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MS Espectrometria de masas

PBS Tampon fosfato salino

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico

TFA Acido trifluoroacético



APROXIMACIONES PROTEOMICAS PARA EL ESTUDIO DEL ENVEJECIMIENTO

Tabla de contenido

1.
2.

5.
6.

RESUIMEI...cciiiniis iR SRR AR AR AR R e R R R RS 6
INEFOAUCCION vttt s s 7
2.1. Papel delas laminas tipo A en envejecimiento ¥ ECV .......oonnennensenseneernecsneennens 7
2.2. Envejecimiento normal y HGPS, similitudes y diferencias ..........eneeneeneeneennees 8
0 TR 0 o [ o030 (=3 I 0 0 ) 4= o PPN 9
Material Y MEtOdOS. ..o 11
3.1. Modelos animales .......ernenseseesssseeesesses iError! Marcador no definido.
3.2, EXtraccion de ProteiNas ......eeseesesssssesssssessesssesssssssesssesssssssesssssssssssses 11
3.3. Cuantificacion de eXtractos PrOteICOS ... sesssess s sssssesseesas 11
3.3. 1. MELOAO RC DCuerireeernreecesecsses s ssssessssssessssssssssssssssss s ssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssessns 11
3.3.2.  MELOAO DIir€Ct DELECE ..uverurcrerrermseerserereesssesessssesssesss s sesss s sss s sssssss s sesss s sss s sssesssasens 12
3.4. Purificacion y digestion de proteinas..... e essesssssesssssesseenes 12
3.4.1.  MELOAO SDS-PAGE ..ottt sssss s ssssss s sssssssss s sssss s sssss s sssssssssssssssssssssssssesass 12
342, MELOAO FASP ..ttt ss s ss s s e 12
3.5.  Desalado de MUESIIAS ..o sessseses st ssssesses s st ssssssssssssssss st sesasssssssssaseas 13
3.6. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas........onnenseeserneens 13
3.7.  AnAlisis DiOoINFOIMATICO .ot sasens 13
Resultados y diSCUSION ..o sssssssssssases 15
4.1. Analisis del rendimiento de extraccion de proteinas........renesseneeene. 15
4.2. Optimizacion del método de preparacion de muestra para LC-MS ........cccooveveenne. 17
4.3. Estimacion de la cantidad de tejido minima para el estudio .......coocevenrerneeereerneeene. 22
4.4. Estudio de la oxidacion basal de 1as MUESLIAS .....cc.ccvverreemreereesreemseesnessesserssereeeseeseeenas 24
Conclusiones y Perspectivas ... 27
Bibliografia ... ——————————— 28



MASTER UNIVERSITARIO EN BIOMEDICINA Y ONCOLOGIA MOLECULAR

1. Resumen

La poblacion mundial estd envejeciendo progresivamente y la edad es el factor principal
de riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV), que a su vez es el principal problema de
salud en paises desarrollados. Aun no se conocen en profundidad los mecanismos
moleculares que provocan el envejecimiento ni aquéllos que originan la ECV, y su
estudio podria conducir hacia el desarrollo de estrategias preventivas o de terapias que

alarguen significativamente la vida y mejoren su calidad.

La progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) es un sindrome de envejecimiento acelerado
que presenta grandes similitudes con el envejecimiento normal, pues también estd
relacionada con ECV, estrés oxidativo e inestabilidad gendémica. No obstante, y a
diferencia de este proceso fisiologico, no estd asociada con patologias tan prevalentes
como el céncer, las enfermedades neurodegenerativas o la diabetes. Esto pone de
manifiesto la importancia que tiene identificar mecanismos moleculares especificos y

comunes del envejecimiento prematuro y del normal.

Con este fin nos planteamos identificar cambios en el proteoma especificos y comunes
del envejecimiento prematuro y del normal aplicando nuevas técnicas de protedmica a
diferentes organos de ratones silvestres de distintas edades y a otros afectados por
progeria. Posteriormente, validaremos los resultados en muestras de pacientes y
realizaremos estudios funcionales para tratar de mejorar el conocimiento de los
mecanismos moleculares que provocan ECV en envejecimiento normal y prematuro, un
requisito para el desarrollo de nuevas terapias y medidas preventivas encaminadas a

lograr un envejecimiento mas saludable.

En el presente trabajo se sientan las bases del proyecto mediante la optimizacion de los
procedimientos sobre los que se sustenta el estudio protedmico. Para ello se identifican
los métodos de extraccion, cuantificacion, purificacion y digestion de proteinas que
ofrecen un alto rendimiento, lo cual permitird abordar los objetivos propuestos a partir
de una cantidad de material limitada preservando al méximo el estado de oxidacion de

las muestras.
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2. Introduccion

La poblacion mundial estd sufriendo un proceso de envejeciendo progresivo, y la edad
es el factor mas importante de riesgo de ECV. La ECV es el principal problema de salud
en paises desarrollados (es responsable de una de cada tres muertes) y se espera que
pronto lo sea también a nivel mundial, lo cual acarreara importantes consecuencias
sanitarias y socioeconomicas. Aun no se conocen en profundidad los mecanismos
moleculares que provocan el envejecimiento ni aquéllos que originan la ECV, y su
estudio podria conducir hacia el desarrollo de estrategias preventivas o de terapias que
alarguen significativamente la vida y mejoren su calidad. Asi pues, este campo posee
una gran relevancia social y unas prometedoras perspectivas, por lo que deberia

considerarse una preocupacion prioritaria.

