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RESUMEN

La metodologia estandar para la identificacion de péptidos y proteinas en una muestra
de material biolégico desconocido consiste en la utilizacidén de técnicas de fragmentacion
molecular, como es el caso la disociacion inducida por colisiones (CID), para identificar
propiedades estructurales, tales como la secuencia primaria de aminoacidos, o las posi-
bles modificaciones postraslacionales (PTMs). En este trabajo se introducen dos méto-
dos basados en el uso conjunto de TOF-MS y CID para mejorar la tasa de identificacion
de péptidos y proteinas mediante la espectrometria de masas.

El primer método se desarrollé tomando en cuenta que la precision en la determinacion
de la masa es un aspecto fundamental para la identificacion de péptidos y proteinas.
Hemos desarrollado un algoritmo computacional automatico (no supervisado) para re-
calibrar conjuntos de datos de corridas completas de LC/TOF-MS adquiridos de mues-
tras complejas como digestiones de cultivos de poblaciones enteras de células de algun
organismo. Adicionalmente, comparamos varias ecuaciones genéricas de calibracion de
espectros TOF con distinto nUmero de parametros libres. El error promedio en la deter-
minacién de la masa se redujo de decenas de ppm a menos de un ppm. La dispersion

del error mejord hasta diez veces luego de la recalibracion automética.

El segundo método involucra una mejora en la capacidad de identificacién de péptidos
mediante de novo sequencing. Se introduce un esquema de re-scoring de los pépti-
dos identificados previamente mediante un programa comercial para realizar de novo
sequencing, que utiliza la informacién presente en los espectros de fragmentacion a
diferentes energias de colision. En esta tesis se consideraron tres conjuntos de datos
adquiridos a 15 eV, 35 eV y 55 eV de energia de colisiéon en el sistema de centro de
masa. Los datos adquiridos a energias de colision de 35 eV y 55 eV fueron utilizados
para obtener informacién de canales de fragmentacion en fragmentos de tipo a, ¢, x, z
y iones immonio. La tasa de aminoacidos y péptidos correctamente predichos luego del

procedimiento de re-scoring se incrementé hasta en un 10 %.

Palabras clave: Espectrometria de masas por tiempo de vuelo, Disociacion inducida

por colisiones, Protedmica.



ABSTRACT

A standard methodology for peptide and protein identification in complex biological sam-
ples uses mass spectrometry together with fragmentation techniques as collision in-
duced dissociation (CID) to obtain estructural information such as the primary sequence
of aminoacids, or possible post-translational modifications (PTMs). In this work, we intro-
duce two methodologies based on the combination of TOF-MS and CID to improve the
rate of successful peptide and protein identifications using mass spectrometry.

The first approach was developed by noticing the fact that mass accuracy in MS and
MS/MS are essential for peptide and protein identification. We have developed an un-
supervised (automatic) computer algorithm to recalibrate entire LC/TOF-MS datasets
acquired from complex peptide mixtures, such as whole cell-digests. Additionally, we
compare several TOF mass calibration equations with a varying number of free parame-
ters. The average (systematic) mass measurement errors in the original datasets could
be reduced from tens of ppm to less than one ppm. The spread of random errors or
precision improved ten-fold after automatic recalibration.

The second method is intended to improved the rate of correct peptide identifications
using de novo sequencing algorithms. We introduced a workflow for the re-scoring of
peptides previously identified using a commercial program for de novo sequencing, that
uses the additional information obtained from the spectra acquired at different collision
energies. In this work, three datasets were acquired using collision energies of 15 eV,
35 eV and 55 eV in the center of mass system of reference. The spectra acquired at 35
eV and 55 eV were used to evaluate fragmentation of type a, ¢, x, z and the presence
of immonium ions. The rate of peptides and aminoacids correctly identified after the re-
scoring procedure was increased about a 10 %.

Keywords: Time of flight mass spectrometry, Collision-induced dissociation, Proteomics.
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DECLARACION DE AUTORIA

En el presente trabajo se introducen dos métodos para mejorar la tasa de identificacién
de péptidos en muestras biolégicas mediante disociacion inducida por colisiones y es-
pectrometria de masas de tiempo de vuelo. El primero consiste en una recalibracion
automatica de espectros de tiempo de vuelo obtenidos en corridas de LC-MS/MS. El se-
gundo es un esquema de re-scoring para mejorar la identificacién de péptidos mediante
de novo sequencing, que utiliza la informacion de fragmentacién en varias energias de
colision CID.

Los capitulos 2 y 3 son una revision bibliografica de los aspectos de la espectrometria

de masas y la protedbmica que son relevantes para la presente investigacion.

En el capitulo 4 se describe el set-up experimental utilizado para la adquisicién de datos
y el procesamiento de los mismos. Se utilizaron un total de seis sets de datos de LC-
MS/MS, de los cuales cuatro fueron obtenidos experimentalmente por el autor como
parte de este trabajo, y dos de ellos (S3 y S4) fueron una contribucién de Magnus
Palmblad (LUMC). Para el proceso de recalibracién se utilizé6 como partida el trabajo de
Palmblad et. al. [7] referente a recalibracién de espectros de FTICR-MS, y el trabajo pre-
vio de Costa-Vera et. al. [8] referente a las ecuaciones de recalibracién de espectros de
TOF-MS. En base a estos estudios previos, el trabajo del autor fue modificarlos y adap-
tarlos para la recalibracion automatica de corridas completas de digestiones enzimaticas
de muestras bioldgicas, procesadas por medio de LC-TOF-MS/MS. El esquema de re-
scoring utilizando tres distintos niveles de energia, la definicion de los scores utilizados
y el desarrollo del esquema de trabajo es contribucion del autor.

La programacioén de rutinas en Mathematica tiene como base scripts previos desarrolla-
dos por César Costa Vera (EPN). La programacion en C++ fue realizada en su totalidad
por el autor.

Todos los resultados presentados en el capitulo 5 fueron obtenidos a lo largo del desa-
rrollo de esta investigacion.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

El estudio de las proteinas expresadas en los organismos vivos es un problema que
actualmente presenta gran interés no sélo en el area de la biologia bésica, sino princi-
palmente por sus aplicaciones en areas como la medicina, y la biotecnologia [1]. La pro-
te6mica es el area que se encarga del estudio de este conjunto de proteinas expresadas
en un organismo vivo (el proteoma). Para esto utiliza un conjunto de técnicas comple-
mentarias que permiten obtener informacién de la estructura, funcién y naturaleza de
las proteinas estudiadas [1].

Durante las ultimas décadas esta rama ha crecido enormemente gracias al apoyo de
la espectrometria de masas. La espectrometria de masas brinda una plataforma para
estudiar el proteoma que se caracteriza por su versatilidad, rapidez, y alta sensibili-
dad [2]. El enfoque predilecto utilizado con la espectrometria de masas se conoce como
de abajo-arriba (bottom-up o shotgun proteomics en inglés), en el que se realiza primero
una digestién proteolitica de las proteinas a estudiar y luego se analizan los péptidos
resultantes mediante espectrometria de masas iterada (tdndem) [3-5].

La identificacién de péptidos y posteriormente de proteinas, normalmente se realiza por
medio de la comparacién de los espectros de masas experimentales y espectros teori-
cos obtenidos de una base de datos o del genoma del organismo (si se conoce) en
donde se encuentran las proteinas que se pretende identificar. Este método si bien ha
probado tener una alta eficiencia en el proceso de identificacién y caracterizacion de
muestras complejas, presenta la desventaja de que si la proteina no se encuentra en la
base de datos, sera imposible identificarla en la muestra. Una forma de enfrentar este
problema es lo que se conoce como de novo sequencing y basicamente consiste en



obtener la secuencia de aminodacidos a partir de la informacién presente en los espec-
tros de masa tandem sin contar con ninguna informacién adicional [6]. Un punto critico
para la aplicacion del método es su gran dependencia de la calidad y resolucion de los
espectros de masa de fragmentacion.

En este trabajo se introducen dos metodologias para mejorar la tasa de identificacion de
péptidos mediante espectrometria de masas de tiempo de vuelo. El primero consiste en
un proceso de recalibracién que permite aumentar la precisiéon en la determinacion de
la masa por medio del estudio de las ecuaciones de tiempo de vuelo. El procedimiento
de recalibracién que se propone tiene la ventaja de que no depende del conocimien-
to de las unidades originales de tiempo, a las cuales no siempre se tiene acceso en
equipos comerciales. Este trabajo se basa en dos trabajos previos realizados por Palm-
blad et.al. [7] y Costa et. al. [8]. El segundo método consiste en un procedimiento de
re-scoring de las identificaciones realizadas con un programa comercial de de novo se-
quencing (PepNovo(R)) al utilizar espectros de fragmentacién con diferentes energias en
la camara de colisién (fragmentaciéon por medio de disociacion inducida por colisién o
CID por sus siglas en inglés).

El trabajo experimental y la adquisicién de datos fueron realizados en los laboratorios del
Departamento de Parasitologia, Unidad de Espectrometria de Masas del Centro Médico
de la Universidad de Leiden (LUMC) en la ciudad de Leiden, Holanda, en el marco de
una colaboracion con el Departamento de Fisica de la Escuela Politécnica Nacional.

Para el procedimiento de recalibracion se utilizaron cuatro conjuntos de datos de la
digestion proteolitica de cultivos de Escherichia Coli obtenidos mediante dos espec-
trémetros comerciales distintos y con diferentes calidades de calibracién originales. Se
utilizo la calibracion original del fabricante para hacer una identificacion preliminar de los
péptidos presentes en la muestra y utilizarlos como calibrantes internos para el proceso
de recalibracion. Para la recalibracion se probaron distintas funciones matematicas de
calibracion, y se compararon los errores con respecto a la calibracién original. Los re-
sultados obtenidos muestran que el algoritmo eficientemente produce una distribucion
de errores centrados alrededor de cero y reduce la dispersion en el error entre 2 y 20
veces dependiendo de la calidad de la calibracién original. En el mejor de los casos se
obtuvo una dispersion del error menor a 1 ppm luego de la recalibracion.

Para el procedimiento de re-scoring con diferentes energias de colisién se utilizaron
3 energias de colisién para evaluar distintos tipos de iones fragmento. Los resulta-

dos se evaluaron utilizando un programa comercial de libre distribucion para realizar



de novo sequencing (PepNovo(R)). El objetivo del procedimiento de re-scoring fue es-
coger el mejor candidato entre 5 secuencias predichas por PepNovo y determinar cual
de ellas tiene la mayor probabilidad de ser el origen del espectro de fragmentacion
observado. De esta manera, los resultados originalmente rankeados segun PepNovo
fueron re-evaluados al utilizar un score que toma en cuenta la informacion adicional de
la fragmentacion a 35 eV y 55 eV. Las mejoras en el numero de péptidos correctamente
identificados ascendieron a valores superiores al 10 %. El nUmero total de aminoacidos

correctamente predicho también mostré incrementos cercanos al 10 %.

Este trabajo se organiza de la siguiente manera. En el Capitulo 1 se presenta una in-
troduccién general al trabajo. En el Capitulo 2 se describen los principios fisicos e ins-
trumentales basicos de la espectrometria de masas, con especial atencion al tema de
los analizadores quadrupolares, los analizadores de tiempo de vuelo y la fragmentacion
por disociacién inducida por colisién (CID). En el Capitulo 3 se describen los concep-
tos basicos de la protedbmica basada en espectrometria de masas. Se presentan las
técnicas de separacion de péptidos y proteinas y se introduce a la identificacién de pép-
tidos mediante espectrometria de masas tdndem (de este punto en adelante se utiliza
la palabra inglesa tandem, sin tilde, de acuerdo con la convencidn internacional). En el
Capitulo 4 se describe la metodologia experimental desde la adquisicion de datos hasta
los métodos utilizados para la recalibracion y para la definicién del score considerando
diferentes energias de colision. En el Capitulo 5 se muestran y discuten los resultados
obtenidos al utilizar la metologia descrita en el capitulo 4. Se presentan en primera in-
stancia los resultados del procedimiento de recalibracidon, seguidos por los resultados de
de novo sequencing antes y después del procedimiento de re-scoring. En el Capitulo 6
se presentan las conclusiones obtenidas en el presente trabajo, las recomendaciones y
posibles trabajos futuros que surgen a partir de esta investigacion.

Debajo se presenta un esquema de los objetivos que se plantearon al incio de esta
investigacion.



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar las bases fisicas de la espectrometria de masas por tiempo de vuelo (TOF-
MS) y los métodos de la protedbmica para formular y aplicar técnicas de mejoramiento
del procesos de identificacién de péptidos generados mediante disociacion inducida por

colision de haces moleculares en alto vacio.

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= |nvestigar las bases fisicas y quimicas de los métodos utilizados para identificar
péptidos mediante TOF-MS.

» Estudiar experimental y tedricamente los fenémenos fisicos relacionados con la
fragmentacion de iones de macromoléculas mediante la disociacion inducida por
colisién con moléculas de gas residual y su efecto en los espectros de masas.

= Usar la informacion espectral producto de la fragmentacién molecular inducida por
colisiones en niveles de energia crecientes para determinar la secuencia primaria

de péptidos y proteinas con alta confiabilidad.

= Estudiar el problema de la calibracién de los espectros de masas de los iones
padre y de los fragmentos considerando los procesos fisicos de la espectrometria

de masas.

= Formular un esquema automatico de recalibracién de espectros de masa para
mejorar la precision en la determinacion de la masa molecular y consecuente-
mente, la asignacién de secuencias primarias de péptidos identificados por es-
pectrometria de masas.

= Aplicar los métodos desarrollados para la identificacién de péptidos y proteinas en
una muestra de digestion enzimatica de Escherichia Coli para evaluar su rendimien-
to y confiabilidad.



CAPITULO 2

FUNDAMENTOS DE LA
ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas incluye un conjunto de técnicas analiticas que permiten
determinar de manera muy precisa la masa molecular de sustancias desconocidas;y en
ciertos casos hacer andlisis cuantitativos de los componentes presentes en una mues-
tra [9, 10]. El funcionamiento de un espectrometro de masas depende del tipo de espec-
trdmetro pero en todos los casos se basa en principios fisicos ligados con el movimiento
de particulas cargadas en campos eléctro - magnéticos. La interaccién de los iones con
los campos electromagnéticos producen distintos efectos fisicos en los iones que estan
relacionados con la relacion de masa (m) sobre carga (z), de manera que lo que se mide

en un espectrometro no es directamente la masa sino mas bien la relaciéon m/z.

Un espectrometro de masas se compone de tres partes fundamentales:

1. Fuente de lonizacién
2. Analizador de Masas

3. Detector

La fuente de ionizacién es la primera componente de un espectrometro de masas y es
fundamental para su funcionamiento pues los espectrémetros de masa miden Unica-
mente la masa de moléculas ionizadas. Desde este punto de vista, se busca ionizar la
mayor cantidad de moléculas posibles sin afectar la integridad de las mismas, es decir,
sin producir fragmentacion indeseada de las moléculas presentes en la muestra.
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Figura 2.1: Esquema de un espectrometro de masas

La segunda etapa de un espectrometro de masas es el analizador de masas y es
el corazén del espectrémetro en el sentido de que el analizador es el que separa
los diferentes compuestos de acuerdo a su valor de m/z. Existen diferentes tipos de
analizadores de masa que se diferencian en la forma de aplicar los campos electromag-
néticos para separar a las especies con distinto m/z.

Finalmente, esta la etapa de deteccidn, en la cual se obtiene la informacién proveniente
del analizador de masa y se registran los correspondientes espectros de masa.

2.1. CONCEPTOS BASICOS

lon: Se denomina lon a cualquier particula o grupo de particulas, que presentan una
carga eléctrica no nula.

Isdtopo: Dos elementos se conocen como isétopos si tienen el mismo nimero atémico
(es decir, el mismo numero de protones en su nucleo) pero diferente nimero de masa

(es decir, un numero distinto de neutrones en su nucleo).

Masa Promedio: Masa de un compuesto calculada usando todos sus isétopos y su
abundancia relativa.

Masa Monoisotopica: Masa exacta calculada el isétopo més abundante. Para el caso
de moléculas se obtiene con la combinacion de los is6topos mas abundantes de los

elementos presentes en la muestra.

Masa Nominal: Valor obtenido al sumar las masas de los is6topos mas abundantes
redondeadas al numero entero mas préximo. Es equivalente a la suma de los nimeros



de masa de los elementos constituyentes.

Poder de Resolucion: Se define como poder de resolucién a la relacion entre el valor
de m/z correspondiente al centroide de un pico en el espectro y su ancho a media altura;
es decir, el poder de resolucion es igual a m/Am, donde m debe entenderse como m/z.
Ver Figura 2.2.

R =m/Am =715/0.8 = 894

713 714 715 716 717
Figura 2.2: Resolucién(R) de un pico en el espectro de masas.

Calibracion: Calibrar un espectro de masas es una de las tareas mas importantes cuan-
do se trabaja con los datos obtenidos del analizador de masa. Calibrar un espectro
significa transformar las magnitudes fisicas directamente registradas por el sistema de-
tector del espectrémetro de masas (por ejemplo el tiempo de vuelo en un analizador
TOF o el espectro de frecuencias en un analizador de resonancia ciclotrénica) a su
valor correspondiente de m/z. Dependiendo del tipo de analizador, la ecuacion de cali-
bracion es diferente y muchas veces incorpora efectos térmicos del equipo, efectos por
las condiciones iniciales de generacién de iones, o efectos espaciales de carga, entre
otros.

lon precursor: lon precursor es aquel que es seleccionado para reaccionar y producir
iones producto. La reaccion puede ser unimolecular (disociacién, cambio del estado de
carga, isomerizacion, etc), o reacciones ion/ion o ion/molécula. En espectrometria de
masas mucha veces corresponde al ion de la especie molecular completa o entera,
antes de ser fragmentada o rota.



lon producto: Los iones producto son el resultado de la reaccion que sufre el ion pre-
cursor. En el caso de disociacion molecular los iones producto se conocen generalmente
con el nombre de iones fragmento. En general corresponde a uno de los iones resul-

tantes de la fragmentacion del ion precursor.

Espectrometria de Masas Tandem (MS/MS y MS™): Se conoce como espectrometria
de masas tandem a la espectrometria de masas con multiples etapas de andlisis. La es-
pectrometria de masas tandem mas utilizada es aquella que se refiere a una doble etapa
de andlisis conocida como MS/MS en la que se mide la masa de un ion precursor, el cual
luego es fragmentado y en una segunda etapa se mide la masa de los iones fragmento.
En principio este procedimiento puede extenderse varias veces dando origen a la MS™
en donde n representa el numero de andlisis de masa realizados. La espectrometria
de masas tandem permite obtener informacién acerca de la estructura molecular de los
compuestos, y es una herramienta fundamental en el campo de la proteémica en la elu-
cidacién de la secuencia primaria de péptidos y proteinas. En la Figura 2.3 se muestra

el esquema de un espectrémetro de masas tandem.

Rango Dinamico: Se refiere al rango de m/z en el cual existe correlacion entre la inten-
sidad de la sefal en el espectro de masa y la cantidad real de moléculas presentes [11].
Otra definicion del rango dinamico es la relacion entre el pico de mas alta intensidad en
el espectro y el pico de menor intensidad que no es considerado ruido [12].

2.2. FUENTES DE IONIZACION

Existen distintos tipos de fuentes de ionizacion que se distinguen por el mecanismo
fisico-quimico que produce la ionizacién y en ciertos casos la transformacién de la
muestra al estado gaseoso. Dependiendo de la volatilidad del compuesto o de sus
caracteristicas térmicas se pueden utilizar técnicas de ionizacion en fase gaseosa, en
fase liquida o en fase sélida. Para el caso de sustancias muy volatiles se emplean méto-
dos como el de la ionizacion electrénica [13], o la ionizacion quimica [14]. En el caso de
sustancias poco volatiles se emplea la ionizacion desde la fase sélida o liquida respec-
tivamente. La ionizacién en fase liquida generalmente se produce a presion atmosférica
y se genera a partir de la nebulizacién de la muestra disuelta en estado liquido. Las
técnicas mas utilizadas para la ionizacion en estado liquido son la ionizacion por elec-

trospray y la ionizacion quimica a presién atmosférica [15] o APCI por sus siglas en
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Figura 2.3: Esquema de un espectrometro de masas tandem QqTOF (de doble
quadrupolo y tiempo de vuelo). En la primera etapa, los iones precursores son se-
leccionados mediante un espectrémetro quadrupolar (Q)1); los iones son fragmenta-
dos en g2, y finalmente las masas de los iones fragmentos son determinadas en un

espectrometro de tiempo de vuelo (TOF). [11]

inglés. En el caso de la ionizacion en estado sélido, el enfoque utilizado en el campo
de la proteémica consiste en estudiar la muestra condensada junto con una matriz, que
es irradiada con particulas energéticas para producir la desorcidén y posterior ionizacion
de la muestra. Los métodos mas comunes para la ionizaciéon en estado solido son la
desorcién/ionizacion por laser asistida por matriz o MALDI [16, 17] por sus siglas en
inglés, la desorcion en plasma, el bombardeo con atomos rapidos o FAB por sus siglas

en inglés [18]; entre otros.

Como se mencion6 anteriormente, la técnica de ionizacién que finalmente se emplee
depende en gran medida del estado de la muestra y de la preparacién previa de la
misma. En este trabajo, se trabaj6é con una muestra disuelta en estado liquido y por tanto
se empled la técnica de ionizacion por electrospray que se describe a continuacion.
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2.2.1. ELECTROSPRAY

La ionizacion por electrospray o ESI por sus siglas en inglés fue introducida a la es-
pectrometria de masas en los trabajos de Fenn et. al.[19, 20] en su trabajo sobre la
ionizacién de biomoléculas y proteinas. Una de las grandes ventajas de esta técnica, es
su capacidad de acoplarse facilmente con un sistema de cromatografia liquida (HPLC
o UPLC) y su caracteristica de producir iones con baja energia interna. El principio de
funcionamiento de la ESI consiste en aplicar un alto voltaje (2-6 kV) entre la punta de
un capilar por el que circula la muestra disuelta en un solvente polar muy volatil, y un
electrodo frontal. El flujo a través del capilar puede ser del orden de uL/min o de nL/min
en el caso de nano-ESI [21], por lo cual el acople con HPLC o UPLC es practicamente
directo. Una caracteristica a recalcar de la ionizacidén por ESI es que la sensibilidad no
depende directamente de la cantidad de muestra utilizada sino méas bien de la concen-
tracién de la muestra en el solvente [22], lo que hace posible trabajar con flujos a nivel
de nano-ESl y conseguir alta sensibilidad utilizando cantidades minimas de muestra. En
este sentido, se ha demostrado niveles de deteccion en el rango de attomoles [23].

