaparecia el efecto protector del precondicionamiento isquémico, sugiriendo Ia
implicacién de la Cx43 en este proceso (Garcia-Dorado et al., 1997). Por otro lado, se ha
descrito que la localizacién de la Cx43 en la membrana mitocondrial interna de corazén
juega un papel importante en el precondicionamiento. Por tanto, en este trabajo,
aprovechando la potencia del método basado en la monitorizacién SMIM puesto a punto en
el apartado anterior, estudiamos la distribucién mitocondrial de la Cx32 en los animales
Cx43KI32.

La Cx32 es la isoforma predominante en higado (Willecke K, Eiberger J, Degen J, et
al. Structural and functional diversity of connexin genes in the mouse and human genome.
Biol. Chem. (2002) 383:725-737). Experimentos del laboratorio de David G. Dorado han
demostrado por western blot la presencia de Cx32 en mitocondrias hepdticas (articulo en
preparacion). Por esta razdn, en el presente trabajo hemos empleado mitocondrias de higado
como control positivo en la identificacion y deteccion de Cx32.

En experimentos previos se separaron mediante SDS-PAGE extractos de proteinas de
tejido hepdtico y se recortd la zona del gel donde presumiblemente debia estar la banda de
Cx32, segtin su peso molecular (32 kDa). Se procedié a una digestiéon con tripsina de las
proteinas en gel y los péptidos tripticos resultantes se analizaron por HPLC-MS/MS con una
trampa i6nica lineal intentando identificar el mayor nimero de péptidos posibles. En estas
preparaciones donde la Cx32 es relativamente abundante fue posible la identificacion directa
de dos péptidos especificos de esta proteinas (resultados no mostrados), cuyos iones
precursores y sus espectros de fragmentacion se utilizaron como referencia para los
experimentos posteriores usando la técnica SMIM descrita en el apartado anterior.

Una vez identificados los péptidos mds adecuados para llevar a cabo una
monitorizacién especifica de la Cx32, las proteinas de extractos de mitocondria de higado y
de corazén de ratones Cx43K132 se separaron electroforéticamente y de nuevo se procedid a
cortar la zona del gel en la zona de 32 kDa. De la misma manera en que se procedi6 con el
experimento de Cx43, se programé en primer lugar un modo de barrido FullScan entre 400-
1600 m/z para detectar la presencia de péptidos tripticos y una buena separacién de los
mismos a lo largo del gradiente. A continuacién, monitorizamos la fragmentacién de dos
iones precursores de la Cx32: uno correspondiente al i6n de carga 3 con m/z 576.9 del
péptido LEGDHGDPLHLEEVKR (Figura 8K) y otro correspondiente al i6n de carga 2 con
m/z 793.9 del péptido LLSEQDGSLKDILR (Figura 8L). Para confirmar que ambos péptidos
pertenecen a la Cx32, por MS? se monitorizaron iones hijos del espectro MS/MS de cada
péptido: uno con m/z 561.0 (Figura 8K) y otro con m/z 901.6 (Figura 8L), respectivamente.
Se monitoriz6é como control interno un péptido DFLAGGVAAISK correspondiente al i6n de
carga 2 con m/z 610.33 de la proteina ADP/ATP translocasa 2 mitocondrial (datos no
mostrados), con objeto de comprobar que la cantidad de proteinas presentes en las dos
muestras era comparable.

El cromatograma mostrd la presencia de un gran cantidad de especies i6nicas asi
como una buena resolucién de la separacién de los mismos, tanto en el extracto de
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membrana mitocondrial de higado (Figura 8 A) como en el de membrana mitocondrial de
corazon (Figura 8 F), lo que indicaba que la digestion triptica habia sido efectiva. Por otro
lado la intensidad del cromatograma es semejante en ambas preparaciones, sugiriendo que la
cantidad de proteina digerida es semejante en ambas muestras.

Para detectar los espectros MS/MS monitorizados se representaron las trazas de los
cromatogramas de cada i6n, tanto de los dos péptidos de Cx32 (Figuras 8 C, D, E, H, I y J)
como del péptido control de la proteina ADP/ATP translocasa 2 mitocondrial (Figuras 8 B y
G). Nuestros resultados demuestran inequivocamente la presencia de Cx32 en la membrana
mitocondrial de higado de ratones Cx43KI32, y demuestran que esta proteina no estd
presente en la membrana mitocondrial de cardiomiocitos de estos ratones, al menos en los
niveles detectables por nuestra tecnologia, y, en todo caso, a niveles pricticamente
despreciables en comparacién con los presentes en la mitocondria de hepatocitos.

Intensity

Mitocondria de higado Mitocondria de corazon
A Full Scan F Full Scan
300000 300000
220000 2 220000
2
g
140000 £ 140000
60000 60000
| o | o
20 40 60 80 100 120 140 20 40 60 80 100 120 140
Time (min) Time (min)
80.98
610.3 576.9 610.3 576.9
B 10000 + Cs + G 15000 * H 5 +
80.98 55.49
2 7735 2 415610 2 773.5 2 4] 561.0
2 2 2 2
S g 3 S s 3
£ 5000 £ £ 5000 £
= = 2 = = 2
1 1
74 82 90 52 56 60 74 82 90 52 56 60
Time (min) Time (min) Time (min) Time (min)
D 793.9 E 576.9 1 793.9 J 576.9
20 20
> #) y 7477 > 55.42 > ¥ v > v
% 901.6 % 161 561.0 B 901.6 B 16] 561.0
g g s s *
£ 22 £ 12 € 22 € 12
= = 456.0 = = 456.0
8 8
10 . 10 .
72 76 80 52 56 60 72 76 80 52 56 60
Time (min) Time (min) Time (min) Time (min)
Ys ¥7 Y6 V5 Y2 Yo Y3 V7 Y5 ¥4 Y3 V2
P|L|H|L|E E V|K|R L L|S E QID|G|S L|K|D|I|L|R
576.9 — 561.0 —> [t FJ J 4 7939 —> I_ H_ I_ I_J— J— H
4 7 8 bG b1I'Ib11 b13
K L soi7
100+ 4 .
i [M+2HNH] 2+ 1007 12 [Ma2H]24| [M+2H-NH ]2+
§ 5513 Vs g8 1, A 7854 | 7765
& s Y2 byp*
° 'E -1488-
s 35 4 i
3 3 i
< @ 07 ¢
g £
® s ]
° [ i
9
) 400 600 SOOmIz 1000 1200 1400




Resultados y Discusion

Figura 8. Identificacién de la conexina 32 en un extracto de proteinas de membrana de higado y
confirmacién de su ausencia en mitocondria de corazén de ratén Cx32K132 mediante SMIM Cromatogramas
de la intensidad base de los iones precursores mds intensos en mitocondria de higado (A) y mitocondria de
coraz6n (F). La conexina 32 se identificé por la monitorizacién de la fragmentacién de dos iones precursores:
uno correspondiente al i6n de carga 3 con m/z 576.9 del péptido LEGDHGDPLHLEEVKR (datos no
mostrados) y otro correspondiente al i6n de carga 2 con m/z 793.9 del péptido LLSEQDGSLKDILR (D,]). Para
confirmar que ambos péptidos pertenecen a la Cx32 se monitorizaron dos iones hijos del espectro MS/MS: uno
con m/z 561.0 (C,H) y otro con m/z 901.6 (D,I). La Cx32 sélo se identificé en la mitocondria de higado y no en
la de corazén de los ratones Cx43KI32. Se utilizé un péptido control DFLAGGVAAISK de la proteina
ADP/ATP translocasa 2 mitocondrial para cuantificar la abundancia relativa de la Cx32 (B,G). (K,L) Espectros
MS3 y MS/MS de los fragmentos PLHLEEEVKR y LLSEQDGSLKDILR, respectivamente.

6.3. Identificacion masiva de proteinas de membrana
mitocondrial utilizando SDS-PAGE y digestion en gel

El interés de este trabajo se centra en el andlisis del proteoma de membrana
mitocondrial utilizando las técnicas de cromatografia multidimensional. Esta metodologia
requiere una digestion en solucién del proteoma seguido de un fraccionamiento de los
péptidos tripticos resultantes mediante intercambio idnico y el consiguiente andlisis por RP-
HPLC-MS/MS, tal y como se ha descrito en otros trabajos ((Lopez-Ferrer et al., 2004)).
Después de algunos intentos de digerir en solucion el proteoma de membrana mitocondrial
en los que la cantidad de péptidos tripticos obtenidos fue muy baja, debido a la dificultad de
solubilizar las proteina de membrana para favorecer la reaccién enzimadtica, nos planteamos
si el andlisis multidimensional de las proteinas de membrana podria realizarse usando SDS-
PAGE como un primer paso de separacién de las proteinas, seguido de un digestion triptica
del gel cortado en varias fracciones y finalmente el andlisis por RP-HPLC-MS/MS de los
péptidos resultantes.

