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Sobre elefants voladors i altres prodigis: comentaris entorn
del Premi Nobel de Quimica 2002
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Amb el Premi Nobel del 2002, I'Académia Sueca de Ciéncies ha posat en relleu diverses aportacions metodologiques que han
fet avancar decisivament la quimica de proteines en les darreres dues décades. Aixi, métodes d'ionitzacié suau, com I'elec-
troesprai o el MALDI, han produit un veritable canvi de paradigma en I'espectrometria de masses; de molécules petites, ha
passat a ocupar-se de proteines d'elevat pes molecular. D'altra banda, diverses innovacions técniques en RMN bidimensional
han permés aplicar, amb notable éxit, aquesta espectroscopia per a desxifrar I'arquitectura tridimensional de proteines en so-
lucio.

By way of the 2002 Nobel Prize in Chemistry, the Swedish Royal Academy has highlighted several methodologies that have
contributed decisively to the advance of protein chemistry in the last two decades. Thus, soft ionisation techniques such as
electrospray or MALDI have led to a true paradigm shift in mass spectrometry, which from small analytes has moved to pro-
tein molecules of high molecular mass. On the other hand, several technical innovations in bidimensional NMR have brought
about a very successful application of this spectroscopy to decode the three-dimensional architecture of proteins in solution.

| Premi Nobel de Quimica del 2002 ha estat
atorgat a tres cientifics que han impulsat
avencos tecnoldgics amb importants aplica-
cionsen el camp de les biomolécules, molt
particularment les proteines. El text oficial
de I'Acadeémia Sueca de Ciencies diu que el
premi s'ha concedit «pel desenvolupament
de métodes per a la identificacio i I'analisi estructural de ma-
cromolécules biologiques». Més especificament, la meitat del
premi (cinc milions de corones sueques) ha correspost al pro-
fessor Kurt Wiithrich, «per haver desenvolupat I'espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear que permet |la determinacio de
I'estructura tridimensional de macromolécules bioldgiques en
solucio, i I'altra meitat se I'han repartit el professor John B.
Fenn i Koichi Tanaka «per haver desenvolupat métodes d'ionit-
zacio suau per desorcio, que permeten I'analisi de macromole-
cules bioldgiques per espectrometria de masses». En aquesta
recensid, posarem I'accent en I'impacte que les metodologies
guardonades tenen en el camp especific de la quimica de pro-
teines, que han estat no tan sols el primer i principal camp de
prova d'aquestes metodologies, sind que son reconegudes com
les biomolécules que, de manera més fascinant, combinen di-
versitat estructural amb rellevancia funcional. Per altra banda,
I'especialitzacid de 'autor fa aconsellable que la revisio se cen-
tri principalment en la segona de les metodologies premiades,
que té un impacte més directe en la protedmica.

RMN de proteines

El Premi Nobel atorgat a Kurt Wiithrich (1938) ha estat poc
sorprenent: la importancia dels seus treballs per a I'analisi

conformacional de proteines en
solucio per RMN era ampliament
reconeguda. Wiithrich (fotografia
1) es va llicenciar en quimica, fisi-
ca i matematiques a la prestigiosa
ETH de Zuric, on des de 1980 és
catedratic de Biofisica. Des del
2001 és també professor visitant

de biologia estructural a una altra
prestigiosa institucid, I'Institut de
Recerca Scripps de La Jolla (Ca-

FotoGraFiA 1. Kurt Wiithrich.

lifornia). Amb el Nobel a Wiithrich, I'Scripps aconsegueix la
molt inusual fita de repetir dos anys sequits com a institucio
guardonada.

L'analisi estructural de les molécules de la vida, i de les pro-
teines en particular, ha estat un objectiu llargament ambicio-
nat pels quimics. Pasteur va ser un dels primers a concebre

les molécules en general i les biomolécules en particular, en
termes tridimensionals. Hom recordara els seus experiments
classics de separacié de I'acid tartaric racémic, seleccionant
(manualment!) els cristalls de formes hemiédriques diferents,
impulsat per la genial intuici6 que cadascuna reflectia una di-
feréncia en la disposicio espacial dels seus atoms compo-
nents. Amb el progrés de la quimica organica, a finals del
segle xix, el repte d'esbrinar |'estructura de les proteines va
anar fent-se cada cop més imperids. Emil Fischer va demos-
trar que les proteines estaven formades per aminoacids units
formant una cadena lineal, i va postular, de nou amb notable
intuicid, que I'ordenacio seqiiencial dels aminoacids no era in-
especifica, sind fonamental per a I'estructura de la proteina.
Va ser també el primer en proposar que la capacitat dels en-