En la Figura 2.4 se observa todas las partes de un sistema tipico de electrospray. El
flujo proveniente del capilar viaja hasta el electrodo de menor potencial y pasa a la zona
de desolvatacién, la misma que generalmente contiene un gas de atomos inertes de N,
para ayudar a la evaporacion del solvente. Como parte del sistema se usan colimadores
para mejorar el enfoque del haz.

N, (80° C)
+2 a6kV, iones+

| | Ej ; yEmlrl

I -
| Colimador Analizador

Electrospray l &
| )+ 4
A

: _

Capilar metalico

/ F e
Lentes Vacio
N, (80° C)

Figura 2.4: Esquema de un sistema de ESI. [24]



11

El alto voltaje en la punta del capilar produce campos eléctricos del 6rden de 10° Vim=1[12]
y el fluido adquiere una forma conocida como Cono de Taylor que tiene la forma alarga-
da que se muestra en la Figura 2.5. Del extremo del cono se liberan gotas cargadas
(didmetro promedio de 1.5 um y aproximadamente 50000 cargas elementales) que pro-
ducen un spray del cual lentamente el solvente se evapora con la ayuda del bafno de
gas de N, [24] como se ve en la Figura 2.4.

Flujo de Gas

Inyector

©)
@%@
®® éa@ ®
@@@(9 @®8®®
& ®®®@®® ®

0 Alto Voltaje =

Figura 2.5: Cono de Taylor en la ionizacion por ESI. [12]

A medida que el solvente se evapora, la carga por unidad de volumen se incrementa
en la gota, y al igual que en la salida del tubo capilar, la gota se deforma por el cam-
po eléctrico para producir un nuevo Cono de Taylor. Este se descompone nuevamente
en gotas de menor volumen (didmetro promedio de 0.1 um y aproximadamente 300
cargas elementales) [24, 25]. El proceso continua hasta llegar al punto en que la re-
pulsion electrostatica interna en las gotas produce la desorcién de moléculas cargadas
de su superficie. Esta expulsion continua de material se produce por la competencia
entre la tension superficial de la gota y la repulsion por la acumulacién de cargas su-
perficiales [25]. Este proceso fue estudiado por Rayleigh y en honor a él se define el
limite de Rayleigh como aquel en que se produce la explosion couldmbica que expulsa
material de la gota precursora para producir las gotas de menor diametro [26].

B (Ne)®
- Smeod?

y (2.1)
Donde Ne es la carga neta, v la tensioén superficial del solvente, y dy el diametro de
la gota esférica. Segun esto se han estimado tiempos de inestabilidad menores a los
1S, lo que corresponde a tiempos mucho menores que la razén de evaporacién del
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solvente [27] por lo que la expulsion de material por medio de una explosion coulombica
explica la produccién de moléculas individuales antes de entrar a la zona del analizador
de masa. Mientras la gota sigue en el proceso, llega un punto en que la relacion entre la
carga residual y la evaporacién del solvente no permiten alcanzar el limite de Rayleigh
y la carga residual es retenida en las moléculas del analito. Este modelo es conocido
como el modelo de la carga residual o CRM por sus siglas en inglés [25].

Alternativamente, se ha propuesto un mecanismo distinto para la produccién de iones
por medio de ESI. El modelo de la evaporacién de iones o IEM por sus siglas en inglés
fue originalmene propuesto por Iribarne y Thomson [28], y a diferencia del modelo CRM
propone una liberacién individual de los iones a partir de la gota sin la necesidad de ex-
plosiones coulombicas. El modelo se basa en el hecho de que bajo ciertas condiciones
la liberacion de un ion (o cluster) de la superficie de la gota es termodinamicamente
favorable antes de alcanzar el limite de Rayleigh.

En principio, el proceso de generacion de iones puede pasar por una combinacién de los
dos mecanismos y en la actualidad no se cuenta con un modelo definitivo para explicar
la ionizacion por medio de ESI.

2.3. ANALIZADORES DE MASA

Los analizadores de masa pueden considerarse como el corazén del espectrémetro por
cuanto son la regién en la cual actuan los campos electromagnéticos que permiten la
separacion de los compuestos de acuerdo a su relacién de m/z. Existen analizadores
de masa de distintos tipos con distintas caracteristicas y desempefio (ver Tabla 2.1). De
entre ellos, el analizador de masa por tiempo de vuelo es uno de los mas utilizados,
principalmente por su rapidez en la adquisicion de datos, ilimitado rango de masas y
alta precisién. Sin embargo, una de las limitaciones de este tipo de analizadores es su
bajo limite de resoluciéon cuando es comparado con otro tipo de analizadores como los
ciclotrones de transformada de Fourier o FT-ICR [29]. A pesar de esto, la espectrometria
de masas por tiempo de vuelo presenta un rendimiento muy bueno cuando se trabaja
con extraccion retardada [30], espejos electrostaticos [31] y/o extraccidn ortogonal [32].
En especial, el caso de la extraccion ortogonal (0aTOF) permite no solo incrementar
considerablemente la resolucién sino también incorporar métodos de ionizacién conti-

nuos como el electrospray.
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Otro tipo de analizadores muy utilizados en la practica es el de tipo quadrupolar, el cual
no presenta una precisién tan alta en la determinacion de la masa pero es muy util para
la interfaz entre fuentes de iones a presion atmosférica. A més de esto, los analizadores
quadrupolares son versatiles en el sentido de que pueden utilizarse como analizadores

de masa o como una etapa intermedia en la transmisién de iones.

Una condicion general que deben cumplir los analizadores de masa es eliminar las in-
teracciones entre los iones a estudiar y cualquier otra molécula presente en el ambiente,
ya que esto podria ocasionar choques indeseados que pueden producir cambios en las
trayectorias o cambios en el estado de carga. Para asegurar esto, los analizadores de
masas son operados en condiciones de alto vacio, ya que asi el recorrido libre medio de
los iones sera lo suficientemente grande para evitar colisiones. Segun la teoria cinética

de los gases, el recorrido libre medio de una molécula viene dado por [24]:

ET

A p—
V2po

(2.2)

Donde £ es la constante de Boltzmann, T' es la temperatura en Kelvin, p es la presion y

o es la seccion eficaz de colision.

De esta manera, a condiciones normales con 7' = 300 K, o ~ 45 x 1072 m?y
garantizando un recorrido libre medio A de al menos 1 metro, se tiene que la presién de
trabajo debe ser menor a 66 nbar. Bajo estas condiciones de presidén se asegura que los
iones no sufran colisiones durante su trayectoria. Mas adelante discutiremos casos en
los que se facilitan las colisiones para promover por ejemplo la disociacién controlada

de las moléculas en el analizador de masa.
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2.3.1. ANALIZADORES QUADRUPOLARES

Los analizadores quadrupolares basan su funcionamiento en la estabilidad de las trayec-
torias de iones con diferentes valores de m/z. Un analizador quadrupolar se compone
de 4 electrodos circulares (o idealmente hiperbdlicos) paralelos conectados a un voltaje
continuo U y otro alterno V (RF) de manera que el voltaje en cada uno de ellos viene
dado por:

by =+ (U — V coswt) (2.3)
Los signos + dependen de la posicion de los electrodos de manera que se encuentran
emparejados como se observa en la Figura 2.6

Detector

—(U+V cos(mt))

+(U+V cos(Mt))
+(U+V cos(mt))

Zona de transmision de los
iones (Radio interno = Ry)

—(U+V cos(mt))

Fuente

Figura 2.6: Esquema de un analizador de masas quadrupolar. Los iones positivos
atraviesan la regién entre los electrodos solo para ciertos valores de m/z. Al es-
canear los valores de los voltajes U y V, iones de diferente m/z atraviesan esta

region. [11]

La descripcién de las ecuaciones y el funcionamiento del analizador de masa quadrupo-
lar presentada a continuacién se basa en el capitulo 2 del texto de Ekman et. al. [12], en
el capitulo 2 del texto de Hoffman et. al. [24] y en el capitulo 3 del texto de Kaltashov et.
al. [25].

Para generar las diferentes trayectorias de los iones, se varian los valores de U y V.
Las condiciones dinamicas que condicionan las trayectorias permitidas de los iones en
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el cuadrupolo permiten transmitir secuencialmente distintos iones hasta construir el es-
pectro de masa. El disefio del espectrémetro quadrupolar hace que solo las especies
con ciertos valores de m/z tengan trayectorias estables, es decir, que su movimiento en
el plano XY se mantenga dentro de los bordes marcados por las barras, esto es, que
x? 4+ y* < R? (ver Figura 2.6). Para todas las demas especies, sus trayectorias tendran
una amplitud mayor que R2 de manera que chocaran con los electrodos y los iones se
perderan. Los quadrupolos generalmente se operan a velocidades de escaneo que van
hasta los 6 kDa/s. Mientras menor es la velocidad de adquisicion, mayor es la resolucion
que se puede alcanzar.

La trayectoria de un ion en el quadrupolo es obtenida a partir de las ecuaciones de
movimiento que se derivan del campo generado al interior del quadrupolo. El potencial
en el interior del quadrupolo se obtiene a partir del potencial de los electrodos segun
la Ecuacion 2.3 y es el siguiente:

22 — y? 22 — y?

Ry RS

(U — V coswt) (2.4)

Las ecuaciones dinamicas de movimiento se obtiene directamente como:

d? 2
x+£(U—Vcoswt)x:O (2.5)

m_
dt?>  mR3

d*y  2ze

Las mismas que deben ser integradas para obtener la ecuacion de la trayectoria. Sin
embargo, no nos interesa la trayectoria real de los iones siempre y cuando cumplan
con la condicién de estabilidad mencionada anteriormente. Para estudiar esta condicion
hacemos el cambio de variable ¢ = wt/2 de manera que podemos escribir las ecua-

ciones de movimiento como:

d*u

) + (ay — 2q, cos2e)u =0 (2.7)
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Donde u representa a x 0 y, y donde:

zelU 4zeV

Ay =0p = —Ay = ——F5555 Y Gu=0qz = —(Qy =

= 2.8
Y muw?R? (2.8)

muw?R3
La Ecuacién 2.7 es conocida como la ecuaciéon de Mathieu, y fue originalmente estu-
diada en la propagacion de ondas en membranas [33]. La solucion viene dada por las
funciones de Mathieu. Las soluciones de la ecuacion diferencial de Mathieu se conocen
como funciénes de Mathieu Angulares y funciones de Mathieu Radiales [34], las mis-
mas que corresponden a la solucidén en el eje x y en el eje y respectivamente. Tanto las
funciones radiales como las funciones angulares dependientes de los parametros ay g
pueden encontrarse en la literatura [34]. De manera general las funciones de Mathieu
son funciones de tipo oscilatorio como puede verse con algunos ejemplos en la Figu-
ra2.7.

Figura 2.7: Algunas funciones angulares de Mathieu. (A) Funcién angular par con
parametros a = 3, q = 2. (B) Funcidén angular impar con parametros a = 3, q = 2. (C)
Funcion angular par con parametros a = 10, q = 3. (D) Funcién angular impar con

parametros a = 10, q = 3.

Sobre estas funciones, no estamos interesados en la solucién exacta sino en la zona de
estabilidad para los iones en el quadrupolo. Imponiendo la condicién de estabilidad se
puede construir un diagrama en el espacio (a,q) que representa la zona de estabilidad.
La Figura 2.8 muestra esta zona graficamente. Los quadrupolos trabajan en la zona
en que a/q = const = 0.336, que en el grafico corresponde a la linea entrecortada
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marcada como linea de scan. De esta manera al variar los valores de U y V manteniendo
su relacién constante, se tienen distintos valores de m/z que caen dentro de la zona de
estabilidad. Adicionalmente, el valor de U/V se escoge de manera que la ventana de m/z
permitidos sea lo suficientemente pequefia para garantizar que se escanea las especies
de una en una, esto es, una buena resolucién espectral.

A B C
X- Axis WMWM’M- W\«M\MWMWMMV‘ %W‘.W\WWWWVN

Y-axis W » M w W‘M‘\W/ |

m =202 m =189 m =197

1 J

0.2 OI.4 01,6 5 % 0.8 1.0
q = 4eV/mr;w

Figura 2.8: Diagrama de estabilidad en la ecuacién de Mathieu. La regién bajo la
curva representa los valores de (a,q) en los que la trayectoria de los iones es estable.
Los valores de U y V se escogen de manera que el escaneo se efectle sobre la
linea a/q = 0.336. En este caso solo el ion con m/z de 199 unidades atraviesa el

quadrupolo mientras que el resto de masas tienen trayectorias inestables. [12]

El diagrama mostrado en la Figura 2.8 puede ser visto de otra manera si se transforma a
un diagrama U vs. V ya que en ese caso la zona de estabilidad se escala segin cambia
el valor de m/z tal y como se muestra en la Figura 2.9. En la Figura 2.9 puede notarse
que si U = 0y V toma un valor fijo (V1), entonces todos los valores de m/z superiores a
un cierto limite inferior (m; en la gréafica) son transmitidos en el quadrupolo. Este modo
se conoce como modo RF del quadrupolo y es muy utilizado especialmente como una

interfaz en sistemas de ionizacién a presién atmosférica.

Los valores de energia con los que se trabajan a la entrada y salida del quadrupolo
son menores a los 100 eVs lo que hace posible trabajar con presiones no tan bajas
(~ 1075 Torr) [24]. La capacidad de transmision de los quadrupolos esta limitada tanto
en el limite inferior como en el superior por el voltaje alterno V. Para un voltaje V fijo,
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Figura 2.9: Diagramas de estabilidad en el espacio (U,V). La regién de estabilidad
se escala segun el valor de m/z. Para el caso de un voltaje fijo V7, solo las masas

mayores a m; como mg y ms atraviesan el quadrupolo. [24]

existe un limite inferior en m/z dado por los diagramas de estabilidad como se observa
en la Figura 2.9; y en el caso de m/z altos, el enfoque es inversamente proporcional
a m/z y por tanto los iones de m/z mayores a 4000 Da tienen bajas probabilidades de
atravesar el quadrupolo [12, 24]. Una forma de solucionar este problema de transmision
es la utilizacién de hexapolos u octapolos.

Los hexapolos u octapolos actian de manera semejante a los quadrupolos con cada
electrodo consecutivo conectado a un voltaje RF de signo opuesto. Para estos casos el
potencial dentro del n-polo es:

U(r) = 2V < i )QH 2.9)

" 4muw?R2 \ R,

La forma del potencial en la Ecuacion 2.9 indica que el hexapolo y octopolo tienen un
potencial mayor en los electrodos cuando R = R, (proporcional a n?), pero el potencial
en el quadrupolo crece mas rapidamente cuando R es cercano a 0. De esta manera,
el hexapolo y octopolo tienen una mejor transmision en un rango mas amplio de masas
pero no son tan buenos para enfocar como el quadrupolo. Por esta razén, generalmente
se utilizan hexapolos y octopolos como guias de iones para transmisién y quadrupolos
como selectores de iones o0 analizadores de masa por su mayor resolucion y capacidad
de enfoque.

Comunmente, los analizadores quadrupolares se utilizan a resolucion unitaria para la se-

leccion de precursores y el analisis posterior se puede hacer por medio de un analizador
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como el de tiempo de vuelo que tiene una mejor resolucién. Para la transmision, se
utilizan hexapolos u octapolos dando origen al espectrometro tandem conocido como
QQqTOF (quadrupolo-hexapolo/octopolo-TOF) y sobre él hablaremos més a detalle en
una seccion posterior.

2.3.2. ANALIZADORES DE TIEMPO DE VUELO

El principio de funcionamiento de los analizadores por tiempo de vuelo o analizadores
TOF por sus siglas en inglés (Time-of-Flight) se basa en medir el tiempo que le toma
a especies con distintos valores de m/z en llegar al detector del espectrometro. Inicial-
mente, los iones son expuestos a campos eléctricos que les otorgan distintas veloci-
dades dependiendo de la relacién m/z, de tal manera que los tiempos de vuelo también
dependen de esta relacién. En principio, las especies con el mismo valor de m/z de-
berian alcanzar el detector al mismo tiempo, lo cual no ocurre en la practica debido a
las condiciones iniciales de generacién de los iones y a defectos en la homogeneidad
de los campos eléctricos. Sin embargo, el desarrollo de la espectrometria TOF ha pro-
ducido métodos para reducir estos efectos y garantizar el menor ancho posible de los
picos al alcanzar el detector (i.e. mayor resolucién). Tal es el caso de la espectrometria
TOF con extraccion retardada [30], con espejos electrostaticos [31] o con extraccién
ortogonal [32]. Mas adelante discutiremos algunos de estos conceptos. Con todas es-
tas mejoras, los analizadores por tiempo de vuelo se encuentran en un punto medio en
cuanto a su capacidad de resolucién [12, 24], la cual es mayor que la de los analiza-
dores quadrupolares pero se ve limitada en comparacién con el rendimiento de otros

analizadores como el FT-ICR.

El esquema general de un analizador de tiempo de vuelo se compone de una zona de
aceleracion y una zona de vuelo libre (ver Figura 2.10). La zona de aceleracion esta
compuesta por un grupo de electrodos conectados a alto voltaje que producen iones
con la misma energia cinética o con la misma cantidad de movimiento [35]. El tipo de
zona de aceleracion mas comun es aquella en que los iones son sometidos a un campo
eléctrico constante y por tanto adquieren todos la misma energia cinética. Si el voltaje
aplicado entre los electrodos es V entonces se tiene que la energia cinética de los iones

sera:

1
K = Emv2 = zeV (2.10)
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lones con diferentes razones de m/z tendran diferentes velocidades pues el voltaje V es
el mismo para todos los iones. Es asi que los iones con m/z mayores tendran veloci-
dades menores y viceversa. La separacién segun m/z se produce al permitir a los iones
viajar libremente por una zona de longitud L sin campos eléctricos en ella y ubicada mas
alla de los electrodos de aceleracién; de manera que aquellos iones con mayor veloci-
dad (menor m/z) llegan primero al detector ubicado al final del recorrido. Asi, se registra
un espectro en el dominio del tiempo. La relacién entre el tiempo y la tasa m/z se obtiene
al despejar el tiempo para cada uno de los iones segun la siguiente ecuacion:

L m/z
t=—=0\-— 2.1
v 2eV ( )
O equivalentemente:
¢ 2
m/z = 2eV (Z) (2.12)

De esta manera se registra un espectro en el dominio de m/z en donde la altura de
los picos es proporcional al nimero de iones que llegan al detector para cada instante
de tiempo (idealmente, y dentro del rango dinamico instrumental). La Ecuacién 2.11
muestra la relacidon mas sencilla para calibrar un espectro de tiempo de vuelo e implica

una proporcionalidad entre el tiempo de vuelo ¢ y la raiz cuadrada de m/z.

Como mencionamos anteriomente, existen condiciones en la generacion de iones que
incrementan el ancho de los picos en el espectro. De estos efectos los mas importantes
son los que vienen dados por: (1) iones que empiezan en planos equipotenciales difer-
entes en la zona de aceleracién; y (2) iones con distintas velocidades iniciales en la
direccion de vuelo [36]. Existen distintos mecanismos para corregir en cierta medida
estos efectos indeseados, y de entre ellos mencionamos a la extraccion ortogonal y al
reflectrén, pues son los que se utilizan en el esquema del espectrémetro tandem QqTOF.

2.3.2.1. Extraccion Ortogonal

La espectrometria TOF con extraccion ortogonal (oa-TOF) tiene dos ventajas fundamen-
tales, y éstas son:

= Permite acoplar la espectrometria TOF con fuentes de ionizacién continuas [32].
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= Mejora la resolucién al disminuir la dispersién en la componente de la velocidad
inicial paralela a la direccion de vuelo libre [37, 38].

La principal caracteristica de la oa-TOF es que mediante un pulso (= 10 us) de alto
voltaje se extraen a los iones en una direccion ortogonal a la velocidad axial con la que
entran a la zona de aceleracion. En este analizador, los iones provenientes de una etapa
previa de andlisis ingresan de manera continua a la zona de aceleracién hasta que se
les aplica un campo eléctrico constante en una direccion ortogonal a la direccidén de su
ingreso. Al aplicar la extraccion ortogonal, la velocidad axial del haz de iones original,
gue es la que mantiene con largura la mayor dispersion en los valores de las velocidades
iniciales de los iones, no influye en el tiempo de vuelo de los iones, los mismos que de-
scriben una trayectoria como puede verse en la Figura 2.10. La Figura 2.10 muestra
un oa-TOF con espejo electrostatico o reflectrén, en el cual = representa la distancia
desde el electrodo inicial y vy es la velocidad en la direccion de vuelo libre. La ventaja
del 0oa-TOF es que disminuye la dispersion en v, pues la velocidad radial del haz en-
trante puede controlarse mediante hexapolos u octapolos antes de la entrada al oa-TOF

produciendo un haz de iones axialmente simétrico para el que vy = 0.

=]
Reflectron

Zona de
vuelo libre
B~

______ Detector
o— [0 —
|EA

Figura 2.10: Esquema de un oa-TOF

Zona de
aceleracion
>
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Al considerar las variables x y vy, la ecuacién exacta del tiempo de vuelo tiene una
forma funcional complicada y se aleja de la Ecuacion 2.11. La manera mas sencilla de

afrontar el problema es considerar aproximaciones adecuadas que tomen en cuenta que

D—x
D

inicial. Tomando en cuenta estos factores la expresién para el tiempo de vuelo total

r << Dyquew = 3Muvi/(eVi25%) << 1, donde w es el déficit relativo de energia
(tiempo de vuelo en la zona de aceleracion + tiempo de vuelo en la zona de vuelo libre
+ tiempo de vuelo en el reflectron) puede obtenerse como un desarrollo en series de

potencias de w y por ende como una serie en los valores de m/z [39, 40].

