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Prélogo: Plan de estudios de AACLifeSci

Pedro Domingues', Antonia Garcia®, Elzbieta Skrzydlewska®

! Unidad de Espectrometria de Masas, Departamento de Quimica, Universidad de Aveiro, 3810-193 Aveiro, Portugal,
CESAM (Centro de Estudos do Ambiente e do Mar)

2 Centro de Metabolémica y Bioandlisis (CEMBIO), Facultad de Farmacia, Universidad San Pablo CEU; Boadilla del
Monte, 28668 Madrid, Esparia

? Departamento de Quimica Analitica, Universidad Médica de Biatystok, 15-089 Bialystok, Polonia

I. Justificacion

Considerando el crecimiento exponencial que ha experimentado la investigacién genémica durante
la presente década, cabria esperar que se desarrollase con rapidez la investigacion de las dmicas
basadas en la espectrometria de masas. Sin embargo, a pesar de haberse producido un desarrollo
rapido de la investigacion protedmica, la implementacion de otras dmicas, como la lipidémica y
la metabolémica, no ha tenido todavia un alcance amplio. Este desarrollo diferenciado se debe a
distintos factores, como por ejemplo, el desarrollo insuficiente de las herramientas bioinformaticas,
o la falta de profesionales cualificados en este campo. Es en este contexto donde se desarrolla el
curso AACLifeSci, con el objetivo de facilitar una formacion avanzada a estudiantes de doctorado
en las areas de ciencias biomoleculares y de la salud, en técnicas cromatogréficas acopladas a la
espectrometria de masas, asi como en la lipidémica, la metabolémica y la protedémica.

A dia de hoy, se considera que la principal causa del incremento de la morbilidad y la mortalidad
en Europa es el rapido desarrollo de las enfermedades propias de la civilizacién. En este contexto,
uno de los remedios posibles apunta a un disefio cualitativo y cuantitativo de la investigacion
que permita comprender e identificar biomarcadores y descubrir nuevos métodos terapéuticos.
Las 6micas, un campo emergente en el estudio de la biologia que engloba otras disciplinas, como
la gendmica, la protedmica, la lipidomica o la metaboldémica, son una herramienta esencial que
se emplea actualmente para explicar la base bioquimica del funcionamiento de un organismo
mediante la caracterizacion y cuantificacién masiva de moléculas bioldgicas. Toda vez que los
compuestos simples no son biomarcadores efectivos, las dmicas ofrecen nuevas oportunidades de
alcanzar una comprensiéon mas pormenorizada de las enfermedades. Esta comprensién mejora la
eficacia, la monitorizacion, y conduce a una terapia personalizada.

Existe un desequilibrio en la ensefianza y el aprendizaje de las 6micas en las universidades
europeas. Las materias de las dmicas se imparten normalmente a los alumnos a través de unidades
curriculares que se pueden designar colectivamente como Quimica Analitica Avanzada (AAC,
por sus siglas en inglés), y que constituyen la base fundamental de los cursos de doctorado en el

campo de la bioquimica. Con todo, el niumero de centros y equipos docentes especializados con
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acceso a los equipos necesarios dedicados a ofrecer un enfoque integral es limitado. Ademas, existe
una carencia de docentes con titulaciones en AAC, de materiales didacticos o de un sistema que
permita el intercambio de experiencias a todos los niveles. Por tanto, solo unos pocos alumnos de
doctorado pueden obtener una formacion adecuada en AAC, anélisis instrumental o procesado de
datos, o adquirir las competencias necesarias para integrar la AAC con las necesidades de los servicios

sanitarios, los laboratorios de diagndstico de los hospitales, las empresas o el mercado laboral.

Quimica Analitica Avanzada en Ciencias de La Vida (AACLifeSci, por sus siglas en inglés) fue
un proyecto educativo y cientifico coordinado por la doctora Elzbieta Skrzydlewska, decana de
la Facultad de Farmacia con el Departamento de Medicina de Laboratorio de la Universidad
Meédica de Bialystok (MUB), financiado por el programa Erasmus+ e implementado mediante la
colaboracién de tres universidades:

o Universidad Médica de Bialystok, Polonia, Facultad de Farmacia con la Seccién de Medicina

de Laboratorio, Departamento de Quimica Analitica (Doctora Elzbieta Skrzydlewska).
o Universidad de Aveiro, Portugal, Departamento de Quimica, Unidad de Espectometria de
Masas (Doctor Pedro Domingues).

« Universidad San Pablo CEU, Espafia, Centro de Metabolomica y Bioanilisis (CEMBIO),
Facultad de Farmacia (Doctora Antonia Garcia).
Este proyecto AACLifeSci ha sido financiado con ayuda de la Comisién Europea.

La finalidad del proyecto fue adaptar los programas de estudio de las tres universidades
colaboradoras a las necesidades de las industrias vinculadas a la biologia molecular y los servicios
sanitarios en el uso de técnicas de Quimica Analitica Avanzada relacionadas con las 6micas
mediante el intercambio de experiencias a nivel europeo. El proyecto incluyo la preparaciéon
del equipo docente de las tres universidades colaboradoras para la formacién de estudiantes de
doctorado en el uso de técnicas de Quimica Analitica Avanzada en la metabolémica, la lipidomica y
la protedmica, mediante la introduccion de modificaciones en los programas de estudio y mediante
la creacion de recursos educativos, entre los que se incluye un libro complementario para el curso
y materiales electronicos para los alumnos. Las actividades del proyecto comprendian actividades
de aprendizaje, formacién y docencia basadas en la colaboracion e incluian un intercambio de
experiencias y buenas précticas, creando una red de cooperacion estable y activa, y el desarrollo
personal y social de los participantes del proyecto.