Se utilizaron muestras de extractos de membrana mitocondrial de cardiomiocitos de
ratas normoxicas y de ratas sometidas a un proceso de precondicionamiento isquémico, para
un posterior andlisis comparativo de los proteomas (Figura 9).
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Figure 9. Separacion de proteinas de membrana mitocondrial de cardiomiocitos de rata mediante SDS-
PAGE. 300 pg de proteinas se separaron en un gel de 16 x 18 cm al 11 % de poliacrilamida, que se corté en 10
porciones para la posterior digestion triptica. Tras la digestidn, los péptidos tripticos recuperados se sometieron
a un marcaje isotopico con O'/0'®. Los extractos de proteinas correspondian a a tejido de miocardio de una
rata norm(’)xifga (NX), que se marcé con O'° y una rata sometida a pre-condicionamiento isquémico (PC), que se
marcé con O,

En una primera aproximacién se separaron 100 ug de las proteinas de membrana
mediante SDS-PAGE. Esta técnica permite separar proteinas muy hidrofébicas como las de
membranas, pudiendo después realizar una digestién en gel de dichas proteinas. En ningtin
caso se hubiera podido plantear una digestion triptica en solucién, ya que estas proteinas son
muy dificiles de solubilizar. Los carriles de cada muestra se cortaron en 10 fracciones y cada
fraccion se digiri6 con tripsina por separado. Los péptidos tripticos resultantes se sometieron
a una segunda separacion por cromatografia de fase reversa en el sistema HPLC acoplado a
la trampa idnica lineal, permitiendo la obtencién on line de los espectros de MS/MS para su
posterior identificacion. Estos espectros MS/MS se enfrentaron a una base de datos de rata,
logrando identificar 524 péptidos tnicos que favorecieron la identificacion de 128 proteinas
con una tasa de error del 5 %. Un andlisis de localizacion celular de estas proteinas mostré
que un 69 % del proteoma total eran proteinas de membrana, donde un 60 % del total
correspondian a proteinas de membrana mitocondrial lo que indicaba el uso de un buen
método de purificacién previa de proteinas de mitocondrias (Figura 10). En cuanto al tipo de
proteinas mitocondriales identificadas, la mayoria fueron proteinas de la membrana interna
de la mitocondria (39 %) y en menor medida de la membrana externa (10 %).
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Figura 10. Distribucién de proteinas de membrana mitocondrial. A partir de 100 ug de un extracto
crudo de proteinas de membrana de mitocondria de corazén de rata separadas mediante SDS-PAGE se analiz6
su distribucién de acuerdo a las categorias que establece el Gene Ontology en cuanto a la localizacién
subcelular.

Estos resultados demuestran que el SDS-PAGE es una técnica muy adecuada para la
separacion de proteinas de membrana, ya que la presencia de SDS en el gel permite una
buena separacion de las mismas y su posterior digestion en solucién. Ademds, esta
metodologia presenta otra serie de ventajas con respecto a la digestion en solucidén, como
que permite el andlisis de muestras que contienen detergentes; componentes claves en la
mayoria de los protocolos de extracciéon de proteinas, sobre todo en la extraccién de
proteinas de membrana. Otra ventaja es que el SDS-PAGE se usa como una primera
dimensién en la separacion de las proteinas, eliminando un paso posterior de separacion de
los péptidos tripticos mediante cromatografia liquida de intercambio catidnico. Por otro lado,
todos los péptidos de cada una de las proteinas se analizan juntos en la misma fraccion de
HPLC, lo que permite una identificacién més robusta de las proteinas.

6.4. Cuantificacion masiva de proteinas de membrana
mitocondrial utilizando SDS-PAGE, digestion en gel y
marcaje isotopico con '?0: experimento de prueba

Segun se ha planteado, el solo hecho de identificar cualitativamente la presencia o
ausencia de una proteina en particular nos puede ayudar a entender un proceso fisiol6gico o
metabdlico. Cuando esto se puede lograr de forma cuantitativa nos permite obtener un
panorama mas claro de los procesos biolégicos de interés. En este trabajo nos planteamos si
la separacién de proteinas mediante SDS-PAGE, utilizada en el apartado anterior para el
andlisis masivo de proteinas de membrana mitocondrial, era compatible con los métodos de
marcaje isotépico estable. El marcaje enzimético de péptidos con 80 se realiza normalmente
durante la digestiéon de las proteinas con tripsina en presencia de 18O-agua; este proceso
incorpora 2 dtomos de 0 en el extremo C-terminal de los péptidos. En este trabajo se
realiza el marcaje enzimdtico en un paso posterior a la digestidn triptica. Este procedimiento
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tiene la ventaja de que se usa un volumen minimo de 18O-agua para el marcaje y, ademds, se
pueden optimizar por separado las condiciones de digestion y marcaje.

Para demostrar que el método propuesto es valido, se separd un extracto de proteinas
de membrana mediante SDS-PAGE. Una porcion del gel se corté verticalmente en dos
fracciones exactamente iguales y se digirieron con tripsina por separado. Los péptidos
resultantes de las dos fracciones se marcaron con '°O y 180, respectivamente, y se
mezclaron. La mezcla de péptidos se analiz6 mediante C18-HPLC-MS/MS, programado de
forma consecutiva tres ciclos de un espectro ZoomScan para cuantificacion, y de un espectro
MS/MS para identificacién. Se obtuvieron 216 espectros MS/MS, que correspondian a 130
péptidos tnicos y 60 proteinas diferentes, con una tasa de error del 5 %. Un estudio de la
secuencia de los péptidos indicé un buen rendimiento en la digestion triptica, ya que sélo un
4 % de los péptidos presentaban residuos de lisina y arginina internos, que no estaban
flanqueados por residuos de prolina. La eficiencia de la digestiébn es un requisito muy
importante para el posterior marcaje de los péptidos, ya que asegurard una cuantificacién
correcta de la proteina a nivel de péptido.

Para la cuantificacién relativa de los pares de péptidos se usé el modo de barrido
ZoomScan, programado en la trampa idnica lineal. S6lo se cuantificaron los ZoomScans
correspondientes a los péptidos identificados a partir de los espectros MS/MS. Este anélisis
se realiz6 autométicamente mediante QuiXoT, como se describe en la seccién de material y
métodos.

Este programa permite calcular con precision la eficiencia del marcaje de cada uno
de los péptidos cuantificados, asi como determinar la proporcién de péptido que procede de
las dos muestras, marcada y no marcada con 0. La eficiencia del marcaje es un pardmetro
muy importante a tener en cuenta, sobre todo en experimentos a gran escala, ya que permite
detectar falsos cambios de expresion de proteinas debidos a una incompleta incorporacién
del ®O en uno de los pares de péptidos. Para analizar este pardmetro se representa frente al
valor del ratio de la intensidad de cada péptido en las dos muestras en escala logaritmica
(Figura 11 A). Esta representacion es muy util a la hora de comprobar la extension del
marcaje y su influencia en la cuantificacion relativa de los péptidos. En este experimento,
todos los péptidos presentaron una eficiencia de marcaje superior a 0,6 por lo que podrian
usarse para su cuantificacion ya que a partir de este valor de eficiencia de marcaje el
algoritmo permite corregir eficazmente las pequefias variaciones que pudieran aparecer por
un posible marcaje incompleto.

El programa QuiXoT permite ademds calcular el peso estadistico que mide la
exactitud de cada cuantificacién individual; un peso estadistico alto corresponde a una menor
desviacion del ratio sobre el valor esperado (Figura 11 B). Los péptidos con baja calidad en
su cuantificacién se eliminaron automaticamente, usando un corte en el peso estadistico
menor de 50. Al aplicar este filtro se eliminé un 5 % del total de los péptidos cuantificados.
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Figura 11. Analisis estadistico de la cuantificacién de péptidos resultantes del andlisis de un extracto
crudo de proteinas de membrana de mitocondrias contra si mismo. A: Andlisis de la eficiencia de marcaje (f)
con 0" en funcién del logy(Ratio) de los péptidos cuantificados. B: Andlisis de la calidad de la cuantificacién
mediante el peso estadistico en funcion del log(Ratio) de los péptidos.

En la Figura 12 se observa que los logs-ratios calculados muestran valores muy
cercanos al cero (ratio 1:1) y su distribucién se ajusté perfectamente a una distribucién
normal, tal y como se espera de una hipdtesis nula para un experimento donde no se
observan cambios de expresion. La distribucién Gaussiana se ajustd con un valor medio de -
0,16 y una desviacion estandar de 0,31.
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Figura 12. Distribucién del log, (Ratio) a nivel de péptido. La linea gris representa la distribucién
normal, donde se observa el ajuste de los datos experimentales. La densidad de la distribucién de los péptidos
se representa en lineas discontinuas.
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La distribucién de los log,-ratios de estos datos demuestra que es posible realizar
estudios de protedmica de expresion diferencial en proteinas de membrana mediante una
separaciéon en SDS-PAGE, digestion en gel y posterior marcaje peptidico con °0/*0 y
andlisis en trampa id6nica lineal. El andlisis comparativo entre dos muestras mediante SDS-
PAGE no permite detectar los cambios de expresion en mezclas complejas de proteinas
debido a la baja resolucién de esta técnica y a la interferencia de las proteinas mds
abundantes. Sin embargo, estos resultados sugieren que usando esta metodologia como una
primera dimensioén y el posterior marcaje enzimético con 1°0/'80 se obtienen resultados
similares a los que se producirian usando una separacién por cromatografia
multidimensional. Ademds, aunque este trabajo se ha centrado en las proteinas de membrana
mitocondrial, esta metodologia es totalmente aplicable a todo tipo de proteinas de
membrana. Un detalle importante es que a la hora de confirmar los resultados de los cambios
de expresion de las proteinas obtenidos en el andlisis no seria necesario volver a repetir el
experimento completo, sélo se analizaria la fraccién del gel donde se espera que migre cada
una de las proteinas a analizar.

