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RESUMEN

Objetivo: Optimizar un flujo de trabajo basado en proteémica
cuantitativa para el estudio del proteoma de muestras de
esputo para determinar si el andlisis en cromatografia liquida-
espectrometria de masas (LG-MS) con un fraccionamiento en fase
gaseosa puede incrementar la cobertura proteica respecto al flujo
de trabajo tradicional sin fraccionamiento.

Métodos: Se someti6 la muestra de esputo al siguiente flujo
de trabajo: (i) recoleccion de esputo; (ii) purificacion de componente
proteica; (iii) digestion con tripsina del componente proteico; (iv)
andlisis por LGMS de los péptidos resultantes, con dos variantes:
(@) procedimiento protedmico habitual sin fraccionamiento, y (b)
fraccionamiento de los péptidos en el espectrdmetro de masas
(fraccionamiento en fase gaseosa). El andlisis funcional de las
proteinas identificadas se realizd mediante andlisis de rutas (analisis
pathway) y de Gene Ontology.

Resultados: En la muestra de esputo de 2 mL, utilizando el
procedimiento de fraccionamiento en fase gaseosa se identificaron
9.096 péptidosy 684 proteinas, incrementandoenun41%yun44 %
el ndmero de péptidos y proteinas identificadas, respectivamente,
respecto a la metodologia habitual sin fraccionamiento. La
digestion proteica mostrd una eficacia del 92 %, asegurando la
reproducibilidad de la metodologia y la adecuacion de su uso para
estudios de protedmica cuantitativa, asi como los utilizados para el
descubrimiento de biomarcadores.

Conclusiones: La metodologia optimizada identifica un
niimero elevado de péptidos y proteinas, y permitird su utilizacién
para estudios protedmicos cuantitativos de abundancia o expresion
diferencial en muestras de esputo para el descubrimiento de nuevos
biomarcadores.

Palabras clave: Esputo, protedmica, espectrometria de
masas, biomarcadores.

INTRODUCCION

El esputo es un fluido facilmente disponible que
contiene epitelio exfoliado de las vias respiratorias
de pulmén y su estudio citolégico puede detectar
alteraciones morfolégicas aunque con baja sensibilidad’.
El uso de tecnologias dmicas ha empezado a ser aplicado
en esputo con el objetivo de definir biomarcadores. Asi,
utilizando técnicas de metabolémicay de gendémica, se ha
reportado que la cantidad de determinados lipidos® y de
dos microRNAs? varia en el esputo de pacientes de cancer
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ABSTRACT

Objective: To optimize a workflow based on quantitative
proteomics in the study of the proteome in sputum samples to
determine whether liquid chromatography mass spectrometry
(LGMS) analysis with gas-phase fractionation can increase
protein coverage with respect to the traditional workflow without
fractionation.

Methods: The sputum sample underwent the following
workflow: (i) sputum collection; (ii) protein component purification;
(iiii) protein component digestion with trypsin; (iv) LCMS analysis
of the resulting peptides with two variants: (a) standard proteomic
procedure without fractionation and (b) peptide fractionation in
the mass spectrometer (gas-phase fractionation). The functional
analysis of the proteins identified was carried out using pathway
analysis and gene ontology analysis.

Results: In the 2 mL sputum sample, 9,096 peptides and
684 proteins were identified using the gas-phase fractionation
procedure, increasing the number of peptides and proteins
identified by 41% and 44%, respectively, with respect to the
standard methodology without fractionation. Protein digestion
showed a 92% efficacy, assuring the reproducibility of the
methodology and its suitability in quantitative proteomic studies,
as well as those used to discover biomarkers.

Conclusions: The optimized methodology identifies a
high number of peptides and proteins and will allow its use in
quantitative abundance or differential expression proteomic
studies in sputum samples to discover new biomarkers.

