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Resum

La protedmica basada en espectrometria de masses és una técnica ana-
litica d'identificacié i quantificacio de proteines que, gracies als avencos
de les ultimes decades, es troba actualment en disposicié de resoldre
problemes complexos de la biologia molecular i de sistemes. Avui dia
s'estan posant les bases per a la consolidacié d'aquestes aplicacions i per
desenvolupar-les de manera que la protedmica tingui un impacte real en
la medicina personalitzada del futur. Els nous desenvolupaments han fet
augmentar significativament la sinergia entre la proteomica i la biologia
molecular, especialment en I'analisi de les xarxes de proteines i en dina-
miques temporals i espacials. Aquests estudis han permés aprofundir en
l'elucidacié de mecanismes d’accio i les seves disfuncions, la creacié de
models de resposta a tractaments, la identificacié de biomarcadors per a
la classificacio i estratificacio de pacients, i la concrecié de I'impacte de la
variabilitat genética sobre els fenotips observats.

Paraules clau: protedmica, espectrometria de masses, biologia, medi-
cina personalitzada.

Identificacid dels components biologics

Durant les ultimes décades la biologia molecular s’ha centrat en la
identificacid, enumeracio i quantificaci6 de les molecules que compo-
nen els organismes vius, incloent-hi el DNA, 'RNA, els metabolits i
les proteines. Aquest plantejament ha resultat extremadament efectiu
i ha permes avangar significativament en el coneixement dels prin-
cipals mecanismes de comunicacio, resposta i regulacié génica de la
celula.

En aquest context, la protedmica basada en espectrometria de
masses ha tingut un paper rellevant en la identificacié sistematica
de les proteines cellulars i de les seves modificacions i interaccions. Al
llarg dels ultims anys s’han fet diversos estudis exhaustius de proteo-
mica per identificar els components proteics de les cellules i establir la
topologia de les vies de senyalitzaci6 i de les xarxes d’interacci6 prote-
ina-proteina, tant en estats de salut com de malaltia. Aquests esforgos
han conduit a la publicaci6 recent del primer esborrany del proteoma
huma, en el qual s"han identificat més de divuit mil proteines dife-
rents i se n’han caracteritzat els patrons d’abundancia en la majoria de
teixits i organs de I'organisme (Kim et al., 2014; Wilhelm et al., 2014).

Lestratégia basada en espectrometria de masses més utilitzada per
a la identificaci6 dels components proteics que conformen els siste-
mes biologics ha estat la protedmica de cribratge. En aquesta estrategia
analitica les mescles de proteines es digereixen a péptids mitjangant
una proteasa especifica. A continuacio, els peptids se separen mitjan-
¢ant cromatografia en fase liquida, es converteixen a ions en fase ga-
sosa, i s'analitzen mitjangant un espectrometre de masses (Steen et al.,
2004). En Pespectrometre de masses, els peéptids es detecten en forma
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Summary

Mass spectrometry-based proteomics is an analytical technique for the
identification and quantification of proteins which, thanks to advances in
recent years, is now able to address complex problems in molecular biolo-
gy and systems biology. Currently, efforts are being conducted to consol-
idate these applicating and to further develop in order for proteomics to
have a real impact on the future of personalized medicine. New develop-
ments have significantly increased the synergy between proteomics and
molecular biology, especially in the analysis of protein networks and their
temporal and spatial dynamics. These studies have allowed the elucida-
tion of certain mechanisms of action and their dysfunctions, the creation
of models of response to treatment, the identification of biomarkers for
patient stratification and classification, and the assessment of the impact
of genetic variation on the observed phenotypes.
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d’ions en una primera exploracio, i els ions més abundants se selecci-
onen automaticament per fragmentar-los i detectar posteriorment els
fragments peptidics. Per poder identificar els péptids presents en una
mostra els espectres de fragmentacié obtinguts es comparen amb es-
pectres de fragmentaci6 teorica generats a partir d’una base de dades,
ila identificacio de les proteines saconsegueix assignant les seqiienci-
es peptidiques a les seves proteines corresponents (vegeu la figura 1).
Aquesta técnica té la capacitat d’identificar milers de proteines en
qualsevol tipus cellular o organisme, i per tant, proporciona una am-
plia visio sobre la complexitat i la composicié de la mostra estudiada,
aixi com una estimacié de 'abundancia relativa de les proteines iden-
tificades i de les seves modificacions. La proteomica de cribratge no
requereix cap coneixement previ sobre la composicié de la mostra i ha
estat durant molt temps el metode preferit en els estudis biologics que
requereixen una elevada cobertura del proteoma.