[NES

t:t0+ao(%)+ 3 ak<%) (2.13)

k=1,35,..

En donde los parametros a; dependen de los voltajes y geometria del espectrometro [39,
40].

La velocidad axial del haz entrante no se modifica al entrar en la zona de aceleracion, de
manera que el detector puede ubicarse en el mismo plano que el acelerador ortogonal
(ver Figura 2.10), y el angulo © en que se desvia el haz depende de la relacion en-
tre los voltajes del haz a la entrada Vj,, y el voltaje de aceleracién V;, de manera que
© = arctan (Vl/l/'m)l/2 [32]. Ademas, los voltajes y tiempo de espera del pulso pueden
controlarse de manera que el tiempo de vuelo de los iones sea el mismo que el tiempo
en que se acumulan los iones en la zona de aceleracién. Con esto se incrementa la

sensitividad y el rendimiento del analizador.

La extraccién de iones se realiza mediante un pulso de alto voltaje que usualmente tiene
una duracién del orden de 10 us, tiempo en el cual todos los iones abandonan la region
de aceleracion y se dirigen a la zona de vuelo libre. Un aspecto muy importante es que
el tiempo de subida del pulso debe ser lo mas pequerio posible (en el orde de 10 ns).
Para obtener estos tiempos de subida, se usan switches de alto voltaje muy rapidos y
voltajes que no sobrepasan los 2kV [32].

2.3.2.2. Reflectron

El reflectron o espejo electrostatico consiste en un campo eléctrico opuesto a la direc-
cion de la velocidad de los iones entrantes que se ubica luego de una primera zona de
vuelo libre. Este dispositivo permite compensar el efecto de la distribucién energética
inicial de los iones al salir de la zona de aceleracién. El concepto del reflectrén se basa
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Figura 2.11: Pulso de extraccion en un oa-TOF. La figura interna corresponde al
total del pulso. [32]

en que iones con la misma m/z pero con mayores energias llegan antes al reflectron
pero tienen que penetrar mas en virtud de su velocidad adicional, con el consiguiente
incremento en su tiempo de vuelo. Bajo las condiciones de enfoque adecuadas es posi-
ble cancelar el efecto de la distribucién de energias iniciales y conseguir que iones de
iguales m/z lleguen al detector simultdneamente incrementando drasticamente la res-
olucion del espectrémetro.

De esta manera, el campo electrostatico producido por el reflectrén afecta Unicamente
a la componente paralela al eje de vuelo y se tiene una relacion lineal entre el tiempo de
permanencia (t,) de un ion en el espejo electrostatico y su velocidad de entrada (v.) [41]

Ve
t, =2—
p ag

Donde ap es la aceleracion producida por el campo constante del reflectrén y es igual
a: zeVg/mR (ver Figura 2.10).

De esta manera, los iones con una mayor velocidad de entrada tardaran mas tiempo

dentro de la zona del reflectron, haciendo posible que los iones de menores velocidades
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de entrada salgan antes del reflectrén y lleguen iguales al detector. Un esquema sencillo
de este proceso puede observarse en la Figura 2.12

Reflectrén
Vy
(B}
|5 . ®
o—
=z V2 ® ..
- Vi ° ®
O !
g ® 9 @ !
v | @ S V &
a 2

l? _|_>VR

Figura 2.12: Esquema del reflectrén o espejo electrostatico. El i6n 1 (V7 tiene una
velocidad menor al ién 2 (V5) a la salida de la fuente. Debido a esta diferencia de
velocidades el i6n 2 penetra una distancia mayor en el reflectrén incrementando su

tiempo de vuelo de manera que ambos iones llegan simultdneamente al detector.

2.4. ESPECTROMETRIA DE MASAS ITERADA (TANDEM)

La espectrometria de masas iterada, o espectrometria de masas tandem como sera
referida de ahora en adelante, consiste basicamente en el uso de dos 0 mas espec-
trometros de masas, uno después de otro, para obtener informacion adicional de los
iones en estudio. Tipicamente, los iones son seleccionados o filtrados en las primeras
etapas y analizados posteriormente. En particular, se puede decir que la espectrometria
de masas tandem es un grupo de técnicas que permiten la elucidacion de las carac-
teristicas estructurales de péptidos, proteinas, o la molécula que se pretende estudiar.
La espectrometria de masas tandem puede realizarse en varios modos dependiendo de
la informacién que se desea obtener. Los 4 métodos mas utilizados son:

Modo de lon precursor

Modo de Pérdidas Neutrales

Modo de Monitoreo de Reaccién Unica o Modo SRM por sus siglas en inglés

Modo de lon-Producto o Modo MRM por sus siglas en inglés
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La descripcion de estos métodos puede encontrase en la literatura [42]. De los 4 méto-
dos, el modo MRM es utilizado cuando se trata de identificar la estructura de sustancias
desconocidas. De manera simple, en este modo de operacion se realiza una primera
etapa de seleccién de ién precursor, se pasa luego a la zona de reaccion y finalmente
se obtiene el espectro de todos los iones fragmento provenientes del idn precursor se-
leccionado. Este proceso se puede realizar en multiples etapas si en vez de obtener
el espectro de los iones producto se repite el proceso y uno de los iones producto es
seleccionado como ion precursor y se repite el ciclo.

La espectrometria de masas tandem también se divide en espectrometria por sepa-
racion espacial o temporal [12]. La separacion espacial se realiza en distintos espec-
trémetros ubicados de manera espacial consecutiva; se tienen por ejemplo los anali-
zadores QqTOF o QgQ. En el caso de la separacion temporal, los distintos analisis
se realizan en el mismo analizador pero en instancias consecutivas de tiempo; ejem-
plos son el caso del FT-ICR o la Trampa de lones. La desventaja de los analizadores
espaciales es que en cada instancia de andlisis la transmision de iones se reduce dras-
ticamente, haciendo impractica la realizacion de mas de 3 o 4 etapas de andlisis [12];
ademas, al incluir mas etapas de analisis se incrementa el niumero de analizadores y
por consiguiente el costo del equipo. En el caso de la separacion temporal, todos los
andlisis se realizan en el mismo espacio fisico, y se consigue una mayor transmisiéon de
iones en las diferentes etapas de analisis, haciendo posible llegar hasta 7 u 8 etapas
consecutivas en analizadores como el FT-ICR [12].

Un aspecto importante de la espectrometria de masas tandem es que el resultado de
las reacciones presentes entre cada etapa de analisis debe ser controlado y conoci-
do, de manera que el espectro final pueda ser interpretado y obtener la informacion
estructural del compuesto estudiado. Uno de los métodos més utilizados para producir
fragmentacion molecular es la colision inducida por colision o CID por sus siglas en in-
glés. Este método consiste en hacer colisionar al ion precursor con moléculas de un gas
inerte a presion y energias controladas. Con esto se incrementa la energia interna del
ion precursor produciendo la posterior disociacién del mismo. En la Seccion 2.5.2 se
discute a detalle este proceso.
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2.4.1. ESPECTROMETRO DE MASAS QqTOF

Como se mencion6 anteriormente, el espectrometro de masas tandem QqTOF es un es-
pectrémetro tandem por separacién espacial [12]. La estructura de este espectrometro
consiste basicamente en dos quadrupolos seguidos por un analizador de tiempo de
vuelo (ver Figura 2.3). El primer quadrupolo puede funcionar en modo RF o en mo-
do scan, mientras que el segundo quadrupolo/hexapolo/octopolo es utilizado en modo
RF como camara de colision con algun gas como Ar o N,. La sensitividad y resolu-
cion de este tipo de espectrémetros es muy alta debido a la combinacion de estos dos
tipos de analizadores pues se beneficia de la alta resolucion del espectrémetro oa-TOF
con las capacidades de transmision y seleccidén del quadrupolo [36, 43, 44]. Las prin-
cipales limitaciones de este espectrémetro vienen dadas por el rango de masas que
efectivamente se puede analizar en el quadrupolo, el cual tipicamente no supera los
4000 Da [24]. Este dispositivo es no obstante muy adecuado para su acoplamiento con
la ionizacion ESI, ya que ésta tipicamente genera iones multiplemente cargados que

incrementan el rango de masas efectivo del quadrupolo.

El primer quadrupolo actua como un filtro de masas cuando se adquieren espectros
MS/MS y permite la seleccion del precursor para trabajar en modo MRM. El segundo
quadrupolo/hexapolo se utiliza unicamente en modo RF y se utiliza como camara de
colision para producir la fragmentacion de los iones mediante el proceso de disociacion
inducida por colisidn que sera revisado mas adelante. El primer quadrupolo también
puede operarse en modo RF para la transmisién de iones al momento de adquirir espec-
tros MS. En un analisis LC-MS/MS completo, el modo de operacion del primer quadrupo-
lo varia continuamente para adquirir de manera alternada espectros MS y MS/MS [43].

En los espectrometros comerciales normalmente se utiliza un hexapolo adicional a la
entrada al oa-TOF para condicionar el haz reduciendo su velocidad transversal mediante
una camara de enfoque por medio de colisiones con un gas residual [45]. El papel
de este hexapolo final es crucial para obtener un poder de resolucién de hasta 40000
unidades en espectrometros comerciales de ultima generacion como por ejemplo el
MaXis QqTOF (Bruker Daltonics) y el 6540-UHD Q-TOF (Agilent Techonologies).

El modo de operacién en el QqTOF permite acoplar la resolucion del oa-TOF con el
sistema de inyeccién continua de la ionizacion por ESI. Esta ventaja hace del QqTOF
una herramienta muy poderosa para el andlisis por medio de LC-MS/MS. La rapidez
de adquisicién se ve limitada principalmente por la rapidez de escaneo en el primer
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quadrupolo y por el acople con el oa-TOF. Bajo condiciones normales de operacién, la
tasa de adquisicion puede llegar hasta a 20 Hz manteniendo sensitividad y resolucion’.

2.5. TECNICAS DE FRAGMENTACION

Como se menciond anteriormente, la espectrometria de masas tandem permite obtener
informacion sobre la estructura de algunos tipos de moléculas. Para esto hace falta
utilizar algun método de fragmentacion que permita obtener fragmentos especificos
de la especie molecular original. Luego, usando la informacién espectral correspon-
diente a los fragmentos y con ayuda de modelos de fragmentacién tedrica, se trata
de reconstruir la composicion de la especie molecular original. En particular, la espec-
trometria de masas tandem por medio de la fragmentacion molecular ha demostrado ser
util en la elucidacion de la secuencia primaria de péptidos y proteinas [2]. A continuacion
se describen las principales técnicas de fragmentacion utilizadas en la actualidad y su
relacién con la fragmentacién de péptidos.

2.5.1. NOMENCLATURA

La nomenclatura estandar utilizada para referirse a los fragmentos de péptidos fue
originalmente propuesta por Roepstorff y Fohlman en 1984 [46]. Esta fue posteriormente
modificada por Johnson et. al. [47]. Finalmente, Biemann complet6 la nomenclatura para
incluir fragmentos satélites e iones de immonio [48].

Para que un fragmento sea detectado este debe poseer carga eléctrica. Los fragmentos
de la columna del péptido se clasifican en a, b, ¢ si el fragmento contiene el terminal N y
en fragmentos X, y, z si el fragmento contiene el terminal C (ver Seccién 3.1). El nUmero
de aminodcidos en el fragmento se indica por medio de un subindice. Por ejemplo, en
la Figura 2.13 se observan los diferentes tipos de fragmentos producidos en un péptido
compuesto por 4 residuos. En la parte superior se anotan los fragmentos que contienen
el terminal C y en la parte inferior los fragmentos complementarios que contienen el

terminal N.

Adicionalmente existen fragmentos internos provenientes de mas de una fragmentacién

Thttp://www.bdal.com/products/lc-ms/uhr-tof/maxis/overview.html
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Figura 2.13: Nomenclatura de los fragmentos de la columna del péptido. Fuente:
http://www.matrixscience.com/help/fragmentation_help.html

en la cadena del péptido. La nomenclatura de los fragmentos internos es la secuen-
cia de aminoéacidos con su cédigo de una sola letra (ver Tabla 3.1) y normalmente se
producen por la combinacién de una fragmentacién de tipo b y una de tipo y. Por ejem-
plo, en la Figura 2.14 se observa el fragmento interno R2R3, donde R2 y R3 son las
identificaciones correspondientes a los dos residuos presentes en el fragmento.

2 0 R3

I .

%N—?—C—T—é—cza
- H H

Figura 2.14: Fragmento interno R2R3.
Fuente:http://www.matrixscience.com/help/fragmentation_help.html

En el caso que el fragmento interno contenga un solo amino&cido, toma el nombre de
ion immonio. Estos iones son generados por una fragmentacion consecutiva de tipo ay

tipo y. Su nomenclatura es la del codigo de una sola letra del amino&cido.

Figura 2.15: Estructura de un fragmento de ion immonio. [11]

Finalmente, los iones fragmentos satélites se producen por fragmentacién adicional
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lateral en los fragmentos de la columan del péptido. Los mas comunes son los tipo d
por fragmentacién parcial de la cadena lateral en los fragmentos tipo a, los tipo v por
fragmentacion total de la cadena lateral en los fragmentos tipo y, y los tipo w por frag-
mentacion parcial de la cadena lateral en los fragmentos tipo z.

Adicionalmente, existen fragmentos provenientes de la pérdida de una molécula de H,O
en cualquiera de los fragmentos tradicionales. La nomenclatura de los fragmentos es
b, y°, etc. En el caso de la pérdida de una molécula de amonia la nomenclatura de los
fragmentos es de b*, y*, etc.

Enla Tabla 2.2 se describen estos fragmentos. Las masas corresponden a los fragmen-

tos neutros.

Tabla 2.2: Masa molecular de varios iones fragmentos

Fragmento Masa?

a [N]+[M]-CHO

a* a-NH,

a’ a-Hyq

b [N]+[M]-H

b* b-NH,

b° b-H,,

c [N]+[M]+NH,

d a-cadena parcial
v y-cadena completa
w z-cadena parcial
x [C]+[M]+CO-H

Y [Cl]+[M]+H

Y y-NH;

y° y-H,0

z [C]+[M]-NH,

@ N es la masa molecular del grupo terminal-N, C es la masa molecular del grupo terminal-C,
M es la masa molecular de los residuos de los amino&cidos presentes en el fragmento. Fuente:

http://www.matrixscience.com/help/fragmentation_help.html
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2.5.2. DISOCIACION INDUCIDA POR COLISION

Uno de los métodos de fragmentacién es el de disociacion inducida por colision o CID
por sus siglas en inglés (Collision-Induced Dissociation). La fragmentacion se produce
luego de la colisién del i6n a estudiar con moléculas neutras (N,, Ar, He). El efecto de la
colisién es incrementar la energia interna de la molécula ocasionando la disociacién de

la misma. El proceso puede verse dividido en dos pasos [49]:

1. La colision de la molécula a ser estudiada con el gas inerte y el correspondiente
incremento de la energia interna de la misma. (At + X — A™ + X)

2. Ladisociacién (fragmentacion) de la molécula. (AT* — A; + Ajy)

Donde A" corresponde al ién que se desea fragmentar (A™* es el idn en el estado
excitado) y X a la molécula de gas neutro.

Los procesos de CID se dividen en CID en baja energia (< 100 eV) y CID en alta
energia (> 100 eV) dependiendo de la energia con que se acelera la molécula antes de
producir la colisién con el gas neutro [24, 49, 53]. Estos dos tipos de activacién molecular
producen distintos tipos de fragmentacién asociados con el tiempo de la transformacion
de la energia cinética en energia interna en la molécular. En ambos casos, la colision
entre la molécula a estudiar y el gas inerte es una colisién inelastica de manera que
parte de la energia cinética inicial es transformada en energia interna que permite la
disociacion de la molécula.

La manera mas sencilla de estudiar esta colision es hacerlo en el sistema centro de
masa (CM) ya que en este sistema el momento total es igual a 0. En el sistema CM, las
leyes de conservaciéon de la energia y momento permiten calcular la maxima energia
cinética disponible para su transformacion en energia interna, la cual resulta ser igual
a la energia cinética en el sistema CM a la cual notaremos como ESM [24, 49]. De
manera sencilla puede hallarse la relacion entre ES y la energia cinética en el sistema

de referencia laboratorio (EL):

mx

EM = B (2.14)

ma+mx

En la practica, no toda esta energia disponible es transformada a energia interna AE;,
y la Ecuacion 2.14 es una aproximacion cuando ambas especies se consideran esferas
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unimoleculares [49]. Ecuaciones mas exactas toman en cuenta el angulo de dispersion
luego de la colisién para determinar la fraccion de energia cinética efectivamente trans-
formada a energia interna del ién precursor [49, 50]. Una ecuacién mas exacta que
la Ecuacién 2.14 expresa A E; promedio transferida como:

1
AFE; = §XE,§ (2.15)

Donde

memx

=4 (2.16)

(Mg +mx)”
La Ecuacién 2.15 es valida cuando la masa del ién proyectil m 4, es mucho mayor que la
masa de la molécula objetivo mx, por lo que la colisién efectiva se produce Unicamente
entre la molécula objetivo y una seccién del ion proyectil de masa m, (m, << my4); lo
cual es el caso de la fragmentacién de péptidos en donde m 4 esta normalmente sobre
los 600 Da. Sibien la Ecuacion 2.15 ya no considera al ion proyectil como un cuerpo rigi-
do, el problema real es mucho mas complicado y la mayoria de resultados relacionados
con la transferencia de energia interna se basan en resultados experimentales obtenidos
con técnicas como la espectrometria de masas por resolucién angular (ARMS) [51-53]
o la espectroscopia de energia traslacional (TES) [54, 55]. Ademas, la transferencia de
energia hacia los grados internos de libertad de la molécula es un problema mecano-
cuantico, como se indicara mas adelante. La Figura 2.16 muestra los espectros de masa
y distribuciones de energia interna para diferentes valores de ESM.

A mas de las consideraciones sobre la energia interna depositada por colisién, se debe
tomar en cuenta las propiedades estadisiticas del ambiente en el que estas colisiones se
desarrollan. Asi, por ejemplo, la presién afecta el nimero de colisiones por molécula asi
como el numero de colisiones totales, por lo cual se busca regular la presién para alcan-
zar la maxima intensidad en los iones fragmento o por ejemplo reducir la intensida del
ion precursor al 30 %. En trabajos previos se ha analizado la correlacién entre el nimero
de colisiones y el porcentaje de reduccion en la intensidad del ién precursor [53]; en par-
ticular para un trayecto de colisibn de 1 cm una reduccién en la intensidad superior al
70 % indica claramente la ocurrencia de multiples colisiones. En el caso de celdas de co-
lisibn quadrupolares como en un espectrometro de tipo QqTOF se garantizan mdltiples
colisiones lo que aumenta la energia interna efectivamente adquirida por el ién proyec-
til [49]. La reduccién en la intensidad tiene que ver con un mayor nimero de reacciones
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Figura 2.16: Distribucién de Energias Internas en CID. Espectros de masas de frag-
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de disociaciéon molecular, es decir, un mayor nimero de iones precursores se fragmenta
al atravesar la cdmara de colision. Esto implica que una disminucién en la intensidad
del i6n precursor se ve acompafada por un incremento en la intensidad de los iones

fragmento observados.

Las tasas de decaimiento en el proceso de fragmentacion molecular, es decir, la prob-
abilidad de una reaccion del tipo A™ — A; + A, a partir del incremento en la en-
ergia interna ha sido descrita en términos de la teoria de cuasi-equilibrio de Rice-
Ramsperger-Kassel-Marcus (RRKM/QET) [50, 57]. La teoria se basa en la premisa de
que las tasas en la reaccion unimolecular dependen de los modos vibracionales cuanti-
cos de la molécula, y no en el modo como la molécula fue activada. La teoria se basa
en 4 suposiciones basicas [24]:

1. El tiempo del proceso de disociacion es largo comparado con el tiempo de ex-

citacion de la molécula.

2. La tasa de disociacion es baja comparada con la tasa de redistribuciéon de la

energia en los modos internos de la molécula.

3. Antes de la disociacién el ion llega a una condicién de equilibrio en que la energia
se distribuye con igual probabilidad en todos los modos internos (3N - 6 modos

vibracionales para una cadena lineal de atomos).

4. Los productos de la disociacién son el resultado de un conjunto de reacciones que

compiten entre si.

La teoria considera a la molécula como un conjunto de s osciladores arménicos idén-
ticos, de los cuales uno de ellos es denominado el oscilador critico y se asocia con la
coordenada correspondiente a la reaccién. La teoria permite aproximar la constante de
decaimiento & (E, v) como [50, 57]:

s—1 s—1
k:(E,l/):U(n;Lm> :V(%) (2.17)

Donde E = nhv y Ey = mhyv son las energias del estado base y del estado excitado

del oscilador critico.
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La Ecuacién 2.17 es una aproximacion que permite entender de manera cualitativa el

comportamiento de la constante de reaccidn. La ecuacién mas exacta es de la forma:

oQ) (E — Ey)

k(B v) = hp (E)

(2.18)
Donde o es la degeneracion de la reaccion, 2 (E — E;) es el nUmero de estados con
energia menora £ — Ey y p (F) es la densidad de estados para una energia E.

Existen algunos métodos para calcular los valores de €2 y p, cuya discusion excede los
propositos de este trabajo. Algunos de estos métodos pueden revisarse en [57].

La teoria RRKM/QET permite calcular exactamente las constantes de reaccion para
sistemas simples y asi predecir la abundancia de los diferentes picos en el espectro
de fragmentacién. Sin embargo para el caso de moléculas mas complejas como los
péptidos con los que se tiene que lidiar en la prote6mica, los calculos exactos se vuelven
complejos y se trabaja con resultados de tipo cualitativo [58]. Estos resultados sugieren
un papel crucial del proton adicional (proton obtenido durante la etapa de ionizacién)
en la fragmentacion del péptido, por la cual el modelo toma el nombre de Modelo del
Proton Mavil [59]. Segun este modelo, la fragmentacién de los péptidos es mediada por
la presencia del protén, el cual juega un papel crucial en la zona de ruptura del enlace,
lo cual se observa por la relacion entre la energia necesaria para la disociacion y la
basicidad del aminoacido mas basico presente en el péptido [58, 59]. Esta evidencia
indica que la probabilidad de que el proton adicional se ubique en el oxigeno del grupo
carboxilo o en el nitrégeno del grupo amino [59] (ver en la Figura 2.17) aumenta cuando
el protdn se encuentra menos atraido por el aminoacido mas basico del péptido. Esta
ubicacion del protén facilita la ruptura del enlace para producir iones de tipo by tipo y
segun se encuentra descrito en la literatura [59-61].

