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RESUMEN

TITULO:IMPLEMENTACION DE UNA METODOLOGIA “TOP DOWN” PARA IDENTIFICAR
PROTEINAS INTACTAS MEDIANTE ES*PECTROMETRIA DE MASAS MALDI-TOF Y
DECAIMIENTO EN LA FUENTE (MALDI-ISD)

AUTOR:LUCIA CRISTINA NOVOA GUARACAQO™

PALABRAS CLAVE:MALDI-ISD, TOP DOWN, MALDI, Espectrometria de Masas, Proteinas
Intactas, Fragmentacion, Decaimiento en la Fuente.

Con el fin de implementar la metodologia TOP DOWN, para el analisis de proteinas intactas por
medio de espectrometria de masas MALDI-ISD; se realizaron pruebas preliminares para establecer
un protocolo 6ptimo de preparaciéon de muestras. Utilizando albumina sérica bobina (BSA) como
patron, se probaron dos matrices: acido 2,5 dihidroxibenzoico (DHB) y &cido sinapinico (SA), las
cuales se aplicaron con los métodos de preparacién drieddropletydoublelayer. Se observé que la
matriz mas adecuada para este tipo de analisis fue DHB, por su mayor efectividad para producir
fragmentacion en la estructura primaria de las proteinas, y se aplicé siguiendo el método de
preparacion drieddroplet. También se observé que el método de preparacion, asi como la matriz,
son de gran importancia en este tipo de andlisis, pues tienen un marcado efecto sobre la aparicion
de las sefales ISD y en la resolucion de las mismas; factores de gran importancia para la
identificacién de la proteina en estudio.

Por medio de un andlisis espectral, para establecer los parametros instrumentales mas adecuados,
se pudo establecer como fluencia éptima para este estudio un valor del 60% de la fluencia total del
laser. Ademas se observd una relacidon directamente proporcional entre este pardmetro y la
cantidad de sefales, la intensidad, la relacién sefial/ruido (S/R) y la resolucion de las mismas.

Finalmente, se establecieron los pasos, desde preparacion de muestras hasta identificacion, para
analizar proteinas intactas por espectrometria de masas MALDI-ISD.

" Trabajo de grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Enrique Mejia Ospino, PhD.
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ABSTRACT

TITLE:IMPLEMENTATION OF A "TOP DOWN" METHODOLOGY TO IDENTIFY INTACT
ROTEINS BY MASS SPECTROMETRY MALDI-TOF AND IN SOURCE DECAY (MALDI-ISD)

AUTHOR:LUCIA CRISTINA NOVOA GUARACAQ""

KEYWORDS:MALDI-ISD, TOP DOWN, MALDI, Mass Spectrometry, Intact Proteins,
Fragmentation, In Source Decay.

With the objective of implementing the top-down methodology for the analysis of intact proteins by
MALDI-ISD, preliminary tests were conducted in order to establish a protocol for optimal sample
preparation. Using bovine serum albumin (BSA) as a standard, two matrices,2,5-dihydroxybenzoic
acid (DHB) and sinapinic acid (SA),were tested while applied with the double layer and dried droplet
preparation methods. It was observed that the more suitable matrix for this type of analysis was
DHB due to greater effectiveness in producing fragmentation in the primary structure of proteins.
DHB was applied following the dried dropletpreparation method. It was also observed that both the
preparation method and the matrix are of great importance in this type of analysis since they have a
marked effect on the appearance of the expected signals in the ISD spectra and its resolution. This
is of great importance because the proper identification of the protein depends on the quality of the
data.

Through spectral analysis, conducted in order to establish the most suitable instrumental
parameters, it was established as optimal for this study yield a value of 60% of the total fluence of
the laser. In addition a direct relationship was observed between this parameter and the number of
signals, the intensity, the signal to noise ratio (S/N) and the resolution of same.

Finally the steps for the analysis of intact proteins by mass spectrometry, from sample preparation
to identification, were established.

*Degreeproject
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Tutor: Enrique Mejia Ospino, PhD.
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INTRODUCCION

La espectrometria de masas (EM) utilizada en conjunto con una amplia variedad
de métodos de separacidon es la principal metodologia para la protedmica.
Actualmente son empleados dos enfoques fundamentales para la identificacion y
caracterizacion de proteinas por espectrometria de masas en dichos estudios. El

enfoque clasico "bottom up" y el novedoso enfoque "top-down".

En enfoques "bottom up" las proteinas purificadas, o mezclas complejas de
proteinas, se someten a escisién proteolitica, y luego los productos peptidicos son
analizados por EM.

Los métodos mas comunes de enfoque clasico,huella peptidica y etiquetado de
secuencia, aunque han sido ampliamente utilizados, no son muy eficientes pues
son costosos y consumen mucho tiempo en digestion, etapa de cromatografia
liquida y etapa de desalinizacion. Otro inconveniente que presentan es que la
informacion N- (o C-) terminal a menudo es incompleta y las modificaciones post-
traduccionales (PTMs, post translationalmodifications) dificilmente se pueden

observar®.

Contrario al enfoque clasico, en el enfoque "top-down", las proteinas intactas, es
decir, sin digestion previa, son directamente analizadas por EM, lo cual es
ventajoso ya que evita, en buena parte, la manipulaciéon de la muestra y su
modificacién por métodos quimicos o bioquimicos.

Esta metodologia es exclusiva para el método de ionizacién MALDI, siendo el
anico queproducefragmentacion en la fuente, debido a la excitacion excesiva del
analito. Este fendmeno es conocido como decaimiento en la fuente (ISD, In
SourceDecay).

En contraste con los métodos de secuenciacion clasicos, MALDI-ISD puede ser

utilizado para el andlisis de proteinas con N-terminales modificados”@.
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Por otra parte, las crecientes mejoras en los instrumentos MALDI-TOF y en la
preparacion de la muestra, permiten la generacidbn de espectros altamente
resueltos alcanzandouna precisionde hasta~10 ppm y fragmentos de hasta 8 kDa
resueltos monoisotopicamente.  Adicionalmente,desarrollos  desoftware vy
herramientas bioinforméticas, como motores de busqueda,dedicados al analisis
"top-down"estan facilitando y acelerando la interpretacion de datos para la

identificacion de proteinas, en este tipo de metodologias®.