6.5. Estudio diferencial del proteoma de membrana
mitocondrial de rata en respuesta a un modelo de
precondicionamiento isquémico

Una vez demostrado que es posible analizar los cambios de expresion de proteinas de
membrana mediante la metodologia descrita previamente, procedimos al anélisis
comparativo de extractos de proteinas de membrana mitocondrial de cardiomiocitos de ratas
sometidas a un proceso de pre-condicionamiento isquémico (PC), en comparacién con ratas
normoxicas (NX), con objeto de determinar qué proteinas cambian de expresion en respuesta
al pre-condicionamiento isquémico. Los extractos de proteinas de cada una de las muestras
se separaron por SDS-PAGE. Estableciendo nuevamente, un patrén de bandas con las
muestras, se definieron los cortes del gel para generar 10 fracciones que se digirieron por
separado (Figura 13). Para digerir cada fraccidn se realizaron cortes més pequefios dentro de
cada una de ellas consiguiendo 6 porciones en cada una de las muestras ya definida. Estos
cortes se efectuaron para mejorar los lavados del gel y la incorporacién de tampones que
favorecen la reaccién de digestion y la incorporacion de la tripsina al gel. Antes de afiadir la
enzima se mezclaron los 6 trozos de gel pertenecientes a la misma fraccién, Para cada
muestra digerida analizamos por MS una pequeiia alicuota para confirmar las eficiencia de la
digestion

Tras haber confirmado una completa digestion triptica de las proteinas se procedid al
marcaje con 0'°/0" (NX con 0" y PC con 0'% y a un acondicionamiento de la muestra
posterior para no perder el marcaje enzimatico antes de mezclar las muestras y analizarlas
por MS. Para lograr una mayor profundidad del andlisis se prepararon 6 alicuotas de los
extractos marcados, de cada una de las fracciones del gel, y una sexta parte se analiz6 por
MS en un rango amplio de ionizacién (400-1600 m/z) y las otras 5 alicuotas restantes en
rangos mds estrechos (400-599 m/z, 600-699 m/z, 700-799 m/z, 800-899 m/z y 900-1200
m/z) favoreciendo la obtencién de una mayor cantidad de datos para una misma fraccidn.
Una vez analizadas las muestras mediante RP-HPLC-MS/MS, se procesaron los datos para
obtener la identificacién, mediante el método Probability Ratio, y la cuantificacién del
proteoma, mediante el programa QuiXoT.

47



Resultados y Discusion

Normoxicas
0 digestic igestion O
5D —
50 — —
AP - —r —~0O
HO marcaje E 3 HO marcaje
H,O = —> HPO
- —_
=2 =23
: ’_\’C)"J("5 (+4 Da)

Identificacién masiva Cuantificacién masiva

Figura 13. Diagrama de flujo del andlisis de expresién diferencial en el proteoma de membrana
mitocondrial en respuesta al pre-condicionamiento isquémico. El tejido de miocardio de ratas normdxicas y
sometidas a pre-condicionamiento isquémico se sometié a una purificaciéon de mitocondrias y extraccién de
proteinas de membrana. Los extractos crudos de proteinas se separaron por SDS-PAGE vy tras una digestién
triptica del gel dividido en 10 porciones, los péptidos resultantes se marcaron con 0'°/0'%. Tras el marcaje se
mezclaron las dos muestras y se analizaron en LC-MS/MS usando una trampa idnica lineal. Los espectros de
fragmentacion sirvieron para la identificacién de los péptidos que se cuantificaron utilizando el modo de
barrido ZoomScan.

Con esta aproximacién en gel SDS-PAGE a nivel preparativo, realizando cortes
estratégicos para analizar en la trampa i6nica lineal de forma fragmentada el proteoma de
membrana mitocondrial de cardiomiocitos de rata conseguimos identificar 1410 péptidos
Unicos, a partir de 4047 MS/MS, que correspondian a 428 proteinas tinicas, con una tasa de
error del 5 % (ver anejo). En la Figura 14 se representa el nimero total de péptidos y
proteinas unicas identificadas en cada fraccidon del gel, observandose que, en general, se
cuantifican entre 20 y 50 proteinas en cada fraccion. En las fracciones intermedias del gel
(fracciones 4-8) se identificaron un mayor nimero de péptidos que en el resto de las
fracciones, debido probablemente a que en esa zona del gel migran las proteinas mads
abundantes de todo el proteoma.
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Figura 14. Cantidad de péptidos y proteinas por fraccién de gel SDS-PAGE identificadas en el estudio
del pre-condicionamiento isquémico en corazén de rata.

Sélo los ZoomScans correspondientes a los espectros de fragmentacién que dieron
una identificacion significativa de péptidos se usaron para el andlisis de la cuantificacién,
mediante un método de andlisis descrito por (Ramos-Fernandez et al., 2007) que permite
controlar la eficiencia del marcaje de cada uno de los péptidos. En este método el espectro
ZoomScan se ajusta a una curva tedrica y, tanto la concentracion del péptido (en unidades de
area) como la eficiencia de marcaje, se calculan automdticamente. Tal y como se explica en
Materiales y Métodos se usan unos parametros del valor 6ptimo del ajuste: ¢ (pardmetro de
escala, lo que determina la mitad de ancho del pico), B (proporcién de doble componente
exponencial) y la eficiencia de marcaje f, como criterio inicial para eliminar falsas
cuantificaciones. En total, un 20 % de los scans se eliminaron del andlisis debido al mal
ajuste con la curva tedrica, segin estos pardmetros. Ademds, los scans correspondientes a
péptidos del extremo C-terminal de las proteinas también se rechazaron para el andlisis
puesto que no son péptidos tripticos y no incorporan el 0'® en el extremo carboxilo del
aminoacido en la reaccién enzimatica con tripsina.

Para lograr una cuantificacion correcta en experimentos a gran escala es necesario
controlar la eficiencia de marcaje de cada péptido. Algunos autores describen que existe la
posibilidad de que la reaccién enzimética de incorporacién de 80 mediante tripsina revierta
a lo largo del tiempo. Esta reaccion reversible no se suele observar en experimentos a
pequeiia escala, puesto que las muestras tratadas con '°0/'80 se suelen analizar rdpidamente.
Pero en un experimento a gran escala, como en este trabajo donde hay 10 fracciones que
analizar, es conveniente seguir un protocolo especial para mantener estable el marcaje
durante meses. Es critico inactivar la tripsina después del marcaje, ya que es la mayor
responsable de que revierta la reaccidén. Es este trabajo se usé tripsina inmovilizada en
bolitas de agarosa, lo cual permitia eliminarla por filtracién. Pero ademads, las muestras se
sometieron a una reduccién y una alquilacién para desnaturalizar residuos que quedaran de
tripsina. Ademads, existe la posibilidad de que los péptidos se desmarquen debido a una
hidrdlisis quimica, por lo que es necesario mantener el pH de la muestra por encima de 3.
Controlando estas condiciones, en este experimento se consiguié una eficiencia de marcaje
muy alta, superior a 0,6, tal y como se observa en la Figura 15 A. Este método se ha
empleado al mismo tiempo con muestras de otro modelo biolégico como parte de una
colaboracion con la Universidad de Cdrdoba, aplicando la misma metodologia y andlisis
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estadistico, y consiguiendo una eficiencia del marcaje de todos los péptidos cuantificados
superior también a 0,6 (Figura 15 B).
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Figura 15. Distribucién de la eficiencia de marcaje (f) en la cuantificacién de proteinas con marcaje
isotdpico con 0'°/0'8, en el experimento de andlisis comparativo de extractos de proteinas de membrana
mitocondrial de cardiomiocitos de ratas sometidas a un proceso de pre-condicionamiento isquémico (PC), en
comparacién con ratas normoéxicas (NX) (A) y en el experimento de andlisis de expresion diferencial en el
proteoma de ganglios linfaticos de cerdo post infeccidn viral, realizado en colaboracién con la Universidad de
Cérdoba (B).