zims per discriminar entre dos enantiomers —que Pasteur ha-
via observat en els seus experiments de fermentacié del tarta-
ric— tenia una base estructural, similar a la relacié entre una
clau i el seu pany. Dissortadament, els «panys» (enzims) van
resultar ser forca més complicats que les «claus» (molécules
organiques petites), i la determinacié detallada de les estruc-
tures moleculars de les proteines va haver d'esperar el desen-
volupament de la cristal-lografia.

Quan al 1934 John D. Bernal va enregistrar el primer diagra-
ma de difraccié de raigs X d'una proteina globular, va iniciar
un procés que, en les décades seglients, duria a resoldre les
estructures cristal-lines de la mioglobina (Max Perutz i John
Kendrew, Nobel de Quimica de 1962) i I'nemoglobina, i a par-
tir d'aci un veritable devessall d'estructures d'altres proteines.
Fins fa pocs anys, aquesta técnica de cristal-lografia de raigs X
ha estat I'iunica manera de determinacio estructural de pro-
teines. Com el seu nom indica, la cristal-lografia de raigs X re-
quereix que la proteina a estudiar es trobi en estat cristalli.
Els treballs de Wiithrich en RMN han obert cami a I'estudi de
proteines en solucid, és a dir, en condicions que s'assemblen
forca a les que la proteina adopta en el medi cel-lular.

Com és sabut, la RMN és una modalitat espectroscopica que
aprofita el fet que certs nuclis, com ara 'H, '3C, o 3'P, presen-
ten una propietat anomenada spin nuclear, que en preséncia
d'un camp magnétic els duu a orientar-se com si fossin petits
imants. L'aplicacio durant un temps curt (un pols) d'una ra-
diofreqliéncia provoca un canvi en l'orientacid i en I'energia
d'aquests spins nuclears. Es I'absorcio d'aquesta radiacio el
que hom detecta com a senyal de RMN.

El paper fonamental de la RMN en la determinacio d'estruc-
tures moleculars és ben conegut. Bona part de I'éxit de la seva
aplicabilitat, a la majoria de molecules organiques i inorga-
niques de talla petita mitjana, es deu als treballs d'un altre
quimic suis, Richard Ernst (Nobel de Quimica, 1991), que amb
la introduccio de la RMN de polsos’ va fer possible superar els
problemes de sensibilitat de les versions inicials d'aquesta
técnica.

Els notables progressos en RMN de molécules organiques, des
dels anys seixanta, setanta, no resultaren gens facils d'aplicar
a biomolecules de talla gran, com les proteines. Els centenars,
per no dir milers de protons d'aquestes donaven lloc a veri-

tables boscos de pics, I'assignacio dels quals, a cadascun dels

protons de la proteina, constituia a primera vista un trenca-
closques insoluble. A partir dels anys vuitanta, Wiithrich va
encarar aquest repte formidable desenvolupant I'anomenat
«métode d'assignacio seqliencial», que constitueix la pedra
angular de la moderna RMN de proteines.* Aquest métode,
basat en les técniques de RMN bidimensional, fa possible cor-
relacionar no tan sols els protons de cadascun dels aminoa-
cids de la proteina entre ells, sind també amb els protons dels
residus veins i, d'aquesta manera, anar progressivament assig-
nant els diversos senyals a cadascun dels protons. Un ele-
ment essencial en aquest procés és la informacié que propor-
ciona un experiment anomenat NOESY,5 basat en I'efecte
nuclear Overhauser. La intensitat dels senyals de correlacio
d'un espectre NOESY és inversament proporcional a la sisena
poténcia de la distancia entre els protons (1/r); aixo permet
no tan sols establir la connexio entre protons de residus
consecutius, sind que permet, en general, identificar protons
espacialment propers, tant si son veins en la seqliéncia, com si
no. El conjunt de distancies interprotoniques aixi derivades és
el punt de partida per a determinar I'estructura tridimensional
de la proteina, utilitzant algorismes de geometria de distan-
cies ifo protocols de dinamica molecular restringida. Una visié
molt simplista de com té lloc aquest procés la podem trobar a
la figura 1. Wiithrich va publicar la primera determinacio
estructural d'una proteina en solucié per aquests métodes el
1985. Des d'aleshores, el nombre d'estructures elucidades ha
crescut notablement, fins al punt que actualment vora un

20 % dels milers d'estructures dipositades al Protein Data
Bank s'han obtingut per técniques de RMN.