La totalidad del curso se organiza en cuatro médulos, lo que permite un aprendizaje estructurado
de los contenidos y facilita la organizacion de seminarios y clases practicas. El curso cubrir,
dentro del primer moédulo, los aspectos principales de la espectrometria de masas molecular,
incluyendo las innovaciones mds recientes en el disefio de equipos, con sus ventajas y desventajas,
asi como la comprension del andlisis de los espectros de masas para la elucidacién estructural.
También se trataran los fundamentos de las técnicas de separacion de alta eficacia acopladas a la
espectrometria de masas, en particular los mecanismos de separacion y la instrumentacion. Este

mddulo proporcionara a los alumnos la base analitica para que puedan continuar desarrollando
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su conocimiento de las disciplinas dmicas espectrometria de masas (MS). Los mddulos siguientes
cubriran los fundamentos de los estudios metaboléomicos, protedmicos y lipidomicos. Estos
modulos presentaran los enfoques analiticos, métodos de procesado y andlisis de datos y procesos
para cada una de las metodologias de las dmicas. Se describiran también algunos de los recursos
bioinformaticos que se emplean actualmente y los alumnos tendran la oportunidad de probarlos

en clases practicas.

Il. Objetivos y resultados del curso

Objetivos

El objetivo del curso es proporcionar a los estudiantes competencias tedricas y practicas en las dreas
de la quimica, la instrumentacién bioquimica y la bioinformatica aplicables a la cromatografia y
las técnicas de separacion, asi como a la espectrometria de masas, para las ciencias de la vida,
la metaboldmica, la lipidomica y la protedmica. Los estudiantes adquieren experiencia en las
distintas areas de las 6micas y también como se aplican en la vida real a la investigacion cientifica.
Se ofrece informacion tedrica introductoria sobre los objetivos y métodos de la cromatografia y la
espectrometria de masas, asi como sobre cada una de las disciplinas dmicas, y todo ello sera objeto
de un analisis pormenorizado. Se proporciona una explicacién sobre el modo en que se aplican
estos métodos en la ciencia, sus ventajas y limitaciones practicas, asi como los problemas y las
cuestiones cientificas que abordan. Los conocimientos practicos que se adquirirdn se centrardn
principalmente en el uso de bases de datos de libre acceso y herramientas de software gratuito para
el procesado y analisis de datos cuando se empleen estos enfoques.

Al finalizar este curso, los alumnos deberian ser capaces de reconocer los problemas cientificos
de la era postgendmica y saber como obtener y cdmo realizar un andlisis simple de los datos
de espectrometria de masas y dmicas. La comprension de los principios, métodos y usos de las
técnicas dmicas mas recientes contribuird de manera significativa al futuro del alumno tanto el

campo académico como industrial.

Resultados especificos del aprendizaje:

Tras terminar el curso, el alumno sera capaz de:

1. realizar una revisidn critica de los analizadores de masas y métodos de ionizacién disponibles,
conociendo sus ventajas y desventajas, en particular los analisis criticos de espectrometria de
masas en tindem.

2. reconocer modelos de fragmentacion de moléculas organicas, principalmente de metabolitos
pequeios, péptidos y lipidos.

3. discutir ampliamente los diferentes mecanismos de separaciéon acoplados a MS en

metaboldmica, proteémica y lipidémica.
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4. conocer y entender los diferentes métodos de tratamiento de muestras y sus limitaciones para
cada una de las aplicaciones 6micas.

5. identificar todas las etapas de un estudio émico y sus diferentes enfoques en la metaboldmica,
la lipidomica y la protedmica.

6. discutir el uso de software publico en el reprocesado de datos y analisis de rutas metabolicas.
adquirir competencias basicas en el uso de bases de datos, al igual que otros recursos de
acceso gratuito.

8. explicar a personas no especialistas la forma en que se puede esperar que las disciplinas
«dmicas» proporcionen informacion de valor en las diferentes areas de las Ciencias de la Vida.

lll. Formato y procedimientos

El presente curso se organiza en cuatro moédulos independientes estrechamente relacionados:

Modulo 1 - Técnicas de separacion/cromatograficas y Espectrometria de Masas para las Ciencias
de la Vida;

Modulo 2 - Metabolémica;

Modulo 3 - Lipidémica;

Modulo 4 - Protedmica.

Cada uno de estos mdédulos examina los aspectos tedricos y técnicos principales que resultan
esenciales para una comprensién avanzada de los enfoques 6micos para la resolucion de problemas
de las ciencias en la vida real. Se considera que el conocimiento y las competencias que se adquieren
durante este curso se corresponden con un nivel de conocimiento equivalente al doctorado.

El curso se organiza en talleres. Cada uno de los médulos comprendera un taller de, por lo menos,
una hora de duracién y dos horas de clases précticas tuteladas en las que los alumnos pueden
adquirir un conocimiento practico y competencias en aplicaciones que sean esenciales para cada
moddulo. Cada médulo es independiente. No obstante, el conocimiento de las materias del Modulo
1- Cromatografia/Técnicas de separacion y Espectrometria de Masas para las Ciencias de la Vida

es esencial para la comprension de los moédulos siguientes.

Organizacién del programa de doctorado de la Universidad Médica de
Biatystok y cdmo se implementara AACLifeSci

La Facultad de Farmacia con la Seccién de Medicina de Laboratorio de la Universidad de Bialystok
ofrece dos cursos distintos de doctorado: uno en el drea de ciencias médicas, dentro del campo de
la biologia médica, y otro en el 4rea de las ciencias farmacéuticas.

El programa de doctorado en Ciencias Médicas se organiza en cuatro afios. En el segundo ano
se incluye el curso de Técnicas analiticas modernas en ciencias biomédicas, que se ha ampliado
de 15 a 30 horas en base a los contenidos de AACLifeSci. Este curso se corresponde con 3 ECTS.

El presente curso pretende proporcionar a los alumnos estrategias y métodos modernos y

especializados de analisis bioquimico utilizados principalmente en loslaboratorios de investigacion.
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Tras terminar el curso, el alumno debera:

o haber adquirido un conocimiento de las técnicas de preparacion de muestras empleadas en

la metaboldmica, la lipidémica y la protedmica;

o conocer y ser capaz de describir las técnicas de separacion actuales, incluidas las técnicas

cromatograficas y de electromigracion;

« conocer la metodologia de investigacion empleada en el analisis cldsico y émico;

o demostrar un conocimiento de conceptos y usos practicos de la evaluacién bioestadistica de

los resultados de investigacion;

o ser capaz de proponer una técnica analitica para soluciéon de un problema cientifico

concreto desde el campo de las ciencias biomédicas;

o ser capaz de realizar un analisis metabolémico/lipidémico/protedémico;

o ser capaz de interpretar los resultados obtenidos a través de métodos estadisticos;

o ser capaz de aplicar y extraer conclusiones de la investigacion para la resolucion de

problemas.