Una de les aplicacions més rellevants de la proteomica basada en
espectrometria de masses ha estat 'estudi de les modificacions post-
traduccionals de proteines, com ara la fosforilacid, i el seu impacte
en les xarxes de senyalitzacié cellular, en l'activitat i la localitzacié
de les proteines, i en la determinacié de les interaccions amb altres
macromolécules (Christophorou et al., 2014). Tradicionalment, I'estat
de fosforilacié de les proteines s’ha determinat mitjangant meétodes
bioquimics basats en anticossos (per exemple, transferencia Western),
pero aquestes técniques es veuen limitades a uns pocs analits per als
quals hi ha anticossos disponibles. En canvi, I'espectrometria de mas-
ses ofereix la capacitat d’identificar un gran nombre de proteines i
els llocs especifics de fosforilacio, i proporciona aixi una informacié
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4 Figura 1. Esquema general de la identificacié de components
proteics mitjancant protedmica de cribratge. a) Inicialment s'extreuen
les proteines de les mostres biologiques, i s'obté una mescla de péeptids
mitjancant la digestio de les proteines amb una proteasa especifica,
tipicament tripsina. b) La mescla peptidica se separa per cromatografia
en fase liquida, i els peptids entren a l'espectrometre de masses, en el
qual es detecten en forma d'ions en una primera exploracié (MS1) i, a
continuacid, els ions més abundants se seleccionen automaticament
per fragmentar-los i detectar-los posteriorment (MS2). ¢) Finalment,

els espectres de fragmentacio obtinguts es puntuen segons la seva
similitud amb espectres de fragmentacié teorics generats a partir d'una
base de dades, i cada espectre s'assigna a una sequiéncia peptidica
amb una determinada probabilitat. Els errors d'assignacié es controlen
a escala d’experiment mitjancant el control de falsos positius (FDR).
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més precisa, i alhora, una visié global de l'estat de fosforilacié de la
celula.

La identificacié de fosfopéptids per espectrometria de masses ha
estat tradicionalment dificil a causa de la seva naturalesa subestequio-
metrica i transitoria, aixi com de les seves propietats cromatografiques
i del seu patré de fragmentacio. Per fer front a aquestes particularitats,
s’han desenvolupat diferents tecniques per detectar peptids fosforilats
amb elevada sensibilitat, com ara a) métodes d’enriquiment de fosfo-
peptids utilitzant oxids de metall; b) estratégies de fraccionament ex-
tens de la mostra utilitzant cromatografia liquida, i c) I'establiment de
nous meétodes d’adquisicié d’espectrometria de masses desenvolupats
especificament per als peptids fosforilats. Aquests esfor¢os, juntament

amb el rapid aveng de la tecnologia en el camp de I'espectrometria de
masses, han permes la identificacié i quantificacié de milers de fosfo-
peptids en sistemes complexos. Per exemple, un estudi recent ha per-
mes la identificacié de més de vint mil llocs de fosforilaci6 en cellules
canceroses humanes utilitzant diferents estrategies ortogonals de frac-
cionament cromatografic (cromatografia d’intercanvi cationic, croma-
tografia basada en interaccions hidrofobiques i cromatografia de fase
inversa) en combinacié amb tecniques d’enriquiment de fosfopéptids
(Zhou et al., 2013).

De manera similar, hi ha estudis recents en la caracteritzacié d’in-
teraccions proteina-proteina per a la caracteritzacié de complexos pro-
teics i xarxes d’interaccid. Dos dels exemples més illustratius han estat
la utilitzaci6 de I'espectrometria de masses combinada amb tecniques
d’entrecreuament quimic per ala caracteritzacio estructural del riboso-
ma mitocondrial de mamifers (Greber et al., 2014a, b), i la identificacid
dels components i interactors implicats en la via de senyalitzacié Hippo
que controla el creixement d’organs en metazous mitjangant la regu-
laci6 de la proliferacié cellular i 'apoptosi (Hauri et al., 2013; Kwon et
al., 2013).

