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EDITORIAL

“Protedmica”
Una nueva andadura editorial y un reto para la sociedad

La Reunidén Fundacional de la SEProt tuvo lugar el 13 de abril de 2004 y el pasado mes de febrero ce-
lebramos en Valencia el 11 Congreso, en el que pudimos constatar que la sociedad, a pesar de su juventud,
esta totalmente consolidada. En tan sélo tres afios son muchos los proyectos acometidos, tal y como queda
reflejado en la pagina web y en los boletines publicados. Desde esta editorial quiero presentaros uno nuevo
gue, aungue ambicioso, es tremendamente ilusionante: la conversion de nuestro boletin en una revista cien-
tifica en toda regla. Dicho proyecto ha estado siempre en la mente de los miembros de la Junta Directiva,
y mas concretamente de los que forman parte del Comité Editorial. Con este nimero cero que tenéis en
vuestras manos, 1o que parecia una utopia, es ya una realidad. Como lo dificil no es llegar, sino mantenerse
y mejorar, desde aqui hago un llamamiento a todos y cada uno de los socios para que os impliquéis en el
proyecto y contribuyais con vuestros manuscritos.

Ante todo hay que dar las gracias a la Universidad de Cordoba, quien una vez mas, nos ha dado todo
su apoyo. El proyecto sera financiado por el Vicerrectorado de Investigacion y Nuevas Tecnologias, con el
Prof. E. Aguilar Benitez de Lugo a la cabeza, y el Servicio de Publicaciones.

La revista nace, como no podia ser de otra manera, con el nombre de “Protedmica”, siendo los miembros
del Comité Editorial: Juanjo Calvete, Fernando Corrales, Jesus V. Jorrin, Angela Moreno, y Jesus Vazquez.
Se publicaran articulos originales, comunicaciones breves, articulos de revisién, articulos de difusion, opi-
niones, notas, comentarios sobre cualquier aspecto relacionado con la proteémica. Se priorizaran articulos
originales sobre aspectos metodoldgicos o de aplicacién al estudio de sistemas bioldgicos. Incluye informa-
cién sobre nuestra Sociedad, personas, grupos e instituciones que la componen. Como garantia de calidad,
todas las contribuciones seran revisadas por el comité editorial y los articulos originales, las comunicacio-
nes breves y las revisiones seran evaluados cientificamente por uno o dos revisores elegidos por el comité
editorial. Habra una versién impresa, que sera recibida de forma gratuita por los socios de la SEProt y una
version “on-line”, de libre acceso, que aparecera en la pagina web de la SEProt .

Podemos preguntarnos si es necesario una nueva revista y también podemos pensar que no lo es ab-
soluto, pero démonos el beneficio de la duda y una oportunidad, ya que el tiempo dara y quitard razones.
Empezamos planificando dos niimeros por afio, y esperamos que a medio plazo su numero se vea incre-
mentado. Estamos convencidos que la revista tendrd una enorme acogida, en especial entre los grupos
latinoamericanos, aquellos espafioles que hagan sus primeras incursiones en el area, y, sobre todo, entre los
estudiantes de doctorado y postdoctorales jovenes. También serd un vehiculo de ensefianza y transmision
de conocimientos de los grupos con experiencia y trayectoria contrastada.

Por dltimo, y como la preocupacion curricular la tenemos muy presente, la revista tendra un ISSN, lo
que facilitaré su referenciado. Hasta donde lleguemos, en término de indice de impacto, dependera de todos
nosotros, y de nuestro trabajo diario en el laboratorio. EI Comité Editorial, por su parte, no va a escatimar
esfuerzos, dedicacion, y trabajo.

JesUs V. Jorrin Novo



Noticias de la SEProt

Son muchas las noticias surgidas en torno a
nuestra Sociedad desde que, en junio del 2006, pu-
blicamos el ultimo Boletin. De todas ellas os he-
mos tenido puntualmente informados a través de
nuUMerosos correos electronicos o de la pagina web
(http://www.cbm.uam.es/seprot), responsabilidades
que han recaido, respectivamente, en Angela More-
no y Jests Vazquez. Desde aqui nuestro agradeci-
miento al trabajo, nunca bien pagado, de Salvador
Martinez-Bartolomé (web maéster) y Anabel Pozo
(secretaria técnica).

Sin lugar adudas el evento més importante ha sido
la celebracion del 11 Congreso de la SEProt, al que
se le dedica un capitulo en este nimero. Fue todo un
éxito que serd rematado con la publicacion de parte de
los trabajos en el Journal of Mass Spectrometry. Hay
que felicitar a nuestro Presidente y responsable del
Congreso, asi como al resto del Comité Organizador
y a la Secretaria Técnica, con Amparo Martinez a la
cabeza. Todos debemos congratularnos de tener una
Sociedad que, a pesar de su juventud, esta totalmente
consolidada, con un nimero importante de socios, 160,
y que, ademas, posee un enorme dinamismo. Esto no
es Obice para que nos planteemos nuevos e importantes
retos, como es el de lanueva revista Protedmica. Como
nuestro Presidente manifestd durante la Asamblea
General, es hora de ir pensando en la renovacién de
la Junta Directiva. Las fuerzas no son ilimitadas y
el apoltronamiento en los cargos no es una préactica
ni sana ni aconsejable. Es por ello que hacemos un
Ilamamiento a nuestros socios, en especial a los mas
jovenes, para que se aventuren en la presentacion de
nuevas candidaturas y programas que den un mayor
impulso a la Sociedad.

Llama la atencion el elevado nimero de cursos
de proteémica programados durante el Gltimo afo,
en los que la Sociedad junto con otras entidades,
como EuPA y ProteoRed, ha tenido un protago-
nismo importante. Como detras de cada proyecto
e iniciativa hay un nombre, en este apartado hay
que mencionar el de Concha Gil, vocal de nuestra
Sociedad y responsable del “Education Committee”
de la EuPA.

ProteoRed, a la que le dedicamos un capitulo
en este nimero, y cuyo responsable es Juan Pablo
Albar, estd jugando un papel muy importante en el
desarrollo de la proteémica en nuestro pais.
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La puesta en marcha de una politica de becas ha
sido uno de nuestros principales caballos de batalla,
una iniciativa liderada por nuestro tesorero, David
Andreu. Una parte importante de nuestro limitado
presupuesto se ha dedicado a este apartado, a pesar
de que el nimero de solicitudes ha sido minimo.
Esta, en este momento, abierta una convocatoria
cuyo plazo acaba proximamente, y para la que ya
ha habido varias peticiones.

La apuesta por la protedmica como disciplina
0 aproximacion metodologica es, hoy en dia una
garantia de éxito, tanto desde el punto de vista cien-
tifico como laboral. Hay que resaltar que el nimero
de ofertas de trabajo, modalidad de beca o contrato,
es mucho mayor que el de la demanda, y se nota la
falta de gente joven formada en este campo. A través
de nuestra pagina web hemos dado cumplida cuenta
de todas y cada una de estas ofertas, procedentes
tanto del sector publico como del privado.