2.1. Papel de las laminas tipo A en envejecimiento y ECV

Las laminas de tipo A son filamentos intermedios de tipo V de la envuelta nuclear
codificadas por el gen LMNA [1]. La prelamina A, el precursor de la lamina A, sufre
una serie de modificaciones postraduccionales, incluyendo el procesamiento por la
metaloproteasa ZMPSTE24/FACE-1. Estas proteinas juegan importantes papeles

estructurales en el nicleo y regulan un amplio rango de funciones celulares [2].

Las mutaciones en LMNA o las alteraciones en su procesamiento llevan a la célula a
acumular prelamina A o progerina (su forma mutada) y provocan la aparicion de
enfermedades genéticas denominadas laminopatias [1,3]. El HGPS es una laminopatia
detectada en 1 de cada 4-8 millones de nacimientos. Los pacientes que la sufren
padecen un sindrome de envejecimiento acelerado caracterizado por aterosclerosis,
calcificacion vascular, alopecia, osteoporosis y muerte prematura, principalmente por

infarto de miocardio o cerebral a una edad media de 13 afios [3-5] (Fig. 1).

Gracias al empleo de modelos celulares y animales de HGPS se han podido desarrollar
terapias paliativas que estan siendo evaluadas en ensayos clinicos [6]. Sin embargo, los
resultados del primero de estos ensayos han mostrado solo leves mejorias en algunos
pacientes [4]. Por tanto, es fundamental progresar en el conocimiento de las bases

moleculares de esta enfermedad para disefiar tratamientos mas efectivos.
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Figura 1: Etiologia de HGPS. La progeria estd causada por una mutacién puntual en el gen LMNA
(izda.), que provoca una maduracion alternativa de su pre-mRNA y en consecuencia la expresion de una
proteina aberrante denominada progerina. Esta se acumula interfiriendo con las funciones normales de la
lamina nuclear y desencadenando una serie de defectos en el nucleo. A nivel celular (centro), se provocan
una serie de alteraciones metabolicas y de sefializacion, que a su vez contribuyen a la aparicion de los
sintomas en los pacientes con la enfermedad (dcha.). Adaptado de Gordon et al., 2014.

2.2. Envejecimiento normal y HGPS, similitudes y diferencias

El envejecimiento normal y el prematuro comparten ciertas caracteristicas como la
acumulacion del dafio en el DNA debida a la inestabilidad gendmica y al estrés
oxidativo, defectos en la maquinaria de reparacion del DNA, acortamiento acelerado de
los telomeros o alteraciones epigenéticas [7]. Ambos procesos también estan asociados
con disfuncion mitocondrial y alteraciones en calcificacion vascular [8,9]. A nivel de
organismo, la ECV y la osteoporosis son también comunes a ambos tipos de
envejecimiento [3-5]. Por el contrario, el cancer, la pérdida cognitiva, las enfermedades
neurodegenerativas y la diabetes son mucho mds prevalentes en pacientes geriatricos.
Asi, hay tanto mecanismos comunes como especificos que contribuyen al

envejecimiento normal y al prematuro.

Los pacientes con HGPS expresan progerina. Notablemente, la progerina también puede
contribuir al envejecimiento normal, ya que esta proteina se ha detectado en células y
tejidos envejecidos de individuos sin HGPS [3]. En relacién a este aspecto, cabe
destacar que los ratones mosaico para Zmpste24, constituidos por una proporcion
similar de células deficientes en este enzima (que acumulan prelamina A) como de
células que la expresan (las cuales contienen lamina A madura), no muestran fenotipo
aparente, lo que sugiere que este tipo de progeria estd gobernada por mecanismos

sistémicos [10]. Teniendo presente todo lo anterior, el estudio de esta rara enfermedad
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podria contribuir también a desentrafiar nuevas claves del envejecimiento y de la ECV

en la poblacion general.

2.3. Objetivos del proyecto y plan de trabajo

Tanto en progeria como en envejecimiento fisiolégico hay presencia de ECV,
inestabilidad gendmica, disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo, lo que sugiere la
existencia de mecanismos comunes a ambos procesos. No obstante, solo el
envejecimiento normal estd asociado con cancer, diabetes o enfermedades
neurodegenerativas, lo cual indica que ambos procesos poseen una etiologia
sensiblemente diferente. Por ello, nuestro objetivo general es identificar cambios en

el proteoma especificos y comunes del envejecimiento prematuro y del normal.

En colaboracién con la Unidad de Protedmica del CNIC llevaremos a cabo analisis
protedmicos profundos basados en GELSILOX (Marcaje de Cys oxidadas con is6topos
estables basado en gel) [11] con diferentes organos afectados s6lo en envejecimiento
normal (cerebro) y organos afectados tanto en progeria como en envejecimiento normal
(corazén, aorta). Como modelo de progeria utilizaremos el raton Lmna®"’°, que
recapitula multiples sintomas de progeria, incluyendo ECV y muerte prematura (a las
18-20 semanas) [8,13]. Se estudiara el proteoma de este ratobn en comparacion con el de
ratones silvestres de 18 y 90 semanas (jovenes y viejos) y el de ratones Lmna“*”®
heterocigotos de 18 semanas, atendiendo tanto a la abundancia relativa de proteinas
como a su estado de oxidacion. También se tendran en cuenta posibles efectos del sexo.
La cuantificacion de las especies proteicas se llevara a cabo con gran sensibilidad y
precision mediante LC-MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas)
en combinacidon con la tecnologia iTRAQ, un método de marcaje isotdpico quimico
estable que posibilita la cuantificacion relativa de hasta ocho muestras simultaneamente
[14]. Los datos crudos cuantitativos seran sometidos a un riguroso analisis
bioinformatico, basado en modelos estadisticos desarrollados en el Laboratorio de
Proteémica Cardiovascular del CNIC, a fin de revelar cambios no sélo en la abundancia
relativa de proteinas y en su nivel de oxidacion, sino también en las funciones celulares