El programa de doctorado en Ciencias Farmacéuticas se organiza también en cuatro afios. En

el segundo afio se incluye el curso Técnicas analiticas avanzadas en investigacion Omica, que se
imparte en 15 horas en base a los contenidos de AACLifeSci. Este curso se corresponde con 1 ECTS.

No obstante, este curso viene precedido del titulado Elementos de andlisis farmacéutico moderno,

donde se incluye el conocimiento de las técnicas cromatograficas/de separacioén y el analisis de

espectrometria de masas y objetivo. Por tanto, en el segundo curso se incluye informacién que

se refiere inicamente al andlisis 6mico. Se dedican un total de 30 horas para AACLifeSci que se

corresponden con 4 ECTS.
Espectrometria de
masas y técnicas de | Metabolémica | Lipidomica Protedmica
MUB Horas separacion
/ Ciencias Médicas / | totales Técnicas analiticas

modernas en ciencias

Técnicas analiticas avanzadas en

investigacion émica

biomédicas
Seminarios y 6h 2h 1h 1h 2h
talleres
Clases practicas 24h 10h 4h 5h 5h
Aprendizzje 57h 15h 10h 14h 18h
auténomo del alumno
Esfuerzototal ddlaluimno 87h 27h 15h 20h 25h

El presente curso pretende proporcionar a los alumnos estrategias y métodos de analisis dmico

utilizados en los laboratorios de investigacion.

Tras terminar el curso, el alumno debera:

 conocer los métodos de preparacion de muestras bioldgicas de andlisis analiticos y 6micos;

o conocer la metodologia de investigacion empleada en el anilisis cldsico y 6mico;

10



Quimica Analitica Avanzada en Ciencias de la Vida

o demostrar un conocimiento de conceptos y usos practicos de la evaluacion bioestadistica de
los resultados de investigacion;

o ser capaz de realizar un andlisis metabolémico/lipidomico/protedémico;

o ser capaz de interpretar los resultados obtenidos a través de métodos estadisticos;

o ser capaz de aplicar y extraer conclusiones de la investigacion para la resolucion de

problemas.
Espectrometria de
MUB masas y técnicas de | Metabolémica | Lipidémica Protedmica
/Ciencias Horas totales separacion
EaumaEttitasy Elementos del analisis Técnicas analiticas avanzadas en
farmacéutico moderno investigacion dmica
Seminarios y sh 5h Ih 1h 1h
talleres
Clases 22h 10h 4h 4h 4h
practicas
Aprendizaje
auténomo del 30h 14h 3h 5h 6h
alumno
Esfi 1
stuerzo tota 58h 29h 8h 10h 11h
del alumno

Organizacion del programa de doctorado de la Universidad San Pablo-CEU y
como se implementara

La Facultad de Farmacia de la Universidad San Pablo-CEU ofrece un master denominado
DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS, para alumnos de posgrado de Quimica, Farmacia y otras
Ciencias de la Salud. El méster interuniversitario nace de la colaboracién entre tres universidades:
Universidad Complutense, Universidad CEU San Pablo y Universidad de Alcald, todas ellas
ubicadas en la Comunidad Auténoma de Madrid. Estas universidades han estado colaborando en
un programa de doctorado denominado QUIMICA MEDICA, que conté con mencién de calidad
y con Mencién a la Excelencia del Ministerio. Durante el curso 2016-17 se imparti6 la cuarta
edicion de este master.

El programa mdster cubre un afio académico de 60 ECTS. En el segundo semestre se incluye la
materia optativa: TECNICAS BIOANALITICAS AVANZADAS, que comprende 3 ECTS con 30
horas de asistencia presencial dentro del campus.

El objetivo del curso es proporcionar al alumno conocimiento y competencias sobre las técnicas
modernas de bioanalisis, basadas principalmente en técnicas de separacion de alta resolucion
acopladas a la espectrometria de masas. Se ofrece ademds conocimiento sobre los métodos de
purificacién y preconcentracion. Comprende aprendizaje tedrico y practico trabajando con

muestras reales en un laboratorio moderno.
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Tras terminar el curso, el alumno debera:

o ser capaz de escoger y aplicar los métodos analiticos apropiados, considerar los

fundamentos, la instrumentacion, el alcance y las aplicaciones de los métodos utilizados

actualmente en la caracterizacién y analisis de muestras farmacéuticas y bioldgicas.

o ser capaz de escoger y aplicar el método analitico apropiado para el andlisis de ingredientes

activos y sus metabolitos en muestras bioldgicas, asi como el analisis de ingredientes activos

en concentraciones muy bajas en el producto farmacéutico final.

o identificar todas las etapas del estudio y sus diferentes enfoques en la metabolémica

st | s | PR | comangata | ot | Tty

DEFARMACOS/ il acoplamientos € em bitwaifity de muestras
Técnicas bioanaliticas avanzadas

f;i’:g‘“os ¥ 24h 11h 8h 3h 2h

Clases précticas 6h 2h 2h 2h

Aprendizaje

auténomo del 60h

alumno

Esfuerz 1

el

ECTS 3

La materia TECNICAS BIOANALITICAS AVANZADAS se impartird en funcién de los contenidos
de AACLifeSci en el segundo semestre del curso académico y cubrira los mismos 3 ECTS.