En molts sentits, la RMN ha de considerar-se complementaria
de la difraccié (també anomenada cristal-lografia) de raigs X,
I'eina més potent per a investigar I'estructura tridimensional
de proteines. Aixi, quan hom estudia una mateixa proteina per
ambdues técniques, el més habitual és que la correlacio entre
I'estructura en solucié (RMN) i |a cristal-lina (raigs X) sigui
molt bona. Per altra banda, |a cristal-lografia de raigs X per-
met determinar, a molt elevada resolucio, estructures de talla
molt gran (per exemple, complexos entre diverses proteines)
que, ara per ara, no son facilment accessibles per RMN. En
contrapartida, la RMN fa possible explorar regions no estruc-
turades o molt mobils d'una proteina, que en estat cristal-li
son de dificil resolucié. Un exemple particularment il-lustratiu
en aquest sentit és la resolucié de I'estructura de les proteines
prioniques (descobertes pel Premi Nobel de Medicina de 1997,
Stanley Prusiner) implicades en malalties com la de les vaques
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FIGURA 1. En conéixer totes les mides d'un objecte (p. ex., una casa), hom pot deduir-ne I'estructura en tres dimensions. De la mateixa manera, en mesurar un gran nombre de

distancies entre els protons d'una proteina és possible crear una imatge tridimensional de la seva estructura.

FIGURA 2. Representacid de I'estructura tridimensional de la forma normal (salu-
dable) de la proteina prionica, determinada per RMN en solucié aquosa pel grup de
Wiithrich. La cadena d'aminoacids s'estructura predominantment en forma helicoi-
dal a la zona C-terminal (residus 121-231) mentre que la regié N-terminal (residus

23-120) és desordenada i flexible.

boges. Wiithrich i els seus col-legues van provar, mitjancant la
RMN, que la proteina (figura 2) es pot considerar composada
per dues regions molt ben diferenciades, una ordenada i una
altra practicament desestructurada.

Molt recentment, el propi grup de Wiithrich ha introduit una
série d'innovacions metodologiques, com ara les técniques
TROSYS (relaxacid transversal optimitzada) o les CRINEPT?
(transferéncia de polaritzacio millorada per la correlacio
creuada), que permeten disminuir les velocitats de relaxacio
transversal dels nuclis que intervenen en I'experiment, reduint
I'eixamplament de banda dels senyals i permetent aixi de su-

perar els problemes de baixa sensibilitat que planteja I'estudi
per RMN de proteines de talla molt gran. Aquestes millores,
juntament amb la utilitzacié de mostres enriquides isotopica-
ment ('3C, '°N i/o 2H), permeten augmentar notablement el
rang de pesos moleculars de proteina abordables per RMN i
retallar distancies respecte a la difraccid de raigs X. Per
exemple, una de les fites més espectaculars recentment acon-
seguides ha estat I'analisi d'espectres de RMN en solucid del
complex de chaperonines GroEL-GroES d'Escherichia coli, de
900 kDa.®

Espectrometria de masses
de proteines: fer volar elefants

En paral-lel amb els progressos en RMN de proteines, cal si-
tuar també els avencos espectaculars que s'han produit du-
rant els darrers anys en espectrometria de masses biomolecu-
lar, il-lustrats pel guardé que Fenn i Tanaka han compartit,
novament amb les proteines com a principal area d'aplicacio.

Recordem que I'espectrometria de masses (EM) és una técnica
analitica que permet identificar una substancia en virtut de la
seva massa. Tot i que el terme engloba un ampli ventall de
dispositius instrumentals, cadascun amb aplicacions forca di-
verses, tots comparteixen un mateix fonament (figura 3):
convertir la mostra a analitzar en ions i separar-los d'acord
amb les diferents relacions massa/carrega (m/z). Totes les va-
rietats d'EM es caracteritzen també per la rapidesa d'adquisi-
cio de dades i per una elevada sensibilitat. Avui dia, I'EM s'uti-
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camp eléctric, on experimenta una acceleracié determinada per la relacié massa/carrega.

litza de forma rutinaria, en arees tan diverses com I'analisi
ambiental, la farmacologia, el control antidopatge o I'arqueo-
logia.