implicadas [15-17]. Para aumentar la fiabilidad de los resultados se realizaran cuatro

réplicas tanto bioldgicas como técnicas (Fig. 2).
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Posteriormente, validaremos los resultados en muestras de pacientes y llevaremos a
cabo estudios funcionales para analizar las proteinas cuya abundancia o estado de
oxidacion varie tanto en los modelos animales como en la patologia humana y
profundizar en los mecanismos moleculares que contribuyen al envejecimiento normal,

la progeria y las enfermedades cardiovasculares.

Distribucion de muestras Marcaje con iTRAQ Analisis LC - MS

Silvestre % %

(18 semanas) % %
Silvestre 4% 4%

(90 semanas) 4% %
»

»

)

. i

Lmna*/66096 %
(18 semanas) %
LmnqG6096/6609G 4%

(18 semanas) 4% 4%

CJCJCJCJCJCJCICJ
|

Especificidad de 6rgano Efecto del sexo

Corazoén Cerebro Higado Aorta

XA Fu

Figura 2: Disefio del experimento proteémico central. En cada analisis se comparan simultdneamente
ocho grupos, cada uno de los cuales comprende la combinacion del proteoma de dos individuos
pertenecientes a cada uno de los genotipos (o edades) de raton mas duplicados. Se llevaran a cabo
multiples réplicas técnicas y se repetird el proceso para cada o6rgano que se desee estudiar y para cada
sexo.

Puesto que se trata de un proyecto a gran escala y a largo plazo, el presente trabajo se
centra en la puesta a punto del procedimiento para el estudio protedmico. Con este fin

abordamos los siguientes objetivos concretos:

1. Optimizar la metodologia de extraccion de proteinas para la obtencion de muestras
adecuadas para al estudio que se pretende.

2. Optimizar el método de purificacion y digestion de proteinas, de modo que se
maximice la recuperacion de péptidos.

3. Estimar la cantidad de tejido minima para el estudio protedémico.

4. Determinar si es viable utilizar la tecnologia GELSILOX mediante el analisis de la

oxidacion basal de las muestras.

10
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3. Material y métodos
3.1. Material

Los ratones empleados pertenecen a la cepa C57BL/6, unos con genotipo silvestre y
otros con una insercion en heterocigosis u homocigosis en el gen LMNA en la posicion
G609G, que ya se encuentran disponibles y han sido proporcionados por el grupo del
Dr. Lopez-Otin. Estos animales se han alimentado ad /ibitum y se han mantenido
siguiendo la normativa del Comité de Etica de Experimentacién Animal del CNIC. Se
utilizaron ratones de 18 semanas de cada genotipo y sexo, asi como silvestres de 90
semanas. Los ratones fueron sacrificados mediante eutanasia por CO, y se les extirp6 el
corazdn, el higado, la aorta tordcica y el cerebro. Estos oOrganos se lavaron
consecutivamente en PBS, se congelaron y se almacenaron a -80°C hasta su posterior
utilizacion. Las aortas se despojaron previamente de la capa de tejido adiposo que las

recubre bajo una lupa binocular en el laboratorio.

3.2. Extraccion de proteinas

Los organos y tejidos congelados se homogenizaron mecanicamente con ayuda de un
mortero enfriado con nitrogeno liquido para evitar la descongelacion de las muestras,
que se pesaron previa y posteriormente al tratamiento con el propdsito de comprobar
que no se producian pérdidas de material. A continuacion se tomaron ca. 100 mg de
cada tejido y se hirvieron en un tampon de lisis (Tris pH 8,45, 50 mM, SDS 4%, EDTA
1 mM) que contenia IAM 50 mM (cuya funcion es alquilar las cisteinas reducidas para
su posterior deteccion mediante MS) siguiendo la metodologia GELSILOX [11]. A
continuacion las muestras se centrifugaron a 13000 g durante 10 min y el sobrenadante

se almacen6 4°C tras recogerlo cuidadosamente.
3.3. Cuantificacion de extractos proteicos
3.3.1. Método RC DC

Se empleo el kit RC DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) para cuantificar los
extractos proteicos obtenidos en el apartado anterior a partir de su absorbancia a 750 nm

siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion de proteinas se interpold de

11
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una recta patron obtenida con seroalbumina bovina. Con el objetivo de realizar

mediciones mas precisas se midioé cada muestra por triplicado a diferentes diluciones.

3.3.2. Método Direct Detect

La concentracion de proteinas de los extractos se midioé en un espectrofotometro Direct
Detect (EMD Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para obtener
medidas mas precisas se realizaron réplicas de diferentes diluciones para cada muestra.