Es por esto que la implementacion de la metodologia TOP DOWN en laboratorios
de investigaciones biomédicas o bioquimicas, seria de gran utilidad ya que
agilizaria los analisis de proteinas, que tipicamente consumen mucho tiempo y son
costosos, ademas de permitir un analisis maspreciso de la secuencia de las
proteinas y sus PTMs sin pérdidadel grupo modificado®”, superando asi las

limitaciones de los métodos clasicos anteriormente mencionados.
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1 MARCO TEORICO

1.1 MALDI-TOF

MALDI se logra en dos pasos. En la primera etapa, elanalitoes co-cristalizado con
un gran exceso molar de un compuesto matriz, por lo general un acido orgénico
débil pero con una fuerte absorcion en la longitud de onda del laser. El resultado
es un depadsito de una "solucion sélida” de cristales de matriz-analito dopados. Las
moléculas de analito quedan embebidas en la matriz, de manera que estan

completamente aisladas una de otra®.

El segundo paso se produce en condiciones de vacio dentro de la fuente del
espectrometro de masas. Este paso implica la desorcion laser de las porciones a
granel de esta solucion sélida por pulsos intensos de una corta duracion. El
mecanismo exacto del proceso de MALDI no se aclara completamente.
Sinembargo, la irradiacion con el laser induce un rapido calentamiento de los
cristales por la acumulacién de una gran cantidad de energia en la fase
condensada a través de la excitacion de las moléculas de la matriz. El rapido
calentamiento provoca la sublimacion localizada de los cristales de la matriz, la
ablacién de una porcion de la superficie del cristal y la expansion de la matriz en la
fase de gas, incorporando analito intacto en el penacho de la matriz en

expansion®.
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'.' muestra

. laser
Oy matriz

muestra embebida excitacion de las moleculas desorcion, ionizacion de las
£n matriz de la matriz por la luz del moleculas de la muestra
laser

Figura 1.Proceso de ionizacion MALDI

Fuente: Daltonics, Bruker. MALDI-TOF/TOF Mass Spectrometry; An introduction

Las reacciones de ionizacibn pueden ocurrir bajo condiciones de vacio en
cualguier momento durante este proceso. Los mecanismos de formacion de iones
mas ampliamente aceptados implican la transferencia de protones en la fase
sélida antes de la desorcién o la transferencia de protones en el penacho de
expansion de la matriz en fase gaseosa”. Seguido de esto, los iones son
expulsados de la fuente por una aplicacion transitoria de los potenciales
adecuados en los lentes de enfoque de la fuente' Estos iones son acelerados a
continuacion hacia el tubo de tiempo vuelo por una diferencia de potencial
aplicado entre un electrodo y la rejilla de extraccion. Como todos los iones
adquieren la misma energia cinética, los iones que se caracterizan por una
distribuciéon de sus masas presentan una distribucién de sus velocidades. Al salir
de la regién de aceleracién, entran en una region libre de campo en la que se
separan de acuerdo con sus velocidades,antes de alcanzar el detector colocado
en el otro extremo del tubo de vuelo®.

Mediante la medicion del tiempo que tardan los iones en llegar al detector, se
determina la relacion masa-carga (m/z) de cada ion.La relacién del tiempo de

vuelo de un ion con su masa esta dada por la siguiente ecuacion®:
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(m/z)l/z = (@) t Ecuacion 1

La distancia L y la aceleracion potencial Vs son constantes para un espectrometro
dado. Los términos entre paréntesis se pueden sustituir con la constante A. La
relacion entre mY? y t es lineal. Se afiade una constante B para producir una
ecuacion simple para una linea recta. Esta constante B permite la correccion del
tiempo cero medido que puede no corresponder exactamente con el verdadero
tiempo cero. En efecto, la calibracion debe tener en cuenta otros efectos. El efecto
mas basico es la incertidumbre de la hora de inicio de un ion. Este efecto puede
ser causado por retardos de tiempo finitos en los cables, etc. Por lo tanto, la

ecuacion 1 queda de la siguiente manera®:
(m/z)l/z = At+B Ecuacion 2

A continuacion se ilustra un esquema de un espectrometro de masas MALDI-TOF

lineal.

rejilla

FUEMTE ArlALLZADOR DETECTOR

tm Lestrim atiiz

: iones :
2 .
portamuestra ——" : :
VS
L
s |
r 1 |
E = "u"S.l'ds E=n
regidn de regidn libre de cam po

aceleracion

Figura 2.Imagen de un analizador TOF lineal®

Fuente: Mass spectrometry: principles and applications, p 127.
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1.2 MALDI-ISD

ISD es un proceso de fragmentacién rapido que ocurre en la escala de tiempo de
nanosegundos® % dentro de la fuente de iones, siguiendo rapidamente el
disparodel laser™ Esta formacion tan rapida de iones I1SD (o iones fragmento), es
la caracteristica que hace tan Util a esta técnica, pues los iones fragmento tienen
la misma energia cinética que los iones de la proteina o del péptido original, en el
punto de partida, antesde su separacioénen el analizador TOF. Como consecuencia
de ello, los iones fragmento son enfocados y resueltos, y su separacion
dependiente del tiempo puede ser calibrada por la misma curva de calibracién
usada para los iones de la proteina o péptidos intactos™®  Esta técnica de

fragmentacién es exclusiva para el método de ionizacién MALDI.

La fragmentacion ocurre a mayores fluencias del laser que las utilizadas en los
andlisis MALDI clasicos.La fluencia se refiere a la energia aplicada por el pulso
laser sobre la muestra (J/cm?)®®. Mayor fluencia del laser provee energia interna

al analito que favorece la fragmentacién del eje principal de la proteina®.

En ISD, las proteinas se rompen principalmente en el enlace N-Ca® * 12 del
esqueleto del péptido, dandotipicamenteiones fragmento de tipoc,-, Yn- Y (zn+2)-&

14:12) como se muestra en la figura 3.

Lo
] R CH4
R4 PMH]
MIH (]
CHy o R
L
Y, Cn

Figura 3.Nomenclatura de iones fragmento observados en ISD

Fuente: Mass spectrometry: principles and applications, p 313.
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Segun el modelo de Takayama, la formacion especifica deeste tipo de ionesen los
espectros ISD surge de la transferencia de hidrogeno radical” a partir de la matriz
hacia el analito, induciendo asi la fragmentacion en la posicion donde se produce
la transferencia. Es por esto que la fragmentacion ISD no muestra ninguna
preferencia por enlaces labiles y se produce de manera uniforme a lo largo de la
secuencia de la proteina. Esto resulta ventajoso debido a la generacién de
espectros de iones fragmento relativamente simples incluso de grandes proteinas.
Los radicales de hidrégeno en MALDI-ISD, son producidos a partir de los
hidrégenos activos (-OH y NH,) de las matrices,tales como 2,5 DHB y 1,5
diaminonaftaleno (1,5 DAN), entre otras,que son activados por la irradiacion de los

fotones del laser®.