Les bases de I'EM es van establir fa ja més d'un segle, amb els
treballs de Joseph J. Thomson (Nobel de Fisica, 1906), Frede-
rick Soddy i Francis W. Aston (Nobel de Quimica 1921 i 1922,
respectivament). Alguns altres premis Nobel de Quimica del
segle xx han estat també directament relacionats amb I'EM,
com ara el descobriment del deuteri per Urey (1934) o el dels
fullerens per Curl, Kroto i Smalley (1996).

Fins a la darrera part del segle passat, la practica totalitat de
les aplicacions de I'EM se centraven en analits de «vol facil»,
€s a dir, molécules primordialment de tipus organic, de talla
petita o mitjana i per tant relativament facils d'ionitzar. Amb
tot, el repte de poder ionitzar i analitzar macromolecules
bioldgiques —és a dir, «fer volar els elefants», una expressio
del propi Fenn que recull el nostre titol— atreia els cientifics
des de feia temps. Als anys setanta es van aconseguir els pri-
mers éxits en la transformacio de biomolécules (péptids, prin-
cipalment) en els seus ions en fase gasosa, un fenomen ano-
menat desorcid. La revolucio que ha experimentat el camp de
I'EM, en les dues darreres decades, s'ha basat fonamental-
ment en el desenvolupament de métodes de desorcio sufi-
cientment suaus per a la ionitzacié de biomolécules labils,
com les proteines o els acids nucleics.

Tot i la relativa grandaria d'aquestes biomolécules, cal no
oblidar que es tracta d'estructures extraordinariament petites
i amb masses consegiientment minuscules. La molécula d'he-
moglobina, per exemple, pesa 10-'°g. L'EM té per objectiu «pe-
sarm molécules com aquestes, i el primer pas en aquest sentit
és el que hom anomena jonitzacid per desorcid: aconseguir
que les molécules individuals de proteina passin d'associar-se
unes amb altres (amb el dissolvent) a una fase dispersa, for-

Fonament de I'espectrometria de masses. En comunicar I'energia apropiada a una molécula hom aconsegueix ionitzar-la, la qual cosa permet separar-la en el si d'un

mant un nuvol de molécules ionitzades. Un cop aconsequit
aixo, els ions poden separar-se aprofitant |'acceleracio que la
seva relacio massa/carrega els permet assolir: els més lleu-
gers, ifo de carrega més alta, son més rapids que els més pe-

sats, ifo de carrega inferior, la qual cosa en possibilita I'analisi.

El descobriment que I'Académia sueca ha considerat mereixe-
dor de la meitat del premi Nobel del 2002 és precisament el
d'aquests métodes d'ionitzacio per desorcid, en particular
dels dos actualment més utilitzats: electroesprai i MALDI.

lonitzacio per electrosprai

John B. Fenn (fotografia 2) ha es-
tat premiat per la seva contribucio
fonamental al desenvolupament
de la ionitzacio per electrosprai.
Fenn (1917), un dels historics de
I'EM, és un cientific tan brillant
com atipic, capac de projectar la
seva curiositat en nombroses di-

reccions. Format a Yale com a qui-
John B. Fenn.

Fotografia 2.

mic, va comencar la seva carrera
professional a la industria quimica
per, uns anys després, involucrar-se en programes de recerca
aeroespacial. D'aci prové probablement el seu interés pels sis-
temes de projeccio de fluids (jets, esprais, etc.), i com a expert
en aquest camp va ser quan es produi el seu retorn al mén
académic, primer a Princeton (1959), com a catedratic de
Ciéncia Aeroespacial, i després, de retorn a Yale (1967), com a
catedratic d'Enginyeria Quimica (Fenn planteja un veritable
maldecap als qui s'ocupen de classificar els cientifics per
arees de coneixement!). Quan, després de vint anys en actiu i
set com a emerit, Yale va proposar-li una jubilacié honorable,
pero inapel-lable (decisié sens dubte molt lamentada a hores
d'aral), Fenn va refusar retirar-se i va acceptar una posicio de
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Representacio esquematica de la ionitzacio per electroesprai d'una proteina. La soluci6 de proteina injectada per un capil-lar (p. ex., un sistema de nano-HPLC) a la

cambra d'ionitzacié genera un aerosol en expandir-se bruscament. El camp eléctric existent entre el capil-lar i les parets de la cambra provoca la ionitzacio de les microgotes gene-

rades, que progressivament van perdent volum (vegeu text) i acaben donant ions amb carrega multiple, separables en un analitzador de massa segons les seves relacions m/z.

professor d'investigacié en quimica analitica a la més modes-
ta Virginia Commonwealth University, que ha rebut amb la 16-
gica satisfaccio la noticia del seu guardo.