Keywords:
biomarkers.

sputum, proteomics, mass  spectrometry,

de pulmon respecto a controles. Las proteinas presentes
en esputo también han sido estudiadas, mediante
técnicas de protedmica, con objeto de descubrir posibles
biomarcadores en EPOC*° y en cancer de pulmoén® ”.
Yu et al.® describieron mediante la técnica de ELISA una
abundancia diferencial de la proteina ENO1 en el esputo
de pacientes con cancer de pulmén, aunque con baja
sensibilidad y especificidad. Ali-Labib et al” encontraron
un aumento en esputo de la proteina MMP2 en céncer
de pulmén. Ambos estudios son de pequefio tamaino
para poder generalizar los resultadosy necesitarian ser
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verificados y validados.

La protedmica basada en espectrometria de masas
(MS, mass spectrometry) es una de las herramientas
Omicas con mayor desarrollo, debido a una combinacién
de avances en instrumentacién, metodologias de
preparacién de muestras y andlisis computacional. Gracias
aestos multiples avances, estas nuevas tecnologias se han
venido a denominar protedmica de préxima generacion,
para reflejar su habilidad para caracterizar proteomas
practicamente completos®, al igual que los métodos de
secuenciacion de 4cidos nucleicos de préxima generacién
(next-generation sequencing) cubren la totalidad del ADN
y ARN. Este desarrollo en las herramientas protedmicas
permite un estudio de los proteomas en mucha mas
profundidad. Uno de estos avances recientes es la
tecnologia SWATH (sequential window acquisition of
all theoretical fragment ion spectra)’, que permite la
cuantificacién rutinaria, reproducible y en un alto nimero
de muestras de cientos y hasta miles de proteinas por
muestra. Este método permite la rapida conversién de
una pequena cantidad de tejido o fluido corporal en un
archivo digital permanente y Unico que representa el
proteoma de la muestra'®. Este mapa protedémico puede
posteriormente ser analizado, re-analizado, comparado e
interrogado in sillico para detectar y cuantificar proteinas
especificas en multiples muestras. La tecnologia SWATH-
MS ya estd siendo aplicada en la investigacién clinica en
multiples patologias", y consiste en combinar métodos de
espectrometria de masas de adquisicion dependiente de
datos (DDA, data-dependentacquisition) paralageneracion
de una libreria de espectros de fragmentacion (MS/MS) de
péptidos y proteinas, con métodos de espectrometria de
masas de adquisicién independiente de datos (DIA, data-
independent acquisition) para la cuantificacion de todas las
proteinas detectables.

En los estudios de protedmica cuantitativa para
definicién de biomarcadores es fundamental contar
con un método analitico que permita la identificacion
y cuantificacién del mayor numero de péptidos y
proteinas posibles. Este aspecto es alin mas importante
en la cuantificacion SWATH, que depende de un alto
grado de cobertura del proteoma en la libreria proteica
que se utiliza. Se han utilizado diversas estrategias
con el objetivo de aumentar el nimero de péptidos
y proteinas identificados por cromatografia liquida-
espectrometria de masas (LC-MS). Las mas utilizadas
son repetir la inyeccion de la muestra varias veces vy,
sobre todo, el fraccionamiento a nivel de proteinas o
péptidos, previamente al analisis por LC-MS. Algunas de
las técnicas de fraccionamiento mas utilizadas para este
propdsito son la cromatografia de intercambio catiénico,
la cromatografia de fase reversa de alto pH, e incluso la
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electroforesis en gel. Recientemente, para mejorar la
proporcién de péptidos y proteinas extraidos de carreras
SWATH DIA, se ha empezado a utilizar un fraccionamiento
que no tiene lugar antes del andlisis por MS, sino que se
realiza en el mismo espectrometro de masas, con lo
que las condiciones del andlisis, (buffer en el que estén
las proteinas, pH, protocolo de digestién, etc.) son las
mismas para las carreras DDA que se utilizan para generar
la libreria como para las carreras DIA de las que se extraen
la informacion cuantitativa de péptidos y proteinas. Dicha
metodologia, por la separacion de los péptidos dentro
del espectrometro de masas en la fase gaseosa, se ha
denominado fraccionamiento en fase gaseosa y consiste
en inyectar la muestra varias veces en el sistema de LC-MS
variando Unicamente el rango de m/z objetivo en cada
carrera'” 3. Esta metodologia ha demostrado, por una
parte, incrementar el nimero de proteinas identificadas
respecto a la aproximacion tradicional basada en una o
multiples réplicas de la adquisicién de la muestra en el
rango completo de m/z y, por otra parte, incrementar la
proporcién de proteinas extraidas de las carreras SWATH
respecto a otras aproximaciones que contemplan el
fraccionamiento previo a nivel de proteinas o péptidos y
que ademas requieren mas trabajo para la preparacion de
muestras y mas tiempo de uso del sistema LC-MS.