La SEProt tiene presencia en otras sociedades
y organizaciones, como la EuPA de la que forma
parte, ProteoRed, COSCE y SEBBM. En esta Ul-
tima, nuestro vocal, Fernando Corrales, es uno de
los responsables del grupo de trabajo de Genémica
y Protedmica, y, como tal encargado de organizar la
correspondiente reunion del grupo dentro del proxi-
mo Congreso de la SEBBM, que tendré lugar este
septiembre en Méalaga (http://sebbm.bg.ub.es/XXX-
Congreso/).

La EuPA, Asociacion de Sociedades de Pro-
tedmica Europeas, ha recibido el espaldarazo de-
finitivo durante el pasado congreso de Valencia.
Hay que destacar el papel que nuestra sociedad ha
jugado en su creacion y la presencia de miembros
espafoles en los diferentes comités: Juanjo Calvete
(Funding), Concha Gil y Juan Pablo Albar (Educa-
tion), Fernando Corrales (HUPO), y JesuUs Jorrin
(Conferences and Communication). En este Gltimo
comité se ha trabajado en la puesta en marcha de
una nueva revista, el “Journal of Proteomics”, de la
que, y a modo de primicia, avanzamos que Juanjo
Calvete ha sido propuesto como “Editor in Chief”.
Esperamos que la presencia de grupos espafioles
en los articulos que aparezcan sea también signi-
ficativa.

Por altimo, hacer mencién de otras novedades,
gue aun a pesar de su menor relevancia, no dejan de
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ser importantes. Una de ellas es la puesta en marcha
de una iniciativa en la que esta trabajando Jesus
Vazquez, y que es la organizacion, en los afios entre
congresos, de un “workshop”, dirigido especialmen-
te a, y organizado por, jovenes cientificos.

Recientemente se ha aprobado la siguiente ac-
cién COST “Plant Proteomics in Europe”, de la que
habéis recibido puntal informacién. Esta iniciativa
abre paso a otras futuras como son la de la creacion

de grupos de trabajo enfocados a diferentes aspectos
metodoldgicos o de aplicacion.

La Sociedad, como queda reflejado en nuestra
pagina web, se ha sumado a diferentes iniciativas,
tales como la declaracion de cientificos y técnicos
sobre la aplicacion de la biotecnologia en la mejora
de plantas.

Comité Editorial
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La protedmica: una apuesta fundamental de la Universidad de Cordoba

Enrique Aguilar Benitez de Lugo

Vicerrector de Politica Cientifica, Universidad de Cérdoba

El funcionamiento de los seres vivos plurice-
lulares exige la comunicacion y coordinacion fina
de la actividad de numerosos tipos de células. Y
ello se lleva a cabo a través de numerosas sefiales
gue viajan entre las células. Los neurotransmisores
recorren escasa distancia en la hendidura sinaptica,
mientras que otros compuestos, como las hormonas,
necesitan ser transportadas por el torrente sanguineo
para llegar a sus 6rganos diana. El descubrimiento
de la estructura del ADN por J.D. Watson y F.Crick
(Nature, 1953) abrié una etapa revolucionaria en la
biologia permitiendo el conocimiento de los me-
canismos que regulan la sintesis de proteinas, la
division y diferenciacion celular, las bases mole-
culares de multiples patologias y un largo etc. El
desarrollo de la gendmica alcanza su culmen con la
descripcion del genoma humano y de otras especies
animales y vegetales.

La gendmica, sin embargo, nos ha mostrado
también algunas de sus limitaciones. Los estudios
de identificacion y regulacion de genes no aclaran
gue sucede “a posteriori” con las proteinas, siendo el
estudio de sus modificaciones post-transducionales
un campo nuevo con infinitas posibilidades. Nos
permitird conocer como los diferentes elementos
intracelulares se relacionan entre si y como unas
celulas interaccionan con el resto.

El estudio del proteoma, probablemente mucho
mas complejo que el del genoma, requiere cientifi-
COS inquietos, costosos equipos en permanente re-

novacion y técnicos con elevada formacion. La par-
ticipacion espafiola en el desarrollo de la gendmica
ha sido, de forma general, escasa y no acorde con un
pais que es la octava economia del planeta. Durante
mucho tiempo la clase politica ha minusvalorado la
importancia de las universidades y la investigacion;
mas adn, las propias universidades no hemos sabido
colocar la investigacion en el puesto de mando de
nuestro quehacer diario.

Somos conscientes que las Universidades no
pueden ser excelentes y relevantes en todas las areas
del conocimiento, pero si deben seleccionar con cri-
terios validos y perspectivas de futuro sus opciones.
La protedmica se ha convertido en una de nuestras
apuestas estratégicas de mayor relevancia, gracias
al tesén de algunos de nuestros investigadores mas
responsables que han impulsando la creacién de la
Plataforma Andaluza de Gendmica, Protedmica y
Biocomputacion, la participacion en ProteoRed y la
creacion de un Servicio Central con grandes presta-
ciones. Igualmente hemos sido sede de diversas jor-
nadas y cursos sobre protedmicay de la constitucion
de la Sociedad Espafiola de Protedémica.

El nacimiento de Protedmica como la revista de
la Sociedad debe ser saludada con alegria porque, sin
duda, servira de estimulo y acicate para todos. Desde
ahora afirmamos, como M. Benedetti en su famoso
poema, que podéis contar con la Universidad de Cor-
doba para esta ilusionante aventura. Gracia s atodos
por el esfuerzo y el entusiasmo desplegados.
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Congreso conjunto SEProt-EuPA: balance y reflexiones. O viceversa.

Juan J. Calvete

Durante los pasados dias 10-14 de Febrero
celebramos en Valencia, en el Auditorio
Santiago Grisolia del Museo de las Ciencias
Principe Felipe, el segundo congreso de nuestra
Sociedad conjuntamente con el primer congreso
de la European Proteomics Association. Esta
circunstancia exigio una serie de modificaciones
respecto al formato de organizacién de un evento
a escala nacional, siendo quizas el méas notable la
adopcion del inglés como idioma oficial del
congreso. Ademas, no quisimos renunciar al
enfoque iberoamericano que, con anterioridad a
ser elegida la SEProt para albergar el congreso
inaugural de la EUPA, habiamos decido darle al
congreso de Valencia. Hubo, que hacer
malabarismos para elaborar un programa
equilibrado a tres bandas y con un océano por
medio. De ahi la coletilla de la denominacién del
congreso, “joining both sides of the Atlantic
ocean”. [Establecer relaciones constantes,
estables y fluidas con paises latinoamericanos,
tanto con aquellos en los que la protedémica es ya
un soporte comdn en la investigacién biologica,
como con los paises en los que la tecnologia
protedmica estd en su infancia, debe ser un
objetivo  irrenunciable de la  SEProt.
Consecuentemente, el segundo congreso de
nuestra Sociedad contd6 con una nutrida
representacion de conferenciantes de paises
latinoamericanos, incluyendo Argentina (1),
Brasil (2), Cuba (2) y Uruguay (3). Frente a los 5
conferenciantes espafoles invitados y los 12
ponentes de paises miembros de la EUuPA,
nuestros colegas del otro lado del charco
sumaron una cuota de participacion del 30%.
Echamos de menos la participacion de colegas
mexicanos, pero -a pesar de haber sido invitado-
el Presidente de la Sociedad Mexicana de
Protedmica declind asistir. No obstante, las
excelentes conferencias que impartieron los
investigadores latinoamericanos evidenciaron
que el desarrollo de la Protedmica,
particularmente como herramienta de
investigacion bioldgica, constituye una decidida
apuesta al sur de Rio Grande. A este respecto, y