Assignacio funcional dels components biologics
Aquests estudis han evidenciat el potencial de I'espectrometria de mas-
ses de cribratge per identificar milers de péptids i proteines, i caracterit-
zar-ne les modificacions posttraduccionals i les interaccions molecu-
lars. Tanmateix, quan es tracta d’assignar un significat funcional a les
proteines i a les seves modificacions, o establir mecanismes d’accié que
expliquin respostes cellulars heterogenies a un determinat tractament,
la identificaci6 dels components del sistema no és suficient, i cal estu-
diar els sistemes biologics de manera dinamica i quantitativa (vegeu la
figura 2).

Amb lobjectiu de caracteritzar funcionalment les xarxes molecu-
lars, diversos estudis d’espectrometria de masses han abordat la dina-
mica tant en vies de senyalitzacié com en les interaccions proteina-pro-
teina sota diferents tipus de pertorbacions. Aquests experiments van
més enlla de la identificacié dels components biologics en condicions
basals i combinen la identificacié d’alt rendiment amb teécniques de
quantificacié per comparar canvis en les modificacions posttraducci-
onals i en les interaccions entre proteines durant els diferents estats. A
tall d’exemple, s’han utilitzat diverses técniques de protedomica quan-
titativa, com el marcatge isotopic a escala cellular o la quantificacié
lliure de marcatge, per discernir els efectes de la insulina sobre l'estat
de fosforilaci6 cellular (Monetti et al., 2011), per estudiar la progres-
sié del cancer de pell en ratolins (Zanivan et al., 2013), per estudiar la
dinamica del fosfoproteoma en resposta al dany cellular (Bensimon et
al., 2010), o per establir les diferéncies en els mecanismes de resposta
induida pel contacte entre celules (Jorgensen et al., 2009) o per factors
de creixement (Kiel et al., 2014, 2013). Aixi mateix, també s’ha estudi-
at la dinamica del proteoma i les seves fosforilacions al llarg del cicle
cellular en céllules de mamifer (Olsen et al., 2010), i recentment, s’han
utilitzat diverses soques mutants de llevat per elucidar el mecanisme
d’eliminacié de proteines mal plegades de la membrana interna nuclear
(Foresti et al., 2014).

Altres estudis han abordat la dinamica de diferents modificacions
posttraduccionals més enlla de la fosforilacid, com ara l’acetilacié i la
ubiquitinacié. De fet, el progrés en la identificacié i quantificacié mit-
jancant espectrometria de masses de les modificacions en lisines ha
permes avangar en la comprensié del complex vincle entre I'acetilacio
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de lisina i el metabolisme cellular, i ha refermat el paper actiu del meta-
bolisme en els mecanismes de regulacié de processos cellulars (Choud-
hary et al., 2014; Henriksen et al., 2012; Weinert et al., 2014).
Finalment, cal destacar que en ’ambit de les xarxes d’interaccid
proteina-proteina també s’ha explorat la dinamica de les interaccions
després d’un determinat estimul o pertorbacié. En aquest sentit, diver-
sos estudis han caracteritzat la composici6 de determinats complexos,
com per exemple el complex de la ligasa Cullin-Ring (Bennett et al.,
2010), la xarxa d’interaccié de Grb2 (Bisson et al., 2011), o els compo-
nents del sistema 14-3-3 (Collins et al., 2013), en resposta al tractament
cellular amb inhibidors o efectors de diverses vies de senyalitzacio.

Protedmica dirigida i xarxes moleculars

Lanalisi de les molécules biologiques en un context en xarxa —ja sigui
en forma de xarxa d’interactors o de vies de senyalitzacio— contrasta
amb la visio classica de considerar les molécules de manera aillada, i
aborda l'estudi dels sistemes biologics des d’una perspectiva integra-
dora amb 'objectiu de capturar les propietats emergents del sistema.
Lestudi de la biologia com a xarxa de molécules que interaccionen fisi-
cament i funcionalment entre si es coneix generalment com a biologia
de sistemes.