En este trabajo evaluamos un método de preparacion
de muestras proteicas de esputo para su estudio por
protedmica basado en LC-MS, y comparamos el resultado
obtenido por un andlisis LC-MS con método tradicional
(analisis DDA) frente al fraccionamiento en fase gaseosa,
para evaluar si en esta matriz se incrementa la cobertura
del proteoma que se puede identificar y, por tanto,
cuantificar en flujos de trabajo basados en SWATH.

Tras obtener la muestra de esputo se le afnadieron
8 mL de PBS, 200 uL de inhibidor de proteasas y 200
uL de DTT 100 mM. Tras agitar en vortex durante 10
segundos e incubar en estufa a 37°C durante 10 min, se
agité nuevamente y se centrifugd para separar el debris
celular. El sobrenadante fue centrifugado durante 10 min,
alicuotado y almacenado a -80°C hasta su procesado y
analisis.

Preparacion de muestra para andlisis proteémico:
Se midié la proteina total en la muestra de esputo y 300
ug de proteina fueron sometidos a precipitacién con
TCA-Acetona. El pellet resultante de la precipitacién se
resuspendid en 70 uL de detergente RapiGest al 0,2% y
se volvié a cuantificar la proteina. Un total de 50 ug de
proteina se digirié con tripsina siguiendo el protocolo
de Ortea et al™. Tras la digestion, la mezcla peptidica
resultante se traspaso a viales de HPLC de bajo volumen,
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ajustando con agua para una concentracion final de
péptidos de 0,5 ug/uL.

Andlisis Proteémico por LC-MS: La mezcla peptidica
se analizé por LC-MS en un equipo Triple TOF 5600 (Sciex,
Redwood City, EEUU) acoplado a nano-HPLC de fase
reversa, con dos variantes: (i) procedimiento habitual: un
Unico método de andlisis en el rango de m/z habitual (350
-1.250m/z), que se repitid cuatro veces; (ii) procedimiento
de fraccionamiento en fase gaseosa: se dividi6 el rango de
m/z habitual en nueve ventanas de 100 m/zy se realizaron
nueve réplicasdelacarrera LC-MS, variando en cadaréplica
Unicamente la ventana de seleccién de los iones a analizar
y obteniendo asi nueve carreras (una para cada ventana
en que se dividi6 el rango de m/z). A la hora de hacer la
identificaciéon de péptidos y proteinas con el motor de
busqueda, para la primera variante (un Unico método
de analisis en el rango m/z habitual) se hizo la bisqueda
individual para las 4 réplicas, y para las combinaciones
de carreras sucesivas (primera mas segunda repeticion,
primera mas segunda mas tercera y primera mas segunda
mas tercera mas cuarta). Para la segunda variante (varios
métodos de analisis dividiendo el rango m/z), se hizo la
busqueda con las 9 carreras juntas. El motor de busqueda
utilizado fue Protein Pilot v5.0.1 (Sciex), especificando
iodoacetamida como agente alquilante de las cisteinas.
Protein Pilot ademas realizd un andlisis de false discovery
rate (FDR) del resultado de la busqueda, y midi6 la eficacia
de la digestion triptica realizada a partir de las secuencias
aminoacidicas de los péptidos identificados en los que la
tripsina cometia cero, uno y dos fallos de corte.