Analizando la distribucién de los log,-ratios a nivel de péptido observamos que una
digestién pobre de la muestra o la presencia de metioninas oxidadas son factores que
introducen una considerable desviacién de los ratios. La oxidacién de metioninas ocurre de
manera espontdnea y puede dar lugar a una cuantificacion errénea de los péptidos, ya que la
proporcién de metioninas oxidadas y no oxidadas en cada muestra puede ser distinta y
afectaria al ratio real del péptido. Para comprobar si se produjo oxidacién de metioninas en
las muestras se compard la dispersion de las proteinas en los valores de log,-ratios
promedios correspondientes a los péptidos que contenian residuos de metioninas no oxidadas



Resultados y Discusion

con aquellos que contenian residuos de metioninas oxidadas (Figura 16). Inspeccionando
visualmente esta figura claramente se puede observar que los péptidos que contienen
metioninas oxidadas y no oxidadas en su secuencia tienden a desviarse del ratio promedio de
su proteina correspondiente (Figura 16A). Del mismo modo se realizé el estudio para el
modelo experimental de cerdo post-infeccion viral, de la Universidad de Cordoba,
observiandose también una desviacion del promedio de los log,-ratios de proteinas que tenian
péptidos con metioninas oxidadas (Figura 16B).
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Figura 16. Efecto de la metionina oxidada y no oxidada en la cuantificacién de proteinas con marcaje
isotépico con 0'/0'®. (A) Experimento de pre-condicionamiento isquémico en miocardio de rata. (B)
Experimento de cerdo post infeccién viral, Universidad de Cérdoba. Puntos negros: péptido con metionina no
oxidada; Puntos blancos: péptidos con metionina oxidada; Puntos grises: péptidos sin metionina.

Una digestiéon parcial poco eficiente es también una fuente de error en la
cuantificacion de los proteinas, ya que los péptidos parcialmente digeridos (que presentan un
residuo de lisina o de arginina internos en la secuencia) no reflejan la concentracion real de
las proteinas en cada muestra. Para estudiar si la digestion parcial afectaba al experimento de
pre-condicionamiento isquémico de rata, se compard la dispersion de las proteinas
representando los logy-ratios correspondientes a los péptidos parcialmente digeridos super-
impuestos con los log,-ratios de los péptidos totalmente digeridos, ademads de los log,-ratios
de los subpéptidos detectados cuya secuencia se localiza en un péptido largo mal digerido en
la misma muestra (Figura 17A). La nube de puntos de los péptidos parcialmente digeridos se
desplaza claramente de los valores esperados, mientras que los subpéptidos generados por
una correcta digestion tienden a desplazarse al lado contrario. Se analiz6 de la misma manera
el experimento de cerdo post-infeccidn viral de la Universidad de Cérdoba, observandose el
mismo efecto debido a la digestidn parcial de los péptidos (Figura 17B). En los dos estudios
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consideramos que los datos obtenidos donde afectaban tanto las metioninas oxidadas como
la digestion parcial de los péptidos no eran reales y decidimos eliminarlos del andlisis.
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Figura 17. Efecto de la digestiones parciales y subpétidos en la cuantificaciéon de proteinas con
marcaje isot6pico con O'/0'. (A) Experimento de pre-condicionamiento isquémico en miocardio de rata. (B)
Experimento de cerdo post infeccién viral, Universidad de Cérdoba. Puntos negros: digestiones parciales;
Puntos blancos: Sub-péptidos; Puntos grises: péptidos bien digeridos del total de la muestra.

Tal y como se explica en Materiales y Métodos, suponemos que una poblacién de
scans que tiene el mismo peso estadistico se comporta siguiendo una distribucién normal.
Esta hipétesis se puede comprobar analizando la presencia de ‘“outliers”. Para ello, las
varianzas locales estimadas a nivel de scan, péptido y proteinas se usaron para calcular los
logy-ratios promedios de péptidos y proteinas, y la gran media, usando las ecuaciones 3-5
descritas en el apartado de Material y Métodos. La presencia de outliers a nivel de scan se
detectd analizando la presencia de scans que presentaban una desviacion excesiva en su logs-
ratio con respecto al promedio del péptido correspondiente. La probabilidad de que un scan
se desvie del promedio del péptido se calculd usando la ecuacién 9, y su correspondiente tasa
de error (FDRps) con la ecuacién 12. Visualmente se inspeccionaron las determinaciones
con una FDRg,; mas bajas que el 10 %. La ausencia de outliers a nivel de scan indica que
todos los scans que cuantifican un mismo péptido muestran las desviaciones esperadas en
torno a la media del péptido, es decir, que se comportan como si pertenecieran a una misma
distribucién normal con varianza homogénea y constante y, por tanto, todos ellos se pueden
usar para un correcto andlisis estadistico. En nuestro caso, el experimento de pre-
condicionamiento isquémico no presentd ningin oulier a nivel se scan (Figura 18A), sin
embargo, en el experimento de cerdo post-infeccion viral de la Universidad de Cérdoba si
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que se detectaron 30 outliers, aunque pueden considerarse muy pocos en comparacién con
los miles de scans analizados del total del experimento (Figura 18B).
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Figura 18. Andlisis de “outlier” a nivel de scan, con una tasa de error 10% (FDRqps). (A)
Experimento de cuantificacién con marcaje isotépico con 0'°/0'®, en muestra de - pre-condicionamiento
isquémico en miocardio de rata. (B) Experimento del proteoma de ganglio linfitico de cerdo post infeccién
viral. Puntos negros: “outliers”.
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Figura 19. Andlisis de “outlier” a nivel de péptido, con una tasa de error 10 % (FDRqp). (A)
Experimento de cuantificacién con marcaje isotopico con O16/018, en muestra de pre-condicionamiento
isquémico en miocardio de rata. (B) Experimento del proteoma de ganglio linfatico de cerdo post infeccién
viral. Puntos negros: “outliers”.

Del mismo modo se realizé un anélisis de los outliers a nivel de péptido, es decir, las
cuantificaciones de los péptidos que se desviaban significativamente del promedio de sus
proteinas correspondientes. Para ello, se calculd la tasa de error a nivel de péptido, FDR,
con las ecuaciones 10 y 13. En el experimento de pre-condicionamiento isquémico sélo se
detectaron dos outliers, por lo que, de la misma manera que ocurria a nivel de scan, se puede
asumir que todos los péptidos tienen un mismo error constante y que se distribuye
normalmente (Figura 19A). Por el contrario, en el experimento de comparacion del proteoma
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de ganglio linfético tras una infeccion viral se detectaron 18 outliers, aunque viene siendo un
nimero muy bajo en comparacion con el total de péptidos cuantificados (Figura 19B).

Desde el punto de vista estadistico, un outlier a nivel de proteina significa un cambio
de expresion y se detectaria usando la misma estrategia seguida a nivel de péptido y scan.
Sin embargo, un andlisis mas exhaustivo a nivel de proteinas nos llevé a detectar cambios
falsos de expresion debido a la metodologia usada basada en los cortes del gel para digerir
las proteinas. En algunas fracciones detectamos la misma proteina, ya que al cortar el gel
algunas bandas de proteinas se dividian en fracciones consecutivas. Este fenémeno llevé a
que la cuantificacion de algunas proteinas fue diferente dependiendo de la fraccidn en que se
encontraban. Para analizar a qué proteinas afectaba el efecto de corte del gel, se estudid la
distribucion de los logy-ratios de las proteinas de acuerdo con la varianza estimada para cada
una de ellas. El log,-ratio a nivel de proteina (x,) se transformé en valores de desviacion
estandar (z,) restando la gran media y dividiendo por la desviacién estandar, por ejemplo, z,
= (xq.x).(wq)m. . Estos valores normalizados a nivel de proteina se espera que tengan la
misma desviacién estdndar, independientemente del peso estadistico asociado al log,-ratio.
Se analizaron las proteinas que se repetian en distintas fracciones del gel, eligiendo las tres
que presentaban un mayor valor de peso estadistico (w,); puesto que el peso estadistico
depende de la intensidad de la sefial y del nimero de péptidos, es razonable esperara que las
fracciones con mayor peso estadistico sean las que tengan mayor cantidad de proteina. En el
experimento de pre-condicionamiento isquémico se observd que claramente habia proteinas
que se desviaban de su valor real de la cuantificacién, seglin en la fraccién en que se
encontraran (Figura 20). Estas proteinas tendrian que ser tratadas de manera especial en el
andlisis global, y estudiarlas por separado analizando m4s en profundidad cual serfa su valor
real de logy-ratio observando su comportamiento en cada fraccion. También se analizé el
experimento del perfil de expresion diferencial de la infeccion porcina con PCV2,
observandose que, en este caso, el efecto de corte del gel era mucho menos acusado (Figura
21). Estas diferencias pueden ser debidas a diferencias en la naturaleza de la muestra, asi
como a la posible degradacion proteolitica de la muestra durante su manipulacion.
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Figura 20. Efecto de cortes en gel SDS-PAGE en la cuantificacién de las proteinas con marcaje
isotopico con 0'°/0'"® en pre-condicionamiento isquémico en miocardio de rata. Los puntos unidos por lineas
representan las tres medidas de peso estadistico para una misma proteina. Las lineas que interceptan o se
acercan a la linea 0 en alguno de los puntos que las une se interpretan como cambios que con esta medida no se
pueden afirmar. (A) proteinas que disminuyen su expresion; (B) el total de la muestra; (C) proteinas que

aumentan su expresion.
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Figura 21. Efecto de cortes en gel SDS-PAGE en la cuantificacién con marcaje isotopico con 0'9/0"
en el proteoma de ganglio linfatico porcino infectado con infeccién virica con PCV2. Las lineas que interceptan
o se acercan a la linea 0 en alguno de los puntos que las une, se interpretan como cambios que con esta medida

no se pueden afirmar. . (A) proteinas que disminuyen su expresion; (B) el total de la muestra; (C) proteinas que

aumentan su expresion.
membrana mitocondrial de cardiomiocitos de rata sometidas a un pre-condicionamiento