desde un punto de vista cronoldgico, es
interesante resefiar la reciente inauguracion del
Instituto Pasteur de Montevideo (IPM), fundado
en parte por reinversion de la deuda externa
uruguaya condonada por Francia, asi como con
aportaciones de la Fundacion Pasteur y de la
Comunidad Europea. El IPM
(http://www.pasteur.edu.uy) abrié sus puertas en
la capital administrativa del MERCOSUR en
Diciembre del 2006 dotado de la mas moderna
tecnologia en Biologia Molecular y Estructural,
Biofisica de Proteinas y Protedmica, y
abanderando un ambicioso programa de
desarrollo nacional y regional. En el otro
extremo, hay que destacar el nivel de la
protedbmica que el Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia (CIGB) de La Habana, Cuba,
lleva aplicando de forma pionera en
Latinoamérica a pesar de la precariedad de
condiciones como consecuencia del absurdo
blogueo econémico y tecnolégico impuesto por
el vecino al norte de Rio Grande. Representa,
pues, un motivo de justicia cientifica, y de
enorme satisfaccion personal, que el premio
SEProt a "una contribuciéon relevante en el
campo de la Proteémica", patrocinado por
Promega y dotado con placa conmemorativa y
500 € , haya sido otorgado al Dr. Gabriel Padrén
(CIGB) "por su contribucion al desarrollo de la
espectrometria de masas y su aplicacion a la
revolucion proteémica” (Material suplementario,
figura 1).

Otro motivo de orgullo para los organizadores
del congreso y extensible, sin duda, a las
asociaciones paraguas del evento, SEProt vy
EuPA, fue la imparticion de la conferencia
inaugural por John Fenn (Premio Nobel de
Quimica del 2002 por su contribucién al
desarrollo de la técnica de ionizacion de
macromoléculas por electrospray®). John Fenn es

1Fenn, J. (2003). Electrospray Wings for Molecular
Elephants, Angew. Chem. Intl. Ed. 42: 3871-3894.
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el primer Socio de Honor de la SEProt y, en
reconocimiento por ello, al finalizar su
conferencia recibio la placa conmemorativa cuyo
texto reproduce la foto adjunta.

A sus casi 90 afios, John nos mantuvo en vilo
deambulando al borde del escenario, al tiempo
gue nos deleitaba con una visién personal y
perspicaz  de los acontecimientos mas
significativos que motivaron a un quimicofisico
experto en combustion y propulsion de gases a
adentrarse  en el campo del andlisis
macromolecular. La Investigacion Cientifica se
basa en la observacidn, y Fenn, precisamente por
su trayectoria profesional, estaba preparado para
darse cuenta de que la expansion adiabatica de un
gas produce una caida subita de la temperatura y,
por tanto, una solvatacion de las moléculas
ionizadas que impide la interpretacién de los
correspondientes  espectros de masas. La
aplicacién de una corriente de nitrégeno seco
perpendicular a la salida del electrospray - entre
otros ajustes instrumentales- fue el toque méagico
gue permiti6 obtener espectros limpios e
interpretables de moléculas de complejidad
creciente. Cito esta anécdota (quizas demasiado
simplificada) como reflexion sobre la manera de
investigar que esta imponiéndose en muchos,
demasiados, laboratorios de Protedmica. Me
refiero a los proyectos de identificacion masiva
de proteinas que generan una enorme cantidad de
datos, cuya validez debe ser refrendada por frios
e impersonales pardmetros estadisticos que
minimicen la tasa de error de las identificaciones
automatizadas. Se pierde, en gran medida, la
observacion del detalle bioldgico, del como, del
cuando, del cuanto, del dénde. Quizas sea el
inevitable reto de aplicar todo el potencial
tecnologico lo que motive la realizacién de
muchos proyectos de protedmica "high-
throughput”. Pero también es incuestionable que
los avances tecnoldgicos de la Foérmula |
protedmica son relevantes para la practica
cotidiana en la medida en que posibiliten una
investigacion cada vez mas detallada de los
sistemas bioldgicos. No trato de estigmatizar las
estrategias proteémicas HT, sino mas bien de
establecer una union indisoluble entre tecnologia
protedmica y la protedmica como herramienta en
biologia. Ambos aspectos de nuestra disciplina
son vagones del mismo tren, la Biologia de
Sistemas. Tecnologia y biologia gozan, como los
quarks, de libertad asintética: no pueden existir
aisladas, pues cuanto mas se separan mayor es la
fuerza atractiva entre ellas. En este sentido,
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nuestra Sociedad, puede y debe desempefiar un
rol pivotante entre los paises fuertemente
tecnolégicos del ambito EuPA y aquellos del otro
lado del Atlantico en los que la tecnologia
protedmica esta necesariamente supeditada a la
Biologia, como qued6 patente en las conferencias
de Rosario Duréan, Silvia Moreno, Carlos
Carmona, Carlos Robello, Gilberto Domont....

El lema del congreso "Protedmica y Patologia"
y el hecho de que el programa del evento
exigiera dar mas cancha a ponentes extranjeros
que a los socios de la SEProt, han sido criticados
en mas de una ocasion. Aunque no les falta razén
a los detractores del formato del congreso, debo
decir que el término "patologia” abarca cualquier
alteracion de la fisiologia de los seres vivos, asi
como el estudio de los agentes causantes de la
aberracion fisioldgica, sean wunos y otros
animales, vegetales, bacterias o virus. Ademas,
para reconocer lo patolégico hace falta definir lo
fisiologico. Asi expuesto, se hace dificil
argumentar que algun grupo de investigacion
pudiera quedar excluido por el lema del
congreso. Prueba de la amplitud tematica del
simposio fueron las sesiones dedicadas a
herramientas y tecnologia proteémicas, asi como
a protedbmica no convencional. En este ambito,
quedd una vez mas demostrado el poder de la
imaginacion y la capacidad detectivesca del
maestro Righetti. Por su parte, en una vivida
conferencia, Alfredo Sanz-Medel nos expuso los
principios y potencialidades de la ICP-MS
(Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry), una técnica de andlisis inorganico
que es capaz de determinar y cuantificar la
mayoria de los elementos de la tabla periddica en
un rango dindmico lineal de 8 d&rdenes de
magnitud, y que puede llegar a desempefiar un
papel relevante en fosfoprotedmica. La
glicoprotedmica, una gran ausente del panorama
protedmico espafol, también estuvo representada
por dos de sus mejores valedores, el entrafiable
Peter Roepstorff y la meticulosa Jasna Peter-
Katalinic.