Este método también se utilizd para cuantificar péptidos tras la digestion.
3.4. Purificacion y digestion de proteinas
3.4.1. Método SDS-PAGE

Se hirvieron las muestras en tampon de carga (Tris pH 8,8 0,1 M, glicerol 10%, SDS
2%, azul de bromofenol 0,01%, DTT 10 mM) y se cargaron en un gel concentrador de
poliacrilamida 4% con SDS y con 1,5 mm de grosor. La electroforesis se llevo a cabo a
45 V hasta la entrada de las proteinas en el gel concentrador, tras lo cual el gel se tifio
con azul de Coomassie y se lavo con metanol 50% écido acético 5% para fijar las
proteinas.El gel concentrador se recortd y troced en fragmentos de ca. 1 mm’. Los
fragmentos se deshidrataron con ACN y se sometieron a reduccion con DTT 10 mM en
BA 25 mM, pH 8,8. Tras una segunda deshidratacion se realiz6 una incubacion en
oscuridad con MMTS 20 mM (a fin de alquilar las cisteinas originalmente oxidadas)
disuelto en HEPES bajo campana extractora de gases. Los fragmentos se deshidrataron
de nuevo con ACN, se incubaron con BA 50 mM, pH 8,8, se deshidrataron una vez mas
y se secaron completamente en una centrifuga de vacio. A continuacion, las muestras se
incubaron con tampén de digestion (BA 50 mM pH 8,8, ACN 10% vy tripsina
(Promega) 80 ng/ul) a 37°C en agitacion horizontal durante toda la noche. Después de
la digestion, se extrajeron los péptidos con BA 12 mM, pH 8,8. Alternativamente, se
realizd6 una segunda extraccion con TFA 0,1% y ACN 50%. Los extractos se
traspasaron a tubos nuevos, se llevaron a sequedad en una centrifuga de vacio y se

resuspendieron en TFA 0,1%.

3.4.2. Método FASP

Se utilizé el kit FASP Protein Digestion (Expedeon) de acuerdo con las instrucciones

del fabricante, incorporando un paso de reduccidon a temperatura ambiente (DTT 50

12
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mM, HEPES 100 mM, EDTA 1 mM) seguido de uno de alquilacion (MMTS 500 mM,
HEPES 100 mM, EDTA 1 mM) inmediatamente después de cargar las muestras en el
filtro.

3.5. Desalado de muestras

Se comprobo el pH de las muestras y se rebajé a 3 cuando fue necesario a fin de
favorecer la retencion de los péptidos en la fase estacionaria. A continuacion, las
muestras se desalaron en columnas Oasis HLB CI18 (Waters Corporation) (o, para
volimenes reducidos de muestra, puntas OMIX CI8 de Agilent Technologies) que
habian sido previamente equilibradas con ACN 50%, ACN 100% y TFA 0,1%. El
retenido se lavd con metanol 5% TFA 0,1% y se eluy6o con TFA 0,1% ACN 50%. Los

eluidos se llevaron a sequedad en una centrifuga de vacio.

3.6. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Las muestras desaladas se resuspendieron en tampon A (4cido foérmico 0,1%) en un
bafo con ultrasonidos y se centrifugaron a 13000 g durante 10 min. Una alicuota de
15ug de péptidos (cuantificados por Direct Detect) se depositd en una microplaca de 96
pocillos para su andlisis automatico en un nano-HPLC Easy nLC 1000 (Thermo
Scientific) acoplado a un espectrometro de masas con trampa de iones lineal Orbitrap
Elite (Thermo Scientific). Los péptidos se separaron en una nanocolumna casera de fase
inversa C18 (100 um de didmetro interno, 44 cm de longitud) aplicando un gradiente
continuo de 8-31% de tampon B (ACN 90%, acido formico 0,1%) durante 130 min
seguido de otro de 31-90% de tampo6n B durante 2 min con un flujo de 300 nl/min. La
ionizacion de los péptidos se realizd a 4,5 kV en una aguja de electronebulizacion (New
Objective). El andlisis de masas se llevo a cabo en ciclos repetitivos de barrido completo
de masa seguido de la fragmentacion inducida de los 20 iones mas intensos con una

exclusion dinamica de 45s.

3.7. Analisis bioinformatico

Los péptidos se identificaron a partir de sus espectros de fragmentacion utilizando el
motor de busqueda en bases de datos Sequest a través del programa Proteome
Discoverer 1.4 (Thermo Scientific). Los resultados se analizaron por el método

Probability Ratio [16], que calcula la FDR de identificacion por comparacion con los

13
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resultados obtenidos en la busqueda en una base de datos sefiuelo en la que las
secuencias de los péptidos tripticos han sido invertidas [17]. Se seleccionaron los
espectros con FDR<0,01, se determind a cuéantos péptidos Unicos y proteinas
correspondian y se estudié su abundancia relativa y estado de oxidacion (en distintos
tejidos y condiciones) empleando las pruebas estadisticas necesarias cuando fuera

pertinente (Microsoft Office Excel, IBM SPSS Statistics).
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4. Resultados y discusion

4.1. Analisis del rendimiento de extraccion de proteinas

En un experimento de protedmica a gran escala es fundamental cerciorarse de que se
posee el material de partida necesario para poder identificar y cuantificar un numero
suficiente de péptidos con un nivel alto de confianza. Puesto que se desea comparar
muestras en multiples condiciones (ratones con diferentes genotipos, edades y sexos),
también es esencial asegurarse de que los andlisis comparativos se realicen con
cantidades de proteinas equivalentes. La cantidad de proteinas que se puede extraer de
cada 6rgano puede ser diferente dependiendo de su composicidon, que determina no sélo
el contenido proteico sino también la presencia de otros componentes (lipidos, matriz

extracelular, etc.) susceptibles de interferir en el procesamiento de las muestras.