Los espectros ISD proporcionan la relacion m/z y abundancia de los fragmentos
de la proteina ionizada originalmente, conocidos como iones fragmento. Es a partir
de estos datos que se puede obtener la informacién estructural de la proteina, la
cual permitira la identificacion de la misma, mediante un proceso de busqueda en

bases de datos, como se indica en la siguiente seccion.

1.3 IDENTIFICACION

Después de obtenidos y procesados los espectros ISD, se seleccionan los iones
fragmento que se van a enviar al motor de busqueda como precursores, para la
identificacion de la proteina.

El procedimiento de busqueda TDS(Top downsequencing) intenta identificar la
proteina realizando una busqueda MSMS basada en "Precursores virtuales" que
se calculan sobre la suposicién de que un pico en el espectro es un cierto tipo de
fragmento de MSMS. Por ejemplo, un pico de masa de 1000 Da corresponderia a
una masa precursora de 1.000 + Masa del (-NH+ O) si el pico era un ion tipo c-, 0
a una masa precursora de 1000 - Masa del (NH) si era un ion tipo (z+1).

De esta manera, la misma lista de picos MSMS se remite multiples veces con

diferentes precursores como parte de una busqueda MSMS combinada (cuando
19



se usa escision no especifica), que cubre todos los tipos de iones esperados.
Como la mayoria de los fragmentos MSMS en un espectro ISD tienen masas por
debajo de 16.000 Da, la identificacion de la proteina se puede hacer en un
servidor de MASCOT(motor de basqueda para proteinas) estandar. La asignacion
correcta de las modificaciones que concuerden con la masa precursora
deconvolucionada se puede hacer en BioTools(software para andlisis de
proteinas), si estad disponible, como una etapa posterior después de que la

secuencia de la proteina ha sido descargada de MASCOT®®.

1.3.1 Herramientas bioinforméticas
Los motores de busqueda para identificacion de proteinas son recursos
computacionales que utilizan diferentes algoritmos, dependiendo del tipo de

busqueda que se va a realizar.

Estas herramientas proporcionan funciones para el calculo de la masa molecular
de la proteina intacta a partir de los iones fragmento enviados como precursores y
hacenla alineacién de la secuencia de los precursores con la secuencia de la
proteina afin encontrada en las bases de datos consultadas“®.En la siguiente
tabla se referencian algunas herramientas bioinformaticas para espectrometria de

masas de proteinasdisponibles en la red.
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Tabla 1. Programas de identificacidn de proteinas disponibles en la red

NOMBRE URL

EXPASyY Www.expasy.org

EBI www.ebi.ac.uk

NCBI www.nchbi.nih.gov

GPMAW www.gpmaw.com

Mascot www.matrixscience.com

X!' Tandem / www.thegpm.org/TANDEM/
Phenyx www.phenyx-ms.com/
VEMS yass.sdu.dk

MSQuant msquant.sourceforge.net

Protein- Prospector
ProteinCenter
NetPhos

prospector.ucsf.edu/
WWW.proxeon.com
Cbs.dtu.dk/services/NetPhos

Fuente: MALDI MS. A Practical Guide to Instrumentation, Methods and Applications, p 102.

El motor de busqueda identifica las proteinas que tienen coincidencias con los
valores de los iones enviados como precursores y las califica asignandoles un
puntaje (score) en funcidn al nimero de coincidencias encontradas. Este resultado

se muestra en un histograma en el reporte de resultados de busqueda de

MASCOT.

En este reporte también se encuentra un registro individual para cada proteina
identificada, donde se listan las masas observadas y calculadas de cada ion que
coincidié con la secuencia consultada, ademas de la secuencia y el puntaje
asignadoa dicho ion. Este registro, ademas, tiene un enlace que conduce a la vista

de la proteina donde se puede observar la secuencia completa resaltando en

letras rojas la secuencia identificada por el motor de busqueda.
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2 SECCION EXPERIMENTAL

En esta seccion se describe detalladamente cada paso ejecutado en este estudio,

para implementar la metodologia TOP DOWN®": 18,

Primero se realizaron unas pruebas preliminares sobre el patron, para escogerel
método de preparacidon de muestras y los parametros del espectrometro mas
adecuados. Después se ejecutd la metodologia completa, optimizando los
pardmetros de cada paso, para la identificacion de la proteina patron (BSA,
albumina sérica bovina) y finalmente se siguiétodo el procedimiento para la
identificacion de una proteina intacta y pura, conocida (Citocromo C, CC), bajo las
condiciones establecidas con el patron. De esta manera se comprobé la validez

del método.

in g

preparacion de
muestras

Figura 4.Esquema general de la metodologia TOP DOWN

Fuente: Autor del proyecto
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2.1 PRUEBAS PRELIMINARES

2.1.1 Seleccion del método de preparacion de muestras

Cantidad minima de muestrade 10 a 100pmol /uLdiluida en TFA al 0,1% en agua.
Procedimiento para proteinas puras individuales e intactas.

2.1.1.1 Materiales

Matrices SA (acido sinapinico)
2,5-DHB (acido 2,5 dihidroxibenzadico)

Solventes TFA (acido trifluoroacético)
TA30 30:70 (v/v) Acetonitrilo: TFA 0.1% en agua
EtOH etanol

Todos los materiales utilizados en este trabajo son de grado HPLC y se utilizd

agua desionizada tipo I.

2.1.1.2 Sistemas de matrices
Sistema | Matriz 1. SA saturado en EtOH

Matriz 2. SA saturado en TA30
Sistemall DHB saturado en TA30

2.1.1.3 Método de preparaciéon de la muestra
Se probaron dos de los métodos mas comunes de preparaciéon de muestras para

MALDI-MS:DriedDroplet (DD) yDoubleLayer (DL).

DriedDroplet: se hace una premezcla de matriz- muestra. La relacion de mezcla

(v/v) puede variarse. Se aplica 1- 2L sobre el target y se deja secar.
DoubleLayer:Se aplica una capa delgada de Matriz 1 y se deja secar. Sobre esta

capa se aplica 0,5uL de una premezcla de Matriz 2con muestra en volumenes

iguales y se deja secar.
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Con estos dos métodos y los diferentes sistemas de matrices se implementaron
los siguientes protocolos para preparacion de muestras:

DL SA

DD 2,5 DHB relacion 1:1
DD 2,5 DHBrelacion 2:1
DD  SArelacion 1:1

DD  SArelacion 2:1

Los protocolos 1y 2 son protocolos establecidos por Bruker®®

y los protocolos 3,
4y 5 son modificaciones del protocolo 2.

Las pruebas para escoger el protocolo mas adecuado consistieron en tomar un
espectro ISD del patron preparado segun cada uno de los protocolos anteriores,
optimizando los parametros instrumentales (como se describe en la siguiente
seccion), para comprobar la fragmentacion, y se realizo la busqueda por MASCOT

para confirmar que el patron de fragmentacion era el esperado.