Aquest nou paradigma en el qual els processos biologics complexos
sestudien com a xarxes moleculars dinamiques permet fer front a la
complexitat inherent als sistemes biologics, i juntament amb els estudis
de biomarcadors i de I'efecte dels polimorfismes genétics en el fenotip
cellular, té gran rellevancia clinica en I'aveng de la medicina personalit-
zada. Més enlla de la comparacid entre un estat pertorbat i una condicié
basal, els estudis basats en la consideracié del sistema com un tot per-
meten augmentar significativament la quantitat d’informacié recupe-
rada dels conjunts de dades disponibles. D’aquesta manera, permeten
laidentificaci6 de diferéncies en la resposta cellular i milloren la predic-
ci6 de la resposta de determinats tumors als farmacs, i 'eficacia de tera-
pies de combinacions de medicaments, entre d’altres.

Per desxifrar la complexitat biologica, aquests tipus d’estudis solen
utilitzar dissenys experimentals del tipus estimul-senyal-resposta que
requereixen multiples pertorbacions i diferents punts temporals. Aixi,
aquests estudis introdueixen limitacions i reptes especifics d’analisi,
entre els quals cal destacar la necessitat a) d’identificar i quantificar un
nombre elevat d’analits en totes les condicions analitzades, i b) d’analit-
zar un elevat nombre de mostres atés I’alt nombre de condicions experi-
mentals. Per tant, aquests estudis requereixen métodes sensibles, espe-
cifics, i d’alt rendiment d’analisi que permetin quantificar les proteines,
els peptids, i en especial els peptids fosforilats (o altrament modificats)
en un gran nombre de mostres complexes diferents.

Es evident que la protedmica de cribratge ha contribuit significati-
vament al desenvolupament del paradigma de la biologia de sistemes.
Tanmateix, la protedomica de cribratge presenta algunes limitacions
quan es compara un elevat nombre de mostres, principalment per
l'existéncia d’una certa estocasticitat de mostreig durant la seleccio dels
ions peptidics per a la fragmentacié que tendeix a generar conjunts de
dades incomplets i inconsistents (Rifai et al., 2006). Aquesta limitacid
s’ha resolt utilitzant principalment 'anomenada proteomica dirigida,
en la qual un nombre reduit d’analits es quantifica en multiples mos-
tres. Aquesta nova estratégia difereix dels metodes de cribratge pel seu
rendiment analitic en termes de reproductibilitat, rang dinamic i limit
de deteccio, i ha esdevingut el métode preferit per a la quantificacié
reproduible de peptids i proteines en un gran conjunt de mostres o con-
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4 Figura 2. Exemple d'estudi d'un sistema biologic complex de
manera dinamica i quantitativa. Concretament, s'exemplifica la
identificacio i quantificacié dels llocs de fosforilacié d'una via de
senyalitzacié a diferents temps després de I'aplicacié d'un estimul
concret. En I'exemple, gris: fosforilacié que no canvia respecte a

les condicions basals; verd: augment de la fosforilacio; vermell:
disminucio de la fosforilacié. Aquests estudis permeten |'assignacié
funcional de les modificacions posttraduccionals de les proteines.
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dicions experimentals, tal com requereixen els estudis de biologia de
sistemes i de validacié de biomarcadors.

Les principals estrateégies de la proteomica dirigida es corresponen
amb els metodes de supervisio de fragments (selected reaction monito-
ring o SRM), i els metodes d adquisicié independent de dades (data in-
dependent acquisition o DIA) com ara els anomenats MSX (Egertson et
al., 2013) i SWATH (Gillet et al., 2012). En aquests métodes l'objectiu és
identificar i quantificar en les mostres d’interés un conjunt de proteines
seleccionades segons una hipotesi. Per aixo, cal especificar els peéptids
adients ja sigui abans (SRM) o després de I'adquisicié de dades —DIA.