Andlisis funcional de las proteinas identificadas:
los analisis funcionales, andlisis de rutas o mecanismos
moleculares y analisis de ontologia génica se realizaron
con las herramientas Reactome versién 7015 y Panther
version 14.116, respectivamente, utilizando como entrada
las proteinas identificadas. Se obtuvieron asi, por una
parte, los mecanismos moleculares que se pueden
investigar a partir de las muestras de esputo obtenidas
con el protocolo desarrollado y, por otra parte, los
grupos de ontologia génica a nivel de componentes
celulares, funcién molecular, y proceso biolégico, con
representacion entre las proteinas obtenidas con dicho
protocolo.

Andlisis estadistico: se realiz6 un andlisis de tasa de
descubrimiento falso (false discovery rate, FDR) al listado
de péptidos y proteinas identificadas, utilizando la opcién
disponible para ello en el buscador Protein Pilot. Sélo se
consideraron los péptidos y proteinas con un FDR del
1%, lo que proporciona mayor confianza en las proteinas
identificadas.
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Utilizando el andlisis tradicional - DDA -, las proteinas
identificadas en las cuatro réplicas fueron 455, 476,
396, y 408, con un total de proteinas identificadas, tras
integrar las cuatro carreras, de 553 proteinas, con 8.245
péptidos individuales identificados en total. En la otra
aproximacioén, la del fraccionamiento en fase gaseosa,
tras integrar las 9 carreras en que se dividié el rango
de m/z, se identificaron un total de 9.096 péptidos y
684 proteinas, con un FDR del 1% a ambos niveles,
péptidos y proteinas. La eficacia de la digestion medida
por ProteinPilot utilizando las secuencias de péptidos
identificados fue del 92 %. El andlisis funcional de las
proteinas identificadas permitié la determinacion de 983
pathways con el protocolo desarrollado (figura 1), asi como
su clasificacion en los grupos de ontologia génica que se
muestran en la figura 2.

El esputo es una muestra bioldgica que ha empezado
a ser estudiado con tecnologias émicas, como lipidémica,
gendmica y protedmica, como fuente de biomarcadores
en distintas patologias, como cancer de pulmén y EPOC?.
Los métodos basados en LC-MS con adquisicion DDA han
demostrado su validez a la hora de identificar proteinas,
que se puedan utilizar como posibles biomarcadores
en enfermedades pulmonares cronicas o cancer*®. En el
presente trabajo validamos una metodologia incluyendo,
tanto la obtencién y preparaciéon de la muestra, como
el andlisis por LC-MS, que es compatible con un flujo
de trabajo DIA SWATH y que permitird su uso para
el estudio de un gran numero de muestras clinicas,
permitiendo establecer un flujo de trabajo completo
para el descubrimiento y analisis de biomarcadores
clinicos en esta matriz no invasiva. En estos estudios de
biomarcadores proteicos es importante que la técnica
utilizada permita una buena cobertura del proteoma,
esto es, que permita identificar y cuantificar el mayor
numero posible de proteinas y, ademas, que lo haga de
forma reproducible y precisa.

A diferencia de otros métodos de protedmica
cuantitativa basados en adquisicion DDA, como iTRAQ,
TMT o label-free, los métodos DIA permiten incluir un
mayor numero de muestras en el analisis manteniendo
la precisiéon y consistencia’, aumentando asi el nimero
de pacientes que pueden ser estudiados, lo que redunda
en un beneficio en cuanto a la posibilidad de descubrir
nuevos biomarcadores proteicos al incrementar
la potencia estadistica. Ademas, los métodos DIA
presentan otras ventajas sobre los métodos DDA
existentes, como una mayor cobertura del proteoma
estudiado, mayor especificidad, mayor exactitud y mayor
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reproducibilidad'®,