2.1.2 Seleccion de parametros de adquisicion

Los parametros de adquisicién a optimizar son: porcentaje de fluencia del laser y
namero de acumulaciones por disparo.

Con el patrén preparado segun el protocolo escogido en la seccidn de preparacion
de muestras, se inicié la adquisicion de espectros acumulando de 100 a 500
disparos cada vez y se fue aumentando la fluencia del laser hasta que aparecieron
los picos en el rango de masas de péptidos. Para obtener suficiente relacion S/R,
se acumularon varios cientos de miles de disparos. Con la fluencia 6ptima ya
establecida, se ajustd el nimero de acumulaciones por disparo a 5000.

También se compararon espectros tomados a diferentes valores defluencia para
analizar el efecto de este pardmetro sobre la abundancia, resolucion y relacion
S/R, con el fin de confirmar que el porcentaje de fluencia escogido con estas
pruebas era el adecuado.
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2.2 PREPARACION DE MUESTRAS

Con el método de preparacion de muestras escogido se prepard el patron y la

muestra.
2.3 TOMA DE ESPECTROS Y PROCESAMIENTO DE DATOS
2.3.1 Equipo

Tabla 2.Especificaciones del equipo

ESPECTROMETRO DE MASAS (MALDI / TOF/TOF)

Modelo Ultraflextreme de BrukerDaltonics
Software Flexcontrol
Fuente de iones MALDI
Analizador Time of Flight — TOF
Laser UV con longitud de onda de 355nm
Rango de masas Hasta 500.000 Da
Resolucién Hasta 40.000
Precision 1 parte por millon (ppm)
Modos de operacion - Modo lineal (positivo/negativo)
- Modo reflectron (positivo/negativo)
- LIFT (positivo/negativo)
- relSD

Fuente: Autor del proyecto
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2.3.2 Adquisicion

Métodode adquisicion para flexControl 1.3. “RP_ISD_1-8 kDa.par”.

A continuacion se muestran los pardmetros del espectrémetro y del detector

preestablecidos en el método seleccionado para la adquisicion.

Mass Spectrum | Calibration
Group: [Acquisitiun Spectrometer -

Farameter Explanation Value
Deflection Deflection on false
DeflMass Deflection mass 0Da
DPCal Deflection pulser cal 0
PIEDelay PIE delay 200 ns
Polarity positive voltage polarity POS
s lon source voltage 1 25 kV
sz lon source voltage 2 22 65 kW
ULens Lens voltage TTEV
IRef1 Reflector voltage 1 265KV
URefl2 Reflector voltage 2 13.45kV

Figura 5. Parametros de adquisicion del espectroémetro

Fuente: flexAnalysis

Mass Spectrum | Calibration
Group: ’Acquisrtinn Detection -

Parameter Explanation Value
Delay Spectrum delay 45352 ng
Blectranic Gain Sensitivity of digitizer 100 mV fullscale
HiTurbo Himass turbo mode falze
SampleRate SampleRate reciprocal 05ns
SpecSize Spectrum size 180736 pts
Uhimass Voltage of high mass detectar 0 kY
ULinDet Linear detector voltage 2832kV
URefDet Reflector detector voltage 27k

Figura 6. Pardmetros de adquisicion del detector

Fuente: flexAnalysis
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Nota: en la pestafia Spectrometer, la opcion Lowmassdeflection debe estar
establecida a 800Da, ganancia a 20x o0 masy rango de masas por encima de
6000Da.

Autoecute | Sampls Carier | Detection | Spectrometer | Processing | Calibration | Setup | Status
azz Range

mqu SUE'U Low Mass Range v

I 1000 2000 3000 4000 5000 6000 YOOO @000 9000 10000 Da
Spectrum Size: 180736 pt= Delay: 100032 pts

Dietector (Gain Sample Rate and Digitizer Settingz
R 2 .
REREEE |J P T D.EIEl IJ.'I3| EI.25| IJ.5EI| 1.EIIJ| 4.EID| 200GS/s
1x 10 100% Mass Fiange e B chion
Realtime Smoothing: High v
Smartheam Parameter Set Baszelne Offset Adjustment: 185 %
3 medium v Frequency: 500.0 % | Hz inalog Offzet 50.9 m

Figura 7. Parametros del espectrometro

Fuente: flexControl

Antes de iniciar la adquisicion, lo primero que se hace es la calibracion. Para esto
se tom6 un espectro ISD del patron con los pardmetros de adquisicién ya
establecidos y se utilizé6 la lista control de pesos"ISD_BSA _mono.mcl", de

flexSeries 1.3, que contiene masas de fragmentos ISD para calibracion.

El patrén para la calibracibn debe preparase de la misma manera que se

prepararon las muestras, de lo contrario, la calibracién no sirve.

2.3.3 Procesamiento en flexAnalysis

flexAnalysis 3.3 es un software de post-procesamiento para espectros adquiridos
con espectrometros de masas de tiempo de vuelo de la serie flex de Bruker. Este
software proporciona herramientas de facil manejo de algoritmos altamente

sofisticados para arreglo de linea base, suavizado, deteccion
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automatizada,auténtica e interactiva de picos (SNAP, Centroid y Sum peakfinder),
recalibracion de espectros (linear, quadratic, quadraticenhanced, High
PrecisionCalibration, statistical and iCalsupport), entre muchas otras mas, que

facilitan el analisis de los espectros y su visualizacion.

Los espectros adquiridos se abrieron en flexAnalysis 3.3 de Bruker y se
procesaron con los métodos automaticos preestablecidos en el software:
“‘PMF.FAMSMethod” y "calibrate_ BSA_relSD.FAMethod". El primer método anota
un rango de masas de 800-4000 Da utilizando el algoritmo de recoleccion de picos
"SNAP" (SophisticatedNumericalAnnotationProcedure). Este algoritmo busca
patrones conocidos en el espectro y realiza su propia correccion de linea base y la
determinacién del ruido. Es el mas conveniente para analisis proteémicos, pues
sirve para la identificacién de patrones isotdpicos y el célculo exacto de las masas
monoisotdpicas, que son la base de las busquedas en bases de datos para

elucidar la estructura y la secuencia de un péptido o proteina particular.