El métode de supervisio de fragments (o SRM, vegeu la figura 3) és
una tecnica d’espectrometria de masses dirigida en la qual s’analitzen
simultaniament un conjunt de peéptids préviament seleccionats per
quantificar-los. Aquesta técnica es fa generalment en instruments de ti-
pus triple quadrupol en els quals se seleccionen ions peptidics especifics
en el primer analitzador de masses —primer quadrupol—, que es frag-
menten dins la cella de collisi6 —segon quadrupol— i, a continuacio, se
selecciona un fragment peptidic predeterminat en el tercer quadrupol i
el seu senyal és registrat pel detector al llarg del temps. Cada parell d’i6
peptidic i fragment s'anomena transicié, i per identificar i quantificar
de manera concloent un péptid en una mostra complexa es mesuren
multiples transicions de manera coordinada. Tipicament de tres a cinc
fragments per péptid i d’'un a cinc peptids per proteina constitueixen un
assaig per a la quantificacié definitiva d’una proteina en una mostra. E1
metode de supervisié de fragments és un meétode atractiu per quantifi-
car de manera consistent un conjunt de proteines en diverses condicions
experimentals. Es per aixd que s'empra en estudis de protedmica clinica
com a metode de validacié de biomarcadors i en estudis de biologia de
sistemes, ja que permet analitzar uns pocs analits en un gran volum de
mostres biologiques. Tanmateix, aquest metode requereix el coneixe-
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4 Figura 3. a) Esquema d’un espectrometre de masses de tipus

triple quadrupol operat en mode de supervisié de fragments, en

el qual se supervisen dos fragments de cadascun dels dos peptids
seleccionats —vermell i blau— de manera sequiencial. Els ions peptidics
se seleccionen en el primer analitzador de masses, mentre que els
fragments se seleccionen en |'Gltim analitzador de masses. b) Esquema
d’un assaig de proteomica dirigida per a la quantificacié de nou peptids
corresponents a nou proteines preseleccionades en el sérum d’un pacient.
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ment previ de les caracteristiques cromatografiques i de fragmentaci6
de cada peptid que es vol mesurar, incloent-hi valors com la massa de
I’ié peptidic i dels seus fragments, la intensitat de senyal relativa de cada
fragment en l'espectre i el temps de retencid de cada peptid (Lange et al.,
2008). Per aquest motiu, s’han fet esfor¢os per determinar, en diferents
tipus d’espectrometres de masses, els patrons de fragmentacié dels
peptids que representen totes les proteines conegudes d’un proteoma.
Aquests espectres de referéncia s’utilitzen per crear assajos dirigits que
després es compilen en bases de dades publiques com SRMAtlas (Kuse-
bauch et al., 2014). Actualment, s’han generat i posat a disposicié de la
comunitat cientifica espectres de referéncia per a tot el proteoma de lle-
vat (Picotti et al., 2013) i de céllules humanes (Rosenberger et al., 2014).
Els assajos de proteomica dirigida per SRM estan recolzats per un am-
pli ventall d’eines computacionals que permeten automatitzar la selec-
ci6 de peptids, el desenvolupament de Ianalisi i optimitzacio, i I'ava-
luaci6 de les dades (Chang et al., 2012, 2014; Reiter et al., 2011; Rost et
al., 2012).

El metode SRM requereix el desenvolupament d’assajos especifics

per a cada proteina d’interés i té una limitacié en el nombre de proteines
que poden ser analitzades en una unica injeccié. Malgrat que aquestes
limitacions no solen restringir els estudis de validaci6 de biomarcadors,
si que poden reduir I’abast d’estudis d’elucidacié de mecanismes cel-
lulars o de I'impacte dels polimorfismes genétics en el proteoma. Per
superar aquestes limitacions, han aparegut noves estrategies de prote-
omica dirigida d’alt rendiment que permeten adquirir, potencialment,
dades per a totes les proteines de la mostra, i posteriorment contrastar
hipotesis concretes mitjangant extraccié d’informacié per a les prote-
ines d’interés. Aquests métodes sanomenen métodes d adquisicié in-
dependent de dades (DIA) i operen a través de 'enregistrament ciclic
de finestres d’aillament peptidic que cobreixen tot el rang de masses.
Per tant, en aquesta aproximacio no és necessari tenir cap coneixement
previ dels péptids a mesurar sind que el métode registra, en una sola
injeccio, tots els fragments que deriven de qualsevol peptid present a la
mostra, i crea, doncs, un mapa complet d’ions de fragments. L'analisi de
dades consisteix a extreure la informacié quantitativa de tots els frag-
ments d’un conjunt de peptids d’interes gracies a la informacio relativa
ala intensitat de cada fragment, la concurrencia cromatografica, i altra
informacié disponible en la biblioteca espectral de referencia. El gran
atractiu d’aquestes estratégies d’adquisicio independent de dades és que
un mateix conjunt de dades pot ser interrogat illimitadament per con-
trastar diferents hipotesis. Aixi doncs, és possible reanalitzar les matei-
xes dades de manera iterativa per interrogar, per exemple, noves vies
de senyalitzacié o modificacions posttraduccionals a posteriori a partir
d’un conjunt de dades adquirides un sol cop i per sempre.