Las clases se organizaran del siguiente modo:

(1) MSy (2)
CEU Horas totales Tecnlcas~ ,de Metabolomica | Lipidémica Protedmica
separacion
6h
. LC: 2h
Seminarios y talleres 22h GC: 1h 4h 4h 4h
CE: 1h
Clases précticas 8h 2h 2h 2h 2h
Aprendizaje auténomo 60h 30h 10h 10h 10h
del alumno
Esfuerzo total del 90h 4h 16h 16h 16h
alumno
ECTS 3 1,4 0,53 0,53 0,53

12
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Organizacion del programa de doctorado en Bioquimica de la UA y como se
implementard AACLifeSci

El programa de doctorado en Bioquimica de la Universidad de Aveiro se organiza en cuatro afios.
El primer afio incluye siete unidades curriculares, cuatro de ellas opcionales. Dos de estas unidades
curriculares opcionales (cursos avanzados de Bioquimica I y cursos avanzados de Bioquimica II) se
basardn en los contenidos de AACLifeSci. Estas unidades curriculares se componen de tres médulos
opcionales, cada uno de ellos equivalente a 3 ECTS. Para completar cada una de estas unidades
curriculares, los alumnos deben completar dos de estos mddulos. Se realizard una evaluacion de cada
modulo y se obtendrd la calificacion final a partir de una media ponderada de la evaluacién obtenida

en dos médulos. Los cursos y los respectivos moédulos son:

Cursos avanzados en Bioquimica I:
El presente curso pretende proporcionar a los alumnos competencias avanzadas en estrategias
y métodos de andlisis bioquimico modernos y especializados utilizados en laboratorios de
investigacion y clinicos y en las industrias. Tras terminar el curso, el alumno debera:
o Comprender los fundamentos y las aplicaciones de las técnicas de cromatografia acoplada a
espectrometria de masas.
o Ser capaz de evaluar de manera critica los métodos utilizados en los estudios lipidémicos y
metaboldémicos.
o Ser capaz de planificar experimentos lipidémicos y metabolémicos.
o Ser capaz de analizar datos lipidémicos y metabolémicos.

Cromatografia y
Espectrometria
UA Horas totales de Masas para Lipidomica Metabolémica
las Ciencias de la
Vida

Seminarios y talleres 20h 10h 10h 10h
Clases practicas 5h 5h 5h
Aprendizaje autonomo 150h 75h 75h 75h
del alumno
Esfuerzo total 180h 90h 90h 90h
del alumno
ECTS 6 3 3 3

Cursos avanzados en Bioquimica II:

El presente curso pretende proporcionar a los alumnos competencias avanzadas en estrategias y
métodos modernos y especializados de andlisis bioquimico en el campo de las émicas, utilizados
para la protedmica, la glicdmica y la bioinformatica.
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Tras terminar el curso, el alumno debera ser capaz de:

Evaluar de manera critica qué métodos deberian emplearse para resolver problemas
concretos de la protedmica y la glicomica.

Planificar experimentos proteémicos y glicomicos.

Analizar los datos adquiridos en estudios protedmicos y glicomicos.

Saber cémo seleccionar y como usar herramientas y algoritmos adecuados en estas

aplicaciones bioquimicas.

UA Horas totales Protedmica Glicémica Bioinformatica
Lectures and workshops 20h 10h 10h 10h
Practical Lessons 5h 5h 5h
Student centred learning 150h 75h 75h 75h
Total student effort 180h 90h 90h 90h
ECTS 6 3 3 3

En lineas generales, AACLifeSci estara totalmente integrada en cuatro médulos del programa de

doctorado en Bioquimica de la Universidad de Aveiro, cada uno de ellos equivalente a 3 ECTS,
constituyendo un total de 12 ECTS.

Modulo 1- Técnicas cromatograficas/de separacién y Espectrometria de Masas para las
Ciencias de la Vida (3 ECTS)

Modulo 2- Metabolémica (3 ECTS)

Modulo 3- Lipidémica (3 ECTS)

Moédulo 4- Protedémica (3 ECTS)

IV. Lectura de recursos adicionales

Modulo 1

1.

H.J. Hibschmann. Handbook of GC-MS: Fundamentals and Applications (3rd Edition).
Somerset, NJ, USA: Wiley, 2015. ProQuest ebrary. Web. 8, 2015. . Somerset, NJ, EE. UU.:
Wiley, 2015. ProQuest ebrary. Web. 8, 2015.

L.R. Snyder, J.J. Kirkland, J.W. Dolan. Introduction to modern liquid chromatography. Wiley,
2011.

E. De Hoffmann, V. Stroobant. Mass spectrometry: principles and applications. Wiley, 2007.
D.R. Baker. Capillary electrophoresis. Wiley, 1995.
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/G7100-90001_CEMSAnalysis_
ebook.pdf
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Modulo 2

1.

A. Garcia, J. Godzien, A. Lépez-Gonzalvez, C. Barbas. Capillary electrophoresis mass
spectrometry as a tool for untargeted metabolomics. Bioanalysis, 2017, 9(1):99-130.

Modulo 3

1.

L. Feng, G.D. Prestwich (ed.) Functional Lipidomics. Taylor & Francis, Boca Raton, 2006.

2. D. Armstrong. Lipidomics: Volumes le 2: Methods and Protocols (Methods in Molecular
Biology). Humana Press, 2009, 1.

3. U. Loizides-Mangold. On the future of mass-spectrometry-based lipidomics. FEBS J., 2013,
280(12):2817-2.

4. Harkewicz, E.A. Dennis. Applications of mass spectrometry to lipids and membranes. Ann.
Rev. Biochem., 2011, 80:301-25.

Moédulo 4

1. J. Lovric. Introducing Proteomics: From concepts to sample separation, mass spectrometry
and data analysis, Wiley. ISBN: 978-0-470-03523-8.

2. R. Aebersold, M. Mann. Mass-spectrometric exploration of proteome structure and function,
Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 2015, 16(5):269-80.

3. A.M. Silva, R. Vitorino, M.R. Domingues, C.M. Spickett, P. Domingues. Post-translational

Modifications and Mass Spectrometry Detection, Free Radic. Biol. Med., 2013, 65:925-41.
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Modulo 1- Técnicas de separaciéon/Cromatografia y
Espectrometria de Masas en las Ciencias de la Vida

Wojciech Luczaj', Antonia Garcia®, Agnieszka Gegotek', Katarzyna Bielawska !,
Elzbieta Skrzydlewska'

'Departamento de Quimica Analitica, Universidad Médica de Bialystok, 15+089 Bialystok, Polonia
2Centro de Metabolomica y Bioandlisis (CEMBIO), Facultad de Farmacia, Universidad San Pablo CEU; Boadilla del
Monte, 28668 Madrid, Esparia

I. Justificacion

El primer modulo del curso AACLifeSci se refiere a los aspectos principales de la espectrometria
de masas molecular. Incluye una perspectiva general de las innovaciones mas recientes en el disefio
de equipos y sus ventajas, junto con la comprension del andlisis de los espectros de masas para
la elucidacion estructural. También se tratardn los fundamentos de las técnicas de separacién de
alta eficacia acopladas a la espectrometria de masas, en particular los mecanismos de separacion
y la instrumentacion. El objetivo de este modulo es proporcionar a los alumnos las herramientas
analiticas esenciales para aumentar su conocimiento de las dmicas vinculadas a la espectrometria

de masas.