Algunas estadisticas y datos para el archivo. El
nimero total de participantes, incluyendo
delegados  inscritos,  ponentes  invitados,
miembros de los diversos comités de EuPA vy
HUPO, profesores del Curso pre-congreso,
expositores, etc. fue de alrededor de 360,
provenientes de 22 paises. Se presentaron 145
posters y 37 comunicaciones orales cortas,
elegidas entre los 40 resumenes que
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explicitamente lo solicitaron. Respecto a la
participacion de los socios de nuestra Sociedad,
la organizacion cientifica del congreso reservo el
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maximo numero de comunicaciones orales
cortas (40%) para los socios, especialmente los
mas jovenes, de la SEProt.

John Fenn recibe la placa conmemorativa como Socio de Honor de la SEProt de manos del Presidente de la Sociedad,

Juanjo Calvete.
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proudly confers upon

a Prof. JOHN B. FENN
é its first Honorary Membership

for a distinguished career, and particularly in recognition of his
pioneering research in the development of electrospray ionization of r
macromelecules, an essential tool in Proteomics.

Prof. John B. Fenn is hereby granted all the Rights, Honors, and
Privileges thereunto appertaining.
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Society and the 1% Meeting of the European [‘mrecmu:s Association, in
Valencia (Spain), the tenth day of February, two thousand and seven

Given on occasion of the Joint 2 Congress of the Spanish P i t

- J(.susV Jorrin el n.

Juan J. Calvete
President

Secretary

Ademas del citado Premio SEProt-Promega,
hubo otros. El Director Comercial de Bruker
Daltonics para el sur de Europa, Alberto Sanchez
Martinez, hizo entrega de los Premios SEProt-
Bruker. En esta segunda edicidon se premiaron 2
articulos cientificos publicados en el bienio
2005-2006 y dos presentaciones de grupos
espafioles al congreso en forma de panel. En la

modalidad de publicacién cientifica resultaron
galardonados los trabajos Decoding serological
response to Candida cell wall immunome into
novel diagnostic, prognostic, and therapeutic
candidates for systemic candidiasis by proteomic
and bioinformatic analyses, Pitarch A, Jiménez
A, Nombela C, Gil C, Mol Cell Proteomics
5(1):79-96, y Functional screening of serine
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protease inhibitors in the medical leech Hirudo
medicinalis monitored by intensity fading
MALDI-TOF MS, Yanes O, Villanueva J, Querol
E, Avilés FX, Mol Cell Proteomics 4(10):1602-
1613. En la modalidad de panel, el jurado
selecciond los posters 45 (Identification of new
substrates of the metalloprotease ADAMTS1
using isotope coded protein labeling (ICPL),
Canals F y cols.) y 8-9 (compartido) (Large-scale
quantitative proteomics of human vascular
endothelial cells (HUVEC) stimulated by the
angiogenic factor VEGF by stable *0/*0
labelling, Jorge, 1y cols.; A fully automated and
integrated bioinformatic toolset for large-scale
peptide identification and quantitation by stable
180 isotope labelling, Navarro, P. et al.). Por su
parte, Applied Biosystems patrociné los Premios
SEProt-ABI para pésters presentados por grupos
no espafoles, que recayeron en: Pavel Rehulka
(Replblica Checa) por Quantitation of intact
proteins fractionated by ProteomeLab PF 2D
system using isobaric tags for relative and
absolute quantitation (iTRAQ) (p22) y Asif
Abdul Rahaman (Alemania) por Endothelial
protein expression in response to laminar shear
stress, role of the NOS-3 gene "**T>C
polymorphism (p33). Al igual que los anteriores,
los Premios SEProt-ABI estuvieron dotados con
500 € y un diploma, que entregd Susanna Baqué,
Representante de Ventas de ABI para Espafia y
Portugal, durante la cena del congreso. Quisiera
expresar la jenhorabuena a todos los
galardonados! y el agradecimiento de la SEProt a
los patrocinadores de estos reconocimientos.

En el plano econdmico, los gastos totales
ascendieron a 131.405,44 €, mientras que los
ingresos sumaron 129.316,62 €, aungue queda
pendiente de resolucion las ayudas que concede
la Generalitat VValenciana para la organizacion de
eventos cientificos. Este balance casi milimétrico
es obra de la excelente gestion de la Secretaria
Técnica del Congreso, Amparo Martinez de la
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Cétedra Santiago Grisolia, Fundacién Ciudad de
las Artes y las Ciencias. jGracias Amparo! Y,
evidentemente, nuestro agradecimiento va
también  dirigido a las instituciones
subvencionadoras del congreso (CSIC, MEC,
Genoma Espafia, Generalitat Valenciana -eso
espero...), asi como a los socios corporativos de
la SEProt y deméas empresas patrocinadoras del
congreso (Abgent, ACS Publications, Agilent

Technologies, Alfa  Wassermann, AMS
Biotechnology, Analisis Vinicos, Applied
Biosystems, = Beckman  Coulter,  Becton
Dickinson, Bruker, Celta Ingenieros, GE
Healthcare, = Genoptics, Intavis,  Nanoxis,
Promega, Proxeon Bioinformatics, Sigma-

Aldrich, ThermoFisher Scientific, Waters). Con
la presentacién de sus productos, los expositores
nos mostraron hacia donde se dirige el futuro
tecnoldgico de la Protedmica.

El congreso SEProt-EuPA fue clausurado con
una conferencia en la que Emilio Gelpi, pionero
de la espectrometria de masas en Espafia, hizo un
extenso recorrido histérico por las etapas mas
relevantes del desarrollo de esta técnica durante
los ultimos 40 afios que posibilitaron cosas tan
asombrosas como que John Fenn pusiera alas
electronebulizadoras a elefantes moleculares!

Finalmente, se anuncié que el tercer congreso
de la Sociedad Espafiola de Proteémica se
celebrard en Pamplona bajo la batuta de
Fernando Corrales. Retrospectivamente, resulta
dificil acordarse de la tension acumulada durante
la organizacion del congreso de Valencia; todas
las imégenes que consigo recuperar de mi caja
negra evocan momentos entrafiables (las caras de
sorpresa de los galardonados al oir su nombre, un
Premio Nobel firmando ejemplares del libro de
resimenes al personal del catering...). Asi que
janimo Fernando! que en el 2009 la SEProt al
completo se pondra el pafiuelo rojo para pasear
nuestra Protedmica por Pamplona.
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Estrategias experimentales para el estudio del fosfoproteoma en células

progenitoras de higado de raton (MLP-29)

Enrique Santamaria, Henar Hevia, Javier Mufioz, Joaquin Fernandez-Irigoyen, Victor Segura,

Jesus Prieto, Fernando J. Corralest

Unidad de Protedmica, Genémica y Bioinformatica. Area de Hepatologia y Terapia Génica. Universidad

de Navarra. Centro para la Investigacion Médica Aplicada (CIMA).