Ry ot R Ry O Rs
NH H'
Sy ey Sy e

Figura 2.17: Ubicacioén del protdn previa la fragmentacién en la columna del pépti-
do. [59]
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Hay que recalcar que esta forma particular de fragmentacion tiene prevalencia en CID
ya que el extendido tiempo de la reaccién hace posible la excitacién de los modos vi-
bracionales de las moléculas segun se describe en la teoria RRKM. En este sentido, la
fragmentacion en iones tipo by iones tipo y se produce gracias a tiempos de transferen-
cia de energia de aproximadamente 10~'? s en el caso de CID a bajas energias y 1074
s en el caso de CID a altas energia [49, 53]. Estos tiempos de interaccién son del orden
de la frecuencia natural de las vibraciones moleculares en el caso de bajas energias, y
al periodo de Bohr en los electrones de valencia de una molécula poliatomica [49, 53].
Todo esto implica que las colisiones logran inducir excitaciones electronicas en el caso
de colisiones a altas energias y excitaciones directas de los modos vibracionales en
colisiones a bajas energias. En ambos casos, la relajacion del sistema se produce por
medio de un proceso ergédico que conduce a la ruptura de los enlaces mas débiles
segun las teorias de RRKM/QET y los postulados presentados anteriormente.

2.5.3. DISOCIACION POR CAPTURA ELECTRONICA Y DISOCIACION
POR TRANSFERENCIA ELECTRONICA

Otros métodos a mas de CID se han desarrollado para la disociacion de moléculas en
estado gaseoso. De estos métodos recalcamos el caso de la disociacién por captura
electronica o ECD [62] por sus siglas en inglés (Electron Capture Dissociation), y la
disociacion por transferencia electronica o ETD [63] por sus siglas en inglés (Electron
Transfer Dissociation). Estos dos métodos son de especial importancia porque producen
patrones de fragmentacién que son complementarios a aquellos obtenidos por medio de
CID. Esto presenta grandes ventajas cuando se busca determinar la secuencia primaria
de un péptido a través de la informacion de los espectros de fragmentacion pues ayuda
a eliminar posibles sitios de fragmentacion que fueron pasados por alto en alguno de los
dos métodos. Resultados previos sobre los patrones de fragmentacién utilizando CID o
ECD/ETD muestran una correlacién cercana a cero cuando se analiza la preferencia en

aminoacidos al momento de producirse la fragmentacion molecular [64].

La fragmentacion por medio de ECD ocurre cuando un ion precursor captura un electron
de baja energia (<1eV) formando una especie radical excitada que rapidamente se
disocia. La energia de recombinancion de 5 - 7 eV produce el incremento en la energia
interna del ién precursor lo que provoca la rapida disociacién del mismo. En este caso,
el proceso de activacion ocurre en tiempos mucho menores a los 10714 s por lo que el

proceso de disociacion se considera como no ergddico y no necesariamente favorece
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la ruptura de los enlaces mas débiles como ocurre con la fragmentacion por CID. En el
caso de péptidos es el enlace Ca-N el que se rompe durante la disociacién produciendo
mayormente iones fragmento de tipo cy tipo z. Ademas, ECD facilita la fragmentacién de
péptidos de masas altas o proteinas pues no depende del numero de modos normales
de la molécula.

Debido a los tiempos de reaccién necesarios para obtener una buena relacion entre
sefial y ruido (1072 s) y a la baja relacion de m/z para los electrones, la técnica de frag-
mentacion por ECD estaba originalmente limitada a analizadores de tipo FT-ICR [65].
Sin embargo, el estudio de reacciones ion - ion en fase gaseosa permitié el desarrollo
de la técnica de fragmentacion ETD en las que un anion (de baja afinidad electrdnica,
generalmente aniones de antraceno) juega el papel del electrdn utilizado en ECD. Al
utilizar aniones mucho mas masivos que el electrén la técnica se aplica no sélo para el
caso de analizadores de tipo FT-ICR pero también para analizadores del tipo trampas
de iones y quadrupolares. En la actualidad la técnica de ETD en trampas de iones o
quadrupolos es utilizada rutinariamente [66, 67].
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CAPITULO 3

BASES DE LA PROTEOMICA

Las proteinas son componentes basicos de los seres vivos, puesto que cumplen un sin
namero de funciones, ya sea como catalizadoras de reacciones bioquimicas, como com-
ponentes estructurales en las células, como transportadores inter o intra celulares, entre
otros. El area que se encarga del estudio de las proteinas expresadas en un organismo
vivo se conoce como protedmica, término que se hereda del area de la genémica en
la cual se estudia el mapa de genes caracteristico de un organismo. La relacién en-
tre el genoma y el proteoma es estrecha pues todas y cada una de las proteinas que
forman parte de un ser vivos estan codificadas por genes especificos, los mismos que
proveen con la receta basica para la construccion de las mismas [68]. Las proteinas a
su vez pueden ser modificadas en su constitucién por otros genes o por procesos celu-
lares dependiendo de su funcionalidad o el rol fisioldégico particular que las proteinas
deben cumplir. Tanto la estructura primaria como las estructuras de orden superior son
fundamentales en la definicidn de esta funcionalidad. En particular, la estrutura tercia-
ria, esto es la forma tridimensional geométrica, que adquieren las proteinas define en
gran medida su actividad y funcionalidad [25, 68]. Por esta raz6n la caracterizacion de
las proteinas asi como las diferentes modificaciones a las que son sometidas, en los
diferentes niveles de su estructura es uno de los problemas mas basicos de la biologia.

El dogma fundamental de la biologia establece que el ADN de los seres vivos, o geno-
ma, constituye el esquema o manual de construccion de los seres vivos [12, 69]. El
genoma esta constituido por partes que codifican instrucciones y partes que no lo ha-
cen (la parte a veces llamada “junk DNA” en inglés, o ADN basura). La parte codificadora
esta constituida por los llamados genes. Mucha de la informacion del proteoma (o mapa
completo de proteinas) de un organismo puede ser obtenida a partir de la informacion
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contenida en el genoma [12, 69]. Sin embargo, la proteémica es un area mucho mas
compleja en el sentido de que el proteoma de un organismo varia con las condiciones
en que éste se encuentra y puede cambiar a lo largo del tiempo. Es asi que en mucho
casos el punto de interés no es la proteinas codificada en el genoma sino las modifica-
ciones posteriores que esta sufre al interactuar con el entorno [25]. Gracias a avances
tecnoldgicos recientes, en especial en el campo de la espectrometria de masas, el area
de la proteémica ha tomado gran interés en los ultimos afos [2].

Los objetivos fundamentales de la proteémica son identificar, caracterizar, y cuantificar
las proteinas presentes en una muestra. Para llevar a cabo estas tareas se apoya en
la espectrometria de masas. En este ambito, las mayores ventajas de la espectrometria
de masas son su gran rapidez, y su alta sensibilidad, llegando a limites de deteccién de
picomoles o femtomoles [70, 71]. En este capitulo discutimos la metodologia utilizada
para identificar y caracterizar péptidos y proteinas mediante la espectrometria de masas
y las técnicas complementarias que brindan apoyo a la espectrometria de masas con
este fin. En particular, la cromatografia liquida acoplada al analisis por espectrometria
de masas tandem (LC-MS/MS) [3-5, 72] es uno de los métodos mas utilizados y sera
descrito a mayor detalle en secciones posteriores.

3.1. CONCEPTOS BASICOS

Proteina: Para los fines concernientes, una proteina es una cadena consecutiva de
polipéptidos, donde se entiende por polipéptido a una macro-cadena de aminoacidos.
De manera general, los complejos de polipéptidos conforman lo que se conoce como
complejos proteinicos, y entenderemos por proteina a alguna de las subunidades que
conforman el complejo proteinico.

Péptidos y Polipéptidos: Un péptido o polipéptido es una cadena lineal de aminoacidos
unidos consecutivamente mediante enlaces peptidicos (<10 aminoacidos = Péptidos,
<100 aminoacidos = Polipéptidos ). La estructura general de un péptido puede verse
en la Figura 3.1. Todos los amino&cidos tienen la misma estructura y se componen
de un grupo amino (terminal-N), un grupo carboxilo (terminal-C) y un residuo R que es
diferente para cada uno de los 20 aminoacidos mas comunes (ver Tabla 3.1). Cuando un
aminoacido se une a la cadena de un péptido, se forma un enlace del tipo N—Ca—C—N
y se pierde una molécula de H,O. A la cadena de enlaces entre distintos aminoacidos
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Figura 3.1: Estructura de un péptido. Un péptido se forma por la unién consecu-
tiva de aminoacidos, los cuales presentan la misma estructura salvo el residuo R
que los diferencia. (a) Estructura general de un aminoacido. (b) Detalle del residuo
correspondiente a la Valina. (c) Estructura general de un péptido. [11]

Perfil Isotépico: El perfil isotépico de una especie corresponde a todos los picos ob-
servados en el espectro que corresponden a distintas combinaciones de los is6étopos
existentes compatibles con su composicidén. La Figura 3.2 muestra el perfil isotdpico
caracteristico de un péptido. En el caso de péptidos o sustancias organicas, los per-
files isotépicos aparecen por la presencia de is6topos en los elementos H, C, O, N
(ver Tabla 3.2). Dependiendo de la masa molecular del péptido, el perfil isotépico es
diferente y la intensidad relativa entre los distintos picos isotépicos cambia.

Deisotopizacion: La deisotopizacion consiste en transformar todo el perfil isotépico de
un pico en el espectro a un sélo pico correspondiente a la masa monoisotépica o a la
masa promedio de la especie.

Deconvolucion del estado de carga: En la mayoria de casos, la informacion propor-
cionada por el espectro de masas debe ser lo mas simple posible e incluir sélo picos
representativos de las especies presentes en la muestra. En el caso de que exista un
mismo ién con diferentes estados de carga, la deconvolucién del estado de carga con-
siste en transformar todos los picos del espectro a uno so6lo con un uUnico estado de
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Tabla 3.1: Masas moleculares de los 20 aminoacidos mas comunes [11]

Aminoécido Masa Masa % de ocurrencia?
Monoisotdpica Promedio

Alanina Ala A 71.04 71.08 7.87
Arginina Arg R 156.10 156.19 5.42
Asparagina Asn N 114.04 114.10 413
Acido Aspéartico Asp D 115.03 115.09 5.34
Cisteina Cys C 113.01 113.15 1.50
Glutamina Gin Q 128.06 128.13 3.96
Acido Glutamico Glu E 129.04 129.12 6.66
Glicina Gy G 57.02 57.05 6.95
Histidina His H 137.06 137.14 2.29
Isoleucina lle | 113.08 113.16 5.91
Leucina Leu L 113.08 113.16 9.65
Lisina Lys K 128.10 128.17 5.92
Methionina Met M 131.04 131.20 2.39
Fenilalanina Phe F 147.07 147.18 3.95
Prolina Pro P 97.05 97.12 4.82
Serina Ser S 87.03 87.08 6.84
Threonina Thr T 101.05 101.11 5.41
Triptofano Tp W 186.08 186.21 1.13
Tirosina Tyr Y 163.03 163.18 3.02
Valina Val V 99.07 99.13 6.73

2 El % de ocurrencia es el promedio de apariciones de cada aminoacido en las secuen-
cias de la base de datos Swiss-Prot (versién 5.21)
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Figura 3.2: Perfiles Isotépicos. Un péptido o cualquier sustancia organica presenta
un perfil isotépico en el espectro de masas producto de los is6topos de los elementos

H, C, O, N. En este caso los picos isotopicos se encuentran separados por 0.5

unidades en m/z lo que permite identificar la carga de la especie como +2.

Tabla 3.2: Isétopos estables en los compuestos organicos [73]

Elemento Masa (Da) % Abundancia Relativa

H 1.0078 99.9885
2.0141 0.0115
C 12.0000 98.93
13.0034 1.07
N 14.0031 99.632
15.0001 0.368
O 15.9949 99.757
16.9991 0.038

17.9992 0.205
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carga, el cual por facilidad es casi siempre elegido como el estado de carga con z = 1.
Para un pico de m/z en el espectro, su deconvoluciéon de carga lo convierte en un pi-
co equivalente en la posicién ((m/z — 1) z) + 1. De esta manera, todos los picos que
corresponden a una misma especie son sumados en intensidad en la posicion del pico

monocargado.

3.2. SEPARACION DE PEPTIDOS Y PROTEINAS

Como se mencioné anteriormente, dos de los objetivos de la protedémica son identificar
y caracterizar las proteinas que conforman el proteoma de un organismo. Ninguna de
estas dos tareas es sencilla, y entre algunos de los problemas se pueden mencionar
la complejidad intrinseca de las muestras, asi como las limitaciones propias de la téc-
nica. En el caso de la espectrometria de masas, la resolucién del espectrometro es
generalmente dependiente de m/z y valores muy altos presentan una menor resolucién;
ademas, los limites de deteccion de algunos tipos de analizadores no sobrepasan las
decenas de kDa, asi que el estudio de proteinas con masas mucho mayores a estos va-
lores se ve limitado por las caracteristicas propias del espectrémetro. Por otra parte, las
muestras con que se trabaja en el campo de la proteémica son generalmente muestras

complejas que incluyen cientos o miles de proteinas.

En cierta manera, para limitar estos problemas no se analiza directamente la muestra
en el espectrémetro de masas; se sigue, mas bien, una serie de pasos previos que per-
miten obtener espectros de masas mucho mas sencillos y faciles de analizar. En la Sec-
cién 3.3 se discuten a detalle las dificultades que existen en la interpretacion y analisis
de los espectros de masas. Las etapas previas al andlisis por medio de MS general-
mente se encargan de separar los péptidos y proteinas segun ciertas caracteristicas,
como pueden ser su masa o0 su punto de enfoque isoeléctrico. Esta separacién pre-
via, a mas de brindar informacién util en el proceso de caracterizacién, permite analizar
gradualmente la muestra en el espectrometro en lugar de analizar todas las especies en
un solo paso. Por su parte, para asegurar una buena resolucién y mantenerse dentro del
limite de deteccidn del espectrometro, por lo comun: (1) las proteinas son digeridas en-
zimaticamente de manera controlada, y (2) los polipéptidos resultantes son analizados
en el espectrometro.

Comunmente para estos pasos de separacion previa se trabaja con separacion en gel
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por masa molecular), por punto de enfoque isoeléctrico o por una combinacién de ambas
(separacién en 2 dimensiones) [11, 74]. Adicionalmente, las técnicas de cromatografia
liquida o cromatografia en gas permiten una separacién de los péptidos de acuerdo a
la polaridad de los mismos, y en particular la cromatografia liquida permite el acople
directo con la ionizacion por ESI.

3.2.1. DIGESTION ENZIMATICA DE PROTEINAS

La digestion enzimética es el proceso por el cual una proteina es degradada por el efecto
de una enzima proteolitica, también llamada proteasa. En las aplicaciones de la MS a
la proteémica se trabaja con enzimas que se anclan en ciertas zonas especificas de las
proteinas y rompen los enlaces Unicamente en esas zonas. La proteasa mas utilizada
para la caracterizacion de proteinas por medio de MS es la tripsina, sin embargo, existen
otros tipos de proteasas que producen la ruptura de la cadena de amino&cidos en zonas
diferentes, y pueden ser utilizadas para obtener péptidos complementarios a aquellos
obtenidos por medio de la tripsina. Entre ellas se destacan las proteasas GluC, LysC,
AspN y Chymotripsina [75].

Tabla 3.3: Especificidad de las proteasas mas comunes [75]

Proteasa Especificidad

Tripsina Terminal C de los residuos Ry K
Si no estan seguidos por el residuo P

GluC Terminal C del residuo Q
Si no estén seguidos por el residuo P

LysC Terminal C del residuo K
AspN Terminal N del residuo D

Chymotripsina Terminal C de los residuos Y, F, Wy L
Si no estan seguidos por el residuo P

3.2.1.1. Tripsina

Existen varias razones por las cuales la tripsina es la proteasa de eleccion:
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= Tiene una alta especificidad (pocas anclajes no realizados)y casi nunca se ancla
en zonas distintas a las predichas.

= | 0s péptidos resultantes tienen un promedio de 11 aminoacidos en longitud, i.e.,
una masa molecular adecuada para el analisis por medio de MS.

» Es particularmente 0til en la espectrometria de masas con iones positivos al ase-

gurar la presencia residuos basicos (R y K) en los péptidos.

m Es relativamente facil de obtener.

3.2.1.2. Digestion In Silico

Se conoce como digestion In Silico a la digestion tedrica de una proteina. Como se expli-
cara mas adelante, la identificacién de péptidos y proteinas por medio de MS se basa en
la comparacion de espectros de masa experimentales con espectros de masa teéricos
correspondientes a la proteina o péptido correspondiente. En este sentido, la digestion
in silico es el conjunto de masas (y por tanto el espectro) que se espera obtener al re-
alizar la digestion enzimatica de alguna proteina. Para realizar una digestion in silico
se debe tomar en cuenta la proteasa elegida, posibles modificaciones en los péptidos y
anclajes no realizados. Los anclajes no realizados son raros cuando se utiliza tripsina,
sin embargo, pueden suceder y por tanto es preferible considerar de 1 a 2 anclajes no
realizados en la digestion in silico. Si por ejemplo la digestién tedrica de una proteina
produce n péptidos y se consideran k anclajes no realizados, el nimero de total de pép-
tidos a considerar en la digestion in silico sera de 5 (2n + 2nk — k* + k + 2) [11]. Por
su parte, las modificaciones en los péptidos pueden ser modificaciones fijas o modifica-
ciones variables.

= Las modificaciones fijas son faciles de simular ya que simplemente cambian la

masa de uno o varios aminoacidos en toda la muestra.

= Las modificaciones variables son aquellas que pueden o no aparecer en la mues-
tra y son las que aumentan en gran medida la complejidad de la digestién in silico.

En el caso que se observen n posibles modificaciones variables en la secuencia de un
péptido, se deberian considerar 2" masas molecular distintas en la digestion in silico, lo
cual incrementa el numero de posibles identificaciones erradas cuando se compara un

espectro experimental con la informacion de la digestion in silico.
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Dentro del grupo de posibles modificaciones existen aquellas que se dan dentro de la
célula y que son realzadas por la maquinaria celular. Por ejemplo, hay grupos que se
afnaden a la proteina durante el proceso de su fabricacion y que la dotan de propiedades
especiales. Un ejemplo de esto es la glicosilacion [76], donde, enzimas especiales, atan
azucares a la proteina a medida que ésta es producida por los ribosomas. Otros ejem-
plos, incluyen la fosforilacion [77], entre otras. La caracterizacion de estas llamadas

modificaciones postranslacionales es fundamental en el estudio prote6mico.

3.2.2. CROMATOGRAFIA LIiQUIDA

La cromatografia es una técnica originalmente propuesta por Michael Tswett [78, 79]
a comienzos del siglo 20 y en la actualidad es uno de los métodos mas utilizados en
la protedmica para la separacidén de péptidos y proteinas. De manera sencilla, la cro-
matografia se basa en la existencia de una fase mévil que transporta la muestra a través
de una fase estacionaria fija en la columna de separacién cromatografica [12]. La mues-
tra atraviesa la columna, y dependiendo de la relacién entre su interaccion con la fase
estacionaria y la fase movil le tomara mayor o menor tiempo abandonar la columna. El
tiempo de elucién de un componente a través de la columna cromatografica se conoce
como tiempo de retencidon. Generalmente, la fase estacionaria se encuentra dentro de
una columna de un diametro y longitud determinadas, y la separacién se produce por

los distintos tiempos de retencion al atravesar la columna.

Los tipos de cromatografia mas utilizados son aquellos en que la fase mévil se presenta
en estado liquido o gaseoso, dando origen a las cromatrografia en gas o GC por sus
siglas en inglés, y la cromatografia liquida o LC por sus siglas en inglés. De las dos,
la LC es la mas ampliamente utilizada en protedémica pues los péptidos y proteinas al
ser compuestos no volatiles son dificiles de acoplar con un sistema de cromatografia en
fase gaseosa [12].

En la cromatografia liquida, la muestra es transportada en el estado liquido a través de
la fase estacionaria, la cual consiste de un ligando adherido a la columna cromatografica
por medio de particulas esféricas de silica. El ligando depende del tipo de interaccion
qgue se busque y del tipo de cromatografia que se esté empleando. Existen basicamente
5 tipos de LC que son los mas utilizados, sin embargo, la cromatografia de fase reversa
es la mas utilizada en la separacion de péptidos y proteinas. Para propositos analiticos

discutimos sus caracteristicas con mayor detalle:
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La descripcién de las técnicas de los distintos mecanismos de cromatografia esta basa-
da en el capitulo 4 del texto de Eidhamer et. al. [11], en el capitulo 5 del texto de Hoffman
et. al. [24], y en el capitulo 4 del texto de Ekman et. al. [12].

3.2.2.1. Cromatografia de fase normal

En la cromatografia de fase normal, la fase estacionaria es polar y la fase mdévil es
relativamente no polar. En este tipo de cromatografia los compuestos son separados en
base a su polaridad de manera que los compuestos méas polares tendran un tiempo de
retencién mayor que aquellos menos polares. Al aumentar la polaridad de la fase movil
se logran tiempos de retencion menores. Se utiliza principalmente cuando se trata de
separar compuestos polares.

3.2.2.2. Cromatografia de fase reversa

La cromatografia de fase reversa (RE-LC) es largamente la mas utilizada en las aplica-
ciones a MS, y al igual que la cromatografia en fase normal, se basa en la polaridad
de los compuestos, pero en este caso la fase estacionaria es menos polar que la fase
moévil. En la RE-LC se utilizan columnas de silica con cadenas de atomos de carbono
como ligandos (C,, Cg4, Cig). La ventaja de este método respecto a la cromatografia
en fase normal es que muestra mayor reproducibilidad, y el tiempo de vida util de las
columnas es mayor. En la RE-LC los menores tiempos de retencién corresponden a los
compuestos mas hidrofobicos, y al igual que en la cromatografia en fase normal, los
tiempos de retencidén pueden variarse al cambiar la polaridad de la fase movil.