Il. Objetivos y resultados del curso

Objetivos

El objetivo del médulo es proporcionar a los estudiantes competencias tedricas y practicas en las
areas de la quimica, la instrumentacion bioquimica y la bioinformatica aplicables a la cromatografia
y espectrometria de masas y que se aplican a las ciencias de la vida. Se facilitara una descripcion
tedrica introductoria sobre el modo en que se aplican estos métodos en la ciencia, particularmente
en relacion con la investigacion Omica, sus ventajas y limitaciones, asi como los problemas y las
cuestiones cientificas que abordan. Los conocimientos practicos que se adquirirdn se centrardn
principalmente en el uso de bases de datos de libre acceso y herramientas de software gratuito

dentro de estos enfoques.

Resultados especificos del aprendizaje:

Tras terminar el curso, el alumno debera ser capaz de:

1. describir los principios de ionizacion, separacién y deteccion de moléculas mediante
espectrometria de masas;

2. describir los principios de la espectrometria de masas en tandem, la instrumentacién y su aplicacion;
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3. identificar moléculas pequefias empleando datos de espectrometria de masas;
describir los principios de separacién, optimizacién y deteccién de compuestos a través de
métodos de cromatografia liquida, cromatografia de gases y electroforesis capilar;

5. predecir de qué manera los cambios en las condiciones experimentales pueden influir en la
separacion con estos métodos;

6. describir el principio y el disenio de los componentes principales de instrumentacion analitica
de separacion y espectrometria de masas;
escoger la técnica mds apropiada, tanto para los objetivos de separacion como de deteccidn;
seleccionar la instrumentacién apropiada para cada aplicacién «6mica», justificindolo en
funcion del rendimiento y de los requisitos que se exijan.

lll. Contenido del curso

Modulo 1 - Técnicas de separacion/Cromatografia y Espectrometria de Masas para
las Ciencias de la Vida
1. Espectrometria de masas
1.1. Introduccioén a la espectrometria de masas
1.2. Técnicas de ionizacién en espectrometria de masas biolégicas
1.3. Analizadores de masas en espectrometria de masas
1.4. Espectrometria de masas en tindem
1.5. Interpretacion de los espectros de masas
2. Técnicas cromatograficas acopladas a la espectrometria de masas
2.1. Cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS)
2.1.1. Introduccién a la LC-MS
2.1.2. Principios tedricos de la cromatografia liquida
2.1.2.1. El proceso cromatografico
2.1.2.2. Cromatografia de fase normal (NP)
2.1.2.3. Cromatografia de fase inversa (RP)
2.1.2.4. Cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC)
2.1.2.5. Cromatografia de intercambio de iones (IEC).
2.1.3. Instrumentacion en LC-MS
2.2. Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)
2.2.1. Introduccién a la GC-MS
2.2.2. Principios tedricos de la GC-MS
2.2.2.1. El proceso cromatografico
2.2.2.2. Fases de columna
2.2.2.3. GCxGC/MS
2.2.2.4. Pretratamiento y derivacién de muestras
2.2.3. Acoplamiento GC-MS
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2.3. Electroforesis capilar-espectrometria de masas (CE-MS)
2.3.1.Introduccién a la CE-MS
2.3.2. Principios tedricos de la CE-MS
2.3.2.1. Electroforesis capilar zonal
2.3.2.2. Cromatografia electrocinética micelar
2.3.2.3. Electrocromatografia capilar
2.3.2.4. Electroforesis capilar en gel
2.3.3. Instrumentacién
3. Sesiones practicas
3.1. Adquisicion de un espectro de masas ESI-MS
3.2. Adquisicién de un espectro de masas ESI-MS/MS
3.3. Interpretacion de los espectros de masas
3.4. Observacién de un andlisis por GC-MS y configuracién de la adquisicién por
monitorizacion selectiva de iones
3.5. Observacién de un analisis por HPLC-MS y configuracion de la adquisicion por
MS/MS dependiente de datos

1. Espectrometria de masas

1.1. Introduccién a la espectrometria de masas

Desde los afios sesenta, la espectrometria de masas MS se ha convertido en una herramienta
analitica estandar para el analisis de compuestos organicos, a pesar de que, en un principio, las
aplicaciones a las dreas de la biologia fueron escasas. En los quince tltimos afios los espectrémetros
de masas se han vuelto mucho mas faciles de usar, con un avance enorme en la instrumentacion,
y hoy representa una tecnologia analitica fundamental en el estudio de las proteinas, los lipidos
y los metabolitos. La funcién actual de la MS en la bioquimica y en las ciencias de la vida deriva
del desarrollo de las nuevas técnicas de ionizacion, la mejora de los analizadores, los métodos de
fragmentacion, asi como del desarrollo notable de las técnicas y los métodos de separacion. En este
curso se revisaran las caracteristicas mas importantes de la MS moderna y su acoplamiento con las
distintas técnicas de separacion.

La MS es una técnica analitica en la que interviene el estudio de iones en fase gaseosa a partir
del analito, el cual se separa de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z) y su abundancia. Los
componentes principales de un espectrémetro de masas son la fuente de ionizacidn, el analizador
de masas y el detector. El analizador y el detector se encuentran siempre en condiciones de alto
vacio que se obtienen empleando varias bombas (neumaticas y turbobombas) para no influir en el
patrén de fragmentacion de las moléculas y no incrementar el ruido de fondo.
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En pocas palabras, los flujos de trabajo de la MS consisten en la ionizacion de la muestra de analitos
en una fuente de iones, la separacién de moléculas ionizadas y sus fragmentos ionizados de
acuerdo con su relacion masa/carga (m/z) con un analizador, la deteccion de los iones, y el analisis
e interpretacion del espectro de masas obtenido. Los espectrémetros de masas en tdndem poseen
la capacidad adicional de seleccionar iones e inducir su fragmentacion para obtener informacion
estructural detallada de las especies seleccionadas (MS/MS).