Elsegundo método es para la calibracion interna del espectro ISD de BSA, arreglo
de linea base, suavizado eidentificacion de la lista de picos. Este procesamiento
también se puede hacer manualmente estableciendo los parametros de
procesamiento segun la preferencia. En este analisis no fue necesario hacer
ninguna modificacion. Los parametros de procesamiento de espectros son:
algoritmo de deteccion de picos, umbral de relacion S/R, maximo nimero de picos,
etc. Estos se encuentran en la pestafia Method, opcién Editprocessingparameters,

como se muestra en la figura 8.
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Annotation | Method FAST View Tools Window Compass Help

Jlill_ Q?L ‘b|i @QF‘E”"' i q g
SpeCﬂL Save As...
mns.
1.u] b Bun Script Fe
109
it Parameters... t+
B Edit P Alt+F2
] i Edit Processing Parameters... Shift+F2
It Script... trl+
% Edit S ip cul-F2
Select Default...

Figura 8. Ventana para la seleccion de pardmetros de procesamiento de espectros o
métodos automaticos en flexAnalisys

Fuente: flexAnalysis

2.3.4 Procesamiento en BioTools

BioTools es un software de andlisis de proteinas donde se establece el tipo de
basqueda que se quiere realizar con espectros tipo MS y MS/MS vy listas de
picos,adquiridos con instrumentos MALDI y ESI MS de BrukerDaltonics, los cuales

fueronpreviamente procesados con flexAnalysis o DataAnalysis.

Lo primero que se hace al abrir un espectro ISD en BioTools es registrarlo como
un espectro tipo ISD, esto se hace en la pestafia Analysis opcién

Permanentlyassign as ISD-type(figura 9).

Analysis Zearch Tools ‘Window Compass Help

RapiDeoyn Selected Feptide. . .
|
RapiDeiowo all Unmatched Peptides. ..

Permanently assign as ISO-type

Reassign LZR. spectrunm bype

et Threshold. ..
| 2T Annotation Pararneter. ..

Edit Ion Series...

Edit Peaks Chrl
PeakPicking. ..

Sek Peak Charge, ..

Edit Global Eharge Limits, .

Figura 9. Registro de un espectro tipo ISD en BioTools

Fuente: BioTools
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Después de registrar el espectro como ISD, se selecciona la opcion ISD-TOF
extended entre las opcionesdelon list dentro de AnnotationOptions, de la pestafia
Analysis. Esto se hace para seleccionar lista de tipos de iones en funcion de la
técnica del instrumento y la fragmentacion (baja energia /alta energia, CID, LID,

ISD, etc) consideradas para los célculos de iones fragmento.

Annotation Options (=]l |
— lon List:
ETD/PTR ;l
ETD/PTR including neutral side chain losses
high energy CID e
15D-TOF
ILIFT neaative mode LI
— &nnotate: — Colors:
Label Maszz Seguenc lon | Color lan
O = I -
E I -
U w I
U z+2 I -2
KN 2l
[+ Label ™ Mass W Sequence
I Dor't annotate intermnal fragments [only immoniom iong)
I Dor't draw lines to peaks
— Mode:
= Mo Annotation " Fast
— Fragmentation
) mim . ETD ok I Earmeel

Figura 10.Seleccién de iones

Fuente: BioTools

Después de esto, se hace zoom sobre una region mas pequefia del espectro, de
alto peso molecular (en lo posible, menos compleja), que incluya una serie de
picos distribuidos uniformemente y con etiqueta, como se ilustra en la figura 11. En
seguida se selecciona el boton TDS MascotSearchde la pestafia MSMS Analysis.
A continuacion aparecera una ventana emergente donde se muestra la lista de
picos seleccionados en la region ampliada, junto con sus masas,el tipo de ion
fragmento (no para todos los picos) y sus intensidades correspondientes (figura

12). Esta lista de picos, son los picos seleccionados como iones precursores.

30



Abs. Int.* 1000

10+
|
| \ l
. ||
0- .,|. || Ll\l.lh[lll l||‘IL \Jll;l:]‘lJJl (I 1 .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000 miz
Abs. Int.” 1000
6
a4
2_
0_ AR L_ L -L M 3 A L ||l for)
T I T T T T T T T T T I T T I T T I T T T T
2l 3500 3750 4000 4250 4500 4750 miz
Fratein Viewl Match Enorsl M5 /M5 Fragments MSMS Analysis I =
Analysiz Mod -
lrfza;:ftonfucp & TopDown | Find Tags... I Fankirg | Residues | Stark | Sequence
Map Tags to Sequences |
Peaks: 12 Above Threshold: 111
TDS b4 t Search...
MS/MS Tol:  [BENNEEN Da Threshok: [0.000 DS Mascot Search.,_|
. M5 Blazt homology search
MH fana lexpl: 1000000
Copy/tdS Blast |
Absent: II Q
Open M5 Blast |
Present: I Uncertain: I
MN-Term: I X X
= E-Term: I Add To Saved/Excluded | Remove From Saved.
Chesk Law Masses Eylons | Mascot Seqluery... Ranking | Residues | Start | Sequence

Edit Fragmentz... | Filters |

Set HapiDelovo by-Hint

Rapil eMovo Sequencing... |

Fird Meutral Logses | Licaeilag I
- Search Tlag I
Edit Meutral Losses.. |

Analyze Tags.. |

Figura 11.Seleccién de laregion espectral para busqueda en MASCOT

Fuente BioTools
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TDS Mascot Search - Selec x|

Mass Range (myfz) From: |3443":":' to: I'%'BE"':|D

Intensity threshaold: 0,00

ISD-TOF extended contains these ion bypes suitable as wirtual parents: a, c, v, 2+2

Select Precursor | MH+ | inkensity | ion type o
3884.02 2114.32 c
3514.82 163215 C
3627.91 1207.10 C
3972.03 993.74 | |
375596 983,20 C
3869.01 897,46 42
3910.04 886,68
423116 549,05 C
346,52 532.67 a
3582.589 481.09 a
3710,94 402,66 a
47dE 1T 2AT 7R hd
A il

Uncheck al | Checkal |

Change ion type in selected rows bo; | Ian\,.n' j

Mext.. | Cancel

Figura 12. Lista de picos seleccionados para enviar a MASCOT como iones precursores

Fuente BioTools

En esta ventanase pueden seleccionar o deseleccionar los iones y cambiar o
remover por completo el tipo de iones manualmente. Cuando ya se tiene la lista

como se quiere, se hace click sobre el botén Next para enviarla a MASCOT.

2.4 |IDENTIFICACION

Después de enviar la lista de iones precursores, se seleccionan los parametros de

busqueda en la siguiente ventana, que aparece automaticamente (figura 13).