En el presente trabajo, se extirpo la aorta, el cerebro, el corazon y el higado de ratones
silvestres y el material se congeld con nitrogeno liquido. Se tomaron muestras de 100
mg de cada organo (en el caso del tejido de aorta fueron necesarios cinco individuos).
Después de la extraccion con tampon de lisis, se midio la concentracion de proteinas por
dos métodos distintos: RC DC 'y Direct Detect. El primero es un ensayo colorimétrico
que permite cuantificar proteinas en presencia de detergentes y agentes reductores. Esta
basado en el método de Lowry, el cual combina el test de Biuret (reaccion de iones de
cobre con los enlaces peptidicos por el reactivo de Folin) con la oxidacion de residuos
aromaticos para determinar la concentracion de proteinas en funcion de la intensidad de
color de la disolucion al medirse la absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro [18].
El método Direct Detect mide la absorciéon de luz infrarroja de los enlaces amida
presentes en la muestra sin necesidad de realizar ningn tipo de reaccion previa y

empleando tan solo 2ul de cada muestra.

Debido a su alto contenido proteico, fue necesario diluir dos veces el extracto de
cerebro y tres veces los de corazdn e higado. El método RC DC requiri6 la obtencion de
una recta patron (Fig. 3A), mientras que Direct Detect tiene la ventaja de que permite
emplear con gran fiabilidad la recta patron creada para experimentos previos (siempre y
cuando haya sido obtenida en el mismo tampon que en el que se encuentran las

muestras a cuantificar), lo cual agiliza sensiblemente el proceso.
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Asumiendo que se cumplen las hipdtesis previas de aleatoriedad, normalidad y
homocedasticidad, se realiz6 un ANOVA bifactorial para comprobar si existian
diferencias de concentracion de proteinas entre los tejidos o entre los métodos. El
resultado fue que no se encontraron diferencias significativas entre ambos métodos,
pero si entre cada tejido (Fig. 3B). De esto se deriva que las muestras estan
cuantificadas con gran exactitud y que RC DC y Direct Detect parecen ofrecer unos

resultados comparables.

Puede explicarse que la cantidad de proteinas extraida de cada 6rgano (partiendo de una
masa equivalente para todos) sea diferente porque cada uno posee un contenido proteico
distinto. 4 priori no podria determinarse si ademas influye el método de procesamiento
de las muestras, pues algunos componentes celulares o extracelulares podrian interferir
con la accion del tampon de lisis durante la extraccion de proteinas. Para comprobar
esto podria realizarse una extraccion por homogenizacion mecanica o con el reactivo
TRIzol; pero el presente método parece ser el que mejor preserva el estado de oxidacion
de las muestras, lo cual es fundamental para poder realizar un estudio protedmico

utilizando la tecnologia GELSILOX [11].
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=
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Proteina (png) BRCDC W™ Direct Detect

Figura 3: Cuantificacion de extractos proteicos. A) Recta patron del método RC DC, con un
coeficiente de determinacioén superior a 0,99 y con una pendiente significativamente distinta de 0. B)
Comparacion entre los métodos RC DC y Direct Detect. Se representan valores medios y desviaciones
estandar de 3 réplicas técnicas para RC DC y 6 para Direct Detect. Mediante ANOVA bifactorial se
encontraron diferencias significativas entre los tejidos (p<0,001), pero no entre cada método.
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4.2. Optimizacion del método de preparacion de muestra para LC-MS

Uno de los puntos clave en el procesamiento de las muestras para los estudios
protedmicos es la purificacion y digestion de proteinas. Por un lado, la introducciéon de
contaminantes en los sistemas LC-MS dificulta enormemente la obtencion de resultados
de calidad; por otro, si los péptidos no estan bien digeridos no podran ser identificados
ni cuantificados correctamente. Ademas, el proceso de digestion de proteinas adolece
del inconveniente de que a lo largo del mismo se pierde una gran parte del material, por

lo que es importante buscar el método que ofrezca el mayor rendimiento posible.

Se tomaron 200 pg de las muestras extraidas en la seccion 4.1 y se les aplico un
procedimiento de purificacion optimizado en la Unidad de Protedmica que esta basado
en la purificacion de proteinas por medio de SDS-PAGE en gel concentrador (Fig. 4A)
y el posterior lavado del gel con ACN y BA [19]. Después, se digirieron las proteinas
con tripsina y se recuperaron los péptidos con BA. Tras desalar las muestras con
columnas Oasis (para no introducir sustancias contaminantes en el sistema LC-MS) se
llevo a cabo una cuantificacion por Direct Detect. Se observa que por este método se
obtiene un rendimiento medio del 20% en la cantidad de péptidos recuperados respecto
de la cantidad de proteina digerida, siendo algo menor en aorta y mayor en higado (Fig.

4B).