Resumen:

La fosforilacion de proteinas es una modificacion postraduccional que juega un papel
central en la regulacion de procesos celulares esenciales y, por ello, la caracterizacion del
fosfoproteoma y sus alteraciones es clave para establecer los mecanismos moleculares que
permiten elaborar respuestas adaptativas o que condicionan la progresion de patologias. En
los ultimos afios se han desarrollado un gran nimero de métodos que permiten abordar el
estudio de fosfoproteinas basados en electroforesis, cromatografia y espectrometria de masas.
Definir la estrategia experimental eligiendo la combinacion de las técnicas mas adecuada es
esencial para asegurar la consecucion de los objetivos que se plantean. En este trabajo hemos
evaluado la capacidad y eficacia de varias metodologias para describir el fosfoproteoma de
células hepaticas (MLP-29) en estado basal. En primer lugar, se analizo la especificidad de la
tincion para fosfoproteinas Pro Q-diamond tras resolver los extractos proteicos en geles 2D.
Paralelamente, se obtuvo una fraccion enriquecida en fosfoproteinas que se resolvié tanto en
geles SDS-PAGE en condiciones reductoras como en geles 2D para abordar su identificacion
mediante espectrometria de masas MALDI TOF o nanoLC-ESI-MS/MS. Adicionalmente,
una fraccién de la mezcla de fosfoproteinas se analizé6 mediante nanoL.C-ESI-MS/MS sin
fraccionamiento previo. Los resultados que hemos obtenido indican que las estrategias segui-
das son complementarias ya que cada una aporta la identificacion de un grupo de proteinas
diferente y que por lo tanto es relevante en la definicion del fosfoproteoma de las células
MLP-29. Hasta ahora hemos identificado 136 proteinas fosforiladas, que han sido agrupadas

en funcion del proceso bioldgico en el que estan implicadas con el programa Ingenuity.

Palabras clave:

Pro-Q Diamond, cromatografia de afinidad, fosfoproteina, espectrometria de masas

Introduccion

La fosforilacion de proteinas es una de las modi-
ficaciones postraduccionales mas importantes en la
naturaleza ya que esta implicada en la regulacion de
procesos celulares como metabolismo, homeostasis,
transcripcion, degradacion de proteinas, sefializacion

1 Correspondencia: Fernando J. Corrales. Division de
Hepatologia y Terapia Génica. CIMA. Facultad de
Medicina. Universidad de Navarra. 31008 Pamplona,
Espafia. Tel.: 34-948-194700; fax: 34-948-194718.
Direccion e-mail: fjcorrales@unav.es.

celular, proliferacion, diferenciacion y superviven-
cia celular (Graves et al.,1999). La secuenciacion
del genoma ha revelado que un 2-3% de los genes
eucariotas probablemente codifiquen para proteinas
kinasas, encargadas de transferir el grupo fosfato a
su sustrato (Manning et al., 2002) junto con mas de
100 fosfatasas, encargadas de catalizar la reaccion
inversa (Venter et al., 2001). Ademas, se ha esti-
mado que el 30% de proteinas expresadas por una
célula eucariota se fosforilan en algin momento de
su ciclo (Hubbard et al., 1993). La complejidad del
proteoma hace que sea necesario disponer de méto-
dos altamente selectivos para el enriquecimiento de
proteinas fosforiladas que nos permitan identificar
los residuos que incorporan el grupo fosfato y asi
definir el papel bioldgico de esta modificacion.
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Existen principalmente tres razones que hacen
que el analisis del fosfoproteoma no pueda realizar-
se de una manera sencilla y directa (Larsen et al.,
2005). En primer lugar, la presencia de fosfatasas
pueden defosforilar los residuos fosforilados por lo
que es imprescindible inhibir su actividad durante
la preparacion y manipulacion de la muestra. En
segundo lugar, la estequiometria de la fosforilacion
es relativamente baja, ya que desde un punto de vista
funcional, la modificacion de una fraccion de las
moléculas es suficiente para orquestar una respuesta
bioldgica (Larsen et al., 2005). Ademas, muchas de
las moléculas de sefializacion que son susceptibles de
ser fosforiladas presentan unos niveles de expresion
sumamente bajos, 1o que sugiere la necesidad de un
enriquecimiento previo al andlisis. En tercer lugar, las
proteinas pueden presentar varios estados de fosfo-
rilacion implicando diferentes residuos y este perfil
puede variar en funcion de la situacion celular (Larsen
et al., 2005). En los ultimos afios se han realizado
importantes avances metodoldgicos, y sin embargo,
no existe unatécnica que aplicada de formaindividual
nos permita conocer y caracterizar el fosfoproteoma
de un sistema celular de una manera global y en un
Unico experimento. Por eso, es necesario conocer
la capacidad y eficacia de cada una de las posibles
aproximaciones tecnoldgicas para combinarlas en una
estrategia experimental que se ajuste a las necesidades
del estudio de interés. En este trabajo queremos aportar
nuestra experienciaen laaplicacion de algunos de los
métodos mas utilizados en la actualidad al estudio del
fosfoproteoma de células hepéaticas MLP-29, consi-
derando que los resultados obtenidos pueden ser de
utilidad a otros investigadores a la hora de elaborar
sus propias estrategias de analisis.

Material y Métodos

Reactivos. Se utilizaron los siguientes reactivos:
Tincién de Pro-Q Diamond (Molecular Probes), colo-
rante Sypro Ruby (Bio-rad), kit de enriquecimiento de
fosfoproteinas (Qiagen), tripsina (Promega). Los reac-
tivos de electroforesis utilizados fueron de Bio-Rad.

Cultivo celular. Se utilizaron células progeni-
toras de higado de raton MLP-29. Las células se
crecieron en medio DMEM suplementado con 5%
de suero bovino fetal y 1% de glutamina-penicilina-
estreptomicina.
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Enriquecimiento en fosfoproteinas. Para ob-
tener lisados celulares enriquecidos en proteinas
fosforiladas, se utiliz6 un Kit de enriquecimiento en
fosfoproteinas (Qiagen Ref. 37101) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Separacion de proteinas mediante electroforesis
bidimensional. Tras lavar las células tres veces con
PBS, se recogieron y la suspension se centrifug6 a
500 x g durante 10 min. El precipitado celular se
homogenizd en tampodn de lisis que contiene urea
7M, tiourea 2M, CHAPS 4% (v/v), DTT 1% (v/v)
y anfolitos 3-10 0.5% (Bio-Rad). Los lisados se
centrifugaron durante 1 hora a 75.000 rpm y 15°C.
La electroforesis bidimensional se realiz6 como se
ha descrito previamente (Santamaria et al., 2003,
2006). Tanto la tincion con Pro-Q Diamond como la
tincion Sypro Ruby se realizaron en las condiciones
recomendadas por el fabricante.