En la ionitzacio per electroesprai, els ions es generen directa-
ment d'una solucio (aquosa o amb un cosolvent organic) que
es nebulitza en forma de gotes molt petites, les quals, en pre-
séncia d'un camp eléctric fort (3-3,5 kV, figura 4), esdevenen
carregades. La primera descripcié de I'efecte electroesprai va
fer-la Dole (1968),'° que va proposar també el model fisico-
quimic (charge residue model) que avui continua essent ac-
ceptat com a explicacio per a aquest procés encara forca
enigmatic. Segons aquest model, les gotes tendeixen a perdre
volum —a causa de I'expansio brusca que comporta el procés
de nebulitzacio i a I'us d'un gas inert que facilita, per arrosse-
gament de vapor, la dessolvatacié de I'analit—, la qual cosa fa
augmentar la densitat de carrega superficial. La repulsié mu-
tua entre carregues del mateix signe, a la superficie de-
creixent de la microgota, acaba superant les forces de tensio
superficial i provoca I'anomenada «explosio de Rayleigh», en
la qual es generen microgotes encara més petites. En ultima

instancia, les gotes acaben alliberant ions que, gracies al
camp eléctric, es poden direccionar cap a un analitzador de
massa.

El procés d'electroesprai genera un ampli ventall d'ions, la
majoria de carrega multiple, que donen lloc a patrons espec-
trals complexos, a primera vista dissuasius. Fenn va intuir em-
pero que, lluny d'ésser un problema, aquesta multiplicitat
d'ions permetia determinar la massa molecular amb gran
exactitud. En una reunio a San Francisco, el 1988," va des-
criure per primera vegada |'aplicacié de I'EM d'electroesprai
per a identificar, amb una exactitud del 0,01 %, péptids i pro-
teines de pesos moleculars fins a 40 kDa. Aixd ho aconseguia
desconvolucionant el complex patré de senyals (requadre, fi-
gura 4) que resulta de les diverses espécies multicarregades
de I'analit (part superior del requadre, figura 4) per un sistema
d'equacions simultanies. En |'exemple de la figura 4, els més
de quaranta pics de I'espectre primari (requadre) corresponen
al conjunt d'espécies ioniques del tipus [M + nH]™, on M i H
son, respectivament, la massa de la proteina i del protd, i n
pot agafar valors entre vint i seixanta, aproximadament. La



desconvolucié d'aquest espectre condueix a un pic essencial-
ment unic, de massa 47 342 Da.

Un aspecte particularment atractiu de I'EM d'electroesprai és
que els pics de I'espectre primari solen ocupar un rang de m/z
entre 1 000 i 2 000 (figura 6), assequible a analitzadors sen-
zills com ara els quadrupols (desenvolupats per Wolfgang
Paul, Premi Nobel de Fisica, 1989). Aquest fet ha tingut una
incidéncia molt positiva en |'espectacular desenvolupament
d'aquesta tecnica,'> que en poder implementar-se en plata-
formes instrumentals relativament senzilles, resulta asse-
quible a costs notablement inferiors als de la major part de la
instrumentacié d'EM.

lonitzacio induida per laser
i assistida per matriu (MALDI)

L'altra meitat de la meitat
del Nobel destinada a EM
ha estat per a Koichi Tanaka
(1959) (fotografia 3), vin-
culatalllarg de tota la seva
vida professional a Shimad-
zu Corporation, una com-
panyia japonesa d'instru-

mentacio cientificomeédica.

Fotografia 3. Koichi Tanaka.