La fase mévil generalmente esta compuesta de una mezcla de dos soluciones, notadas
como Ay B. La solucion A es una solucion polar, generalmente H,O (grado analitico) con
0.1 % de TFA (acido trifluoroacético), y la solucién B suele ser una solucién menos polar,
como por ejemplo 90 % acetonitrilo acuoso con 0.1 % de acido férmico. En un principio,
la muestra disuelta en A es introducida en la columna, y por afinidad los compuestos pre-
sentes en la muestra (péptidos) son retenidos en la fase estacionaria. Gradualmente, se
incrementa el porcentaje de B (este incremento se conoce como gradiente en la colum-
na cromatografica) de manera que la interaccion compuesto - fase mévil se incrementa
y los compuestos son paulatinamente liberados de la fase estacionaria. Normalmente,
en un 60 % de B todos los péptidos han sido eluidos de la columna cromatografica.
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3.2.2.3. Cromatografia de intercambio idnico

La cromatografia de intercambio i6nico (IEC) se basa en las interacciones electrostaticas
entre los grupos funcionales de los ligandos en la fase estacionaria y los compuestos
presentes en la muestra. Existen dos tipos de IEC y dependen de la carga en los grupos
funcionales de los ligandos en la fase estacionaria, la cual puede ser negativa (Cro-
matografia de intercambio aniénico), o positiva (Cromatografia de intercambio catiéni-
co). El tiempo de elucion a través de la columna se puede controlar variando el PH de
la fase movil para afectar la fuerza de la interaccion electrostatica.

3.2.2.4. Cromatografia por afinidad molecular

La cromatografia por afinidad molecular se basa en las interacciones biolégicas que
pueden existir entre los ligandos en la fase estacionaria (receptores, anticuerpos, metales,
etc) y grupos funcionales de los compuestos en la muestra (péptidos o proteinas).
Generalmente se emplea para purificar muestras de interés o para separar formas fun-

cionales de un mismo biopolimero.

3.2.2.5. Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusién molecular o también conocida como cromatografia de ex-
clusién en gel separa los compuestos en base a su tamarno mientras recorren la columna
cromatografica formada por un enramada de biopolimeros. La fase estacionaria con-
siste en un enramado de polimeros en estado de gel de manera que se forman poros y
caminos a través de la columna, lo que hace que los compuestos de diferentes tamafos

tengan distintos tiempos de retencion en la columna.

Como dijimos, el método mas utilizado es el de la cromatografia de fase reversa, y
generalmente cuando se habla de LC se hace referencia a este tipo de cromatografia.
Originalmente, la elucién de la muestra a través de la columna cromatogréfica era lle-
vada a cabo Unicamente bajo la accién de la gravedad, sin embargo, en la actualidad
se utilizan bombas de alta presion para mejorar el flujo a través de la columna, con el
consiguiente incremento en la eficiencia de la separacién. Es asi que se habla de HPLC
(cromatografia liquida de alto rendimiento o cromatografia liquida de altas presiones) o
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UPLC (cromatografia liquida de ultra rendimiento o cromatografia liquida de ultra altas
presiones) las cuales hacen referencia a la LC con altas presiones.

Las columnas cromatograficas mas utilizadas en las aplicaciones a la proteémica tienen
una longitud de entre 15y 20 cm, y el diametro interno depende de la aplicaciéon especi-
fica. En procesos preliminares se utilizan las micro columnas con diametros de unos
pocos milimetros, mientras que para la separacion de péptidos se utilizan columnas
capilares con didmetros menores a los 300 #m o nano columnas con diametros de entre
50 a 100 pum [11].

En la Figura 3.3 se muestra el esquema basico de un sistema de HPLC. El resultado de
la separacién por medio de HPLC, ademas de las fracciones de proteina colectadas, es
lo que se conoce como cromatograma, en el cual se observa el tiempo de retencién en
el eje x y la intensidad de la sefal en el eje y. La obtencion del cromatograma puede
hacerse por medio de espectroscopia de absorcion a 280 nm (aminoacidos aromaticos)
0 a 210-220 nm (enlace peptidico), o en el caso de acople directo a un sistema de MS
midiendo el nimero total de iones en el tiempo. El objetivo de un buen sistema de HPLC
debe ser producir un cromatograma con el menor ancho de los picos cromatograficos
(picos simétricos) y con una buena separacion de los distintos compuestos de manera

gue no existe un traslape de los picos en el cromatograma.

Sistema de
o Inyeccién de
iy i la fase movil
omba de
alta presion
Columna de
Fase movil Separadan
(Reservorio)
Detector I:I .
—

Sistema de [ T,
adquisicion e ) N\ 7 AR L

Cromatograma

Figura 3.3: Esquema de un sistema de HPLC. [11]
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Figura 3.4: Ejemplo de un cromatograma. En el eje x se tiene el tiempo de retencién
y en el eje y la intensidad de la sefal. El cromatograma corresponde a la digestion
enzimatica de una muestra de E.Coli en una columna de separaciéon de 90 min.

Cada pico corresponde a un péptido presente en la muestra

3.3. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE
PEPTIDOS Y PROTEINAS POR MEDIO DE MS

Como se ha mencionado, la espectrometria de masas permite determinar de manera
muy precisa la masa molecular, y en esta seccidén respondemos a la pregunta de c6-
mo esta informacién puede llevarnos a determinar la secuencia primaria de péptidos y
proteinas, lo cual es uno de los objetivos de la protedmica. Los péptidos y proteinas se
observan en los espectros de masas como iones producidos por la ganancia o pérdida
de un protén, por lo cual un péptido de masa molecular m y carga z tendra un valor de
(m + 2)/z en el espectro de masa, donde por simplicidad hemos asumido la masa del
protén igual a 1 Da.

En un espectro de masas se puede observar la misma especie con distintos estados
de carga, en donde la predominancia de ciertos estados sobre otros depende prin-
cipalmente del método de ionizacion empleado, y de la longitud de los péptidos. En
el caso de MALDI normalmente la carga predominante sera z = 1, pero si se utiliza
ESI, la probabilidad de encontrar moléculas con estados de cargas superiores es ma-
yor, y los iones con z =2, 3 y 4 son especialmente observados en los espectros de
masa. Por su parte, al trabajar con polipéptidos de mayor longitud, se incrementa la
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probabilidad de tener mas de un aminoacido con gran afinidad proténica en la cadena,
y por consiguiente, estados de mayor estado de carga aumentan su probabilidad de

ocurrencia.

A maés de los diferentes estados de carga, los espectros de masas pueden contener
el efecto del ruido de fondo o de ruido electronico que afectan la claridad en la inter-
pretacion del espectro. Para sobrellevar todas estas dificultades existen un sin nimero
de programas computacionales que realiza tareas necesarias antes de empezar con la
interpretacién de los espectros. Estas tareas referentes al tratamiento de los espectros

de masa son brevemente descritas mas adelante.

Como puede esperarse, la identificacion de una proteina no puede obtenerse Unica-
mente conociendo su masa molecular, por lo que existen dos enfoques distintos para
obtener esta identificacién. Los dos enfoques se conocen como top-down [62, 63, 80] y
bottom-up [5, 72], y los dos enfrentan el problema de la identificacion de proteinas des-
de dos puntos de vista contrapuestos. El enfoque bottom-up o también conocido como
shotgun proteomics parte de la digestién de la proteina y su identificacién por medio de
la identificacidén primaria de los péptidos resultantes de la digestion enzimatica. Por su
parte en el enfoque top-down se analiza la proteina entera por medio de MS y se utilizan
técnicas de fragmentacién como ECD o PSD para analizar los péptidos resultantes de
la fragmentacion [62]. El enfoque mas utilizado es el bottom-up por cuanto la resolucion
de los espectrometros es reducida cuando se trabaja con masas de proteinas mayores
a algunas decenas de kDa, lo que hace mas complicado trabajar en el régimen del
enfoque top-down. Sin embargo, los analizadores de tipo FT-ICR permiten hacer este
tipo de analisis debido a su alta resolucion en rangos de masas altos. En este traba-
jo nos centramos en el enfoque bottom-up y en particular en la informacién obtenida
de la espectrometria tandem para la identificacion de péptidos que sera discutida en
la Seccién 3.3.8.

Debe aclararse que en realidad, una estrategia mas comprehensiva para la identificacién
exitosa de péptidos y proteines tipicamente consiste de una combinacion de métodos
top-down y bottom-up [81].

3.3.1. TRATAMIENTO DE LOS ESPECTROS DE MASA

Para facilitar la interpretacién de los espectros de masa normalmente se siguen una
serie de pasos que simplifican el espectro y ayudan por ejemplo a la discriminacion
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entre picos de sefal y picos de ruido. La mayoria de estos procedimientos se realizan
mediante softwares especializados, pues la cantidad de datos con la que se trabaja
actualmente hace imposible una revision y tratamiento manual de los espectros. Mu-
chos de estos programas computacionales son parte integral del espectrémetro y sus
licencias deben ser adquiridas directamente del fabricante del equipo.

3.3.1.1. Deisotopizacion y determinacion del estado de carga

La determinacion del estado de carga de un polipéptido es sencilla si se toma en cuenta
la existencia del perfil isotépico. De esta manera, el estado de carga puede obtenerse al
observar que los picos isotopicos distan entre si una distancia de aproximadamente 1/z
en el espectro de masa. Normalmente, el proceso de identificacién de la carga se hace
automaticamente mediante programas computacionales que identifican un perfil isotépi-

co y realizan el proceso de deisotopizacion o deconvolucion de la carga. (Ver Figura 3.2).

3.3.1.2. Promedio de espectros de masa

El promedio de espectros de masa consiste en un promedio simple de varios espectros
de masa en donde las intensidades son sumadas y luego divididas para el total de
espectros considerados en el promedio. Este procedimiento es muy utilizado cuando se
trabaja con LC-MS ya que normalmente un pico cromatografico que corresponde a un
compuesto es adquirido en varios espectros de masa.

3.3.1.3. Sustraccion del ruido de fondo (Background)

La mayoria de espectros de masa presentan una gran cantidad de ruido, lo que hace
que la linea base no sea uniforme y aparezca una gran cantidad de sefal indeseada. La
sustraccion del ruido de fondo se hace escogiendo algunos espectros a la derechay ala
izquierda de un pico cromatografico (siempre y cuando la sefal en el cromatograma sea
baja en esa zona) y sustrayéndolos de los espectros obtenidos dentro de la zona del pico
cromatografico. Generalmente, primero se promedian los espectros correspondientes al
ruido de fondo y el promedio es sustraido de los espectros con sefal.
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3.3.1.4. Espectros de masa con centroides

Los espectros de masa son en principio medidos de manera que los picos tienen un
ancho caracteristico, o que origina el concepto de resolucion espectral. Sin embargo,
esta informaciéon no puede ser utilizada por ejemplo en busquedas en bases de datos
0 de novo sequencing, de manera que los programas especializados se encargan de
transformar estos picos a parejas de datos (m/z, Intensidad). Para esto, se determina
una ventana en m/z que represente univocamente al pico en el espectro de masas y
suma las intensidades dentro de esa ventana. Finalmente, el centroide del pico determi-
na el valor de m/z que representa el pico y la intensidad se determina como se mencioné

anteriormente.

En principio la determinacién del centroide debe hacerse en todos los espectros de masa
para conocer la masa exacta del compuesto que se esta observando, sin embargo, la
determinacion de la intensidad como se mencion6 anteriormente solo es especialmente
atil cuando se trabaja con espectrémetros de alta resolucién y permite obtener infor-
macion cuantitativa sobre la presencia del compuesto en la muestra. En otros casos,
la intensidad del pico puede ser simplemente calculada como la altura del pico en su
centroide.

3.3.2. IDENTIFICACION POR MEDIO DE MS (PMF: PEPTIDE MASS
FINGERPRINTING)

La digestion enzimatica de las proteinas produce un conjunto de péptidos con masas
moleculares caracteristicas para la proteina que ha sido digerida, y en ese sentido, el
espectro de masas de este conjunto de péptidos puede ser catalogado como una huella
digital de la proteina a la que representa. Este es el principio en el que se basa la
identificacion por medio de PMF [82].

El procedimiento consiste en la digestion enzimatica de la proteina y en la adquisicién
del correspondiente espectro de masa de los péptidos resultantes. Luego este espec-
tro es comparado con espectros tedricos obtenidos mediante la digestion in silico de
varias secuencias que se encuentran en una base de datos. Los factores que deben

considerarse al realizar esta comparacion son los siguientes [11]:

1. La especificidad de la proteasa utilizada para realizar la digestion in silico.
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2. Posibles anclajes no realizados.
3. Modificaciones fijas y variables.

4. La tolerancia en la determinacion de la masa.

3.3.2.1. Scores en la identificacion de proteinas

Una vez que se han adquirido y analizado los datos de la MS, normalmente se cuenta
no solo con una, sino con varias proteinas que pueden encajar con el espectro de masa
de los péptidos obtenido. La asignacién de scores a los posibles candidatos permite
determinar aquellos que tienen una mayor probabilidad de ser los responsables del es-
pectro de masas experimental observado, de manera que las identificaciones correctas

siempre deberian tener un score mas alto.

El score para una identificacion puede descomponerse en los scores a nivel de péptidos
y a nivel de proteinas [11]:

Score a nivel de péptidos: Considera diferencias en masa molecular teérica y experi-
mental, el nUmero de anclajes no realizados, el numero de modificaciones, la intensidad
de los picos en el espectro experimental, y las predicciones teoricas de los péptidos e
intensidades que se esperan en el espectro de masas experimental.

Score a nivel de proteinas: Considera el nimero de péptidos identificados, el porcenta-
je de la secuencia cubierta experimentalmente, las diferencias en masa molecular teéri-
ca y experimental, las diferencias en el valor de pl teérico y experimental, la variacion

en los errores al nivel del péptidos.

Estos y otros factores son tomados en cuenta para elaborar el score global de una pro-
teina candidata. El problema es determinar la mezcla adecuada de estos factores que
provea un score global que favorezca a las identificaciones correctas sobre los falsos
positivos. Existen distintos esquemas de scores propuestos y de manera general pueden
clasificarse como scores probabilisticos y no probabilisticos. Los scores no probabilisti-
cos combinan de alguna manera los factores mencionados anteriormente, mientras que
los scores probabilisticos expresan la probabilidad de que una secuencia dada sea el
origen de los espectros de masa observados.

Algunos de estos scores se construyen a través de un proceso de aprendizaje, es decir
que los parametros del esquema del score son obtenidos a través de identificaciones
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previas y algoritmos de aprendizaje [83].
Valor P

El valor P es utilizado en la mayoria de esquemas de asignacién de scores y expresa
la significancia estadistica de una identificacion [11]. Si una secuencia de aminoacidos
obtuvo un score S, entonces el valor P es la probabilidad de que se encuentre un score
de valor mayor o igual a S por casualidad. Los algoritmos de identificacion comunmente
presentan el score final como el valor de —C'Log P, donde C es una constante.

El calculo tedrico de P dependera del esquema particular de asignacion de scores a las
proteinas, y generalmente su calculo es muy complicado. En este sentido, los progra-
mas aprenden la distribucion de probabilidades para los scores S generando espectros
aleatorios y calculando sus scores con respecto a la base de datos escogida.

3.3.3. ANALISIS POR MEDIO DE LA ESPECTROMETRIA DE MASAS
TANDEM

A pesar de que en principio se podria identificar proteinas por medio de PMF sin necesi-
dad de realizar espectrometria de masas tandem, muchas veces en proteémica se
trabaja con muestras que incluyen cientos de diferentes proteinas y es impréctico re-
alizar procesos para separar las proteinas individualmente y hacer una identificacion por
medio de PMF. Ademas, por medio de la espectrometria tandem se pueden conseguir
identificaciones de proteinas con coberturas de la secuencia de aminoacidos menores
al 20 % [24], y esto debido a que a diferencia de PMF, cuando se trabaja con espec-
trometria tandem se busca determinar la secuencia primaria de los péptidos producidos
en la digestion enzimatica, lo que brinda mucha mayor informacion que solo la masa
molecular de los péptidos producto.

En la Seccion 2.5 vimos los distintos mecanismos para producir la fragmentacién con-
trolada de péptidos, y en especial revisamos el caso de la disociacién inducida por
colision. Como vimos, los patrones de fragmentacion en péptidos entregan gran infor-
macion sobre la secuencia de aminoacidos en especial si se consiguen escaleras de
fragmentacion en la columna del péptido. En particular el caso de la fragmentacion por
CID produce iones de tipo b y tipo y que permiten dilucidar la secuencia primaria del
péptido.
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3.3.4. BASES DE DATOS

Al igual que en el caso de la identificacion por medio de PMF, la identificacion por medio
de espectrometria de masas tandem se basa principalmente en la comparacion de es-
pectros obtenidos experimentalmente con supuestos candidatos que pueden obtenerse
a partir de una base de datos adecuada. Cuando hablemos sobre de novo sequencing
discutimos el caso en el que no se cuenta con espectros tedricos obtenidos de una base
de datos.

En el caso de la espectrometria de masas tandem, la informacién con que se cuenta
incluye los espectros de fragmentacion de los péptidos presentes en la muestra, por
lo cual la identificacién de las proteinas se puede realizar a partir de la informacion de
la secuencia primaria de los péptidos obtenidos luego de la digestién enzimatica. De
manera sencilla el problema se expresa de la siguiente manera: dado un conjunto de
péptidos obtenidos de la digestién in silico de las proteinas en la base de datos y sus
correspondientes espectros de fragmentacién tedricos, se debe encontrar aquellos que
se asemejen en mayor grado a los espectros MS/MS experimentales.

En primera instancia, una comparaciéon completa con todos los espectros producidos
a partir de la base de datos tomaria demasiado tiempo, asi que el procedimiento de
comparacion se realiza luego de aplicar filtros en la busqueda en la base de datos. Los
principales filtros son la masa del péptido precursor y posibles etiquetas de secuencia
0 sequence tags por su nombre en inglés (pequefnas secuencias de aminoacidos, gen-
eralmente de 2 6 3 que pueden ser inferidos facilmente del espectro). Al aplicar el filtro
de masa debe considerarse la precisién en la determinacion experimental de la masa,
la cual es una caracteristica intrinseca del instrumento. En este sentido, mientras ma-
yor sea la precisiéon en la determinacion de la masa, menor sera el nimero de péptidos
candidatos y por tanto el proceso de comparacién es mas agil y toma menos tiempo. A
mas de esto, la busqueda en la base de datos debe considerar modificaciones fijas y
varibles (ver Seccién 3.2.1.2), la precisidén en la determinacion de la masa en espectros
MS/MS, anclajes no realizados, y especificidad de la proteasa utilizada. En ciertos casos
se puede contar con informacién adicional (polaridad, funcion de la proteina, etc.) que
ayude a incrementar los filtros y mejorar la identificacién acertada de los péptidos en la

muestra.

Existen varios motores de busqueda que utilizan diferentes algoritmos para filtrar la base
de datos y asignar scores a las asignaciones de espectros experimentales. La asig-
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nacion de scores es semejante a la descrita en la Seccion 3.3.2.1.

Los principales motores de busqueda son los siguientes:

= MASCOT!'
s SEQUEST?

= X!Tandem?®

Cada uno de estos programas utiliza un diferente esquema para asignar scores a los
espectros considerados [84—86]. De manera general, los esquemas de asignaciéon de
scores se basan en la presencia de picos predichos por la digestién in silico y en sus in-
tensidades. La comparacion de intensidades puede hacerse en distintos niveles depen-
diendo de la complejidad del algoritmo de comparacién; es asi que al crear un espectro

tedrico se lo puede realizar en 3 niveles:

1. Todos los picos en el espectro de fragmentacidn tienen la misma intensidad

2. Las intensidades de los picos son asignadas de acuerdo al tipo de i6bn que son:
tipo b, tipo y, etc.

3. La intensidad de los picos es asignada de acuerdo al tipo de ién, longitud del
péptido, secuencia, etc.

En base a esto, los esquemas de comparacion pueden basarse en una busqueda de
picos correspondientes o en una division del espectro en intervalos de m/z y en una

comparacioén de las intensidades en cada intervalo.

Como se menciond anteriormente, existen algoritmos de asignacién de scores proba-
bilisticos y no probabilisticos, a partir de los cuales se obtiene una lista rankeada de
las proteinas y péptidos que pueden estar presentes en la muestra. Si bien esta lista
es generalmente acertada, éste no es siempre el caso y es recomendable validar las
identificaciones obtenidas por medio de los programas comerciales [87].

Thttp://www.matrixscience.com/
2http://fields.scripps.edu/sequest/
3http://www.thegpm.org/tandem/



58

3.3.5. DE NOVO SEQUENCING

Existen casos en los que la secuencia que se busca no se encuentra en la base de
datos, y en estos casos el objetivo es encontrar la secuencia primaria de aminodacidos a
partir de los espectros de fragmentacién sin contar con ninguna informacién de partida.

Este procedimiento es lo que se conoce como de novo sequencing.

La identificacion por medio de de novo sequencing no es una tarea sencilla, y es por esta
razon que sélo se utiliza con seguridad cuando se cuenta con espectros de alta precision
y alta resolucion. Desde este punto de vista, el desarrollo de mejores espectrémetros en
la actualidad le ha dado una mayor importancia a la identificacion por medio de de
novo sequencing. El problema en cuanto a la precisién en la determinacién de la masa
y la resolucién viene dado principalmente por la semejanza en la masa de algunos

aminoacidos o combinaciones de los mismos, considérese el caso de los aminoacidos:
Gln=128.06y Lys = 128.10
Val + Val = 198.14 y Pro + Thr = 198.10

Es asi que si no se cuenta con una buena precisién y una buena resolucién en la de-
terminacién de la masa, estos aminoacidos no pueden ser diferenciados a partir de la

informacion en el espectro de masas.