Finalmente, una vez comprobadas todas las fuentes de error posibles que afectaban al
isquémico, en comparacién con ratas normoxicas. En total, se cuantificaron 3195 MS/MS,

estudio global del experimento, se analizaron los cambios de expresién en el proteoma de
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que correspondian a 592 péptidos unicos y a 202 proteinas unicas (Figura 22). El anélisis
estadistico revel6 un aumento significativo de expresion en 34 proteinas de membrana y una
disminucién de expresion en 31 proteinas de membrana, la mayoria relacionadas con el
metabolismo energético.
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Figura 22. Andlisis de los cambio de expresion significativos en el estudio de pre-condicionamiento
isquémico en miocardio de rata. Los puntos negros representan las proteinas que cambian de expresién con una
tasa de error 1%.

La mayoria de las proteinas que cambian de expresion pertenecen a los complejos I,
IL, Il y IV de la cadena de transporte de electrones. Dentro de las proteinas que aumentan su
expresion debido al tratamiento de pre-condicionamiento isquémico, aparecen las proteinas
4, 7 y 8 NADH-deshidrogenasa de Fe-S, la subunidad de 75 kDa de la ubiquinona
oxidoreductasa y la NADH-deshidrogenasa 1 del subcomplejo B, que pertenecen al complejo
I. Otras proteinas que aumentan su expresion intervienen en el proceso de B-oxidacién de los
4cidos grasos, como la cadena larga de la acetil-CoA deshidrogenasa, la 3,2-trans-enoyl-CoA
isomerasa y la 2, 4-dienoyl-CoA reductasa. Y aumentan también subunidades proteicas (O,
G, D y B) de la ATP sintasa mitocondrial, tres proteinas del catabolismo de los amino4cidos,
dos proteinas de respuesta a estrés oxidativo y cuatro proteinas del ciclo de Krebs, entre otras
(Tabla 1). En cuanto al grupo de proteinas que bajan su expresién al tratamiento de pre-
condicionamiento isquémico de los cardiomiocitos, 11 proteinas pertenecen a los complejos
de la cadena respiratoria, incluyendo NADH-deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa y
citocromo c oxidasa, entre otras; y proteinas muy comunes del ciclo de Krebs, incluyendo
isocitrato deshidrogenasa y piruvato deshidrogenasa; las subunidades alfa y beta de la ATP
sintasa mitocondrial, etc (Tabla 2). El hecho de que la mayoria de los cambios de expresion
estan relacionados con el metabolismo energético apoya la idea de que estos cambios de
expresion son especificos y reflejan cambios debidos al acondicionamiento isquémico. La
relevancia bioldgica de los cambios observados se comenta en la Discusion.
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Resultados y Discusion

7. DISCUSION

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte a nivel mundial y
se prevé que van a seguir siéndolo en el futuro préximo. Se estima que unos 17.5 millones de
personas murieron de enfermedades cardiovasculares en 2005 (Figura 23), lo que representa
el 30% de todas las defunciones mundiales. Esto hace mds que pertinente el realizar
diferentes tipos de abordajes y aunar esfuerzos en todas direcciones.

Communicable diseases,
maternal and perinatal
conditions and nutritional

, deficiencies

N, 30%

Cancer + Chronic
respiratory diseases +
Diabetes

22% “, /

f I', Injuries 9%

Other chrenic

Cardiovascular diseases 30% -
diseases 9%

“Globally, cardiovascular diseases are the number one cause of death and
is projected to remain so. An estimated 17.5 million people died from
cardiovascular disease in 2005, representing 30 % of all global deaths”.

) World Healt!

Organizatio

Figura 23. Distribucién porcentual de las enfermedades cardiovasculares a nivel mundial segin la
OMS en 2005. Mundialmente, las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte y se prevé
que va a seguir siéndolo. Se estima que unos 17,5 millones de personas murieron de las enfermedades
cardiovasculares para el 2005, lo que representa el 30% de todas las defunciones mundiales.

En 4nimos de contribuir al entendimiento de esta afeccién las nuevas técnicas en
Protedmica, las que actualmente y de forma dindmica contindan en desarrollo, demuestran
ser herramientas muy utiles. Esto en contrastes con la informacién que se obtiene de otros
tipos de abordajes a nivel molecular, por dar un ejemplo las demas Omicas como la
gendémica. Actualmente continua siendo un reto el desarrollo de la protedmica a nivel de
identificacion de proteinas de forma fiable y esto se torna aun mds dificil si nos referimos a
una Protedmica cuantitativa.

Las carencias de la Protedmica a nivel de las identificaciones hacen necesario el
replantearse nuevas estrategias para garantizar mayor fiabilidad en la identificacién de
proteinas. Los métodos aqui empleados y desarrollados en nuestro laboratorio son en la
practica mds robustos en comparacion a los que se emplean actualmente. Esto, en cuanto al
rigor en el proceso de identificacién de proteinas a la luz de las exigencias de la protedmica
actual. Al respecto, existen una serie de detalles e innovaciones técnicas en este trabajo que
se comentardn brevemente en el siguiente apartado.



Resultados y Discusion

7.1. Innovaciones tecnoldgicas para el estudio del proteoma de
membrana mitocondrial

Resulta que, al momento de hacer el andlisis a través de MS/MS surgen otros retos de
instrumentacién con lo que tenemos que trabajar. Es por ello que es importante desarrollar
diferentes estrategias en cuanto al acoplamiento de HPLC y MS/MS. En este trabajo se
demuestra el rendimiento y la utilidad de una configuracién doble que permite utilizar el
sistema siguiendo dos modelos diferentes de acoplamiento. Cada modelo tiene sus ventajas y
desventajas. Esto depende del trabajo a realizar y la necesidad particulares del andlisis.
Partiendo que cada muestra tiene sus caracteristicas particulares y dependiendo de su
procedencia, es importante saber que modelo de acoplamiento facilita el trabajo para que el
complejo de acoplamiento HPLC y MS/MS este dando servicio de forma interrumpida.

Las caracteristicas que favorecen la obtencién de una serie de espectros de
fragmentacién y que en otros modelos no se logran se deben a la disposicidon de cada una de
las partes que lo componen y su estricto orden de acoplamiento. Es decir que debido a la
forma en que se han dispuesto las conexiones y los aditamentos que la componen son un
factor determinante para lograr el objetivo de andlisis en este tipo de aproximacion
protedmico. En nuestro caso particular, el disponer de dos plataformas de equipos similares
en cuanto a modelo y procedentes de la misma casa comercial (Termo Ficher) permiti6 hacer
comparaciones en las dos configuraciones usadas. Uno de los problemas a resolver antes de
hacer la espectrometria de masas es la limpieza de la muestra previa a la ionizacién. Para
garantizar el que la muestra este en condiciones de limpieza optima, antes de ser ionizadas,
fue necesario el disefiar y establecer un arreglo o composicion particular que nos permitiera
al cargar la muestra (LOAD) un estadio de lavado durante la primera intervencion de fase
reversa con un tiempo de duracién de 10 minutos. Esto fue posible gracias al acoplamiento
de dos columnas, seguidas, una de la otra, pero controladas por una valvula. Esto, en los
modelos retados favorecio el que algunas pudieran ser lavadas por espacio de 10 minutos a
través de un proceso previo al inicio del gradiente y a la ionizacidn.

Como se ha comentado en Resultados, utlizando una valvula adicional hemos
disefiado una configuracion que permite el tener las prestaciones de los dos modelos
anteriores identificados como A y B que caracterizaba a cada uno de los acoplamientos por
separado. Esta dualidad amplia las posibilidades de analizar muestras y a su vez, permite
hacer el procesamiento de las muestras a través del HPLC-MS de forma no interrumpida 24
horas al dia los siete dias a la semana y por periodo prolongado de tiempo. Uno de los
modelos, el que favorece el de lavado previo a la ionizacién, garantiza el tener el equipo
funcionando por més tiempo de forma consecutiva. Esto porque favorece un flujo de
volumen mads alto por todas las vias del trayecto de la muestra. Esta peculiaridad permite el
pinchar o cargar las muestras con mucha concentracion de péptidos de forma consecutiva y
es particularmente Util para el andlisis masivo desatendido de proteomas.