Aixi com el Nobel a Fenn ha
estat poc sorprenent, el de
Tanaka ha suscitat una mica més d'enrenou entre la comunitat
d'experts ja que, el seu perfil és «atipic» (jove, enginyer no doc-
torat, industrial sense vincles académics) i, sobretot, pel fet que
la seva contribucio al desenvolupament de la tecnica MALDI
fos relativament primerenca, sense molta continuitat biblio-
grafica posterior, i fins a cert punt eclipsada per altres aporta-
cions que alguns han considerat més substantives. Deixant de
banda si aquesta agitacio és o no justificada, sembla que, amb
la distincié atorgada a Tanaka, I'Académia Sueca ha volgut,
com en altres ocasions, premiar per damunt de tot la idea pri-
migeénia (el que els anglosaxons anomenen seminal contribu-
tion), més que no pas els refinaments posteriors que hagin
contribuit a donar-li la gran aplicacié que avui dia té.

L'any 1987, en un simposi sinojaponeés celebrat a Osaka,' Ta-
naka va presentar I'analisi, per primera vegada, d'una proteina

intacta per EM. En dues publicacions de I'any seglient,’*'5 va
ampliar aquell resultat inicial descrivint la ionitzacio i poste-
rior analisi de proteines com el quimotripsinogen (25 717 Da),
la carboxipeptidasa A (34 472 Da) i el citocrom c (12 384 Da).
Tanaka havia aconseguit el que hom anomena avui desorcid
suau per laser (SLD, soft laser desorption) a copia de fer incidir
llum laser de baixa energia (laser de N,) sobre una mostra de
proteina impregnada en una matriu de glicerol i particules
col-loidals. Tanaka va demostrar que en aquestes condicions la
mostra es volatilitzava formant ions amb m/z corresponents a
la massa de la proteina.

Abans de Tanaka, ja hi havia hagut alguns intents infructuo-
sos de solucionar el problema de la volatilitzacio/ionitzacio de
proteines per bombardeig amb laser. Per exemple, un grup rus
havia aconseguit ionitzar aminoacids, tot i evitant-ne la de-
gradacio quimica, per irradiacio amb laser.’® L'any 1985, a la
Universitat de Miinster (RFA), Michael Karas i Franz Hillen-
kamp (més mereixedors que Tanaka del viatge a Estocolm, en
opinio d'alguns sectors, pero no pas de I'Académia Sueca) ha-
vien descrit una matriu organica capac d'absorbir la radiacio
laser i transferir-ne I'energia a analits que, de resultes, s'ionit-
zaven. Aixi, Karas i Hillenkamp'” havien aconsequit ionitzar
diverses molécules de baix pes molecular amb un laser YAG de
266 nm i matrius d'acid nicotinic, pero en aplicar aquestes
condicions a proteines de talla superior no van tenir exit.

Els resultats de Tanaka van posar de relleu la importancia
d'una combinacié adequada entre la longitud d'ona i I'energia
del laser, la capacitat d'absorcio d'energia de la matriu i
I'estructura de I'analit. Aixi, el laser de nitrogen de Tanaka te-
nia una longitud d'ona (A = 330 nm) en la qual les cadenes la-
terals d'aminoacids aromatics, com Phe, Tyr o Trp, no absor-
bien, la qual cosa resultava essencial per evitar la
fragmentacié de la proteina. Per la seva banda, la matriu de
glicerol i particules col-loidals, originalment emprada per Ta-
naka, no ha tingut practicament acceptacio, tot i que hom
continua descrivint matrius fisicoquimiques amb aplicacions
interessants. En la practica, pero, la versié que ha anat pro-
gressivament implantant-se (figura 5) és una fusié d'ambdues
aproximacions: fa servir, com Tanaka, un laser de nitrogen
amb energia lleugerament més baixa (A = 337 nm), i, com
Karas i Hillenkamp, utilitza matrius organiques basades en
composts aromatics amb Az coincident amb la del laser. En
els instruments comercials actuals, la descarrega de la font
laser s'efectua de manera pulsatil, unes vint vegades per se-
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FIGURA 5. Representaci6 esquematica de la ionitzacio per desorcio amb laser, assistida per matriu (MALDI) d'una proteina. La irradiacio amb laser d'una matriu (un cromofor

amb Amax coincident amb la del laser) on s'ha dispersat préviament la proteina, provoca la volatilitzacio/ionitzacié de la matriu, que permet la ionitzacio de I'analit proteic per de-

sorcid suau. En contrast amb I'electroesprai, la proteina ionitzada assoleix nivells de carrega baixos; a |'espectre (requadre) poden observar-se pics corresponents a espécies mono-

moleculars amb carrega +1 (m/z = 25 700) i +2 (m/z =~ 12 800), aixi com un dimer no covalent amb carrega +1 (m/z = 51 500).