La identificacion mediante de novo sequencing se basa en la busqueda de una escalera
de iones del mismo tipo para determinar la secuencia de aminoacidos. Como se discutié
en la Seccién 2.5, existen varios métodos para fragmentar los péptidos y dependiendo
del método utilizado se obtienen patrones distintos de fragmentacién. En el caso de
la fragmentacion por CID a bajas energias, los principales fragmentos que se obser-
van son del tipo by tipo y, por lo que al realizar de novo sequencing en CID-MS/MS
se busca encontrar una escalera de iones tipo b o tipo y que permita elucidar la es-
tructura primaria del péptido. En este sentido, la identificacion por medio de de novo
sequencing busca encontrar picos con masas correspondientes a iones de tipo b (y)
(ver Tabla 2.2) que idealmente estaran acompanados por iones tipo y (b) complemen-
tarios y por picos b(y)° o b(y)* que ratifiquen la identificaciéon del pico tipo b (y). En
el caso ideal, la fragmentacién generara toda una escalera completa de iones de un
sélo tipo, con lo cual el problema se reduce a medir la diferencia entre los picos con-
secutivos y determinar el aminoécido correspondiente. Sin embargo, en la practica los
espectros de fragmentacion se alejan mucho de la idealidad, y en la practica muchas
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veces se utilizan varias técnicas de fragmentacién para mejorar la cobertura completa
del péptido y obtener informacion complementaria que permita dilucidar la identidad del
péptidos representado en el espectro de masas. Las principales combinaciones son CID
con ECD/ETD [88] y CID en baja energia con CID en alta energia [89]. En el caso de
CID con ECD/ETD se tiene la ventaja de contar con iones complementarios pues CID
promueve fragmentos del tipo b y tipo y mientras que ECD/ETD promueve fragmentos
del tipo ay tipo x. Por su parte la fragmentacion CID a altas energias produce muchos
mas fragmentos que la fragmentacién CID a bajas energias, por lo que produce no sélo
fragmentos de tipo b o tipo y sino también fragmentos internos, fragmentos satelitales e

iones de immonio que permiten ratificar la presencia de ciertos aminoacidos.
En resumen, el problema del sequenciamiento puede expresarse como:

Dado un espectro de masas S = {si,...,s,}, la masa m del péptido, un conjunto de
tipo de iones §, y un esquema de asgnacion de scores 1', encontrar la secuencia de
aminoacidos P que maximice I" dado S.

La solucién para hallar P seria evaluar I' para todos los péptidos cuya masa sea igual
a m, sin embargo, un algoritmo eficiente deberia utilizar la informacion contenida en el
espectro para reducir el espacio de busqueda. Estos algoritmos son utilizados en varios
programas comerciales como PEAKS [90, 91], Lutefisk [92, 93], PepNovo [94], MSNo-
vo [95], Sherenga [6], NovoHMM [96]. La mayoria de los scores consideran iones de
tipo b e iones de tipo y junto con sus radicales (b-H,O,b-NHj,...) para fragmentacion
CID. A mas de esto, los scores generalmente consideran penalizaciones si alguno de
los iones predichos no se encuentra en el espectro. Una descripcién de los algorit-
mos utilizados en cada uno de estos programas puede encontrarse en las referencias

correspondientes.
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CAPITULO 4

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este capitulo se describen los métodos y técnicas utilizadas para la validacién de los
métodos. Se describe todo el proceso desde la muestra de material biol6gico hasta el
planteamiento de los modelos computacionales para el analisis de datos.

4.1. EXTRACCION DE PROTEINAS EN UN CULTIVO DE
ESCHERICHIA COLI

La muestra biologica utililizada consistié en una digestion enzimatica de los extractos de
una poblacion de células de la de la bacteria Escherichia Coli. Este organismo ha sido
ampliamente estudiado y las bases de datos contienen la informacion completa sobre el
genoma y proteoma de esta bacteria [97]. La digestion enzimatica se realizd utilizando
tripsina (Promega, Madison, WI, USA) y siguiendo el protocolo estandar descrito en el

Kit de Pierce “Pierce In - Solution Tryptic Digestion Kit"!

. Parte del proceso de digestion
incluye la alquilacion de la Cysteina por lo que las modificaciones fijas consideradas

incluyeron la modificacion de tipo Carbamidomethyl Cysteina.

Thttp://www.piercenet.com/browse.cfm?fldiD=973D9FA3-3C0B-452D-9633-AC1A8168D21D
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4.2. SEPARACION CROMATOGRAFICA (HPLC)

La separacién cromatografica en modo reverso (HPLC) fue realizada utilizando colum-
nas de separacion PepMap100 C18 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) de 15 cm de longitud
y un diametro interno de 300 um. Los ligandos dentro de las columnas son cadenas de
domos de C,4 con un tamafo medio de particula de 3 xm y un tamano de poro de 100
A. Las columnas fueron montadas en el cromatégrafo de marca Ultimate 3000 nano LC
system (Dionex).

La separacién de los péptidos fue realizada en un gradiante de 10-90 % solvente B
(80/20 ACN/H,0O + 0.04 % TFA) en el solvente A (H,O + 0.05 % TFA) durante 60 minutos,
seguido por un lavado durante 5 min en 90 % solvente B y una re-equilibracion de la
columna en 10 % solvente B por 25 min.

Figura 4.1: Ultimate 3000 nano LC system (Dionex)

4.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS QqTOF

El andlisis por medio de espectrometria de masas fue realizado en un espectrometro de
tipo QqTOF de ultima generacion marca Bruker Daltonics, modelo maXis (Bruker Dal-
tonics, Bremen, Germany). Los espectros de masas de fragmentacién fueron adquiridos
luego de la seleccién del ion precursor en el quadrupolo y la posterior colision inducida
por disociacién seguida del andlisis en el espectrometro TOF ortogonal (adquisicién en
modo MRM) a una velocidad de 1Hz. La seleccion de precursores se realiz6 a partir de
los 3 iones de mayor intensidad observados en cada espectro (m/z 50 - 3000), dando
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preferencia a aquellas con carga +2 y +3. La ventana de seleccién en el quadrupolo se
fijo en 1.0 m/z. Para evitar la seleccion de los mismos precursores se activé la opcién
de exclusion activa la misma que evita que los mismos precursores sean seleccionados
en un periodo de 1 min después de haber sido seleccionados por primera vez.

Adicionalmente, para la validacién del método de recalibracién que sera presentado
mas adelante, se realiz6 la adquisicion de datos en un espectrometro de tipo QqTOF de
marca Bruker Daltonics, modelo micrOTOFQ (menor resoluciéon que el espectrémetro
maXis). Los parametros de operacidn fueron los mismos que se utilizaron con el espec-
trémetro maxXis.

Figura 4.2: maXis QqTOF (Bruker Daltonics)

Se adquirieron 6 conjuntos de datos como se describe en la Tabla 4.1:

4.4. FRAGMENTACION CID A DIFERENTES ENERGIAS

Para el andlisis de la fragmentacion a diferentes energias se utilizé la muestra de E.
coli y se cambiaron los parametros de la energia de colision en el instrumento maXis.
Los valores de energias de colisién escogidos fueron de 15 eV, 35 eV y 55 eV en el
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Tabla 4.1: Conjuntos de datos utilizados

Datos Espectrometro?® Energia de Colision Calibracion Original

S maXis Estandar® Externa®
S2 maXis 15eV Externad
S3 microTOFQ Estandar® Externad
S4 microTOFQ Estandar® Externad
S5 maXis 35eV Externad
S6 maXis 55 eV Externad

aBryuker Daltonics, 10 - 20 eV, ¢ La ecuacién de calibracién fue intencionalmente elegida erré-

neamente para producir un conjunto de datos con mayores errores, ¢ Calibracién estandar.

sistema centro de masa. Ademas de cambiar los valores de la energia de colisién, se
cambiaron algunos parametros en la zona de transmision luego de la celda de colision

para asegurar la transmision de los iones y mejorar la sefal en la zona de masas bajas.

Estas modificaciones no afectan la cinética de reaccion de fragmentaciéon ya que se
aplican posterior a la celda de colision, y solamente mejoran la calidad de los espectros
obtenidos.

4.5. PROCESAMIENTO DE DATOS

El procesamiento de los datos brutos fue llevado a cabo en el programa Compass Data-
Analysis 4.0 (Bruker Daltonics). Los procedimientos basicos que se realizaron fueron
programados en un script conteniendo los siguientes elementos: deconvolucion de la
carga, deisotopizacion y determinacion de centroides en el espectro de masa como se
describié en la Seccion 3.3.1. Adicionalmente en el script se definieron dos formatos
para exportar los datos: Mascot Generic Format? (.mgf) y mzXML® (.mzXML). El primero
de ellos es el formato estandar para realizar una busqueda de datos de tipo MS/MS en
el motor de busqueda Mascot y basicamente contiene la masa y carga del ién precursor

2http://www.matrixscience.com/help/data_file_help.htmI#GEN
3http://tools.proteomecenter.org/wiki/index.php?title=Formats:mzXML
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junto con una lista de los valores de m/z y sus correspondientes intensidades (opcional
estado de carga) para los picos observados en el espectro de fragmentacién. Por su
parte, el formato mzXML es uno de los principales formatos abiertos para presentar in-
formacion de protedmica y espectrometria de masas; es decir, un archivo . mzXML puede
contener informacién de MS, MS/MS, M S™, LC-MS/MS, etc. basada en el lenguaje XML.
Los archivos .mgf y .mzXML fueron utilizados para el resto de etapas del analisis.

El analisis posterior se dividié en 3 partes:

1. Analisis por medio de base de datos
2. De novo sequencing

3. Fragmentacién a diferentes energias de colision

4.6. IDENTIFICACION POR MEDIO DE BASE DE DATOS

Como primer paso y para poder validar los resultados se realizé un procedimiento estan-
dar de busqueda en base de datos para identificar los péptidos presentes en la muestra.
La identificacion se realizé utilizando el programa comercial MASCOT segun los para-
metros de la Tabla 4.2. La identificacién por medio de bases de datos tiene 2 objetivos
dentro de este trabajo:

= Probar que el método de identificacién por medio de de novo sequencing utilizando
fragmentacion a distintas energias permite mejorar la identificacion acertada de
péptidos.

= Validar el método de recalibracion.

4.7. DE NOVO SEQUENCING

Se utiliz6 el programa comercial de libre distribucion PepNovo+ (University of California,
2010) [98] para identificar los péptidos presentes en el set de datos S2. PepNovo+ es la
Gltima versién del programa PepNovo desarrollado en el 2005 [94]. Este es un programa



Tabla 4.2: Parametros de blsqueda en la base de datos

Parametro Valor
Base de Datos: NCBInr!
Enzima: Tripsina

Anclajes no realizados:
Taxonomia:

Modificaciones Fijas:

Modificaciones Variables:

1
Escherichia coli
Carbamidomethyl (C)

Oxidacion (M)
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Tolerancia Precursor: 50 ppm?, 25 ppmP®, 100 ppm®, 100

ppm*

Tolerancia Fragmentos: 100 mmu?, 50 mmu®, 100 mmu®,
100 mmu®

Estado de carga: +2, +3

Instrumento: ESI-QUAD-TOF

Thttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/, 2 S1,° S2, ¢ S3, 9 S4

El nivel de significancia estadistica para las identificaciones se fijé en un 95 %.

gue corre bajo linea de comandos dados los parametros requeridos (ver Tabla 4.3). Para
tener consistencia con la busqueda en base de datos se utilizé el archivo .mgf para esta
etapa, ya que este fue el mismo archivo utilizado anteriormente con Mascot.

Para medir la eficiencia del método se definieron dos medidas semejantes a las uti-
lizadas previamente por Fischer et. al. [96].

L nimero de aminoacidos correctamente identificados
Precision = — — - (4.1)
numero de aminoacidos predichos

. ) nimero de aminoacidos correctamente identificados
Eficiencia = . - . (4.2)
namero de aminodcidos en el conjunto de datos

Precision se define como la relacion entre los aminoacidos acertados y los aminoacidos
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Tabla 4.3: Parametros para de novo sequencing en PepNovo

Parametro Valor

Enzima: Tripsina
Modificaciones Fijas: Carbamidomethyl (C)
Modificaciones Variables: Oxidacion (M)
Tolerancia Precursor: 0.3 Da

Tolerancia Fragmentos: 0.05 Da

Numero de Secuencias®: 5

aNumero de posibles secuencias (rankeadas) por espectro.

predichos por el algoritmo, mientras que Eficiencia se define como la relacion de los
aminoacidos predichos y los aminodacidos reales presentes en la muestra.

Estos indices se miden comparando sélo la secuencia con mayor score de las 5 predichas
por PepNovo.

Los resultados generados por PepNovo se presentan a manera de una secuencia de
aminoacidos en la que pueden haber faltantes en el terminal-N o en el terminal-C;
por ejemplo, para el péptido GYRPQFYFR (tiempo de retencién 32.4 min, MS/MS scan
1898), el candidato propuesto es de la forma [220.098]RPQFYFR; donde [220.098] es la
diferencia en masa del terminal-N que no pudo ser identificada a partir del espectro de
masas. En este caso el nimero de aminoacidos predicho es 7, el nUmero de aminoaci-
dos reales es 9, y el numero de amino&cidos correctamente identificados es 7, por tanto
se tendria que Precisién = 1, Eficiencia = 0.78.

4.8. RECALIBRACION DE LOS ESPECTROS DE MS Y
MS/MS

La recalibracion de espectros de masa se realizé utilizando los péptidos identificados
por medio de la busqueda en la base de datos. Estos péptidos fueron utilizados como

calibrantes internos segun el proceso que se describe a continuacion.
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4.8.1. ELECCION DE LOS CALIBRANTES INTERNOS

Calibrantes internos son aquellas especies identificadas en un espectro de masa que
son utilizadas para determinar los parametros en una ecuacién de calibraciéon adecuada.
Los calibrantes internos pueden ser especies conocidas presentes en la muestra o es-
pecies anadidas externamente en la muestra. El primer enfoque es mucho mas practico
pues la adicién de elementos en la muestra puede afectar la sefal original. Parte cen-
tral de este trabajo ha sido proponer una forma de implementar una calibracién usando
calibrantes internos que no fueran afadidos artificialmente a la muestra. El método pro-
puesto consiste en dos etapas. La primera etapa consiste en la identificacién preliminar
de péptidos mediante busqueda en base de datos o de novo sequencing segun la cali-
bracion original del instrumento. La segunda etapa es la recalibracion de los espectros
usando los péptidos identificados en la primera etapa como calibrantes internos.

El proceso de recalibraciéon se realizd a partir de los péptidos identificados mediante
la busqueda en base de datos como se describe en la Seccién 4.6, usando los datos
de la calibracion original. Los conjuntos de datos S1, S2, S3 y S4 fueron utilizados
con este proposito. La eleccion de los potenciales calibrantes internos se realizé de
manera semejante a la descrita por Palmblad et. al. para el caso de un espectrometro
FT-ICR [7]. Una lista de candidatos fue construida a partir de los péptidos identificados
por medio de MS/MS. En esta lista se incluyeron todos los picos correspondientes al i6n
precursor independientemente de su estado de carga (+1, +2, +3, +4), observados en
un intervalo entre 15 espectros antes y 50 espectros después del espectro MS/MS en
que el péptido fue identificado. La ventana de seleccion asimétrica indicada se justifica
con la observacién de que los péptidos abundantes tienden a mostrar una cola en el pico
cromatografico y pueden aparecer por largo tiempo después de haber sido detectados
por primera vez [7]. Para aceptar un pico como posible calibrante se fij6 una tolerancia
de error de 50 ppm para S1, 5 ppm para S2, 20 ppm para S3 y 20 ppm para S4. En
los casos en que dos picos fueron considerados aceptables dentro de la tolerancia de
error para un mismo espectro, se eligi6 como potencial calibrante a aquel con mayor

intensidad.

Por este procedimiento se obtuvo una lista de valores de m/z reducida, consistente de
calibrantes con mayor probabilidad de haber sido correctamente identificados, reporta-
dos por el m/z medido, el m/z te6rico asignado, y su intensidad (ver Figura 4.3). Esta
lista fue utilizada en las etapas posteriores de la recalibracion.



#scan Péptido Carga m/ztedérico m/zexperimental Intensidad
}‘126 AVESGDKKPLR 2 600.3413178 600.3385376 14064
430 AVESGDKKPLR 2 600.3413178 600.3386597 11177
442 SRVCQVIGK 2 517.7747566 517.7830566 12243
454 SRVCQVIGK 2 517.7747566 517.7582764 22386
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Figura 4.3: Esquema de la lista de potenciales calibrantes en el proceso de recali-

bracion

4.8.2. CONVERSION DE LOS VALORES DE m/z A UNIDADES DE
TIEMPO DE VUELO FICTICIAS

El siguiente paso fue transformar en la lista antes indicada, los valores de m/z a unidades
tiempo de vuelo ficticias para poder realizar la recalibracién como se describe previa-
mente en el trabajo de Costa-Vera et.al. [8]. El objetivo en este punto es prescindir de
las ecuaciones de calibracion originales utilizadas por el fabricante, ya que en muchos
casos estas no son accesibles al usuario. Como se indic6 anteriomente, las ecuaciones
putativas utilizadas para la recalibracion se derivan de la ecuacion de tiempo de vue-
lo Ecuacion 2.13. La evaluacion de estas funciones en términos de su mejor rendimiento
frente al proceso de recalibracién es otra parte importante de este trabajo.

Funcion TOF1:  tof = ag (%)1/2 ta (4.3)
Funcion TOF2: tof = ag (%) + a; (%) v + as (4.4)
Funcién TOF3:  tof = a (%)3/2 +a (%) K (4.5)
Funcién TOF4:  tof = ag (%)3/2 +a (T) ¥ as (T>1/2 Yas  (46)

En primer término, para construir una lista de tiempos de vuelo ficticios asociados con
las masas teodricas de los calibrantes identificados, se usaron estas ecuaciones con los
coeficientes a; igualados a 1. Este simple procedimiento solamente tiene la intencién de
transformar las unidades a tiempo para ser utilizadas internamente en el algoritmo de

recalibracion.
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4.8.3. RECALIBRACION

La recalibracién a partir de las unidades de tiempo de vuelo ficticias (tof) se realiz6
escogiendo las funciones inversas de las ecuaciones 4.3 - 4.6. Para los primeros dos
casos las funciones inversas son sencillas; en los casos restantes las soluciones analiti-
cas de las funciones inversas fueron halladas con la ayuda de Mathematica®(Wolfram
Research, Champaign, IL).

Funcién 1: = ag(tof)* + ai(tof) + as (4.7)

_ 2ap(tof) + a? — 2apay — a \/4a0(t0f) + a2 — dagas
B 2a3

Funcion 2:

(4.8)

SRIERER

Las funciones 3 y 4 tienen formas algebraicas mas complicadas y pueden hallarse en
los anexos.

La funciéon TOF 1 corresponde al caso mas simple de la ecuacion de recalibracion y su
inversa es de la forma m/z = (tof — a;)?/a3, consecuentemente, para definir comple-
tamente con esta funcién la relacién putativa entre m/z y tiempo de vuelo, se necesita
Uunicamente encontrar el valor de dos parametros. Sin embargo, para mayor generalidad
se escogid la Ecuacién 4.7. Para el resto de casos se utilizé6 simplemente la funcion
inversa.

El nimero minimo de calibrantes internos por espectro fue definido como el numero
de parametros en la ecuacion de recalibracion mas 1 para lograr un ajuste que sea
estadisiticamente significativo. En algun caso, por ejemplo, se usaron 6 parametros para
calibrar una ecuacién con cuatro parametros desconocidos. En la mayoria de espectros
el numero de calibrantes disponibles es mucho mayor que el numero de parametros de
la ecuacion de recalibracién. En esos casos realizamos multiples recalibraciones con
diferentes conjuntos de calibrantes para probar la robustez del método.

Para cada espectro se realizd la determinacion de los parametros a; por medio del méto-
do de minimos cuadrados y una vez obtenida la ecuacién, se la utiliz6 para volver a
unidades de m/z. A continuacidén se determind el error respecto a las masas teéricas
de los péptidos identificados. En este punto se decidié utilizar un nuevo filtro para la
seleccion de calibrantes, pues podria ocurrir que algunos de los péptidos identifica-
dos preliminarmente mediante la busqueda en base de datos no hayan sido correcta-
mente asignados. Si utilizamos estos péptidos como calibrantes internos podrian haber
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mayores errores luego de la recalibracion.

El filtro planteado consiste en un nivel de tolerancia maximo para el error residual luego
de recalibracion. Este valor se eligi6 de manera que se obtenga un bajo error luego de
la recalibracién sin reducir considerablemente el nimero de calibrantes aceptados. La
tolerancia luego de recalibracién fue fijado en 3 ppm (S1), 1.5 ppm (S2), 10 ppm (S8,
S4) para cada uno de los sets de datos considerados.

El filtro descrito funciona de tal manera que en caso de que un calibrante potencial,
admitido previamente, tenga un error superior al mencionado anteriormente, el calibrante
es desechado y la ecuacion de recalibracién es obtenida nuevamente utilizando los
calibrantes restantes. El proceso se repite hasta que todos los calibrantes cumplan la
condicién o hasta que el numero de calibrantes en el espectro sea menor que el minimo
requerido, en cuyo caso el espectro es rechazado pues no es posible su recalibracion.

Todo el proceso de recalibracién fue programado en una rutina escrita en Mathematica.
En el mismo programa, los parametros del ajuste fueron obtenidos minimizando el error

cuadratico medio con el método de Levenberg-Marquardt [99] disponible en el programa.

4.9. PROGRAMACION DE RUTINAS

4.9.1. RECALIBRACION

El proceso de recalibracion fue realizado por medio de rutinas escritas en Mathemati-
cay en C++. Los calibrantes fueron seleccionados mediante una rutina escrita en C++
(Microsoft Visual C++ 2010 Express) siguiendo los pasos descritos previamente. Los
archivos .mzxml fueron leidos utilizando la libreria mzxml.lib* y los archivos de texto con-
teniendo las identificaciones obtenidas de la busqueda en base de datos fueron leidos
en la implementacién en C++. Los resultados (potenciales calibrantes) fueron exporta-
dos en un archivo de texto conteniendo las columnas que pueden verse en la Figura 4.3.