Los péptidos (15 pg) se analizaron mediante LC-MS (Seccién 3.6) y, tras el analisis
bioinformatico con Proteome Discoverer y Probability Ratio, se realizd un recuento de
espectros (nimero total de identificaciones), de péptidos unicos (nimero de péptidos
excluyendo los redundantes) y de proteinas (Fig. 4C). Se observa que se identifican
como promedio 2 espectros por cada péptido y 10 (5 péptidos tinicos) por cada proteina.
El resultado es comparable entre los distintos organos, lo cual corrobora las

cuantificaciones de péptidos obtenidas por Direct Detect.
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Figura 4: Método SDS-PAGE. A) Gel concentrador de electroforesis. El control de carga contiene
seroalbiimina bovina. B) Cuantificacion de los péptidos recuperados tras la digestion. El rendimiento
medio es del 20%. C) Recuento de espectros obtenidos, asi como de péptidos Uinicos y proteinas
identificadas en cada 6rgano.

Con el objetivo de aumentar el rendimiento de la recuperacion de péptidos, se tomaron
los fragmentos de gel remanentes del experimento anterior y se realizd una segunda
extraccion con ACN y un desalado con puntas OMIX (apto para volumenes mas
reducidos de muestra). Este paso adicional, aunque permite aumentar el niimero de
péptidos identificados, puede introducir compuestos contaminantes susceptibles de
influir muy negativamente en la calidad de los datos de LC-MS. En este caso, la

cuantificacion de proteinas mediante Direct Detect no fue posible debido a que las

concentraciones no superaban el limite de deteccion del método; no obstante, el analisis
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mediante LC-MS (gradiente de 30 min) revel6 niveles altos de material (Fig. SA). El

siguiente paso fue llevar a cabo un analisis comparativo para determinar la especificidad

de cada método de extraccion (Fig. SB). Se comprobd que los péptidos inicos extraidos

especificamente con ACN no suponen mas de un 15% del total, de modo que no parece

compensar identificarlos a costa de introducir impurezas en el sistema LC-MS.
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Figura 5: Método SDS-PAGE (extraccion con ACN). A) Recuento de espectros, péptidos unicos y
proteinas de cada 6rgano. B) Comparativa entre péptidos tinicos comunes o especificos a cada método de
extraccion. Los identificados exclusivamente con ACN son menos de un 15% del total.
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A continuacion, se llevo a cabo un tercer experimento a fin de mejorar el rendimiento
en la recuperacion de péptidos tras la purificacion-digestion. En este caso se optd por el
sistema FASP, sensiblemente mas rapido y sencillo que el basado en gel, ya que
consiste esencialmente en una purificacion en filtro ayudada por centrifugacion seguida
de la digestion en el propio filtro. Se tratdé de reproducir al méaximo las mismas
condiciones que en el experimento del gel: se partid6 de la misma cantidad de proteina
(200pg), se digirid con las mismas concentraciones de tripsina y con tiempos de
incubacion equivalentes, se desaldé con columnas Oasis y se cuantifico el extracto
resultante con Direct Detect (Fig. 6A). En esta ocasion las concentraciones obtenidas
fueron cerca del doble de las de los extractos obtenidos tras la digestion en gel
concentrador, lo cual sugiere que el método FASP es mas efectivo. Los digeridos (15
pug) se analizaron mediante LC-MS (gradiente de 130 min) y, tras el anélisis
bioinformatico, se comprob6 que los recuentos de espectros, péptidos tnicos y proteinas
y sus proporciones relativas (Fig. 6B) presentan un perfil similar al obtenido siguiendo
el protocolo basado en gel. Los datos subrayan de nuevo la precision que muestra Direct
Detect en la cuantificacion de péptidos. En vista de estos resultados se realizd una
comparacion del rendimiento de recuperacion de péptidos de los métodos SDS-PAGE y
FASP, que puso de manifiesto que el segundo es considerablemente mas efectivo (Fig.

6C).

20



APROXIMACIONES PROTEOMICAS PARA EL ESTUDIO DEL ENVEJECIMIENTO

A 100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Péptidos (ug)

Aorta Cerebro Corazén Higado

B 20000
18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

X Espectros

K Péptidos

Recuento

* Proteinas

Aorta Cerebro Corazén Higado

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

@}

ptidos

é

dep

E'SDS-PAGE

K FASP

Rendimiento de

recuperacion

Aorta Cerebro Corazon Higado

Figura 6: Método FASP. A) Cuantificacion de péptidos recuperados tras la digestion. El rendimiento
medio es del 38%. B) Recuento de espectros, péptidos unicos y proteinas de cada 6rgano. C) Comparativa
del rendimiento de cada método de purificacion-digestion de acuerdo a las cuantificaciones de péptidos,
la cual pone de manifiesto que el rendimiento del método FASP es practicamente el doble.
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4.3. Estimacion de la cantidad de tejido minima para el estudio

Los ratones progéricos presentan problemas de crecimiento y sus drganos internos son
de un tamafo sensiblemente menor a los de ratones silvestres de la misma edad [13].
Por otra parte, algunos 6rganos como la aorta son considerablemente mas pequefios que
otros como el higado o el cerebro. Esto supone que el material de partida podria ser
limitado para el exhaustivo estudio protedmico que se plantea, de modo que se hace
necesario determinar si es suficiente o si seria necesario modificar el disefio del

experimento incluyendo un nimero mayor de animales para la obtencion de tejidos.