Identificacion de las fosfoproteinas mediante es-
pectrometria de masas. La digestion de las bandas y
el procesamiento del hidrolizado peptidico se reali-
zaron como se ha descrito previamente (Fernandez-
Irigoyen et al., 2005). Los espectrometros de masas
utilizados han sido un MALDI-TOF GL-REF y un
Q-TOF micro (Waters). Los datos de espectrometria
de masas se procesaron con el software Masslynx
4.0 (Waters). Para la identificacion de las proteinas,
se utilizaron los motores de busqueda Proteinlynx
Global Server 2.0 (Waters) y Phenyx (Geneva Bio-
informatics). Las bases de datos empleadas para las
busquedas fueron SwissProt (Swiss-Prot Release
46.3) y Ensembl (Ensembl Mouse Release 29.33).
Soélo se tuvieron en cuenta las identificaciones coin-
cidentes con ambos motores de blsqueda y con un
valor de p asociado de 0.001 (el valor de p-value
indica la probabilidad de encontrar al azar un pép-
tido en una base de datos aleatorizada). Ademas, se
calcul6 la tasa de error, definida como el porcentaje
de asignaciones falsas esperadas considerando el
umbral del valor de p anteriormente mencionado
(informacion suplementaria). Finalmente, la clasi-
ficacion e interpretacion funcional de las proteinas
identificadas se realiz6 con el programa Ingenuity.

Resultados y discusién

Laformamaéssencilladeanalizar el fosfoproteoma
deunsistemabioldgicoes utilizar reactivos que detec-
ten las fosfoproteinas en gelesmono- o bidimensionales
demaneraselectiva. Desde 1970 se han descrito varios
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métodos para tefiir las fosfoproteinas (Cutting et al.,
1973, Debruyne et al., 1983) pero hoy en dia no se
utilizan de manera rutinaria en los laboratorios por
su baja especificidad y sensibilidad. En nuestro caso,
hemos utilizado el método de tincion Pro-Q Diamond
desarrollado recientemente (Schulenbergetal., 2003).
Este fluoroforo es capaz de discriminar entre pro-
teinas fosforiladas y no-fosforiladas y es reversible.
Ademas, es compatible con otros métodos de tincion
fluorescente como Sypro Ruby. Esto hace posible la
tincion secuencial con los 2 fluorocromos, facilitando
lavisualizacion de las fosfoproteinas y el perfil global
deproteinasenunsolo gel. Para valorarlaespecificidad
de la tincién Pro-Q Diamond analizamos un mismo
extractoantesy después detratar con fosfatasaalcalina
(figura. 1). De acuerdo con otros autores (Makrantoni
et al., 2005) la defosforilacion disminuye el marcaje
con Pro-Q Diamond, lo que sugiere que este fluoroforo
se une preferencialmente a proteinas fosforiladas. Sin
embargo, apreciamos un marcaje residual que puede
resultar del rendimiento parcial de laenzimautilizada
odelainteraccion del fluoréforo con algunas proteinas
no fosforiladas, quizas proteinasacidicas, comoocurre
con otros métodos de seleccion de fosfoproteinas o
fosfopéptidos.

A B C D A B C D

Pro- Q Diamond Sypro Ruby

Figura 1. Especificidad de la tincion Pro-Q Diamond.
Los extractos de proteinas (20ug/pocillo) correspondientes
a células MLP-29 se separaron en un gel de poliacrilamida
en condiciones reductoras que inicialmente se tifid con Pro-
Q Diamond (izquierda) y posteriormente con la tincién
total Sypro Ruby (derecha). Las calles A'y C corresponden
a los extractos celulares y las calles B y D corresponden
a los mismos extractos tratados con fosfatasa alcalina. La
pérdida en el marcaje de Pro-Q Diamond en las muestras
tratadas con fosfatasa alcalina indica que el fluoroforo se une
preferencialmente por las proteinas fosforiladas. La banda
prominente que se observa al tratar con fosfatasa alcalina se
debe a esa misma enzima.
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Para investigar esta Gltima posibilidad, se resol-
vieron los extractos proteicos mediante electrofore-
sis bidimensional (figura. 2). Cuando se utilizo un
rango de pH 5-8 observamos un perfil claramente
diferente al tefiir con Sypro Ruby o Pro-Q Diamond,
sugiriendo la presencia de proteinas abundantes no
fosforiladas y proteinas minoritarias fosforiladas.
Sin embargo, ambas tinciones mostraron resultados
similares cuando el isoelectroenfoque se realizd en
un rango de pH 3-6, lo que apoyaria la hipotesis
de que Pro-Q Diamond interacciona de forma no
especifica con proteinas acidicas.

pl5 >3 3

v
]

A

Pro-Q Diamond

Pro-Q Diamond

Sypro Ruby Sypro Ruby

Figura 2. Separacion de extractos celulares de MLP-
29 mediante electroforesis bidimensional utilizando
diferente rango de pH. Se ha utilizado 125ug de proteina
A) Geles tefiidos con Pro-Q Diamond. B) Geles tefiidos
con Sypro Ruby. La flecha indica proteinas mal resueltas
en el rango de pH 5-8 (proteinas acidas). Los cuadrados
discontinuos muestran la presencia de dos proteinas
altamente fosforiladas cuya abundancia es practicamente
indetectable con Sypro Ruby.