Si el objetivo es identificar una proteina en baja concentracién o caracterizar de
forma inequivoca la presencia o ausencia de un determinado péptido o proteina, es
conveniente utilizar la configuracién alternativa. En esta configuracion el sistema de
inyeccion de la muestra estd en linea con el sistema de andlisis, de manera que no tiene lugar
ninguna pérdida de material inyectado al suprimirse la etapa de lavado previo. Sin embargo,
esta configuraciéon no permite un lavado exhaustivo, siendo necesario por tanto, realizar
muchos blancos entre muestras para evitar problemas de contaminacion cruzada. Esta
configuracion es adecuada para el andlisis especifico de determinadas proteinas (como las
conexinas analizadas en este trabajo) o para la caracterizaciéon de modificaciones
postraduccionales.

A la versatilidad de estas configuraciones hay que afadir la versatilidad que permite
la trampa i6nica lineal como analizador. Este equipo permite hacer barridos muy rdpidos, y
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ello permite mucha flexibilidad a la hora de programar los modos de barrido dependiendo
del tipo de andlisis que se quiera realizar. En este trabajo hemos puesto a punto un método
de barrido que hemos denominado SMIM (monitorizacién selectiva de iones en modo
fragmentacién), que consiste en llevar a cabo un espectro de fragmentacién continuo y “a
ciegas” sobre un i6n precursor seleccionado a priori correspondiente a un determinado
péptido que se quiere monitorizar. Debido a la rapidez de la trampa, cuando el péptido en
cuestién eluye de la columna de HPLC durante el gradiente, es monitorizado por la trampa
durante varios ciclos. Ello permite obtener varios espectros de fragmentacion consecutivos
de ese mismo péptido, que al promediarse permiten un aumento considerable de la razén
sefial/ruido, incrementandose asi notablemente la sensibilidad. Por otra parte los espectros de
fragmentacion MS/MS o incluso de fragmentacién miultiple permiten identificar
inequivocamente la presencia (o ausencia) del péptido que se quiere analizar. Si la secuencia
del péptido seleccionado es tnica (como es el caso de los péptidos que se han elegido en este
trabajo para monitorizar la presencia de Cx43 y Cx32) entonces el método permite la
identificacién inequivoca y altamente especifica (especificidad muy superior a la obtenida
con anticuerpos) de proteinas determinadas en mezclas muy complejas como el proteoma
mitocondrial.

En este trabajo se propone un método alternativo para llevar a cabo andlisis de
identificacién y cuantificacion de proteinas a escala masiva utilizando cromatografia
multidimensional. La salvedad del método que proponemos es que en vez de digerir las
proteinas conjuntamente y separar los péptidos mediante cromatografia multidimensional, en
nuestro método las proteinas son primero fraccionadas por SDS-PAGE y los péptidos de
cada fracciéon son analizados en una unica carrera cromatografica en tidndem con
espectrometria de masas. La técnica es de aplicabilidad universal, pero es particularmente
idénea para analizar proteinas de membrana, ya que el uso de SDS como agente
solubilizante no es icompatible con el proceso posterior de la muestra. Las proteinas se
separan eficazmente en el gel en presencia de SDS, que es eliminado posteriormente del
mismo, y los péptidos de las zonas accesibles de las proteinas de membrana son digeridos
por la tripsina y liberados fuera del gel, pudiendo ser sometidos a andlisis.

Otra de las ventajas de la técnica es que todos los péptidos de la misma proteina salen
en la misma fraccién, simplificindose asi considerablemente el proceso de identificacién y
cuantificacién de las proteinas a partir de los péptidos. Por otra parte la digestion en gel es
un proceso que permite obtener los péptidos en un medio 100% compatible con su andlisis
directo por espectrometria de masas. Por otro lado, la técnica permite ir analizando el
proteoma por partes, de forma que se pueden ir identificando cambios de expresion a medida
que se va analizando el proteoma sin necesidad de esperar a tenerlo analizado
completamente. Por dltimo, la técnica permite repetir o confirmar cambios de expresion
sobre proteinas concretas, sin necesidad de repetir el anélisis del proteoma completo.

En este trabajo demostramos que es posible llevar a cabo experimentos de andlisis
masivo después de la separacion de proteinas por SDS-PAGE y la digestién en gel. De
hecho la eficiencia de digestion (calculada como fraccién de péptidos no conteniendo cortes
tripticos internos) es comparable a la obtenida mediante digestién en solucién en otros
trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio.

Uno de los problemas de esta técnica es que el proceso de corte de las diferentes
fracciones del gel puede dar lugar a cambios de expresion artifactuales, ya que puede quedar
algo mds de proteina en una fraccién que en otra. Afortunadamene, y como mostramos en
este trabajo, este factor se puede controlar analizando los cambios de expresion de la misma
proteina cuando aparce en diferentes fracciones consecutivas. Las proteinas que muestran
“efecto de corte” se pueden confirmar facilmente analizando de nuevo la muestra después de
haber cortado el gel siguiendo una pauta de cortes diferentes.
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Otro factor que hemos controlado en este trabajo es la eficiencia de marcaje de los
péptidos. Como se ha comentado en Material y Métodos, este pardmetro se controla
mediante un algoritmo que se lleva a cabo de forma automética mediante el programa
QuiXoT. El control de la eficiencia de marcaje permite detectar inmediatamente cualquier
variacién durante el proceso de marcaje enzimdtico, y ha sido el que ha permitido poner a
punto la técnica para poder cuantificar de forma fiable proteinas de membrana. Uno de los
pardmetros criticos es el control del pH durante la etapa del marcaje y también durante toda
la manipulacién posterior de la muestra. El control de la eficiencia de marcaje en cada uno
de los péptidos cuantificados fue un pardmetro critico a controlar en cada pareja de péptidos
analizados para obtener un protocolo de marcaje apropiado y para obtener resultados
cuantitativos consistentes. En otras técnicas de marcaje, como por ejemplo por SILAC
(Trauman y col., 2008) o el iTRAQ (D’ascenzo y col., 2008), también se ha descrito la
importancia de controlar la eficiencia de marcaje. En esos casos la eficiencia de marcaje se
calcula de forma global, mientras que la ventaja de nuestra metodologia consiste en el
control de la eficiencia de marcaje de cada péptido de manera individual.

La fiabilidad de la cuantificacion en un experimento de proteémica de alto
rendimiento depende en gran medida del modelo estadistico empleado, el cual permite
decidir si un cambio es verdadero o artefactual. En la actualidad dichos modelos estdn muy
poco desarrollados y la mayoria carecen de experimentos a gran escala que validen la
hipétesis nula, dando lugar a cambios de expresion falsos. En el laboratorio se desarrollé un
modelo estadistico novedoso (Pedro Navarro, Tesis Doctoral en curso). Dicho modelo es de
tipo jerdrquico, es decir, las medidas a nivel de scan repercuten a nivel de la cuantificacién
de los péptidos y estos a su vez en la cuantificacion de las proteinas. Asimismo, se tienen en
cuenta las fuentes de varianza a cada nivel de cuantificacién, como son el ajuste del espectro,
y varianzas a nivel de scan, péptido y proteina. A diferencia de otros trabajos descritos en la
literatura dedicados a protedmica cuantitativa, en nuestro modelo se identifican dos fuentes
principales de artefactos a nivel de péptido, como son la oxidacién de metioninas y las
digestiones parciales, las cuales se producen en un grado variable en las muestras control y
tratada, afectando la fiabilidad de la cuantificacién. Ademas, se considera que las varianzas
asociadas a las 3 fuentes de error en cada uno de los niveles de cuantificacién son constantes
y homogéneas para toda la poblacién de scans, péptidos y proteinas dentro de un mismo
experimento. De esta forma, no hay “ourliers” a nivel de scan, y el nimero de “outliers” a
nivel de péptido es despreciable. En este sentido, es importante destacar que dicho modelo
estadistico se desarroll6 para digestiones en solucién, mientras que en el presente trabajo se
ha aplicado a muestras separadas en gel, el cual se dividid en fracciones, digiriendo y
marcando cada fraccion por separado. En este caso el efecto corte constituye una fuente
adicional de error y estamos desarrollando un método para detectarlo eficazmente.

Aplicando dicho modelo a un experimento control de marcaje de la muestra contra si
misma, sélo se identifica un cambio de expresion falso entre mds de un millar de proteinas
cuantificadas (Pedro Navarro, Tesis Doctoral en curso). Sin embargo, en nuestro caso, al
aplicar el modelo a las muestras con precondicionamiento isquémico, hemos sido capaces de
identificar 40 cambios de expresion estadisticamente significativos. Hay diversas razones
que nos llevan a pensar que estos cambios de expresion reflejan acertadamente alteraciones
en la concentracion de esas proteinas durante el proceso de precondicionamiento. Por un
lado, en un experimento de prueba a pequena escala de un proteoma contra si mismo no
detectamos ningin cambio de expresion significativo. Por otro lado, no se detecta ningtin
outliere a nivel de péptido, lo que indica que todos los péptidos estin cuantificando su
proteina respectiva de la misma manera y no hay artefactos en este sentido. Finalmente, hay
algunas proteinas que son cuantificas por varias subunidades diferentes, y en todas ellas se
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detecta el mismo cambio de expresion. Todos estos detalles apoyan la robustez del método
de cuantificacién desarrollado en este trabajo.