A partir de las cuantificaciones mostradas en la seccion 4.1, se puede calcular el
porcentaje de masa de proteinas que se puede extraer de cada organo (Fig. 7A).
Teniendo en cuenta este resultado, el peso de cada 6rgano y el porcentaje de péptidos
que se recuperan tras la digestion por el método FASP (Fig. 6A), se puede hacer una
estimacion orientativa de la cantidad de péptidos que se podrian obtener como maximo
a partir de cada organo (Fig. 7B). En los experimentos presentados en el apartado
anterior, en los que se analizaron mediante LC-MS 15 png de muestra en gradientes de
130 min, se identificaron ca. 6000 péptidos unicos de media (Fig. 6C, 7C), por lo que
deberia haber material suficiente para varias carreras independientemente del tipo, edad
y sexo de ratdn, especialmente si se considera que cada muestra estara compuesta por el
extracto proteico combinado de dos individuos. El Unico 6rgano que podria presentar
limitaciones es la aorta, pues incluso combinando las de 5 animales, se recupera una
cantidad considerablemente menor de péptidos en relacion a los otros Organos

analizados.

Nuestro objetivo en este abordaje protedmico profundo es la obtencion de datos fiables
de cuantificacion de varios miles de péptidos en cada muestra analizada mediante LC-
MS. Si se carga una cantidad mayor de muestra para alcanzar este objetivo hay que
tener la precaucion de no superar el umbral de retencion de la columna cromatografica y
de no saturar la sefial porque se sobrepase el limite de deteccion del MS. Una opcion
interesante para estudiar muestras concentradas es fraccionarlas por cromatografia de
intercambio 16nico y después analizar cada fraccion en carreras independientes. Por otro
lado, una alternativa que podria suplir el inconveniente de poseer una cantidad limitada

de aorta es optimizar la duracion de los gradientes cromatograficos.

22



APROXIMACIONES PROTEOMICAS PARA EL ESTUDIO DEL ENVEJECIMIENTO

0,
= 14%
S
S 12%
[ 5]
®
5w 10%
5 8
=1 8%
£3
Q 0
£ B 6%
L Q
- p— v 4-%
£
(%)
& 0% JE— . : : :
Aorta Cerebro Corazoén Higado
Material de partida (mg) 100 580 215 1355
Rendimiento de extraccion (%) 1,5 5,4 9,2 14
Rendimiento de digestion (%) 27,9 44 31,6 46,8
Max. péptidos recuperables (mg) 0,43 13,7 6,2 89,2
5‘::: Aorta 211 46.54 532?25 =
B 052.14 619 1301 [ M‘ ’ ‘0’7‘30 15 B 140 149.31 156.08 168.82
‘:: Cerebro
35 WE 2412 305,:2.40 e 4988 5522 B 7231 77308‘958849, 949;557 Es?oazs 120.31
R TR l hy LLLJMAM g LA L AL A L Mty e rerse 1020 s 5500 reran

100 C L,
3 3213
0 17.99 10555 11311
2
2 <04 17.60 |
H 21.98 o
& 204 14.89 12289 129.27 13219
3.34 msgL 13867 144.45 150.60 156.93 166.28
T T T T T T T T T T f t T T T T
10 20 30 40 50 ] 70 0 20 100 110 120 130 140 150 160 170
Time (min)
"1 Higad
i Higado
0
2 % 47.78 497
e 2 sas =
£ 4] 16.08 b
£ 209
J1s3 1061 1404

10 20 20 40 50 € 70 80 2 100 110 120 120 140 150 160 170
Time (min)

Figura 7: Rendimiento global del procesamiento de muestras. A) Proporcion de masa de proteinas
que se extraen en cada 6rgano en relacion a 100 pg de material de partida. Téngase en cuenta que para
alcanzar esta cantidad de material de partida ha sido preciso combinar las aortas toracicas de 5 ratones. B)
Estimacion de la méaxima cantidad de péptidos recuperables tras la extraccion, purificacion y digestion de
proteinas a partir de un érgano completo de un ratéon de 9 semanas con un peso medio de 20 g. Notese que
se presenta el resultado de combinar las aortas toracicas de 5 individuos. C) Perfil cromatografico de cada
organo en el que se representa la abundancia relativa de péptidos en el transcurso de la carrera.
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4.4. Estudio de la oxidacion basal de las muestras

En condiciones fisioldgicas, las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno se comportan
como segundos mensajeros necesarios en procesos fisiologicos, pero tienden a
acumularse excesivamente en patologias como las enfermedades cardiovasculares o
durante el envejecimiento, reaccionando con diferentes componentes celulares (e.g.
DNA, lipidos y proteinas) y provocando una serie de defectos con consecuencias
negativas para la célula y el individuo. Asi pues, en el presente proyecto, ademas de
investigar los cambios en abundancia relativa de proteinas en envejecimiento prematuro
y fisiologico, también analizaremos las alteraciones en el estado de oxidacion de las
mismas. Para ello emplearemos la metodologia GELSILOX, desarrollada en el
laboratorio de Protedémica Cardiovascular del CNIC [11]. Este nuevo método
protedmico analiza las alteraciones dindmicas en el estado de oxidacion de los residuos
de cisteina de las proteinas, las cuales si estan reducidas, son marcadas con IAM y si
estan oxidadas, con MMTS (previa reduccién), lo que conlleva un incremento de masa

de 57,02 Da o de 45,99 Da respectivamente en los péptidos cisteinicos (Fig. 8).
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Figura 8: Reaccién de marcaje de péptidos cisteinicos. A) Oxidacion irreversible con IAM para
péptidos inicialmente reducidos. B) Oxidacion con MMTS para péptidos inicialmente oxidados y que han
sido reducidos antes del marcaje.