1.2. Técnicas de ionizacidon en espectrometria de masas bioldgica

Existen varias fuentes de ionizacién que permiten el andlisis de compuestos organicos. La fuente
tradicional, utilizada para el analisis de pequefias moléculas volatiles, es el Impacto Electrénico o
Electro-ionizacion (EI). Esta fuente requiere que el analito sea volatil y termoestable. Actualmente
se emplea particularmente en la combinacion con la cromatografia de gases (GC). En esta fuente,
las moléculas gaseosas colisionan con electrones energéticos, lo que produce su ionizacién y una
mayor fragmentacién. El patron de fragmentacion caracteristico es muy reproducible, y se utiliza
con frecuencia con fines de identificacién a través de bases de datos espectrales. En la ionizacion
EI, como consecuencia de la retirada de un solo electron, se genera un ion molecular, cation radical
(M*), con una relacion m/z que se corresponde con la masa nominal (masa entera) del compuesto
(Figura 1.1).

sin carga
detectable
H
electrones acelerados !

” \
fragmentacion
A

ion molecular

——>

con carga detectable con carga detectable

Figura 1.1. Ionizacion con electrones (EI) y fragmentacion subsiguiente.

El principal inconveniente de la fuente de EI es que es necesario que el analito esté en estado
gaseoso antes de la ionizacion y, por tanto, se excluyen los compuestos polares, no volatiles y
térmicamente labiles a menos que se puedan derivatizar para modificar sus propiedades. Otro
problema es la ausencia del ion molecular en el espectro de algunos compuestos.

La espectrometria de masas se ha vuelto muy accesible para los compuestos no volatiles y
térmicamente inestables tras el desarrollo de nuevos sistemas de ionizacién a finales de la década
de los ochenta. En esa época se desarrollaron la ionizacion por electrospray (ESI) y la desorcion/

ionizacion laser asistida por matriz (MALDI). Ambas técnicas de ionizacion son técnicas «suaves»
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con aplicaciones universales en el andlisis de moléculas bioldgicas no volatiles, térmicamente
inestables e, incluso, de masa elevada. A dia de hoy, ambos, ESI y MALDI, son las técnicas de
ionizacién con un uso mads extendido para los analisis LC-MS de moléculas bioldgicas como
péptidos, proteinas o lipidos. Son técnicas de ionizacion suaves, puesto que principalmente
producen iones con muy poca fragmentacién. Las dos son fuentes de desorcion, pudiendo
funcionar con fases liquidas o sélidas, y, normalmente, no requieren de derivatizaciéon quimica
como los andlisis por GC-MS.

El primero en utilizar la técnica de ionizacién por electrospray fue John Fenn en 1984. En el
electrospray, un liquido que contiene el analito fluye a través de un capilar metalico al que se le
aplica un alto voltaje para producir iones, tabajando a presiéon atmosférica. Se forma un spray
de gotitas cargadas y, a continuacion, se someten a desolvatacion, normalmente a través de una
corriente de N,. Las gotas se vuelven mds pequefias produciéndose un fenémeno denominado
«fisiéon de Coulomb» cuando la tensién superficial del liquido se ve superada por la repulsion entre
cargas de la superficie de las gotitas. Cuando las gotitas son lo suficientemente pequenas se generan
iones de analito en estado gaseoso, normalmente a través de un proceso de evaporizacion iénica
(Figura 1.2).

/® OI:I

_,_, \?, @\/,x #
® »

Figura 1.2. El mecanismo de ionizacién por electrospray (ESI).

En la ESI, la ionizacion se produce directamente a partir de una disolucion, por lo que moléculas
térmicamente labiles se pueden ionizar sin degradacién. La respuesta del analito depende de
la concentracién, por lo que es posible trabajar en LC con flujos bajos (entre 5y 100 uL min™), o
incluso en un flujo de sub-microlitro en fuentes de nano electrospray, y utilizando una columna muy
estrecha. Los disolventes tipicos son el agua, el metanol y el acetonitrilo.

Porlo general se utilizan disolventes con tensién y viscosidad superficiales bajas y de alta conductividad.
Es posible afiadir modificadores para promover la ionizacion del analito en la disolucion. Para un
modo de ionizacién positivo se suele utilizar un 0,1% de dcido férmico o acético, y en modo negativo
formiato o acetato de amonio, toda vez que el agua pura o los disolventes organicos no polares
resultan menos efectivos.

El MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization -ionizaciéon por desorcion laser
asistida por matriz-) fue desarrollada por Karas y Hillenkamp, y por Tanaka, en 1988. Se trata de
un método de ionizacién suave que se emplea principalmente con biomoléculas como proteinas,
péptidos, oligonucledtidos, polisacaridos y polimeros sintéticos. En este método, la ionizacién se
obtiene mezclando la disolucién de la muestra con un exceso molar grande de un material matriz.

Seguidamente se evapora el disolvente y se irradian cristales de la matriz muestra con un rayo laser de

20
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pulso corto. La matriz puede absorber una alta cantidad de energia de la radiacion laser y transferirla
a las moléculas de la muestra que son desorbidos quedando como iones intactos en fase gaseosa. El
mecanismo de ionizacion conlleva la desorcion e ionizacion del analito mediante una reaccion de

transferencia de protones con moléculas de la matriz (Figura 1.3).

.. ‘ / Rayo laser lon del analito
0 o® .3
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Figura 1.3. El mecanismo de la técnica de desorcién/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI).

Las matrices que habitualmente se utilizan para el MALDI son compuestos organicos pequefos
como el acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), el nicotinico, el sinapinico o el 3,5-dimetoxi-
4-hidroxicindmico. La seleccién de la matriz depende de las propiedades del analito y el laser,
que normalmente se trata de un laser de nitrégeno (337 nm). Se debe hacer hincapié en la
importancia del tipo de matriz. Por ejemplo, el DHB es apto para mezclas de lipidos analizadas en
modo positivo y negativo, en tanto que la p-nitroanilina permite una deteccién mas sensible de
fosfatidiletanolaminas en modo de ionizacién negativo.