Enzyme: None, Instrument: MALDI-ISD. Estos dos parametros son invariables

para este tipo de analisis, los demas se pueden variar.
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TDIS Mascot Search - i . 5 — |2 S|

[t

RL: I http: /4192168, 6,13/ mascat/cai/nph-mazcaot. exe ™ LI Setup.. |
Matriz S cience home page
U=zer Mame: I E mail:
Search Title: IBS.-’-\ IS0 PRUEBA,
T asanarmy: I ............ b ammalia [mammalzs) LI
Databaze: IP|_zebrafizh » Enzyme: I MNone ;I
FSIP_hurman : _.
MSIP| maouse Partials <=: |1 - I
MCElnr (3 Quantitation: |Nu:|ne LI
| IniR=F100 - [~ Show Hidden Modifications
Global Acetyl (K] » “anable Acetyl (K] -
Modifications: | &cetyl [M-term) a Maodifications: |2cetyl [M-term) K
Acetyl [Protein M-term) Acetyl [Protein M-term)
Arnidated [C-term) Aridated [C-term]
Arnidated [Frotein C-term) Armidated [Frotein C-term)
.f«!'nr!'uor_jui_g-loss [M-term C] - .f-.!'nr!'uc@i_g-loss [M-term C] -
Protein b >=:| kDa #cl3. I':' 'I
Mass Tal MS: |150 [ppm =] MSMS Tal |05 [pa -]
Charge state: |1+ - I'1 .0aoaaa ' Monoizotopic { Awerage
[rata file: I
Query Data: -
BEGIM IOMS D
TITLE=TDS wirtual parent no.0
PEPRMASS=3933,714923 1000,000000
CHARGE=1+ -
[T Search unmatched peaks only
Resultz
Instrument: |MALDI-ISD | v Dverview Report top |5 'I hitz
™ Decoy [~ Erar Tolerant [ On lmport check matching MSMS only
— Fragmentation
0D & ETD € CIDETD combined [Mascot 2.2 or later] ETD parameters. .. |

Copy Peaklist Copy b azslist Save az default | Start I E mit |

Figura 13. Ventana de seleccion de parametros para una busqueda tipo TDS en MASCOT

Fuente: MASCOT
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En la ventana anterior se seleccionéla opcion de mamiferos en la taxonomia, en el
campo de modificaciones globales y variables no se seleccioné ninguna ya que es
un andlisis de proteinas intactas, la opcion de Partials se refiere a la posibilidad de
tener fragmentos parciales, en el caso de que se tratara de una proteina
escindida, pero aun para el caso de proteinas intactas se recomienda dejar el
valor de 1. Solo en el caso de estar 100% seguros de que la digestion fue perfecta
y que no hay fragmentos parciales, se seleccionaria el valor cero. Valores
mayores a 2 no son recomendables en ningun caso, a menos que haya una muy
buena razon para esto. EI campo de Protein MW Unicamente se usa para
basquedas de andlisis de huella peptidica (PMF, peptidemassfingerprint),este
pardmetro no es un muy util, por lo que es recomendable dejarlo en blanco
aunqgue el valor sea conocido,ya que hace la busqueda mas lenta. Finalmente, en

lasopciones para tipo de masase selecciona monoisotopic.

En cuanto a las bases de datos, hay algunas recomendaciones dependiendo del

tipo de busqueda®®:

para PMF y MS/MS
para MS/MS

para MS/MS,si las anteriores no funcionan.

Con los parametros ya establecidos, se inici6 la busqueda en MASCOT, haciendo
click en el boton Start. Dependiendo de la cantidad de datos enviados y de la
calidad de la conexién a la red, sera necesario esperar desde unos 20 segundos

hasta algunos minutos para obtener los resultados de la basqueda.
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3 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 PRUEBAS PRELIMINARES

3.1.1.1 Seleccion del método de preparacion de muestras

Analisis espectrométrico

En la figura 14 se muestran los espectros del patron preparado como se indica en
cada uno de los protocolos mencionados en la seccion 2.1.1.3 y se analiza el
efecto de la matriz y del método de preparacion de la muestra, sobre la aparicion

de sefales y su abundancia, que implicaria la fragmentacion de la proteina.
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Figura 14. Espectros ISD de BSA preparado con los diferentes protocolos. De arriba hacia
abajo: a) P1,b) P2,c) P3,d) P4y e) P5
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Después de procesar los espectros segun lo descrito en la seccién 2.3.3, se

confirmd lo observado a simple vista:

» El Protocolo 1 no es adecuado para generar fragmentacion de la proteina,
aunque se aument6 considerablemente la fluencia del laser para garantizar
una transferencia de energia suficiente para la fragmentacién, por lo que no fue
posible identificar la proteina mediante la busqueda en MASCOT, después de

realizar todo el procedimiento para el analisis TOP DOWN.

» El espectro del Protocolo 2 muestra buena fragmentacion, lo cual se confirmo

al lograr la identificacion de la proteina en MASCOT.

» Losespectros de la muestra segun losProtocolos2 y 3muestran un patron de
fragmentacién similar, asi como los espectros de los Protocolos 4 y 5, sin
embargo los dos ultimos no dieron identificacidbn positiva después de la
busqueda en MASCOT, lo cual indica que la fragmentacion no es comparable
a la almacenada en las bases de datos consultadas. Esto también indica que la
matriz no es eficiente en el proceso de fragmentacién, alun después de
suministrarle una cantidad de energia por encima de los valores tipicos para

esta clase de analisis, casi hasta el 100% de fluencia del laser.

» Como el P2 y P3 dieron resultados similares, se decidio establecer el P2 como
método de preparacién de muestras ya que no hay mayor diferencia entre usar

una relacion de mezcla mayor a la relacion 1:1.

Los protocolos que resultaron favorables para este estudio fueron los preparados
con la matriz 2,5 DHB, lo cual es congruente con lo registrado en la literatura®® 2%
" que indica que esta es una matriz particularmente apropiada para andlisis de
proteinas intactas por dos razones®?: 1) su “suavidad”, que evita fuertes pérdidas

de pequefios neutros y la aparicion de colas en los picos; y 2) porque los cristales
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incorporan a las proteinas, pero no incluyen a la mayoria de los contaminantes

comunes.

Las matrices han sido clasificadas por su capacidad para donar protones,
calificandolas en una escala de “duras a suaves”, o de “friasa calientes” que indica
su efectividad para la fragmentacion, de la siguiente manera:1,5-DAN>5-ASA">
2,5-DHB > SA = CHCA?, siendo 1,5-DAN el extremo “duro” o “frio”, es decir, con

mayor capacidad para donar protones®* 247

, Y por lo tanto mayor efectividad para
la fragmentacion. Esto explica el resultado desfavorable obtenido con la matriz de

SAy el resultado favorable con la matriz de 2,5-DHB.