gon. Els paquets d'ions generats en cada descarrega, accele-
rats aplicant un voltatge entre la placa de suport de la mostra
i I'extrem de la cambra d'ionitzacio, se separen en un tub de
vol, un dispositiu analitzador classic que mesura el temps

de vol (TOF, time of flight) dels diversos ions. Aquests temps es
poden relacionar amb els corresponents valors m/z mitjancant
una senzilla expressio: t = k (m/z)"2 on k és una constant ins-
trumental. Els equips d'espectrometria de masses MALDI-TOF,
que combinen la ionitzacio per desorcié suau amb laser i
I'analisi de massa per temps de vol, s'han convertit en una
eina imprescindible d'analisi biomolecular i han conferit un
notable impuls a la recerca en protedmica.

El paper fonamental de I'EM
en proteomica

Tot i la sensible millora en exactitud que comporta respecte
als métodes convencionals, I'EM de proteines no hauria assolit

I'actual predicament si s'hagués circumscrit a la mesura de
masses moleculars. En contrast amb I'EM de molécules orga-
niques petites, que provoca la fragmentacié quimica de I'ana-
liti I'aprofita per extreure'n informacid estructural, les téc-
niques que acabem de veure no indueixen nivells de
fragmentacio substancials, permeten tan sols accedir, almenys
en primera instancia, a la massa global de la proteina, una in-
formacio valuosa, perd totalment insuficient per a identificar-
la de forma inequivoca.

Ben poc després que Fenn, Tanaka i altres introduissin I'EM de
biomolécules que acabem de veure, va fer-se avinent la per-
cepcio que el veritable potencial d'aquestes técniques rauria
no tant en la determinaci6 de pesos moleculars, com en la
seva aplicacio a I'elucidacio d'estructures primaries de pro-
teines, és a dir, com a alternativa al mapeig peptidic classic.

Els procediments classics de determinacié d'estructura
primaria de proteines (que molts sequrament recordaran ha-
ver efectuat com a exercicis en els cursos de bioquimica) so-




lien iniciar-se amb una digestié de la proteina amb proteases
que I'escindien en posicions especifiques. Els fragments
peptidics resultants de cada digestio se separaven per cro-
matografia i se sotmetien cadascun a sequienciacio d'Edman.
El conjunt d'aquests mapes peptidics permetia, amb no poc
esforg, reconstruir I'estructura primaria i caracteritzar aixi la
proteina.

Els espectaculars avencos de |a biologia molecular en els dar-
rers anys han fet assequibles els genomes de molts orga-
nismes i, per tant, les estructures primaries de les seves pro-
teines, recopilades en bases de dades informatiques. Aquest
veritable tresor d'informacid, junt amb la sensibilitat, exacti-
tud i —sobretot— rapidesa amb qué es poden determinar les
masses de péptids per MALDI-TOF, s'han combinat sinérgica-
ment per a possibilitar la identificacié de proteines amb ele-
vada fiabilitat i estalvi de temps i d'esforc, respecte als proce-
diments convencionals. Tot aixd ha comportat un impuls
extraordinari per a la protedmica, definida (per analogia amb
la genomica) com el conjunt de técniques analitiques que
permeten identificar i quantificar el proteoma, és a dir, el per-
fil de proteines d'una cél-lula, un organisme o un teixit en
condicions especificades.

A tall d'exemple, ja que el tema excedeix forca I'ambit
d'aquesta ressenya, descriurem breument una de les técniques
protedmiques més habituals, I'analisi de perfils proteolitics
per EM MALDI-TOF, també conegut com a peptide mass fin-
gerprint (PMF). En aquesta aproximacio, una proteina d'una
determinada espécie biologica (p. ex., d'Homo sapiens) es di-

gereix amb una proteasa (molt sovint tripsina) i la barreja de
péptids resultants, sense ulterior separacid, s'analitza tot se-
guit per EM MALDI-TOF. La considerable singularitat de les se-
qliéncies proteiques (és a dir, el fet que la degeneracio d'una
seqliencia respecte a la resta del proteoma d'una mateixa es-
pécie sigui practicament nul-la) fa que el conjunt de masses
que defineixen els péptids resultants de la digestié consti-
tueixi una caracteristica intrinseca de la proteina, una mena
d'empremta digital que permet identificar-la.