7.2. Implicaciones de los resultados con Cx43 y Cx32 en el
precondicionamiento isquémico

Se ha demostrado que la Cx43 se expresa en los cardiomiocitos (Schulz et al., 2004)
y estd implicada en la cardioproteccién por mecanismos atn desconocidos. La Cx43 se ha
localizado principalmente en la membrana plasmadtica, a nivel de los discos intercalados (DI)
del miocardio ventricular. Sin embargo, se ha demostrado que la participacion de Cx43 en
cardioproteccion es independiente a la funcién mds conocida de esta proteina de establecer
comunicaciones intercelulares (Padilla y col., 2003).

Las mitocondrias juegan un papel clave en los mecanismos de cardioproteccién por
precondicionamiento isquémico o farmacolégico. Diversas aproximaciones usando
inmunodeteccion han sugerido la presencia de Cx43 en mitocondrias. Sin embargo, hasta
ahora, ningiin estudio de proteémica mitocondrial ha detectado Cx43 (Sickmann y col.,
2003; Forner F, y col., 2006). Con el objetivo de demostrar la presencia de Cx43 en
mitocondrias de corazén por métodos independientes del uso de anticuerpos, en el presente
trabajo separamos el proteoma mitocondrial por SDS-PAGE, se recorté la zona
correpondiente a la Cx43, se digiri6 el gel, y los péptidos se pincharon en la trampa iénica, la
cual se program6 en modo SMIM para detectar péptidos especificos de la Cx43 a lo largo de
todo el gradiente cromatografico. De esta forma, al concentrar toda la potencia del equipo en
iénes especificos, logramos una mayor sensibilidad en el andlisis, siendo capaces de obtener
espectros de fragmentacion que demuestran de forma inequivoca y concluyente la presencia
de esta proteina en mitocondrias.

Por otro lado, experimentos con ratones transgénicos Cx43KI32 han demostrado que
es la Cx43 y no otra la responsable de la cardioproteccion, ya que el precondicionamiento
isquémico no tiene lugar en estos animales donde se ha sustituido la Cx43 por la Cx32
(Garcia-Dorado y col., 1997). Sin embargo, no se sabe si al igual que la Cx43, la Cx32 se
trasloca a la mitocondria cardiaca. Por tanto, el objetivo del trabajo fue intentar detectar
Cx32 en mitocondria de corazén mediante espectrometria de masas. En el presente trabajo,
utilizando la misma aproximacién que para confirmar la presencia de Cx43, se demuestra
inequivocamente la presencia de Cx32 en la membrana mitocondrial de higado de ratones
Cx43KI32 (empleado como control positivo), mientras que no se detecta en la membrana
mitocondrial de corazén de ratones Cx43KI32.

Este resultado apoya el papel especifico de la Cx43 en la génesis de los procesos de
precondicionamiento isquémico del corazén. En este sentido, cabria la posibilidad de que la
Cx43 estuviera relacionada con la generacion de ROS mitocondriales, los cuales son
considerados como desencadenantes de la  cardioprotecciéon inducida  por
precondicionamiento, y también con la apertura del poro de transicién mitocondrial se ha
sugerido como efector final del precondicionamiento.

7.3. Implicaciones fisioldgicas de los cambios en los niveles
de proteinas detectados en el precondicionamiento
isquemico

El primer trabajo donde se describe el efecto protector del precondicionamiento

isquémico (PC) frente a la muerte de cardiomiocitos inducida por reperfusion data de 1986
(Murry y col., 1986). Sin embargo, hasta ahora, y a pesar de la gran importancia clinica del
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PC, el proteoma del miocardio precondicionado no ha sido caracterizado de manera
exhaustiva. Por esta razén, las herramientas desarrolladas por el grupo para protedmica
cuantitativa a gran escala se aplicaron en el presente trabajo al estudio de los mecanismos
moleculares responsables del efecto protector del precondicionamiento isquémico frente a
episodios de isquemia-reperfusion.

En los estudios previos mds extensos de protedmica que conocemos hasta la fecha
sobre precondicionamiento este proceso se induce de forma farmacolégica con adenosina o
diaz6xido en miocardio de conejo. Las proteinas del tejido se fraccionaron en dos
subproteomas: extracto citosdlico y extracto enriquecido en miofilamentos; los perfiles
proteicos se obtuvieron mediante electroforesis bidimensional y por espectrometria de masas
se identificaron alrededor de 130 proteinas tnicas, de las cuales cambiaban de forma
significativa unas 20. La mayoria de esas proteinas estaban involucradas en procesos de
energética mitocondrial (Arrel y col., 2006).

Con el objetivo de reducir el rango dindmico de la muestra, permitiendo asi un
andlisis mds profundo del proteoma, en el presente trabajo nos hemos centrado en el estudio
del proteoma de mitocondrias aisladas, ya que se ha demostrado que este organelo subcelular
juega un papel central en los mecanismos de cardioproteccion. La complejidad de la muestra
se redujo mds atn al fraccionar el extracto mitocondrial por SDS-PAGE, lo cual también
contribuy6 a una mayor limpieza de la muestras previo al andlisis por MS. De esta forma, en
el presente trabajo logramos identificar unas 400 proteinas mitocondriales unicas, lo cual,
teniendo en cuenta que en la actualidad se conocen alrededor de 600-700 proteinas
mitocondriales (Westerman y Neupert, 2003), habla a favor de nuestras aproximaciones
protedmicas en cuanto a la profundidad del analisis en comparacién con otros autores.
Adicionalmente, el trabajo de (Arrel y col.,, 2006) se basa en el uso de electroforesis
bidimensional, la cual es conocida por su poca reproducibilidad y por no ser apta para el
analisis de proteinas de membrana, que tienden a precipitar durante la separacién en la
primera dimension por isoelectroenfoque (IEF). En este trabajo, gracias al uso del SDS-
PAGE, alrededor del 45% de las proteinas identificadas son proteinas de membrana
mitocondrial. Aunque nuestro estudio constituye el analisis protedmico méds completo de
todos los existentes hasta la fecha sobre precondicionamiento, el abordaje es todavia
limitado y la mayoria de las proteinas detectadas son proteinas abundantes. Aunque las
estrategias tipo SMIM, utilizadas para la identificacidon altamente especifica de proteinas
concretas, podrian aumentar la sensibilidad de andlisis, estas estrategias sélo pueden llevarse
a cabo sobre un nimero limitado de proteinas en un mismo andlisis y no son por tanto ttiles
para el estudio masivo de proteomas. Para profundizar mds en el estudio del proteoma
mitocondrial serd necesario desarrollar nuevos métodos que permitan una cobertura de
identificacion mayor del proteoma y también una mejora en la calidad de las
identificaciones.

Por otro lado, con nuestra aproximacién hemos sido capaces de cuantificar unas 200
proteinas mitocondriales y hemos detectado cambios de expresion significativos en
alrededor de 75 proteinas, la mayoria de las cuales estdn implicadas principalmente en
fosforilacion oxidativa y disfuncién mitocondrial (Figura 24).
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Figura 24. Histograma de andlisis por el Programa Ingenuity (Canonical Pathways-b)

Segun nuestros resultados, el precondicionamiento isquémico reduce los niveles de
dos componentes del ciclo de Krebs como la isocitrato deshidrogenasa
(swIQ99NASIIDH3A _Isocitrate dehydrogenase) y dos enzimas del complejo de la piruvato
deshidrogenasa (swIP26284IODPA Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha;
swlQ8BKZ9IODPX_Pyruvate dehydrogenase protein X component). Ambas enzimas
ademds de ser reguladoras del ciclo, son las encargadas de la generacién de NADH que
alimenta la cadena de transporte electrénico mitocondrial (CTEM). Asimismo, se detectd un
incremento de la piruvato deshidrogenada kinasa 2 (swlQ64536/PDK?2_[Pyruvate
dehydrogenase [lipoamide]] kinase isozyme 2), encargada de inhibir el complejo de la
piruvato deshidrogenasa a través de la fosforilacién de la subunidad E1 de dicho complejo.
En conjunto, estos datos sugieren una disminucién en la velocidad del ciclo de Krebs y un
menor flujo de equivalentes de reduccién hacia la CTEM en el corazén de las ratas
precondicionadas.