Los métodos de ionizacion MALDI y ESI ofrecen ventajas comunes, entre las que destaca
principalmente la alta sensibilidad, por lo que normalmente tan solo se necesitan unos pocos
picomoles del analito por andlisis. Por otro lado, debido a la sencillez de su funcionamiento, estas
técnicas se utilizan ampliamente para obtener un examen rapido de una muestra. Cuando se utiliza
el MALDI existe un importante inconveniente, y es que, normalmente, los compuestos de la matriz
estan ionizados, lo que genera una sefal de fondo alta, dificultando el andlisis de la region baja de
m/z (por debajo de 800 Da).

La ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI) es otra técnica de ionizacién suave que se
puede utilizar para la ionizacion de analitos no volatiles neutros. El APCI es un método de ionizacion
vinculado a la ESI, donde el flujo de liquido se dispersa en pequefias gotitas, tal y como se explicd
antes. En el caso del APCI, interviene en este proceso un calefactor y un potencial alto mediante un
electrodo de descarga corona que ioniza el gas nebulizador formando un plasma. A continuacion, las
moléculas de la muestra se ionizan dentro del plasma mediante procesos de transferencia de protones
a través del eluyente. En general, el APCI se adapta mejor a los compuestos lipofilicos y se puede
combinar satisfactoriamente con la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) utilizando
columnas analiticas cuando el ESI no ofrezca una ionizacién adecuada. En la Tabla 1.1 figuran las

caracteristicas principales y se comparan distintas técnicas de ionizacién.
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Tabla 1.1. Caracterizacion de las distintas técnicas de ionizacion.

Técnica de Analitos Rango de | Introduccion de Ventaias Inconvenientes
fonizacién habituales masas la muestra )
Analitos no polares | Método duro,
Compuestos . .
. no hay supresién necesita muestras
relativamente GC . .. . .
. de iones, facil volatiles, necesita
EI pequefios, <1 kDa o . s o
I L o acoplamiento con estabilidad térmica,
no polares, volétiles liquido/sélido ) , .
GC, librerias de compuestos de bajo
y termoestables
espectros peso molecular
Compuestos
Péptidos, termolabiles,
roteinas, compuestos de alto .
P p pues’os Analitos ionizables,
azucares, LC PM, sensibilidad, .
ESI L. <200 kDa . ., L ., sensible a sales,
nucleétidos de o disolucion f4cil interaccion L .
X supresion de iones
compuestos con LC, método de
polares ionizacion suave
iones multicargados
Compuestos
Péptidos, o . .
puc termoldbiles, Amplia variedad de
proteinas, .
azticares Muestra compuestos de alto | matrices,
MALDI o <500 kDa mezclada con | PM, sensibilidad, dificultades en el
nucleotidos de . . o .
una matriz sélida | menos sensible a analisis cuantitativo,
compuestos , . .
sales, método de supresion de iones
polares L
ionizacién suave
Permite velocidades
de flujo mayores, Necesita solubilidad
facil interaccion con | en disolventes
Compuestos LC LC, olares,
APCI p <1kDa e S
neutros o disoluciéon | compuestos sensible a sales,
termoestables supresion de iones
método de
ionizacion suave

1.3. Analizadores de masas en espectrometria de masas

Un espectro de masas consiste en un haz de muchos iones representado en valores de m/z,

producido tras la ionizacién del analito. Para obtener un espectro de masas es necesario separar

los iones de las diferentes relaciones m/z y, a continuacién, medir las intensidades relativas de

cada ion. En la MS, los analizadores de masas son los componentes que separan los iones en

funcién de su relacién masa/carga (m/z). Existen diversos analizadores de masas que varfan en

resolucion, exactitud de masa, rango dindmico y capacidad de realizar experimentos de MS en

tandem. Estos conceptos se pueden definir como:

Resolucion: El término resolucién se emplea en numerosas areas de interés analitico y, con mayor

frecuencia, se refiere a la capacidad de diferenciar entre sefiales estrechamente relacionadas.
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Estas sefiales, en MS, se consideran relaciones m/z de iones y las ecuaciones para una resolucién
Ry un poder de resolucion RP se describen a continuacion:

R=Am/m
RP=m/(m-m),

donde m, es el ion mas ligero y (m,-m,), es la diferencia entre dos iones consecutivos.

Otra expresion es RP = m/Dm, donde m es la relacion m/z medida y Dm (en Da) normalmente
se mide utilizando la anchura del pico a un porcentaje especifico de la altura del pico, normalmente
el ancho total a la mitad del maximo de altura (FWHM, por sus siglas en inglés).

Exactitud: Es la proximidad de la masa experimental (masa precisa) al valor verdadero (masa

exacta). En espectrometria de masas se determina en ppm a través de la siguiente ecuacion:
Error = (masa exacta medida— masa monoisotopica teorica) x 10° masa monoisotopica exacta

Un instrumento que puede medir masas diferenciando solo masas enteras, muestra una exactitud
de masas nominales o exactitud de masa unidad. Una mayor resolucién estd correlacionada
con una mayor exactitud de masa, y esto incrementa las capacidades de identificacion de un
instrumento de MS

Rango dinamico lineal: definido como el rango sobre el que la sefial de iones es directamente
proporcional a la concentracion de analitos. El rango lineal es crucial para obtener mediciones
precisas, especialmente en el andlisis de cuantificacion.

Existen muchos dispositivos distintos de separacion de masas que se emplean en MS, conocidos
como analizadores, y cada uno de ellos presenta sus ventajas e inconvenientes. Los analizadores
que con mayor frecuencia se aplican al analisis bioldgico son los cuadrupolos (Q), trampas de
iones (IT), analizadores de tiempo de vuelo (TOF) y, mas recientemente, los orbitraps.