Analisis cualitativo

A continuacion se presentan las imagenes de la visualizacién de los spots dentro
de la cadmara de ionizacion. En estas imagenes se puede observar la forma
decristalizacion, que varia dependiendo de la matriz utilizada e incluso del método

de preparacion.

*1,5- Diaminonaftaleno
"Acido 5- Aminosalicilico
¥ Acido a-Ciano-4-hidroxicindmico
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Figura 15. Imagenes de la visualizacion de los spots preparados con los diferentes
protocolos

En estas imagenes se puede observar cdmo varia la distribucion de los cristales

sobre la superficie del spot, el grosor y la forma:

En las imagenes del P1 se observanmini- cristales con una distribucién muy
homogénea, ademas de ser una capa delgada y pareja en toda su extension. Esta
forma de cristalizacién es ideal, ya que por su homogeneidad en el grosor, los
iones de una misma relaciébn m/z viajaran en un paquete mucho mas compacto
alcanzando asi el detector en un intervalo de tiempo mas corto, lo que se traduce
en una mejor resolucién del espectro. Sin embargo este protocolo fue descartado

con el andlisis espectrométrico debido a que no se produjo fragmentacion.
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En los spots de los protocolos 2 y3 se observa la formacion de cristales alargados
y distribuidos hacia los bordes del spot, quedando practicamente vacio en el
centro. Este tipo de cristalizacion dificulta un poco la adquisicion (aunque no
mucho) de los espectros debido a que se hace necesario apuntar de forma muy
precisa sobre los cristales, de manera que se tiene que hacer manualmente.La
cristalizacion observada en los spots de P2 y P3 no muestra diferencias
significativas. Este mismo resultado se observd en los espectros 12.b) y
12.c)correspondientes a estos spots. Aunque la forma de los cristales de DHB no
es la mas homogénea, no afecta significativamente la resolucion de las sefiales ya

que la adquisicion se hace sobre un mismo punto.

Finalmente en los spots de P4y P5 se observa una distribucion de los cristales
poco homogénea y una superficie rugosa. Esto afecta la resolucién de las sefales
y el ancho de las bandas. En el spot del P5se observa una mayor saturacion con
respecto al P4. Este resultado es coherente con lo observado en los espectros

correspondientes a estos spots.

3.1.1.2 Seleccion de parametros de adquisicién
A continuacién se analiza el efecto de la fluencia del lasersobre las sefiales del

espectro. Para esto sepresentan los espectros del patron preparado segun el P2

tomados a diferentes fluencias del laser.

40



a.u.]

Intens. [a.u.] Intens.

Intens. [a.u.]

Intens. [a.u.]

w
o
o
o
1

004 @)

400

1752.982

3136.670

ISD-spot D17-40%laser 0:D17 MS

b)

1584.02

1584.087

2010.789

2010.73 247930 3136.74 3654 95

3137.049

ISD-spot D17-50%laser 0:D17 MS

5038.53

A [Py
ISD-spot D17-60%laser 0:D17 MS

4237.922

Ll Lo T

0.0
X104 ISD-spot D17-70%laser 0:D17 MS
43 d)
3 1584.253

0

2191.289

3137.564

1000

T
2000

T
3000

Figura 16.Espectros ISD de BSA variando la fluencia del laser. a) 40%, b) 50%, c) 60% y d)

necesariamente favorable.

70%

En la Figura 16 se puede observar como a medida que se aumenta la fluencia del
laser, aparecen mas sefiales y aumenta la intensidad. La intensificacion de los
picos es buena, sin embargo, el hecho de que aparezcan mas sefales, no es
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En el espectro 16.d)se alcanza a observar la aparicién de un patron de sefiales en
forma de campana, en la region de masas entre 3000- 4000 Da. Por la forma y el
rango de masas en que aparecen estas sefiales, se puede pensar que son
generadas por un polimero. La aparicién de esta especie en la muestra, se puede
atribuir al material de los implementos utilizados para la preparacion de la muestra

o0 incluso del recipiente de almacenamiento de las mismas.
Con la ayuda de las herramientas del software para anotar picos (annotate), es

posible conocer la identidad de la especie que genera dichas sefiales, como se

muestra a continuacion.
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Figura 17.Ampliacion de los espectros ISD de BSA en el rango de masas entre 3300- 4000
Da, tomados a diferentes fluencias, mostrando la identificacién de (PEG) en la muestra.
a)BSA preparado segun P2 a 50%,b) BSA preparado segun P2 a 60%,c) BSA preparado

segln P2 a 70% yd)BSA preparado segun P1 a 80%
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En el espectro 17.d) se observa con claridad la identificacién de la especie que
generé las sefiales indeseadas, mencionadas enteriormente. La especie
identificada fue el polimero polietilenglicol, sefialada en los espectros como PEG.
Este espectro, proveniente del patron preparado segun el P1, fue el que no mostré
fragmentacion de la proteina, pero se observo la aparicién de unas sefiales entre
3000- 4000 Da.

En los espectros 17.a), 17.b) yl17.c), provenientes de un mismo spot pero con
diferente fluencia, se observa como cambia la aparicién de las sefales del PEG,
dependiendo de la fluencia utilizada.A menores fluencias del laser, es menos
observable el patron del PEG.

En el espectro 17.a)ya no se observan las sefiales del PEG, por lo que no es
posible identificarlas con la ayuda del software.

Esto confirma que es posible descartar el valor fluencia de 70% debido a que no

ayuda a mejorar las sefiales de interés y si aumenta las sefiales del PEG.
A continuacion muestra la ampliacion de los espectros ISD de BSA en el rango de

masas entre 3860- 3930 Da, variando la fluencia del laser, para analizar el efecto

de la fluencia sobre la resolucién de las sefales.

44



ISD-spot D17-40%laser 0:D17 MS
600

Intens. [a.u.]

400

200

ISD-spot D17-50%laser 0:D17 MS

[a.u]

b)

530001

Intens

20001

1000

:xm_AJu¢~”\/W\fnafVVvame\"“\ ,m~va/NJN\\“f“V”“\A/\“ﬂﬁv»ﬁvavﬁ

3887.714 ISD-spot D17-60%laser 0:D17 MS

o
1

[aY
o
D

c)

N
o
Pl PR

Intens. [a.u.]

=
(S}
P

ISD-spot D17-70%laser 0:D17 MS

d)

Intens. [a.u.]

—
3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920 3930
m/z

Figura 18. Ampliacion de los espectros ISD de BSA en el rango de masas entre 3860-3930
Da, variando la fluencia del laser. a) 40%, b) 50%, ¢) 60% y d) 70%

En la Figura 18 se observa que la sefial con mejor resolucién y una linea base

aceptable, con suficiente relacion S/R es la del espectro 15.c).
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De acuerdo con lo anterior, se establece que la mejor fluencia esta entre 50 y 60%
ya que a menores fluencias no se observa con claridad el patrén de fragmentacién
de la proteina y a mayores fluencias se observa la aparicion de fragmentos no
pertenecientes a la muestra en estudio.