Aixod s'aconsegueix per métodes bioinformatics, comparant
I'espectre experimental (el del conjunt de péptids produits en
la digestio) amb cadascun dels espectres de massa teorics que
resulten de digerir in silico el proteoma complet d'Homo sa-
piens, disponible a les bases de dades. En aquest proteoma hi
haura algunes proteines, el perfil proteolitic in silico de les
quals sera relativament coincident amb I'experimental, la qual
cosa permet ordenar, en funcié del seu encaix amb les dades
experimentals, les diverses proteines i triar-ne la més plau-
sible. Tot i el seu caracter probabilistic, el métode (figura 6) és
de considerable fiabilitat.

En altres modalitats encara més resolutives d'analisi proteo-
mica per EM, algun dels ions (de péptids) obtinguts en la di-
gestio anterior se separa de la resta d'ions —en un quadrupol—
i es redirigeix a una cambra de col-lisié on es fragmenta; s'ob-
té aixi un espectre secundari caracteristic que pot emprar-se
per a una sequienciacio de novo o per a una identificacié di-
recta del péptid (figura 7). Aquesta identificacio sol compor-
tar, per extensid, la de la proteina. Técniques com aquestes i
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FIGURA 6. Etapes principals en la identificacié d'una proteina per PMF. 1) L' electroforesi bidimensional d'un proteoma permet (per comparacié amb un gel de referéncia) iden-

tificar bandes d'expressio diferencial que se seleccionen per a I'analisi. 2) La proteina es digereix sobre la banda, retallada del gel. 3) Els péptids producte de la digestio s'analitzen

per EM MALDI-TOF. 4) El conjunt de masses obtingudes es compara informaticament amb les de la digesti6 in silico de totes les proteines del mateix proteoma. La proteina amb

perfil proteolitic més proper a I'experimental s'identifica com a estructura més probable.
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FIGURA 7.

Identificacio d'una proteina a partir del patré de fragmentaci6 d'un dels seus péptids constituents per espectrometria de masses (MS/MS).

a) El conjunt de péptids resultant de la digestio s'analitza per electroesprai (espectre primari). El quadrupol de I'instrument, actuant de filtre idnic, selecciona un dels pics (pép-
tids) d'aquest espectre primari, que per col-lisié amb un gas inert en un dispositiu adequat es fragmenta i déna un espectre secundari. Els pics d'aquest espectre, corresponents a
les diverses fragmentacions possibles del péptid seleccionat, s'envien a una base de dades que, segons la massa del péptid i el patrd de fragmentacio, permet identificar la seqiién-
cia i, per extensio, la proteina original.

b) Visi6 simplificada de la fragmentacid del péptid LIFAGKQLEDGR. Entre els diversos ions produits hi ha els de tipus b (gris) i y (negre), que corresponen a I'escissié dels enllagos

peptidics: a la fragmentacio que dona lloc als ions b, la carrega es localitza al fragment N-terminal; a la que genera els ions y, el fragment carregat és el C-terminal. Les diferén-

cies de massa entre ions d'una determinada série de fragmentacio (b, y, etc.) corresponen als residus d'aminoacid progressivament escindits i defineixen per tant la seqiiéncia.

altres de relacionades comporten un augment espectacular en
la capacitat d'analitzar proteines amb fiabilitat, sensibilitat i
rapidesa. En aquest sentit, la protedmica ha esdevingut molt
rapidament una de les eines fonamentals de |'actual recerca
biomédica.

En conjunt, els dos processos d'ionitzacio suau premiats amb
el Nobel de Quimica del 2002 i que aqui hem ressenyat succin-
tament, pot dir-se que han configurat, en la seva eficacia i
complementarietat, un veritable canvi de paradigma, que ha
permés que I'espectrometria de masses transcendis els limits
de la fisica i la quimica on fins no fa gaire es desenvolupava, i
irrompés amb forca en el camp de les biomolécules. Una situa-
cio, d'altra banda, molt similar a I'experimentada per la RMN,

gracies a les aportacions de Wuthrich i altres. En resum, dos
escenaris de progrés espectacular en arees de la quimica amb
forta projeccio sobre les ciéncies de la vida que la Fundacié
Nobel, amb el premi del 2002, ha volgut reconéixer com cal.
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