Adicionalmente, nuestros datos indican una disminucién en los niveles de las
proteinas componentes de los complejos de la CTEM, sugiriendo una inhibicién en la
respiracion mitocondrial en el corazén de ratas precondicionadas. La mayor disminucion se
observé a nivel del complejo IV (swIP10888ICOX41 Cytochrome c oxidase subunit 4
isoform 1), que es el dltimo componente de la cadena de transporte electrénico mitocondrial
y es el que proporciona la mayor fuerza que impulsa la transferencia de electrones desde el
NADH hasta el oxigeno molecular (Rawn, 1989) (Figura 25). Es llamativo el hecho de que,
aunque otras enzimas del complejo I de la CTEM, asi como del ciclo de Krebs, también
fueron detectadas, estas proteinas o bien no presentaron cambios o bien mostraron un
aumento de expresion, indicando que los componentes de un mismo complejo no se
modulan de la misma forma, lo cual concuerda con resultados descritos por otros autores
(Arrel y col., 2006).

Por otro lado, seglin nuestros datos, el precondicionamiento isquémico reduce los
niveles de los dos componentes fundamentales de la subunidad catalitica (F1) de la ATP
sintasa (swIP15999IATPA_ATP synthase subunit A; swIP10719IATPB_ ATP synthase
subunit B). En el corazén la ATP-sintasa sintetiza ATP en condiciones normales, pero



Resultados y Discusion

paradéjicamente, en condiciones de isquemia causa hidrdlisis de ATP (Jennings RB, y col.
1991), lo cual agrava el funcionamiento del corazén isquémico. Por tanto, nuestros
resultados sugieren que, a través de la disminucién de los niveles de la subunidad catalitica
de la ATP-sintasa, el PC reduce la hidrélisis innecesaria de ATP en los periodos de
isquemia, protegiendo de esta forma al miocardio. A esto se une un incremento en los
niveles de creatin quinasa, la enzima que cataliza la transferencia reversible de fosfato entre
el ATP y el fosfégeno creatina, el cual actiia de reserva energética en casos de escasez de
ATP.

La ventana de tiempo empleada para producir el precondicionamiento isquémico en
el presente trabajo no es suficiente para detectar cambios en la expresion de genes. Con lo
cual, las diferencias observadas en los niveles de las proteinas podrian deberse mds bien a
procesos de protedlisis, a cambios en la localizacion subcelular o a modificaciones post-
traduccionales de las proteinas analizadas. De todos modos, es un hecho comprobado, que
estos tiempos cortos son suficientes para producir protecciéon miocardica. Aunque los
mecanismos subyacentes a este tipo de proteccion “temprana” no se conocen, se ha
demostrado que los ROS mitocondriales estin involucrados en este proceso (Pain y col.,
2000; Heinzel y col., 2005), al igual que la apertura de canales de K+ mitocondriales
dependientes de ATP (mKATP). Incluso existen evidencias que apuntan a una inter-relacién
entre ambos efectores (Lebuffe y col., 2003; Pain y col., 2000).

Nuestros datos son consistentes con resultados de otros autores que logran mimetizar
el precondicionamiento con compuestos que inhiben la CTEM (Riepe y col., 1996; Park y
col.,, 1997; Rakhit y col.,, 2001). Como consecuencia, se podria producir un modesto
incremento en la produccién de ROS, los cuales a su vez podrian provocar desacoplamiento
mitocondrial actuando sobre proteinas desacopladoras UCPs (Brand y Esteves, 2005) o
sobre mKATP (Lebuffe y col.,, 2003; Pain y col., 2000). Ademds, el incremento de la
adenilato kinasa observado en nuestro trabajo en los animales precondicionados podria
aumentar la formacién de AMP, lo cual a su vez provocaria una apertura del poro de
transicién de la permeabilidad mitocondrial (PTPM) (Halestrap y col., 2004). En linea con
esta hipdtesis obtenemos una ligera disminucién de citocromo C en las mitocondrias de los
animales precondicionados, sugiriendo una liberacion de citocromo C por la mitocondria en
estos animales. Aunque la apertura total del PTPM ha estado ligado al dafio por reperfusion
(Crompton, 1999), evidencias recientes apuntan que una apertura moderada del PTPM
subyace a la cardioproteccion por precondicionamiento (Hausenloy y col, 2004).

Teniendo en cuenta todos estos datos, sugerimos que en el momento de la
reperfusion, al estar las mitocondrias moderadamente desacopladas por los mecanismos
discutidos anteriormente, se atenuaria el drdstico aumento en la generaciéon de ROS que es
conocido por provocar muerte celular (Lefer y Granger, 2000), logrando de esta forma
cardioproteccion. Finalmente, el aumento de los niveles de las proteinas encargadas de la
protecciéon contra ROS (swIP07895] Superoxide dismutase; swlQ9Z0V6IPRDX3_
Thioredoxin-dependent peroxide reductase) en las ratas precondicionadas, muy
probablemente contribuiria a la supervivencia de los cardiomiocitos ante una reperfusion.

Los resultados obtenidos en esta tesis abren el camino a estudios mds profundos
sobre el proteoma de mitocondria de cardiomiocitos que permitan alcanzar un mayor
conocimiento de los mecanismos moleculares subyacentes al proceso de acondicionamiento
isquémico y también de la posible implicaciéon de la Cx43 en este importante proceso.
Ademds de conseguir una mayor profundidad de andlisis protedmico, resultaria muy
interesante analizar los cambios en los niveles de expresion de las proteinas mitocondriales
en respuesta a otros tipos de precondicionamiento, como el producido farmacoldgicamente.
También resultaria muy interesante analizar los cambios en la composicion de proteinas
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producidos en este proteoma cuando se sustituye la Cx43 por la Cx32. Estos estudios ya han

comenzado y estdn llevandose a cabo en nuestro laboratorio.
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8. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Las nuevas tecnologias que se han desarrollado permiten la deteccién de
proteinas individuales en mezclas muy complejas de forma altamente
especifica y la identificacion y cuantificacion diferencial a escala masiva de
los componentes del proteoma de la membrana mitocondrial de
cardiomiocitos.

La conexina 43 estd presente en la membrana mitocondrial de cardiomiocitos
de rata. Cuando la conexina 43 es sustituida por la conexina 32 en un modelo
animal del tipo knock in/out, la conexina 32 no estd presente en la membrana
mitocondrial de cardiomiocitos, mientras que si estd presente en la membrana
mitocondrial de hepatocitos. Estos resultados refuerzan la hip6tesis de que la
conexina 43 estd implicada en el precondicionamiento cardiaco.

Se han identificado mds de 400 proteinas mitocondriales en cardiomiocitos de
rata, siendo la mayoria de ellas proteinas integrales de membrana. Cerca de
70 proteinas de la membrana mitocondrial de cardiomiocitos, entre mas de
200, muestran cambios de expresién significativos en respuesta a un
tratamiento de precondicionamiento isquémico. La mayoria de dichas
proteinas estdn implicadas en fosforilacion oxidativa y procesos de disfuncién
mitocondrial. Este es el estudio protedémico sobre el precondicionamiento de
miocardio mds completo hasta la fecha.

El precondicionamiento isquemico del miocardio reduce los niveles de la
isocitrato deshidrogenasa y de la piruvato deshidrogenasa, dos de las tres
enzimas reguladoras del ciclo de Krebs, y aumenta los niveles de la piruvato
deshidrogenasa kinasa 2, una enzima inhibidora del complejo de la piruvato
deshidrogenasa. Estos datos sugieren que en las ratas precondicionadas
disminuyen la velocidad del ciclo de Krebs y el flujo de equivalentes de
reduccién hacia la cadena de transporte electrénico mitocondrial.

El precondicionamiento isquémico del miocardio reduce los niveles de
proteinas componentes del complejo IV de la cadena de transporte electrénico
mitocondrial, sugiriendo una disminucién en la transferencia de electrones
desde el NADH hasta el oxigeno molecular.

El precondicionamiento isquémico disminuye los niveles de las subunidades
Ay B, componentes fundamentales de la subunidad catalitica F1 de la ATP
sintasa, e incrementa los niveles de creatina quinasa. Estos cambios podrian
tener un efecto protector en el miocardio precondicionado, evitando una
hidrdlisis innecesaria de ATP y aportando una reserva energética durante los
periodos de isquemia.

En los animales precondicionados aumenta el nivel de adenilato quinasa,
enzima implicada en la sintesis de AMP, y disminuye ligeramente los niveles
de citocromo C mitocondrial. Estos datos sugieren una posible apertura del
poro de transiciéon de la permeabilidad mitocondrial y un desacoplamiento
moderado de la mitocondria.

El precondicionamiento isquémico aumenta los niveles de la superdxido
dismutasa y la reductasa de peréxido dependiente de tiorredoxina, dos
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proteinas que contribuyen a la proteccién contra el dafio producido por
especies reactivas de oxigeno.

CONCLUSION FINAL: El efecto cardioprotector del precondicionamiento
isquémico podria deberse a un desacoplamiento moderado de la mitocondria cardiaca que
atenuarfa la muerte celular provocada por la generacién dristica de especies reactivas de
oxigeno durante la reperfusion.
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