Para los propdsitos de este estudio se decidié trabajar con la fluencia del laser al
60%.

3.2 PREPARACION DE MUESTRAS

A continuacién se muestran las imagenes de los spots correspondientes al patron

y a la muestra.

Figura 19. Spots del patrén y del CC preparados segun el Protocolo 2

3.3 TOMA DE ESPECTROS Y PROCESAMIENTO DE DATOS

A continuacion se presentan los espectros de las dos muestras analizadas en este
estudio, bajo las condiciones de adquisicion y procesamiento establecidas en las

secciones anteriores.
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Figura 20. Espectro ISD de BSA tomado con los parametros establecidos (fluencia a 60%) y
procesado siguiendo los pasos descritos en la seccion 2.3.3

47



[
15
)

Intens. [a.u.]

2777.920

1477.972

313837

1740.279

2517.936

3405.408

3921.787

4569.858

6176862

5427.556

e e S B B
1000 2000 3000

—
4000

—
5000 6000 7000
m/z

Figura 21. Espectro ISD de CC tomado con los parametros establecidos (fluencia a 60%) y
procesado siguiendo los pasos descritos en la seccion 2.3.3

3.4 IDENTIFICACION

Después de procesar los Espectros 20y21 en BioTools de acuerdo a lo descrito en

la Seccién 2.3.4, se envid la lista de iones precursores al motor de busqueda para

la identificacién.de las proteinas analizadas. A continuacién, los resultados de la

busqueda en MASCOT.

Resultados de la busqueda para BSA
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Tons score is -10¥Log(P). where P is the probability that the observed match is a random
event.

Individual ions scores > 54 indicate identity or extensive homology (p<<0.05).

Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking
protein hits.

=

(R

Number of Hit
Ao o o A

—
T T T T T
150
Frotein Soors

R SR e el AU o8]

1.ALBUJ BOVIN Mass: £9248 Score: 1432 Matches: 2(3) Seguences: 3 (3)
Zerum albumin CS=Bos taurus GMN=ALE PE=1 3VvV=4
Que Observ Mr (exp Mr (cal Mi ScoExpec RaUDiquptide
ry ed t) ) =5 re t nk ue
- 3138.0 3137.0 3136.6 121 o 610.008 1 UR.DTHKSEIAHR.E'RDLGEEHF’KGL
= 335 262 458 =] VLIAF.S
3224 .5 3223.5 3223.640 P o ,?00.001 1 R . DTHESEIAHRFEDLGEEHFFEGL
- 535 462 778 '3 3 VLIAFS .Q
17 3352.6 3351.6 3351.734 o o ,?50.000 R . DTHESEIAHRFEDLGEEHFFEGL
= 294 222 364 '8 47 VLIAFSQ.Y

Search Parameters
Type of search
Enzyme

Mass wvalues
Protein Mass

MS/MS Ion Search
None
Moncisctopic
Unrestricted

Peptide Mas=s Tolerance

Fragment Mass Tolerance:

Max Missed Cleavages
Instrument type
Number of gueries

+ 150 ppm
+ 0.5 Da
1
MATDI-ISD
T2

Figura 22.Reporte de resultados de busqueda de MASCOT para el patrén (BSA)

Fuente: MASCOT, registro de resultados

49



En el reporte de la Figura 20se observa la identificacion de la proteina BSA con un

puntajemuy bueno, de 143, y adem&s como Unica coincidencia.

Resultados de la busqueda para el Citocromo C
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Figura 23.

En este reporte se observa la identificacion de mas de una proteina que coincidio
con algunos de los precursores enviados, sin embargo el puntaje asignado no es
confiable. Esto se puede observar en el histograma. La regiébn sombreada en
verde, es una region donde los puntajes ain no se pueden asumir como
probabilidades confiables. El unico resultado confiable en este caso fue para el
Citocromo C, con un puntaje de 67. Aunque no es un puntaje muy alto, es mayor

que 56, por lo que se puede establecer la identidad, y ademas es el Unico

Masa:

11741

Score:

]

3 Matches: 7(0) Sequence

c 08=GCorilla gorilla gorilla GW=CYCS PE=3 5V=3

Masa: 11741 Score: g3 Matchesa: 70 Sequence
c O5=Homo sapiens GH=CYCS5 PE=1 5V=2

Mass: 11741 Score: &3 Matches: 7i(0) Sequence
c 05=Pan troglodytes GN=CYCS FPE=1 S5V=2

Masa: 11741 Score: ©3 Matches: 7(0) Sequence
c 0F=Pongo abelii GW=CYCS5 PE=3 5V=3

Reporte de resultados de busqueda deMASCOT para CC

Fuente: MASCOT, registro de resultados

resultado que se encuentra fuera la de region de incertidumbre.
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4 CONCLUSIONES

Lametodologia TOP DOWN, definitvamente permite la identificacion vy
caracterizacion de proteinas puras, sin necesidad de digestion previa al andlisis
por EM. Ademas es mucho més eficiente por su bajo costo y rapidez ya que
simplifica la preparacion de la muestra.

La calidad de los espectros esta relacionada directamente con el método de
preparacion de la muestra. El método de preparacion drieddropletcon la matriz de

2,5 DHB mostré un resultado favorable para la técnica ISD en este trabajo.

El valor de la fluencia del laser, optimizado en este trabajo, permite la obtencion de
espectros de muy buena calidad, lo cual influye en el éxito y la confiabilidad de los
resultados obtenidos mediante el motor de busqueda.

Los avances en el desarrollo de herramientas bioinformaticas, como softwares de
interpretacion y procesamiento de datos, motores de busqueda, entre otros; se
hacen cada vez mas importantes y necesarios para la agilizacion y simplificacion

de procesos de busqueda y comparacion de datos.
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5 RECOMENDACIONES

Para proximos andlisis de proteinas por espectrometria de masas basados en la

técnica MALDI ISD, se recomienda:

Analizar otros pardmetros instrumentales que pueden influir en la resolucion de las
sefales, tales como el tiempo de retardo (delay time) y el campo de extraccion
(extractionfield).

Analizar como influye la capacidad de fragmentacion de las matrices en los
puntajes de los resultados de identificacion, realizando pruebas con otras

matrices, mas frias, tales como 1,5-DAN o 5-ASA.

Crear métodos de adquisicion y de procesamiento aprovechando que se pueden

modificar y guardar de manera que la adquisicién se ejecute automaticamente.
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