Para que estas variaciones sean cuantificables de manera estadisticamente significativa
es indispensable que las muestras tengan una oxidacion basal minima, por lo que es
importante tratar de conservar intacto el estado de oxidacion de las proteinas desde que
se sacrifica el animal hasta que se marcan las cisteinas reducidas con IAM, evitando
aumentos de temperatura y ambientes oxidantes. De este modo, para este estudio se

utilizaron las muestras empleadas en las secciones 4.1 y 4.2, que habian sido congeladas
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a -80°C, homogeneizadas con mortero y marcadas con IAM en el tampon de lisis
durante la extraccién de proteinas. Las que se purificaron por el método SDS-PAGE
habian sido marcadas con MMTS durante los lavados con ACN y BA tras la
electroforesis y antes de la digestion con tripsina, previa reduccion de las cisteinas con
DTT. Aquéllas que se purificaron siguiendo el protocolo de FASP también habian sido
reducidas y marcadas inmediatamente después de cargar las muestras sobre el filtro

equilibrado.

Después del analisis mediante LC-MS y de que los resultados fueran procesados por
Protein Discoverer y Probability Ratio, se calculo que el 18-21% de los péptidos tinicos
en cada muestra contienen cisteinas en su secuencia (Fig. 9A), lo cual se corresponde
con lo esperable [11]. A continuacion, se estudid cuantos de esos péptidos estaban
oxidados (marcados con MMTS), cudntos estaban reducidos (marcados con IAM) y
cuantos habian quedado sin marcar (Fig. 9B). Estos ultimos representan menos de un
5% del total, por lo que puede concluirse que el método de marcaje de cisteinas resultd

efectivo.

Se ha comprobado que para GELSILOX, la oxidacion basal en corazon deberia ser de
un 12% [11], lo que sugiere que las proteinas han conservado su estado de oxidacion
durante la extraccion. En higado y cerebro, el porcentaje de péptidos oxidados parece
algo mas bajo que en corazon, lo cual facilitaria la observacion de cambios redox al
comparar muestras de envejecimiento prematuro y fisioldgico. No obstante las muestras
de aorta presentan una oxidacioén basal de mas de un 15% (17% en el experimento de
SDS-PAGE y 25% en el de FASP), pues estos 0rganos requieren un tratamiento algo
diferente al resto: tras la extirpacion en el animalario se transportan en PBS al
laboratorio, donde bajo una lupa binocular son despojados de la capa de tejido adiposo
que los recubre antes de ser congelados a -80°C. Los resultados sugieren que resulta
critico llevar a cabo esta tarea en el menor tiempo posible para evitar que las proteinas

de la aorta se oxiden artefactualmente durante el procesamiento previo a su extraccion.
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Figura 9: Oxidacion basal de las muestras. A) Porcentaje de péptidos cisteinicos. Se mantiene en torno
al 20% en los cuatro tejidos independientemente del método de purificacion-digestion que se emplee. B)
Porcentaje de péptidos cisteinicos oxidados, reducidos y libres. Los libres representan menos del 5%,
demostrando que el procedimiento de marcaje ha funcionado; los oxidados oscilan entre el 8 y el 25%,
siendo mas altos en aorta.
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5. Conclusiones y perspectivas

1.

2.

4.

La extraccion de proteinas siguiendo el protocolo indicado ofrece un buen
rendimiento para los organos analizados y mantiene su oxidacion basal al minimo,
por lo que es viable llevar a cabo un estudio de protedmica con la tecnologia
GELSILOX. No obstante, conviene reducir el tiempo de procesamiento de las aortas
previo a la alquilacion de cisteinas reducidas a fin de preservar mas fielmente el

estado fisiologico de oxidacion.

Direct Detect es un método de cuantificacion que resulta idoneo para cuantificar
tanto proteinas extraidas de diferentes 6rganos como péptidos recuperados tras una
digestion con tripsina pues, aparte de ser rapido y de precisar un gasto insignificante
de muestra, presenta una gran precision que se demuestra al validar los resultados

con RC DC o con el recuento de los espectros obtenidos por LC-MS.

El sistema de filtros FASP para la purificacion y digestion de proteinas ofrece un
rendimiento considerablemente superior al método basado en separacion mediante
SDS-PAGE. Si se opta por el segundo, no es recomendable realizar una segunda
extraccion con ACN, ya que podria introducir contaminantes interferentes y en

esencia solo aporta un incremento en la redundancia de los péptidos.

No parece necesario modificar el disefio experimental propuesto para incrementar el
material de partida, si bien las aortas de ratones progéricos podrian suponer una
limitacidon. Este inconveniente podria paliarse en alguna medida optimizando la
duracion de los gradientes cromatograficos, lo cual también favorecerd la posterior

identificacion y cuantificacion de péptidos.

El presente trabajo sienta las bases de un proyecto a gran escala que contribuira a

mejorar el conocimiento de los mecanismos moleculares que provocan ECV (la

principal causa de muerte en paises desarrollados) en envejecimiento normal y

prematuro, un requisito para el desarrollo de nuevas terapias y medidas preventivas

encaminadas a lograr un envejecimiento mas saludable.
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