El de texto fue importado en Mathematica y en base a éste se realizd la recalibracién,
i.e., la determinacién de los parametros a; y el analisis de los resultados.

“en desarrollo, Bruin, J., Leiden University Medical Center
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4.9.2. ANALISIS DE LOS ESPECTROS DE FRAGMENTACION A
DIFERENTES ENERGIAS DE COLISION

Con el objetivo de mejorar la capacidad de identificacién de péptidos mediante de no-
vo sequencing, se ha explorado el uso de diferentes energias (regimenes) de frag-

mentacion. Estos resultados se describen a continuacion.

Se realiz6 una busqueda en base de datos de los resultados del conjunto de datos
S2 con el objetivo de tener una lista de péptidos identificados para comparar con las
identificaciones obtenidas por medio de de novo sequencing. El objetivo es utilizar la
informacion adicional contenida en los conjuntos de datos S5 y S6 para aumentar el
nuamero de identificaciones obtenidas originalmente por PepNovo en S2. Para esto se
realizd un procedimiento de re-scoring de los 5 péptidos predichos por PepNovo segun
el esquema discutido mas adelante.

Del total de péptidos identificados en S2 mediante base de datos se tomé aleatoriamente
un 20 % de los mismos como un conjunto de aprendizaje (cuya funcionalidad se explica
en la Seccion 4.9.2.1) y las pruebas se realizaron con el restante 80 % para validar el
método. El total de péptidos identificados en S2 mediante energias de colisién estandar
(15 eV) fue de 545 (316 con carga 2+, 216 con carga 3+, 12 con carga 4+ y 1 con carga
5+). De estos 545 péptidos 487 son péptidos Unicos.

El analisis de los espectros de fragmentacién a diferentes energias de colision se realizé
mediante una rutina escrita en C++. Los resultados obtenidos del proceso de de novo
sequencing fueron exportados a un archivo de texto para cada identificacién exitosa,
esto es, para cada secuencia putativa generada por PepNovo. El formato del archivo de
texto se muestra en la Figura 4.4. La seleccién de la secuencia mas probale entre éstas
por medio de un procedimiento de re-scoring es precisamente el objetivo del analisis de
fragmentacion con diferentes energias.

Los valores presentados en el archivo de texto corresponden a las identificaciones re-
alizadas utilizando la energia de colisién de 15 eV y por tanto el nUmero de scan y el
tiempo de retencién no tienen porque ser exactamente los mismos que aquellos obser-
vados en los casos de energias de 35 eV y 55 eV. Este problema es lo que se conoce
como el problema de alineamiento en LC-MS y consiste en encontrar los espectros co-
rrespondientes en dos 0 mas conjuntos de datos adquiridos para la misma muestra.
Para lograr este alineamiento de los datos de LC-MS se han desarrollado métodos y al-
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Tiempo de

#scan Carga m/z precursor retencion

1245 2 388.71156 21 .3

YGNFFK

HIPFFK Secuencias

YGNFMK predichas por

YFFGNK PepNovo

YFFNGH|

Figura 4.4: Esquema de la lista de péptidos identificados por Pepnovo

goritmos que toman en cuenta las fluctuaciones esperadas en los tiempos de retencion
y en la adquisicién de los espectros de MS, tanto en caso de LC [100],como en el caso
de CE [101], entre otros.

En este trabajo decidimos no centrarnos en este aspecto y utilizamos un esquema sen-
cillo para correlacionar los péptidos observados en 15, 35 y 55 eV. En principio, puede
asumirse que los péptidos seleccionados para fragmentacion se encuentran en tiempos
de retencion similares en los 3 sets de datos. La identificacién del espectro MS/MS co-
rrespondiente al mismo péptido se basa entonces en una comparacién de la masa del
precursor dentro de un rango de 1.5 min antes y después del tiempo de retencion deter-
minado en el set de datos de 15 eV. El valor de 1.5 min fue escogido tomado en cuenta
la opcion de exclusion activa (1 min) y dejando un margen de 0.5 min por posibles dife-
rencias en los tiempos de retencion. La tolerancia en masa para la identificacién del ion
precursor se fijo en 0.1 Da. Ademas, para evitar seleccionar picos de ruido se tomaron
solo los 50 picos mas intensos del espectro para realizar la identificacion.

4.9.2.1. Conjunto de Aprendizaje

El conjunto de aprendizaje fue utilizado para determinar el tipo de iones a considerar en
la validacién por medio de las energias de colision de 35 y 55 eV. Se escogieron 109
péptidos identificados por medio de bases de datos con cargas 2+ (55 péptidos) y 3+
(54 péptidos). Se dejaron de lado los casos de cargas 4+ y 5+ pues son mucho menos
frecuentes. Esta separacidén en carga tiene como objetivo diferenciar la fragmentacién
para diferentes estados de carga.

Basicamente, el procedimiento consiste en generar el conjunto de picos teoricos co-

rrespondientes a los fragmentos tipo a, tipo ¢, tipo x, tipo z y iones de immonio para la



73

secuencia de aminoacidos identificada. Debido a que PepNovo ya utiliza los fragmentos
tipo by tipo y para la identificacion primaria, este tipo de iones se excluyd del proceso de
validacion para enfocar el método en aquellos fragmentos que no fueron considerados
en la primera etapa con PepNovo. Esta lista de m/z artificialmente construida se com-
par6 con el espectro de masas real (archivo .mzxml) y se determiné las coincidencias
usando una tolerancia de 0.05 Da. S5 fue utilizado para identificar los fragmentos ge-
nerados por la ruptura de la columna peptidica, mientras que S6 se utilizé para buscar
iones immonio.

4.9.2.2. Espectros de fragmentaciéon con 35 eV

Los espectros de fragmentacion con 35 eV fueron utilizados para verificar la presencia
de iones tipo a, ¢, x, y z. La lista de fragmentos para cada una de las 5 secuencias mas
probables predichas por PepNovo se compar6 de la manera indicada con el espectro
utilizando una tolerancia de 0.05 Da. El sistema de re-scoring que se propone en este
trabajo considera un score positivo por cada pico presente en el espectro y un score
negativo si el pico no se encuentra en el espectro. Tanto el score positivo como el score
negativo dependen del tipo de fragmento considerado. Para cada tipo de fragmento se
definen los factores 0 < o 3" < 1 donde t = a, ¢, x, z segun el tipo de fragmento
correspondiente, y el superindice ch corresponde al estado de carga del precursor. El
score para cada fragmento i es entonces:

Se; = "I — fh%w (4.9)
Donde I, corresponde a la intensidad del ion mas intenso en el espectro. El score final
para el set de datos de 35 eV es la suma del score de los picos identificados mas el score
negativo de los picos no identificados dividido para % Es decir, si P es el conjunto de
picos tipo a, ¢, z predichos y E el conjunto de picos efectivamente identificados en el
espectro se tiene que:

2. D ok

te(a,c,z) i€EE ch
Sey = _ 3 (4.10)
CIERP I 3

El proceso se realiza para los 5 péptidos candidatos identificados por PepNovo.
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4.9.2.3. Espectros de fragmentacion con 55 eV

Para los espectros de fragmentacion con 55 eV se realizd un procedimiento semejante al
realizado con 35 eV, con la diferencia de que estos espectros se utilizaron para verificar
la aparicién de iones immonio. La observacién de iones immonio es un tema de gran
relevancia y en general es pasado por alto. Uno de los trabajos mas importantes en
el area corresponde al realizado por Falick et. al. [102] al proponer un modelo para
determinar la presencia de un aminoacido basados en los iones immonio observados en
los espectros con altas energias de colision. Mas recientemente, Hohmann et. al. [103]
han estudiado la relacion entre la presencia de aminoacidos y la intensidad de los iones
immonio observados mediante un espectrometro QqTOF. Mas estudios en esta area
son necesarios para incorporar la informacién de los iones immonio en programas de
de novo sequencing o en programas de identificacion por medio de base de datos. En
este trabajo se utilizaron los iones de immonio para re-evaluar las identificaciones de
PepNovo al incorporarlos en el esquema de re-scoring por medio del score Sc, que se
define como:

g numero de iones immonio observados (4.11)
Co = 7 ; : : - .
nimero de iones immonio tedricos

La Tabla 4.4 resume los iones immonio utilizados en el procedimiento de re-scoring.

El score total Sc debe ser una combinacion de Sc¢; y Sc, de manera que:

SC: >\1501 +/\QSCQ (412)

Las constantes A\; y A, fueron determinadas utilizando los resultados del conjunto de
aprendizaje. Los valores de \; y A, se variaron entre 0.04 y 1 con pasos de 0.04 y para
cada caso se determiné el score para las 190 secuencias de prueba. El valor éptimo de

(A1, A2) se eligi6 de manera que se maximice la suma de los scores individuales.



Tabla 4.4: lones immonio utilizados en el procedimiento de re-scoring [102]

Aminoacido Masa Nomimal de los lones Immonio

Ala 44
Arg 129
Asp 88
Asn 87
Cys 76
Gly 30
GIn 101
Glu 102
His 110
lle/Leu 86
Lys 101
Met 104
Phe 120
Pro 70
Ser 60
Thr 74
Trp 159
Tyr 136

Val 72
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. RECALIBRACION DE LOS ESPECTROS DE MS Y
MS/MS

El procedimiento descrito en la Seccidn 4.8 fue utilizado para probar el método de recali-
bracion en los conjuntos de datos S1, S2, S3 y S4. Para cada uno de ellos, se determiné
el error original en los picos identificados en el espectro como la diferencia relativa en-
tre el valor m/z medido y el valor m/z teérico determinado a partir de la secuencia de
aminodcidos obtenida de la identificacién en base de datos. Cada set de datos se ca-
racterizd por el error promedio y la dispersién de valores de error correspondientes, por
medio de la desviacion estandar del error globales (ver Tabla 5.1). Nétese que el mejor
caso concevible corresponde a un error y a una dispersion nulos. El set de datos prove-
niente del espectrometro maXis con calibracién estandar (S2) presenta un bajo error
medio y una desviacion estandar del error menor a 2 ppm, lo cual ya de por si son ex-
celentes resultados. La Figura 5.1 muestra un histograma que caracteriza la distribucion
de los errores medidos para el conjunto de datos S1.

Para validar la robustez de los resultados de la recalibracion, se eligieron dos miem-
bros de las lista de posibles calibrantes por espectro, pero que no habian sido usados
para determinar los parametros de las ecuaciones de recalibracién. Los valores de m/z
fueron determinados tanto para los calibrantes incluidos como para aquellos que fueron
excluidos y los resultados se muestran en la Tabla 5.2. Como puede verse, la Funcion 3
obtuvo en general los mejores resultados en cuanto a la disminucion de la dispersién del
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Tabla 5.1: Errores antes de la recalibracion

Error Medio (ppm) Desviacion Estandar (ppm)

St 12.531 24.28
S2 -7.395 1.29
S3 8.440 16.27
S4 12.192 11.93

error. Sin embargo, la Funciéon 1 mas simple obtuvo resultados casi igual de buenos y
aun superiores en el caso del conjunto de datos S2. Como podia esperarse, esto mues-
tra que la funcién cuadratica simple es bastante buena para calibrar espectros de masa
obtenidos por medio de un oa-TOF [104].

Ademas, se observa que la adicidbn de muchos términos puede ser perjudicial como
se observa para los resultados de la Funcién 4. Debido a estos resultados, y tomando
en cuenta la complejidad computacional proveniente de utilizar funciones de recalibra-
ciébn muy complicadas, el resto del anadlisis se realiz6 utilizando la Funcién 1. En ese
caso, la disminucion marginal en la reduccién del error es compensada por un menor
esfuerzo computacional. La diferencia entre los resultados para S1 y S2 indican que la
calibracion inicial tiene efecto en el proceso de recalibracién pero que independiente-
mente de la misma, el procedimiento descrito disminuye los errores aln para espectros
originalmente mal calibrados.

Media =12. 53
Desv. Est. = 24.28

|

Error(ppm)

50

—-100 =50 0

Figura 5.1: Distribucién de los errores en la determinacion de la masa para los
calibrantes antes de la recalibracién (conjunto de datos S1).
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Otro aspecto que debe tomarse en cuenta es que el proceso de recalibracion utiliza pép-
tidos identificados en la muestra y los espectros que pueden ser recalibrados son aque-
llos con el nUmero minimo de calibrantes necesarios segun la ecuacién de recalibracion
utilizada. Es asi que mientras menos pardmetros sean necesarios en la ecuacion de

recalibracién, mayor sera el numero de espectros efectivamente recalibrados.

Tabla 5.2: Media + Desviacién Estandar (ppm) del error global para los datos, antes
y después de la recalibracion con las funciones utilizadas

St S2 S3 S4
Original 12.5311+24.28 -7.395+1.29 8.440+£16.27 12.192+11.93
Funcion 1 0.005+1.23 0.004+0.65 -0.044£3.89 -0.035£3.83
Funcion 2 -0.015+1.24 -0.014+0.66 0.001£3.89 0.037£3.89
Funcién 3 -0.002£1.22 -0.005+0.66 -0.038+3.89 -0.031+3.80
Funcion 4 -0.063+2.88 0.894+2.70 -0.377+8.99 -0.526+10.16
Validacién -0.071£1.80 -0.124+0.95 -0.214+5.63 -0.270+6.41

%Scans re- 355/446 (79.6 %) 166/207 (80.2%) 268/335 (80%) 221/284 (77.8%)
calibrados @

a9 Scans recalibrados, indica el nUmero de scans recalibrados relativo al nimero Scans con al

menos 6 calibrantes, en porcentaje.

La Figura 5.2 muestra un histograma de los errores para los calibrantes incluidos y ex-
cluidos en la determinacién de los parametros a; en la Funcién 1 para el set de datos S1.
El total de calibrantes excluidos representa un tercio del total de calibrantes incluidos por
lo que el histograma en la Figura 5.2 se encuentra escalado para mostrar ambos con-
juntos de datos en el mismo grafico. Como podia esperarse, los calibrantes excluidos
muestran una dispersién del error superior (1.80 ppm) a aquella de los calibrantes inclu-
idos (0.96 ppm). El error cuando todos los calibrantes son puestos juntos se encuentra
en el intermedio de estos dos valores. La Tabla 5.2 muestra también los resultados de
la recalibracion para los calibrantes excluidos (Validacién).

Un aspecto importante fue notar que el proceso produjo buenos resultados solo cuando
los calibrantes cubren todo el rango de masas recalibrado; es decir, que cuando uno
de los 2 calibrantes excluidos se encontraba fuera del rango cubierto por los calibrantes
incluidos, el error para el calibrante excluido luego de la recalibraciéon era mas alto que
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el original. En este sentido, el método es aplicable para el rango de masas cubierto
por los calibrantes escogidos. O inversamente, se podria definir que el metodo de re-
calibracion escoja calibrantes capaces de encerrar todo el rango de masas a calibrar,
eventualmente.

= é Error(ppm)

Figura 5.2: Histograma de los errores (luego de recalibrar) para los picos incluidos
(rojo) y excluidos (negro) en el proceso de recalibraciéon. Los datos corresponden a
S1.

Para S1, el total de espectros recalibrados alcanza el 41 % de los espectros MS en
la corrida, lo que equivale a un 51 % de los espectros en que al menos un péptido
fue identificado. Como se esperaba, los primeros y ultimos espectros en la corrida no
fueron recalibrados porque no hubieron péptidos identificados en dichas regiones. El
primer espectro en que al menos un calibrante fue encontrado es el scan numero 472,
y el ultimo fue el scan numero 3849; asi que de un total de 701 scans (uno de cada 4
scans es un espectro MS, los otros tres corresponden a espectros MS/MS), 355 fueron
exitosamente recalibrados. Los porcentajes para el resto de sets de datos pueden verse
en la Tabla 5.2.

Para evaluar mas alla el potencial del método, se decidi6 investigar el mejoramiento
en la precision en la determinacion de la masa de los péptidos que iniciamente fueron
rechazados y dejados fuera del proceso de recalibracién. Este test mas exigente per-
mite evaluar la bondad del método para valores que estuvieron inicialmente mal condi-
cionados. Asi, la ecuacién de recalibracion fue probada en el conjunto de potenciales
calibrantes que fueron rechazados por el filtro de tolerancia en el error interno. Los re-
sultados para los picos rechazados en S1 produjeron un error promedio de -2.63 ppm
con una desviacién estandar de 24.88 ppm, lo cual comparado con el error original para
este subconjunto (1.83 + 33.60 ppm) muestra una mejora en la dispersién del error que
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es mucho menor que la mejora observada para aquellos picos que pasaron el filtro de

tolerancia en el error interno.

Para un procedimiento de recalibracion como el descrito aqui, es importante asegurarse
de que no se introduce un error sistematico debido al rechazo de un numero grande
de picos de baja intensidad en el espectro de masa. Si esto ocurriera habria el peligro
de sesgar de alguna manera la interpretacion de los resultados hacia los picos de alta
intensidad. La Figura 5.3 muestra la distribucidén de los errores originales y de los erro-
res después de la recalibracion como una funcién de la intensidad de los picos. Como
referencia debe mencionarse que en terminos de intensidad, se fij6 un limite minimo
de intensidad de 10 000 cuentas; ademas, los picos de mayor intensidad observados
alcanzan alrededor de 780 000 cuentas (relacion aproximada de 80:1). De la figura se
ve claramente que los errores mas altos en la determinacidén de la masa se presentan
naturalmente, antes y después de la recalibracién, para los picos de menor intensidad.
Sin embargo, como puede verse en la distribucién de errores luego de la recalibracion,
la distribucion de errores originalmente no-simétrica se vuelve simétrica alrededor del
valor central de 0 ppm. Adicionalmente, la magnitud del error para los iones de baja
intensidad se reduce en la misma medida que para los iones de alta intensidad. Esto
indica que el procedimiento de recalibracion no introduce un error sistematico adicional
en contra de los iones de baja intensidad, sino que mas bien, disminuye la extensién del
error, y que por lo tanto puede ser utilizado para recalibrar todos los picos en el espectro

con la misma eficiencia.

5.1.1. RELACION ENTRE LOS PARAMETROS DE LA ECUACION DE
RECALIBRACION

Una inquietud natural que aparece cuando se realiza un procedimiento como el rea-
lizado para la recalibracién es si los diferentes parametros calculados en los ajustes
son totalmente independientes entre si. Esta no es Unicamente una inquietud de orden
matematico, sino fisico, ya que en los parametros de la ecuacion de tiempo de vuelo se
establecen relaciones varias entre las dimensiones del instrumento, los voltajes usados,

etc.

Por esta razén, los pardmetros a; de la Funcion 1 fueron investigados y la Figura 5.4
muestra los valores de ag, a; y a, para los espectros efectivamente recalibrados del
conjunto de datos S1. Se puede ver que los valores no se alejan de los valores de 1,
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Figura 5.3: Distribucién de los errores en funcion de la intensidad para los datos

originales (negro) y para los datos recalibrados (rojo). El sub-grafico presenta un

acercamiento a la distribucion de errores luego de la recalibracion. El error fue dis-

minuido consistentemente en todo el dominio de intensidades.

0y 0 para ag, ay, y as, respectivamente; pero las pequenas diferencias son claramente
responsables del éxito de la recalibracién. Una mirada rgpida a la Figura 5.5 sugiere
una relacién lineal entre los parametros, por lo que se realizé una regresion lineal para
verificar esta tendencia. Los valores de R? obtenidos de la regresién lineal (>0.99) con-

firmaron esta suposicién.

Esta relacion lineal implica que ambos coeficientes ag y a; pueden ser expresados en
términos de as, el cual es el Unico parametro independiente en la ecuacién de recali-
bracién. Por tanto, el nimero de parametros que deben ser calculados en la Funcién 1
pasa a ser sélo 1. Este hecho hace posible expresar la Funcién 1 como una nueva fun-
cion cuadratica dependiente de un so6lo parametro a, y por tanto el nimero de espectros
que pueden ser recalibrados se incrementa ya que el nUmero minimo de calibrantes re-
querido disminuye de 4 a tan sélo 2. Desde el punto de vista fisico esto seria razonable
si la recalibracién solamente esta contribuyendo a eliminar la influencia de pequenos
efectos, tales como la dispersion de velocidades iniciales transversales de los iones en
la parte de la entrada del oa-TOF.

La nueva ecuacion fue utilizada para recalibrar los espectros que anteriormente fueron
rechazados por no tener el minimo nimero de calibrantes requeridos (6 calibrantes =
4 incluidos + 2 excluidos). En este caso, la nueva condicién es tener al menos 4 cali-

brantes (2 incluidos + 2 excluidos) por espectro. Esta modificacién del conjunto de scans
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Figura 5.5: Relacion entre los parametros a; de la Funcién 1 para el set de datos S1.
El eje x represena al parametro as, mientras que en el eje y se presentan ag (rojo) y

a1 (negro). La figura sugiere claramente una relacién lineal entre los parametros.

calibrables eleva su niumero sustancialmente, de 446 a 582 (30 % de incremento) para
S1. De igual manera, para este conjunto aumentado, el niumero de scans efectivamente
recalibrados también se incrementa de 355 a 461. Para el caso de S2, S3 y S4, los
incrementos en el nimero de scans considerados es todavia mayor llegando al 85 %,
39 %, 49 % respectivamente. Asi mismo, el porcentaje de scans efectivamente recal-
ibrados se incrementé se incrementd para todos los sets de datos excepto para S1
(ver Tabla 5.3), lo cual puede ser atribuido a la mala calibracién original de este set de
datos. En la Tabla 5.3 se muestran los resultados para los nuevos picos recalibrados
(Recalibracion Reducida) y el resultado global de la recalibracién (Recalibracién Global)
que incluye los picos calibrados por la nueva Funcién 1 con un sélo parametro, y aque-
llos picos que fueron recalibrados anteriormente utilizando la Funcion 1 original. Aun
cuando los errores utilizando la Funcion 1 con un so6lo parametro son mayores que los
errores utilizando la Funcion 1 con tres parametros, la disminucion respecto al error orig-
inal se mantiene y el nimero total de espectros efectivamente recalibrados es mucho

mayor al utilizar la ecuacion con un solo parametro.
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La condicién de que en cada proceso de recalibracién se exija tener dos péptidos identi-
ficados y potencialmente utilizables como calibrantes, pero que se excluyen a propésito
del proceso de ajuste, se debe a la necesidad de tener en cada caso picos que se
puedan usar para evaluar la mejora eventual en la precision de la determinacion de
la masa del espectro en general. Estos dos péptidos corresponden a testigos en ese
sentido. En condiciones normales, cuando no se requieren estos testigos, el nimero de
espectros efectivamente calibrables se incrementaria correspondientemente, pues se
deben tomar en cuenta espectros con al menos 2 calibrantes en lugar de 4. De esta
manera, en S1 se pueden considerar 671 en lugar de 582 con al menos 4 calibrantes, lo
cual equivale a un 96 % del nimero de espectros con al menos un péptido identificado
por medio de la base de datos y un 78 % del total de scans MS en la corrida, lo que
implica una cobertura potencial muy amplia del conjunto total de escanes registrada.