Dada la complejidad del proteoma y teniendo en
cuenta la baja estequiometria de la fosforilacion, utili-
zamos un método de enriquecimiento de fosfoproteinas
basado en una cromatografia de afinidad (Metodiev et
al., 2004, Puente etal., 2004, 2006). Partimos de 2.5mg
de proteina total procedente de células MLP-29 con
una concentracion de 0.1mg/ml y tras realizar varios
lavados, obtuvimos en el eluido 100 pg de proteina
aproximadamente. Las proteinas asi obtenidas mos-
traron una mayor tincion con Pro-Q Diamond que el
extracto sin fraccionar (figura. 3) de lo que se deduce
que la fraccion purificada esta enriquecida en proteinas
fosforiladas o acidicas. Aunque lacomparacién de los
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perfiles proteicos antes y después de la purificacion
indica una tincién similar de algunas proteinas, la
pauta de proteinas es, en general, diferente, sugiriendo
que el procedimiento ha permitido una purificacion
al menos parcialmente selectiva de fosfoproteinas
(figura. 4). Tras la digestion con tripsina y el analisis
de los péptidos tripticos mediante MALDI TOF MS
identificamos 28 proteinas que corresponden a subu-
nidades del proteosoma, proteinas del citoesqueleto
y chaperonas moleculares, cuya fosforilacion ha sido
descrita en la literatura (informacién suplementaria).
Si bien esta estrategia permitiria realizar estudios
comparativos sencillos en base al andlisis diferencial
de los geles bidimensionales, las limitaciones inhe-
rentes a la 2DE junto con el bajo rendimiento de la
cromatografia de afinidad utilizada para enriquecer la
mezcla en fosfoproteinas nos condujeron a explorar
otros métodos de analisis. La separacion de la mezcla
enriquecida mediante SDS-PAGE en condiciones re-
ductoras y el posterior analisis nanoLC-ESI-MS/MS
de los hidrolizados tripticos de las 4 secciones en las
que se dividio el gel permitio identificar 65 proteinas
potencialmente fosforiladas (informacion suplementa-
ria). Este método no permite, sin utilizar un método de
marcaje diferencial, realizar un analisis comparativo,
pero incrementa el niimero de identificaciones debido,
al menos en parte, a la falta de restricciones que impone
la 2DE. En paralelo, analizamos un digerido triptico
de la mezcla enriquecida en fosfoproteinas mediante
nanoL.C-ESI-MS/MS sin separacion electroforética
previa. Los péptidos se separaron en una columna de
fase reversa C18 conectada a un Q-TOF y se eluyeron
mediante un gradiente lineal de acetonitrilo del 4 al 40%
en 90 0 240 minutos. Conseguimos identificar 28 y 72
proteinas, respectivamente, cuya fosforilacion hasido
previamente descrita en otros estudios (informacion su-
plementaria). En ambos casos observamos que la com-
plejidad de la muestra excedia la capacidad analitica del
instrumento lo que impone la necesidad de utilizar un
fraccionamiento previo que evite la coelucion de mas
de 3iones diferentes en cadaciclo. Entodos losanélisis
realizados mediante nanoLC-ESI-MS/MS, la tasa de
error no superd el 4% (véase informacion suplementa-
ria). Lainformacion obtenida a partir de los 4 métodos
de analisis utilizados es complementaria. En total se
consiguieron 193 identificaciones que correspondian
a 136 proteinas Unicas (informacion suplementaria).
Entre ellas, el 8.08% (11 proteinas) se detectaron en
tres de los analisis realizados, el 24.26% (33 proteinas)
en dos y por dltimo, el 67.64% (92 proteinas) en uno.
El escaso solapamiento entre los grupos de proteinas
identificadas indica que los métodos utilizados son
complementariosy que, por lo tanto, el empleo de uno
u otro sélo resolvera parcialmente el problema.
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Pro Q-Diamond

Figura 3. Analisis mediante electroforesis bidimensional
y posterior tincién con Pro-Q Diamond, de las proteinas
fosforiladas enriquecidas mediante cromatografia de
afinidad. Para el enriquecimiento en fosfoproteinas se
utilizo el kit de Qiagen (ref. 37101). La calle 1 corresponde
a 10 ug de extracto total de células MLP-29 mientras que
las calle 2 corresponde a 10 ug de proteina fosforilada
purificada.

Sypro Ruby

Sypro Ruby

Figura 4. Analisis mediante electroforesis bidimensional
de las muestras antes y después del proceso de purificacion
de fosfoproteinas mediante cromatografia de afinidad. A)
125 pg de extracto total de células MLP-29. B) 125 ug de
proteina fosforilada purificada de células MLP-29.
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Uno de los aspectos mas interesantes de la pro-
tedmica es integrar los resultados obtenidos para
obtener conclusiones funcionales. En nuestro caso
hemos analizado las fosfoproteinas identificadas
con el programa Ingenuity, aplicacion que permite
obtener una vision general de los mecanismos y
vias de sefializacion que relacionan un conjunto de
proteinas entre si. Las redes de interaccion obtenidas
convergian en la sefializacion de citoquinas como
TGF-B1 y TNF y en factores de transcripcion como
p53 y MYC (informacion suplementaria). Por otra
parte, las funciones bioldgicas en las que participan
las proteinas identificadas estan relacionadas con
cancer, ciclo celular, muerte celular, enfermedades
hepéticas y crecimiento y proliferacion celular.

En este trabajo se han descrito varias aproxi-
maciones para el estudio del fosfoproteoma en un
sistema celular (Esquema 1) que, como se deduce
de los resultados, son complementarias entre si. La
eleccion de una u otra dependera de los objetivos
del estudio, por ejemplo, los analisis comparativos
requeriran estrategias basadas en el andlisis de geles
bidimensionales o en separaciones cromatograficas
de las especies peptidicas previo marcaje diferencial
(SILAC, ICAT, ITRAQ) (Olsen et al., 2006). En
cualquier caso, de nuestro analisis del fosfopro-
teoma de células MLP-29, a nivel de proteina, se
puede deducir que es necesario, en primer lugar,
enriquecer la muestra utilizando métodos selectivos
para fosfoproteinas. Sin embargo, la complejidad
de la muestra resultante requiere la utilizacion de
métodos adicionales de fraccionamiento que per-
mitan aumentar el rendimiento de los analisis. En la
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Resumen:

En este articulo se exponen, discuten e ilustran principios generales y sencillos protocolos -
basados en espectrometria de masas- para la cuantificacion del ntimero de cisteinas y enlaces
disulfuro de proteinas monoméricas, homo- y heterodiméricas, y multiméricas.

Palabras clave:

Cuantificacion de cisteina, determinacion de grupos sulfidrilo, enlace disulfuro, espectrometria
de masas MALDI-TOF, espectrometria de masas ESI.

Introduccion

Ademas de su relevancia funcional en
proteinas que actuan mediante mecanismos de
oxido-reduccion  (redox), de todos los
aminoacidos proteicos, la cisteina es el unico
utilizado ampliamente durante la evolucion
para estabilizar la estructura espacial (terciaria
o cuaternaria) de proteinas que, por su tamafio
y/o secuencia, carecen de un nucleo
hidrofobico estable o de los elementos de
estructura secundaria regular (hélice alfa, hojas
beta) formadores de enlaces de hidrogeno
(Cheek et al., 2006). Por el contrario, los
enlaces disulfuro son raros en proteinas
termoestables. Los enlaces disulfuro intra- e
intermoleculares se forman por oxidacién de
cisteinas espacialmente cercanas (< 5A entre
los Sy) en las estructuras terciaria y cuaternaria,
respectivamente.

Se acepta generalmente que el efecto
estabilizador de un enlace disulfuro es debido a
que su formacion reduce los grados de libertad
conformacional del estado desplegado,
reduciendo asi la entropia del estado
desplegado (Anfisen y Scheraga, 1975;
Thornton, 1981). El aporte energético de un
enlace disulfuro a la conformacidn nativa es de
2.5-3.5 kcal/mol. El gran impacto estructural a
bajo coste energético destaca la importancia de
la ingenieria de enlaces disulfuro como un
mecanismo evolutivo de la diversificacion
estructural ( y por tanto, funcional) de proteinas

que, como es el caso de muchas toxinas, estan
sometidas a evolucion Darwiniana acelerada
(Olivera, 2006; Calvete et al., 2003a; Ménez,
2002). En el caso de serpientes y lagartos
ponzofiosos, los venenos se originaron en
etapas tempranas de su evolucion por
reclutamiento, y posterior transformacion
estructural y funcional, de proteinas ordinarias
pertenecientes a un numero reducido de
familias proteicas (Fry et al., 2006).