Medicina personalitzada i protedmica de la malaltia
Les noves estratégies de proteomica dirigida com ara els metodes de
supervisié de fragments, i d’adquisicié independent de dades, han in-
troduit de ple la protedmica basada en espectrometria de masses en el
camp del diagnostic clinic i la recerca aplicada, a causa de la capacitat
de poder identificar i quantificar un conjunt de proteines seleccionades
en un elevat nombre de mostres d’interes.

En moltes ocasions la comprensié de la malaltia humana es limita
a les principals caracteristiques cliniques i als mecanismes moleculars
comuns, mentre que es desconeixen els mecanismes moleculars especi-
fics que causen I’heterogeneitat en el desenvolupament individual d’'una
certa malaltia o en la resposta al tractament. Lexemple paradigmatic
d’aquesta variabilitat en el desenvolupament i la resposta entre indivi-
dus és el cancer. En aquest cas, els marcadors genetics es poden utilitzar
per determinar la predisposicié al desenvolupament de tumors, pero en
la majoria dels casos no es disposa encara d’estrategies concretes i per-
sonalitzades que millorin el pronostic del pacient. Aquestes estrategies
de medicina personalitzada es desenvolupen mitjangant 'aplicacié de
la investigaci6 basica en el tractament clinic per tal d’elucidar els meca-
nismes moleculars subjacents a respostes heterogenies, identificar nous
biomarcadors per al diagnostic, prognosi i estratificacié de pacients, i
avaluar 'impacte de la variabilitat genética individual en la funcionali-
tat del proteoma (vegeu la figura 4).

Diversos estudis han utilitzat la proteomica dirigida per determi-
nar canvis especifics en el proteoma de models animals en malalties
d’etiologia complexa com és el cas de la sindrome metabolica (Sabidé
et al., 2013; Wu et al., 2014). De manera similar, la proteomica dirigi-
da també s’ha utilitzat exhaustivament per a la identificacio i valida-
ci6 de proteines que ajudin en el diagnostic o pronostic de malalties
aixi com de proteines que permetin la classificacid i estratificacié de
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+ Figura 4. Exemples de tres de les principals aplicacions de la protedmica
en el camp de la medicina personalitzada i la malaltia. a) Les técniques
actuals de protedmica permeten elucidar els mecanismes moleculars
—retroactivacié i retroinhibicid— que expliquin respostes heterogénies
d’un mateix tipus de céHules —no-proliferacié enfront de proliferacié. b)
Creacié i validacio d'assajos de biomarcadors que facilitin I'estratificacio dels
pacients i millorin I'eleccié dels tractaments. ¢) Avaluacié de I'impacte de

la variabilitat genetica individual en la funcionalitat del proteoma. Certes
mutacions o variants géniques (per exemple, mutacié verda/rosa) poden
conduir a una alteracié en les interaccions proteina-proteina, a una alteracié
de I'abundancia de certes proteines, o a l'alteracié de les variants transcrites i
finalment traduides a proteina.
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pacients afectats per una determinada malaltia (Drabovich et al., 2013;
Niederkofler et al., 2013; Borras et al., 2016). En aquest aspecte cal des-
tacar els esfor¢os en la identificacié de marcadors proteics associats al
nivell d’agressivitat del cancer de prostata per minimitzar I'excés de
tractament en pacients amb tumors no agressius. Dos estudis recents
han utilitzat un enfocament de proteomica dirigida (SRM i SWATH)
amb P'objectiu de detectar signatures proteiques que permetin predir
la progressié futura d’un cancer de prostata en pacients i aixi millorar
Pelecci6 de tractament en cadascun dels pacients analitzats (Cima et al.,
2011; Liu et al., 2014).
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