En el presente estudio, utilizando fraccionamiento
en fase gaseosa reportamos la identificacién de 9.096
péptidos y 684 proteinas. Estos valores representan,
al menos, un aumento del 41% y del 44% en el nimero
de péptidos y proteinas identificadas, respectivamente,
frente a la metodologia habitual sin fraccionamiento.
Estas proteinas identificadas a partir de sus espectros
de fragmentacién LC-MS/MS podran utilizarse para
construir una libreria de espectros peptidicos para
su utilizacion en un flujo de trabajo SWATH, como ya
hicimos anteriormente para el caso de muestras de
broncoaspirado™. El numero de proteinas identificadas
es mayor que en otros trabajos publicados en esputo
que utilizan DDA para la cuantificaciéon proteica* 2. Este
protocolo podré incorporarse a un flujo de trabajo para la
cuantificacion por SWATH DIA y, por tanto, presentara las
ventajas sobre los métodos DDA descritas anteriormente.
Por otra parte, el nUmero de proteinas identificadas es
elevado comparado con las obtenidas en estudios de
descubrimiento de biomarcadores en suero o plasma,
donde se suelen identificar y cuantificar alrededor de 300
proteinas si no se realiza fraccionamiento de proteinas o
péptidos previo al andlisis LC-MS?'. Una ventaja adicional
que el desarrollo de biomarcadores en esputo permitiria
realizar el analisis en una matriz cuya obtencién es incluso
menos invasiva que la obtencién de muestras de sangre.

La elevada eficiencia encontrada en la digestion
proteica, con un 92 % de los péptidos identificados sin
errores de corte por parte de la tripsina, confirma que el
protocolo evaluado proporciona buena reproducibilidad
y precision, lo que disminuye la variabilidad inherente a la
técnica en estudios cuantitativos de biomarcadores que
incluyan un alto nimero de muestras.

El andlisis de rutas moleculares informa sobre la
funcién bioldgica de las proteinas identificadas y aporta
conocimiento sobre las rutas moleculares involucradas
e informacién cuantitativa a partir del protocolo
desarrollado. En lafigura1 se muestra la cobertura de rutas
moleculares a partir de las proteinas identificadas con el
protocolo evaluado en el presente trabajo. Se observa que
losgrandes grupos derutas (sistemainmune, transduccion
desefales, reparacién de ADN, metabolismo de ARN, ciclo
celular, muerte celular programada, metabolismo, etc.)
estan representados en las proteinas del proteoma de
esputo estudiado, Unicamente el grupo de pathways de
la replicacion del ADN no tiene representacion. Por tanto,
nuestra metodologia de andlisis de esputo permitird
obtener informacién sobre practicamente la totalidad de
los mecanismos moleculares descritos en humanos.

De la misma forma, el analisis en la herramienta
bioinformética Gene Ontology nos permite clasificar las
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proteinas identificadas seguin localizacion celular, funcion
moleculary proceso biolégico. Comose observaen lafigura
2, con el protocolo propuesto se obtendra informacién
cuantitativa de los grandes grupos de componentes
de ontologia génica, incrementando la posibilidad de
obtener biomarcadores proteicos candidatos en otras
patologias del aparato respiratorio.

LIMITACIONES

En un sentido estricto el presente estudio no presenta
per se limitacién alguna. El protocolo propuesto, basado
en fraccionamiento en fase gaseosa, y el protocolo de
andlisis tradicional — DDA - se realizaron en las mismas
muestras. Por tanto, no existe variabilidad atribuible a la
recogida o al procesamiento del esputo.

CONCLUSIONES

En conclusién, lametodologia optimizadaidentificaun
numero elevado de péptidos y proteinas en el proteoma
del esputo, representando a practicamente la totalidad
de mecanismos moleculares descritos en humanos. El
protocolo propuesto permitira su utilizacion en estudios
protedmicos cuantitativos de abundancia o expresién
diferencial en muestras de esputo para el descubrimiento
de nuevos biomarcadores en enfermedades del aparato
respiratorio.
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Figura 1. Cobertura de los mecanismos moleculares en funcidn de las proteinas identificadas segun el método de fraccionamiento

en fase gaseosa.
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*Las lineas amarillas indican el nimero de mecanismos con representacion en los diferentes grupos. Cada nodo es un grupo de mecanismo molecular relacionado
con el nombre del nodo. Se observa representacion de todos los grandes grupos de mecanismos molecular excepto el de replicacion de ADN.

Figura 2. Componentes de ontologia génica identificados a partir de las proteinas siguiendo el método de fraccionamiento en fase

gaseosa.
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