En base a lo discutido anteriomente, el procedimiento de recalibracién puede resumirse
en los siguientes pasos (ver Figura 5.6):

1. Transformar los valores m/z originales (segun la calibracién del instrumento) a
unidades de tiempo de vuelo utilizando la ecuacion TOF1.

2. Escoger aquellos espectros con un niumero de calibrantes mayor o igual a 4.

3. Recalibrar los espectros que pasen las condiciones previamente descritas utilizan-
do la Funcion 1 (ver Figura 5.6).

4. A partir de las recalibraciones exitosas, hallar la relacion lineal entre los parame-

tros ag, a1 y as y reescribir la Funcién 1 en términos de as

5. Utilizar la ecuacion derivada en el paso 4 para recalibrar los espectros que no
fueron considerados en el paso 2 con al menos 2 calibrantes y aquellos que fueron
rechazados en el paso 3.

6. Repetir el procedimiento de identificacion de péptidos.
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Figura 5.6: Diagrama de flujo del proceso de recalibracién
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5.2. INVESTIGACION DE LOS ESPECTROS DE
FRAGMENTACION CID A DIFERENTES ENERGIAS
DE COLISION

Para incrementar aun mas la tasa de identificacion de péptidos con la metodologia usa-
da, es necesario obtener informacion adicional independiente. Para esto, se propone
cambiar las condiciones de fragmentacién CID de los péptidos, en particular cambiando
la energia de colisidon. Con esto es de esperarse que los patrones de fragmentacion
reflejen las diferentes condiciones y consecuentemente generen informacién adicional.
Esta informacién puede provenir de la estimulacion de otras rutas de fragmentacién,
esto es, fragmentos diferentes a los anteriormente generados. Los espectros de frag-
mentacidn con diferentes energias de colision fueron utilizados para mejorar la tasa de

identificaciones por medio de de novo sequencing.

Los resultados obtenidos con PepNovo para bajas energias se presentan en la Tabla 5.4.
Estos resultados no distinguen entre los aminoacidos / y L, ni entre los aminoacidos Q
y K. Tanto el valor de la Presicion como de la Eficiencia, como se definieron en la Sec-
cion 4.7, se encuentran dentro del rango demostrado en estudios previos [96, 105, 106].
La longitud promedio de los péptidos es de 13.10 mientras que la prediccion de PepNo-
vo es de 10.89 amino&cidos por péptido. La similitud entre el parametro predicho y el
real, puede tomarse como una figura de mérito para el programa PepNovo. En nuestro
caso, el resultado es bastante bueno.

Tabla 5.4: Resultados de de novo sequencing

Precision 72.6%
Eficiencia 63.7 %

Longitud Promedio 10.89

El uso de las mediciones obtenidas con mayores valores de energia de colision, sirven
en este caso para mejorar estos resultados. Esto es asi, porque la informacién adicional
obtenida con estas mediciones permite escoger con mejor criterio dentro de la lista de
péptidos mejor ranqueados por PepNovo, como explicamos a continuacion.

La mayoria de programas comerciales para realizar de novo sequencing arrojan como
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resultado un nimero dado de potenciales candidatos segun el requerimiento del usuario.
Esta lista de potenciales candidatos se encuentra rankeada segun algun mecanismo de
asignacion de scores; sin embargo, esto no asegura que la primera secuencia de la lista
sea efectivamente la correcta. En este sentido, un re-scoring utilizando un nimero mayor
de fragmentos permite determinar con mayor certeza el péptido efectivamente presente
en la muestra siempre y cuando haya sido identificado inicialmente por el programa de

de novo sequencing.

En este trabajo utilizamos dos niveles distintos de energias para definir un score que
considere iones fragmento de la columan peptidica e iones immonio segun el diagrama
de la Figura 5.7. Los métodos de score fueron descritos en la Seccion 4.9.2. A contin-
uacién se muestran los resultados del conjunto de datos de aprendizaje utilizado para

determinar los parametros usados en los esquemas de scoring.

Muestra

de novo
sequencing

Fragmentos de la Iones Immonio

columna peptidica

Lista de
secuencias
re-rankeadas

Figura 5.7: Diagrama de flujo del proceso de re-scoring
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5.2.1. RESULTADO DEL CONJUNTO DE DATOS DE APRENDIZAJE

Bajo las condiciones normales de adquisicién, el total de péptidos identificados en el
conjunto de datos S2 fue de 545. Para las mediciones con diferentes energias de coli-
sion, de este total se tomaron 109 (20 %) scans para el conjunto de aprendizaje. Para
cada uno de ellos se identificd el correspondiente espectro en S5y en S6 (se “alinearon”
los espectrso respectivos). En S5 se realizdé una busqueda de fragmentos de la colum-
na el péptido segun se describié en la seccién experimental. La Tabla 5.5 muestra la
longitud promedio de los péptidos en el conjunto de aprendizaje y el nUmero promedio
de picos observados para cada tipo de fragmento. Idealmente, si se produjese la diso-
ciacion en todos los enlaces de la columna del péptido, el numero de picos observados
para cualquier tipo de i6n de la columna deberia ser igual a la longitud de la secuen-
cia de aminoacidos menos 1. Desde este punto de vista, la razén entre el nimero de
picos observadosde un fragmento en particular y la longitud de la cadena de aminoa-
cidos puede convertirse en una medida porcentual de cobertura de la secuencia por
parte del tipo de i6n en particular, y es asi como debera entenderse de aqui en adelante
(ver Tabla 5.5). Idealmente se trata de lograr los maximos porcentajes de cobertura en
cada caso.

Tabla 5.5: Longitud y porcentaje de cobertura de la secuencia por parte de los
fragmentos observados

Fragmento Longitud Porcentaje de
Promedio cobertura promedio

Secuencia completa 13.65 100 %
Tipo a 2.47 12.2%
Tipo ¢ 3.19 17.3%
Tipo x 2.15 15.8%
Tipo z 3.56 23.1%

Los porcentajes de cobertura observados para fragmentso de tipo a, ¢, x, y z resultan
bajos cuando se comparan con el caso de los iones tipo by tipo y que pueden alcanzar
niveles del 70 % o superiores [107], presumiblemente debido a que la energia interna
entregada a los iones no es la suficiente para inducir procesos esencialmente distintos a

los de CID a 15 eV y quizés el proceso sigue siendo principalmente de caracter ergodi-
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co (Seccién 2.5.2). Sin embargo, la identificacion de estos fragmentos puede ayudar a
mejorar la identificacién de los péptidos correspondientes mediante de novo sequencing.
La Tabla 5.6 muestra los resultados para los dos subconjuntos de datos, es decir, para
aquellos péptidos con carga 2+ y 3+. Puede verse que los resultados no son muy difer-
entes a los resultados globales de la Tabla 5.5 y la diferencia entre los estados de carga
2+ y 3+ parecen indicar una mayor fragmentacién en los estados de mayor carga. Esto
puede explicarse desde el punto de vista del modelo del proton maévil ya que los pro-
tones adicionales facilitan la ruptura de los enlaces en la columna del péptido. Hay que
sefnalar que si bien los patrones de fragmentacién cambian para diferentes energias de
colision (ver Figura 5.8), y que podria ser deseable adicionar informacién de espectros
de fragmentacion a energias mucho mas altas, las caracteristicas del quadrupolo hacen
imposible obtener espectros de fragmentacion CID en altas energias (varios cientos o
miles de voltios) como en espectrometros de tipo TOF-TOF.

Tabla 5.6: Longitud y porcentaje de cobertura de la secuencia por parte de los

fragmentos observados (2+ y 3+)

Fragmento Longitud Porcentaje de
Promedio cobertura promedio

Secuencia completa 10.022 100 %?
17.35° 100 %°
Tipo a 2.532 12.7 %2
2.85° 15.0 %°
Tipo ¢ 2178 16.3 %?
3.25° 19.3 %°
Tipo x 2.082 15.4 %?
3.01° 16.3 %°
Tipo z 3.432 20.6 %?
4.57° 24.2 %°

a Estado de carga: 2+

b Estado de carga: 3+
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Figura 5.8: (A) Espectro de fragmentacion en S2 (Energia de colisién = 15 eV,
m/z = 695.9 y tiempo de retenciéon = 49.6 min). (B) Espectro de fragmentacion en
S5 (Energia de colision = 35 eV, m/z = 695.9 y tiempo de retencién = 49.4 min).
(C) Espectro de fragmentacion en S6 (Energia de colisién = 55 eV, m/z = 696.1 y

tiempo de retencién = 50.9 min). Se puede observar que el incremento de energia de

colision provoca mayor fragmentacion. Mientras mayor la energia, ademés, mayor

el nimero de fragmentos livianos.
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A partir de los resultados de la Tabla 5.6 se definieron los parametros of" y 5. De-
bido a los bajos porcentajes de cobertura de los fragmentos, se decidi6 tomar 3'=0 y
considerar solo la contribucion positiva por la identificacion de alguno de los fragmentos
en el espectro. Los valores para los parametros " se observan en la Tabla 5.7. Los
parametros fueron escogidos simplemente como las fracciones promedio de cobertura

de la secuencia segun los resultados para el conjunto de datos de aprendizaje.

Tabla 5.7: Parametros af"

agh Tipoa Tipoc Tipox Tipoz
2+ 0.127 0.163 0.154 0.206
3+ 0.150 0.193 0.163 0.242

El set de datos S6 se utilizé para verificar la presencia de iones immonio (ver Tabla 4.4).
La Figura 5.9 muestra un histograma con el nUmero de iones immonio observados por
péptido. Segun esto, el nUmero medio de iones immonio observados por péptido es de
6.50 con un minimo de 1 y un maximo de 13. Debido a que la longitud promedio de los
péptidos es de 13.65 el valor promedio de Sc¢;, es de 0.476.

1 2 10 11 12 13
15+ :
& | |
S 10} 1
GJ = 4
3
3 | |
Q i
is
ol I I
12 13

Numero de lones de Immonio (|dent|f|cados) por peptldo

Figura 5.9: Histograma del nimero de iones immonio (identificados) por péptido.

Finalmente, se calcularon los pardmetros A\; y A\, de la Ecuacion 4.12. Para cada com-
binacion de valores de los parametros, se evaluaron los scores para las 190 secuencias
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y su suma total. Los valores que maximizaron esta suma total fueron \;=0.84 y \,=0.32

de manera que el esquema de score se escribe como:

Se = 0,845¢; + 0,325¢ (5.1)

5.2.2. RESULTADO DEL RE-SCORING DE LAS IDENTIFICACIONES
OBTENIDAS CON PEPNOVO

El procedimiento de re-scoring de las identificaciones se realiz6 utilizando la informa-
cion de los espectros de fragmentacidén obtenidos con energias de colision de 35y 55
eV segun el score definido en la Ecuacion 5.1. Para esto, se utilizaron las 476 secuen-
cias que no formaron parte del conjunto de aprendizaje. Los resultados de PepNovo
arrojaron 5 candidatos rankeados segun el score del programa para cada espectro de
fragmentacién. En este trabajo se calculo un score adicional segun la Ecuacién 5.1. El
uso de ambos scores permitié elevar sustancialmente el nivel de certeza en la identifi-
cacion del péptido correspondiente. Esto es asi, por que no necesariamente el primer
candidato en la lista de PepNovo es el péptido real.

Se siguid el procedimiento descrito en la Seccion 4.9.2 para validar los fragmentos de
la columna del péptido utilizando el set de datos S5, y la presencia de iones immonio
mediante el conjunto de datos S6. Como resultado se report6 la secuencia con el mayor
score segun el proceso de validacion. Con esta nueva lista de principales candidatos se
volvieron a evaluar los indices de Precisiony Eficiencia para conocer la mejora obtenida
por la utilizacién del método.

En la Tabla 5.8 se muestran los resultados antes de la validacion (Tabla 5.4) y los re-
sultados después de realizar el proceso de validacion. Puede verse que ambos indices
han mejorado (7 y 14 % respectivamente), lo cual implica una mejor capacidad de iden-
tificar correctamente las secuencias de aminoacidos a partir de los espectros de frag-
mentacion.

Evidentemente, el procedimiento de re-scoring aumentd el numero total de amino&cidos
correctamente predichos dentro de las secuencias peptidicas. La mejora en la identi-
ficacién se da a nivel global y no necesariamente a nivel local; es decir, que algunos
de los péptidos correctamente identificados inicialmente se perdieron en el nivel de val-
idacién. Por ejemplo, el péptido AGENVGVLLR (tiempo de retencién 33.9 min, MS/MS



94

Tabla 5.8: Resultados del procedimiento de de novo sequencing luego del re-scoring

Resultados Originales Luego del re-scoring

Precision 72.6% 77.4%

Eficiencia 63.7 % 72.8%

scan 1990) fue correctamente identificado por PepNovo; sin embargo, después de la
validacion, el péptido AADNVGVLLR, inicialmente rankeado segundo obtuvo el score
mas alto segun nuestra definicion. El opuesto también es cierto(es decir que péptidos
de bajo ranking pasan a ser la primera opcién), y ocurre con mas frecuencia (como era
de esperarse). El nUmero de identificaciones correctas a nivel de péptidos (Eficiencia =
1) segun PepNovo fue de 128 péptidos, y después del procedimiento de re-scoring, este
nuamero se increment6 a 143. Por su parte, las identificaciones correctas parciales, es
decir aquellas en que todos los aminoacidos predichos por PepNovo son correctos pero
la cobertura de la secuencia no es completa (Precision = 1, Eficiencia # 1) pas6 de 187
a 211 después de la validacion. En ambos casos el incremento fue superior al 10 %.

5.3. LIMITACIONES Y ALCANCE

En este trabajo se presentaron dos métodos que permiten mejorar la identificacion de
péptidos por medio de 2 mecanismos distintos. En el primer caso se propuso un méto-
do de recalibracién automatico que utiliza la informacion de los picos presentes en la
muestra y permite realizar una calibracién interna sin la necesidad de adicionar elemen-
tos extrafios a la muestra. Este método no depende del acceso a las unidades de tiempo
de vuelo originales, por lo cual es un método independiente del tipo de espectrometro
utilizado y puede aplicarse al caso de espectrometros comerciales en que las ecua-
ciones de calibracion originales son desconocidas. Una de las limitaciones del método
es su dependencia del numero de calibrantes disponibles por scan; sin embargo, la
relacién interna entre los parametros a; de las ecuaciones de recalibracion hace que el
método sea aplicable a un porcentaje muy alto de los espectros que se observan en una
corrida tipica de LC-MS/MS. La limitacién principal tiene que ver con una caracteristica
intrinseca de la calibracion de espectros de tiempo de vuelo, que es que la recalibracion
s6lo puede ser realizada con éxito para aquellos picos dentro de rango cubierto por los



95

calibrantes internos, es decir, no es posible extrapolar los resultados dentro de un es-
pectro. La recalibracion presenta gran potencial para realizar una segunda busqueda en
base de datos con los espectros recalibrados, para lo cual deberia volver a escribirse
los archivos .mzxml con los nuevos valores de m/z y realizar una segunda busqueda en
base de datos o un proceso de de novo sequencing tomando en cuenta la mejora en la
precision de la determinacién de la masa. Idealmente, el procedimiento aqui introducido
puede iterarse varias veces hasta alcanzar el maximo namero de identificaciones pos-
itivas. Por supuesto, en este caso serd necesario llegar a un compromiso entre la tasa

de mejora en cada paso de la iteracién y el tiempo de computo involucrado.

En segundo lugar, se introdujo un método de re-aseguramiento y re-scoring de las iden-
tificaciones positivas usando informacion adicional de espectros de fragmentacion con
energias diferentes. Este método puede ser acoplado a cualquier tipo de analisis por
medio de LC-MS/MS en un espectrometro de tipo QqTOF. Una gran ventaja de este pro-
cedimiento, es que el analisis consecutivo de los distintos sets de datos producidos para
sendas energias puede automatizarse con una rutina de programacion adecuada, sin
supervisién. Para esto es necesario un trabajo previo para determinar los parametros de
transmision que se utilizaran en el espectrometro. La limitacion principal de este método
es el factor tiempo pues requiere el triple del tiempo para adquirir los tres sets de datos
necesarios.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

6.1. CONCLUSIONES

Se ha utilizado una muestra de material biolégico proveniente de un extracto de células
completa de Escherichia Coli para realizar procedimientos de recalibracion que permitan
mejorar la precision en la determinacidén de la masa mediante espectrometria de masas
de tiempo de vuelo, y analizar la fragmentacion a diferentes energias de colision para
obtener informacion complementaria en la identificacién mediante de novo sequencing.
Para esto se realizaron procedimientos estandar de analisis en el marco de la protedémi-
ca incluyendo separacién por HPLC, espectrometria de masas tdndem e identificacion
por medio de bases de datos y de novo sequencing.

A partir del trabajo realizado se pueden extraer las siguientes conclusiones:

Recalibracion

= Se ha mostrado la validez de un método de recalibracién automatico independien-
te del instrumento utilizado en la adquisicion de datos. El método se basa en las
ecuaciones de tiempo de vuelo y en la utilizacion de péptidos identificados en un
primer procedimiento de busqueda en base de datos como calibrantes internos

para determinar los parametros en varias ecuaciones de recalibracién.

= Se determiné que la ecuacién simple representada por la Funcién 1 produce re-
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sultados comparables con el resto de funciones con més parametros; y aunque la
Funcion 3 obtuvo los mejores resultados, la Funcién 1 presenta ventajas computa-

cionales al facilitar el calculo de los parametros a;.

= El hecho de que la Funcion 1 obtuviera buenos resultados implica que la ecuacién
cuadratica simple es suficiente para corregir los errores producto de la dispersion
de velocidad y energia inicial en el caso de espectrometros de tipo oa-TOF.

= Paratodos los conjuntos de datos se mostré que el procedimiento de recalibracién
exitosamente centra la distribucion de errores alrededor de cero y la dispersion es-
tandar del error se reduce entre 2 y 20 veces dependiendo de la calibracion origi-
nal del instrumento. En el mejor de los casos, es decir, cuando se trabaj6é con los
datos del espectrometro maXis con una buena calibracion original, la dispersion
del error obtenida mediante el procedimiento de recalibracién llegé a ser menor a

1 ppm.

= La relacion interna de los parametros a; permitié desarrollar un procedimiento de
recalibracién de 2 etapas, al final de las cuales se consigui6 recalibrar entre un
74 % y un 91 % de los espectros dependiendo de la calibracion original del instru-

mento.

Re-scoring utilizando diferentes energias de colisiéon en CID

» |a utilizacién de energias de colision adicionales de 35 eV y 55 eV en el sistema
de centro de masas, mostro patrones de fragmentacion distintos a los observados
en el caso de energias de colision de 15 eV. Ver Figura 5.8.

» Al utilizar la informacién de fragmentacion adicional incluida en los conjuntos de
datos de 35 eV y 55 eV, se disefio un sistema de re-scoring que considera frag-
mentos de la columna del péptido de tipo a, ¢, x, z, y la presencia de iones immo-
nio en el caso de energia de fragmentacién de 55 eV. Este sistema de re-scoring
permitio re-evaluar las identificaciones obtenidas mediante el programa comercial
PepNovo, e incrementar el nimero de péptidos correctamente identificados en va-
lores superiores al 10 %. Las figuras de mérito utilizadas para medir la eficacia del

método mostraron también incrementos alrededor del 10 %.

= AUn cuando los porcentajes de cobertura de los iones fragmento considerados no
son altos (alrededor del 30 %), se mostr6 que la informacidn adicional es suficiente
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para desarrollar un sistema que mejore las identificaciones obtenidas por medio
de programas computacionales comerciales como PepNovo.

6.2. RECOMENDACIONES

En base a la experiencia adquirida durante el desarrollo de esta investigacién se plantean

las siguientes recomendaciones y trabajos futuros:

= Una vez conocida la mejor ecuacién para realizar el procedimiento de recalibra-
cién (Funcién 1), se deberia mostrar su validez dentro de un proceso iterativo de
recalibracion e identificacion por medio de base de datos o de novo sequencing.
Es decir, deberia recalibrarse un conjunto de datos y re-escribir el archivo .mzxml
con los nuevos valores de m/z para realizar una nueva identificacién de péptidos
y comparar la tasa de identificaciones con la original. Luego se podria utilizar los
nuevos péptidos identificados para repetir todo el proceso hasta que no se alcance
una mejora sustancial en el nimero de péptidos identificados en la muestra.

= Los resultados obtenidos con el esquema de re-scoring sencillo propuesto en este
trabajo son muy alentadores y deberia realizarse un procedimiento semejante con-
siderando funciones de re-scoring mas complejas que tomen en cuenta modelos
tedricos de prediccién de fragmentos. En el caso particular de la identificacion de
iones immonio podria utilizarse un esquema probabilistico para la asignacion de

scores basado en el trabajo de Falick et. al. [102].

= En base a los dos métodos introducidos en este trabajo, se podria elaborar un es-
quema de trabajo que incorpore ambos métodos de manera automatica en un al-
goritmo de identificacion de péptidos mediante espectrometria de masas de tiem-
po de vuelo segun el esquema que se muestra a continuacién:



Muestra
v h 4
Lista de Busqueda en e novo Lista de
Péptidos 44— Base de —_— Péptidos

sequencing

Identificados Datos Identificados
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. iz de colision CID
Recalibracion l

Lista de
Péptidos
Identificados

Figura 6.1: Diagrama de flujo para la identificacién de péptidos mediante los méto-
dos propuestos.
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