Una caracteristica de estas proteinas es su
alto contenido en cisteinas, las cuales
usualmente se encuentran formando enlaces
disulfuro. El namero de cisteinas totales,
reducidas (grupos sulfidrilo) y oxidadas
(formando enlaces disulfuro), es en gran
medida especifico de cada familia de toxinas
(Tabla 1) y tiene, por tanto, un valor
taxonémico relevante. En efecto, un serio
inconveniente a la hora de -caracterizar
mediante técnicas protedomicas el conjunto de
proteinas presentes en los venenos de
serpientes es la total carencia de bases de datos
de genomas de reptiles. Una traba afiadida es
que, a pesar de que la base de datos publica
UniProtKB/TrEMBL (v.35.3, 17 de Abril del
2007) (http://us.expasy.org/sprot/) contiene 932
secuencias de proteinas de serpientes ("viper")
que representan a todas las familias de
proteinas encontradas en los venenos, las
estructuras primarias de toxinas de una misma
familia varian enormemente debido a su
diversificacion  estructural por evolucion
acelerada, impidiendo -por lo general- una
identificacion basada en el analisis de la huella
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peptidica mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF. Se necesita, pues, recurrir a la
secuenciacion de novo mediante MS/MS y a la
busqueda posterior de similitud de secuencia
(utilizando BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST). Sin embargo, el orden de estos
dos pasos puede invertirse, para nuestro
provecho, si conocemos a priori en qué familia
proteica englobar a una determinada toxina.
Asi, en aquellos casos en los que la calidad de
los espectros de fragmentacion no es suficiente
para la secuenciacion de novo completa de los
iones peptidicos, este conocimiento nos
permite generar un alineamiento multiple de
todas las proteinas homdlogas conocidas que
nos sirva entonces bien de guia para extender
las secuencias parciales deducidas, bien para
realizar un analisis tipo MS-BLAST
(Shevchenko et al., 2001) (http://dove.embl-
heidelberg.de/Blast2/msblast.html) frente a una
base de datos propia, especifica y reducida.

Contando cisteinas y enlaces disulfuro

A. Proteinas monoméricas

La espectrometria de masas es, sin duda, la
técnica idonea, por su sencillez y precision,
para determinar el contenido en cisteinas libres
(grupos sulfidrilo, SH) y enlaces disulfuro
(cistinas, S-S) de una proteina. Para ello, la
muestra (tipicamente una fraccion
cromatografica eluida de una columna C18 de
fase reversa) se divide en tres alicuotas y éstas
se secan mediante centrifugacion a vacio
(SpeedVac) o liofilizacion. Las muestras se
disuelven en 10 pl de tampon 50 mM HEPES,
pH 9.0, conteniendo 5M cloruro de guanidina y
1 mM EDTA, y las proteinas se desnaturalizan
a 85 °C durante 15 min. Una de las muestras
(A) no sera sometida a tratamiento posterior y
se utlizara para medir la masa molecular de la
proteina nativa (Myar). A la muestra B se le
afiade un reactivo alquilante (4-vinilpiridina o
yodoacetamida) hasta una concentracion final
de 10 mM y la mezcla se deja a temperatura
ambiente (~25 °C) y en la oscuridad durante 1
hora. Esta muestra se utilizard para determinar
la presencia de grupos sulfidrilo reactivos. Por
ultimo, la muestra C se reduce con 10 mM 1,4-
ditioeritriol (DTE) durante 15 min. a 80 °C, y
los grupos sulfidrilos se bloquean con un
reactivo alquilante (4-vinilpiridina o

yodoacetamida)'  (concentracién final de 25
mM) durante 1 hora a temperatura ambiente y
en la oscuridad (Henschen, 1986). A
continuacion, las proteinas de las muestras A,
B y C se purifican utilizando pipetas Zip-Tip
C18 (Millipore) previamente activadas con una
mezcla de acetonitrilo (ACN) al 70% y TFA al
0.1% y equilibradas en TFA al 0.1%. Tras la
adsorcion a la matriz C18 (5-6 ciclos de
pipeteo), las Zip-Tip se lavan 5-6 veces con
0.1% TFA. Las proteinas libres de reactivos se
eluyen con 3-5 pl de 70% ACN/0.1% TFA y
sus masa moleculares se determinan mediante
nanoESI-MS o MALDI-TOF MS utilizando
acido  sinapinico (4acido  3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamico) saturado en 70% ACN/0.1%
TFA como matriz.

El niimero de grupos sulfidrilo reactivos
(Nsn) se calcula mediante la ecuacion I:

Nst = (Mack - Mnat)/Mg  (ecuacion ),
donde M,k representa la masa molecular de la
proteina desnaturalizada, pero no reducida,
incubada en presencia del reactivo alquilante
(muestra B); Myat es la masa de la proteina
nativa (muestra A), y My es el incremento de
masa debido a la alquilacion de un grupo
sulfidrilo (105.3 Da para S-piridiletilacion, si
se utilizd 4-vinilpiridina como agente
alquilante, y 57.1 Da por carbamidometilacion
por yodoacetamida).

El numero total de cisteinas se determina
entonces mediante la ecuacion 1I:

Neys = [(Mem - Mak)/(Mg +1)] + Nsy (ecuacion IT),

' La yodoacetamida y la 4-vinilpiridina, en las
concentraciones  normalmente empleadas
(exceso molar de 5 respecto a la concentracion
de residuos de cisteina o del reactivo reductor,
lo que en la practica equivale a concentraciones
finales de 50-250 mM) son reactivos especificos
para grupos sulfidrilo. La solubilidad de 4-VP
en tampones acuosos es muy baja y debe
emplearse para alquilar proteinas en presencia
de cloruro de guanidino 5-6 M. Hay que tener
también en cuenta que la pridiletilacion aumenta
la hidrofobicidad de las proteinas, por lo que,
para las medidas espectrométricas, éstas deben
ser manejadas en disoluciones conteniendo
solventes organicos (ej. 70% acetonitrilo/0.1%
TFA, que se emplea para desorber proteinas del
material C18 de las pipetas Zip-Tip).
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en la que Mcy es la masa de la proteina
totalmente reducida y alquilada, y (Mg +1) es
el incremento de masa debido a la alquilacion
de un residuo de cisteina que previamente a la
reduccion formaba parte de un enlace disulfuro
(106.3 Da o 58.1 Da, dependiendo de que se
utilizara, respectivamente, 4-vinilpiridina o
yodoacetamida como agente alquilante). En el
caso de péptidos, cuya masa molecular puede
ser determinada con precision isotopica (ej.
utilizando el reflectron de un instrumento de
tiempo de vuelo o mediante ionizacion