El cuadrupolo tal y como sugiere su nombre, se compone de cuatro barras paralelas, como se
observa en la Figura 1.4. Se aplica potencial de corriente continua (DC) y radiofrecuencia (RF) a
los pares de barras opuestos del cuadrupolo. Si se escogen valores de DC y RF especificos, los iones
con una relacion m/z particular tendran trayectorias estables y pasaran a través del analizador al
detector, en tanto que no se transmitird ninguno de los demas iones. Estas condiciones son la base
para el modo de monitorizacién de iones seleccionado (SIM, por sus siglas en inglés), que es el
modo de mas habitual de trabajo con analizador de cuadrupolo para el analisis cuantitativo, ya
que se consigue una enorme mejora en la relacion senal/ruido. Por otra parte, se puede considerar
el cuadrupolo un instrumento de escaneo cuando se utiliza en modo escaneo completo. En este
modo, a través del escaneo de la DC y la RF en distintas relaciones, se transmiten todos los iones,
una relacion m/z de cada vez, al detector. Como resultado del modo de escaneo completo, se
pueden obtener los espectros completos de las masas de resolucion unidad.
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Detector de iones
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Figura 1.4. Esquema de un analizador de masas de cuadrupolo (Q).

El analizador de masas de trampa de iones (IT, por sus siglas en inglés), tal y como sugiere su
nombre, atrapa los iones mediante campos cuadrupolares. Hay dos tipos de estos analizadores:
Trampas de iones de 2D y 3D, que atrapan iones en dos o tres dimensiones, respectivamente. La
trampa de iones de 3D, llamada también trampa de iones de cuadrupolo, se compone de cuatro
electrodos: dos electrodos de anillo y dos electrodos elipsoides con el extremo encapsulado (tal
y como se observa en la Figura 1.5). Todos los iones introducidos en la trampa de iones quedan
atrapados a través de campos eléctricos cuadrupolares tridimensionales oscilantes. Sin embargo,
cuando se aplica un voltaje especifico al electrodo de anillo, los iones con un valor m/z especifico
se transmitirdn al detector. Al alterar el valor de tensidn, se transmiten diferentes iones al
detector. En la trampa de iones de 2D, conocida también como trampa de iones lineal, los iones
quedan atrapados a través de un campo de radiofrecuencia bidimensional, que proporciona
un cuadrupolo de cuatro barras. Dentro de la trampa de iones de 2D, se aplican potenciales de
bloqueo a los electrodos en la entrada y al final del cuadrupolo, para confinar los iones. Ambos
analizadores de trampa de iones son instrumentos de baja resolucién. La trampa de iones de
2D, sin embargo, posee mayores capacidades de almacenamiento de iones y de velocidad de
escaneado. En las dos tecnologias, el gas helio estd presente para controlar la trayectoria de los

iones dentro de la trampa y llevar a cabo experimentos de MS".

9

Y @/

Q ‘ Detector

Fuente de
ionizacién
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Figura 1.5. Esquema del analizador de masas de trampa de iones (IT).

El analizador de tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas en inglés) (Figura 1.6) se basa en el hecho
de que cuando se aceleren con un alto voltaje todos los iones producidos en la fuente de un
espectrémetro de masas, dichos iones poseerdn la misma energia cinética por unidad de carga
(E,). En consecuencia, la velocidad de cada ion estara vinculada a la relacién m/z (E, =1/2(m/z)
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v?). Asi, el tiempo necesario para que los iones se desplacen a través del tubo de vuelo (tubo
en condiciones de muy alto vacio) del espectrometro de masas estara también vinculado a la
relacion m/z del ion. Transcurrido ese tiempo, en el que todos los iones lleguen al detector, se

obtiene un espectro de masas completo.
Voltaje de

aceleracién, V

> m, >

my m;
O ——— ‘ —— —_—— —— ||> Detector de iones

Unidad de Separacién de iones
ionizacién

Figura 1.6. El mecanismo de separacion de iones en el analizador de masas de tiempo de vuelo (TOF)..

Una de las ventajas mas importantes del instrumento TOE, si se compara con los instrumentos de
cuadrupolo y de trampa de iones, es que se pueden determinar con mayor resolucion y exactitud
de las relaciones m/z de los iones. Se pueden obtener mayores resoluciones si se incrementa
la longitud del tubo de vuelo, de manera que los iones necesiten més tiempo para desplazarse
desde la fuente al detector. Otra solucién es utilizar espejos de iones en los instrumentos TOE,
los denominados reflectrones, que reflejan el haz de iones. El reflectron incrementa también la
resolucién al disminuir la dispersion de la energia cinética. Por otra parte, los instrumentos TOF
son instrumentos de escaneo rapido, limitados por el tiempo que tarde el ion mas pesado en llegar
al detector. La otra ventaja del analizador TOF es que el TOF lineal no tiene ninguna limitacién en
el rango de masas, por lo que resulta el mas util para el analisis de proteinas intactas.

Mas recientemente se ha desarrollado un nuevo analizador: el Orbitrap, que consiste en un
electrodo con forma de barril. Los iones quedan atrapados radialmente en torno a un electrodo
central, y la transformada rapida de Fourier calcula los valores de m/z a partir de las frecuencias de
oscilacion de los iones atrapados. Este detector se caracteriza por su alta resolucion, hasta 500.000
FWHM, alta exactitud (<1ppm con calibracion interna) y sensibilidad. Resumiendo, en la Tabla

1.2 se expone una comparativa de los distintos analizadores de MS y sus principales caracteristicas.
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Tabla 1.2. Caracterizacién de los distintos analizadores de MS.

Analizador Q IT TOF Orbitrap
Vel.o?l(.i?d de 2-10 2-10 10-100 1-18
adquisicion (Hz)
Exactl(tll)ll()in(i)e masa baja baja 1-10°* ppm 1-5 ppm
Rango de masas(m/z) <3000 <6000 ??00,'000 <6000
ilimitado
Resolucion® unidad unidad <50.000* <500.000°
Bajo coste, . .
s L . Escaneo réapido, Alta exactitud de
facil interaccion Bajo coste, .
L. . ., alto rango de masas, cambio
. con varias técnicas | facil interaccion L.
Ventajas L NP masas, répido de
de ionizacion con varias técnicas . .
L., alta exactitud de polaridad
mayor rango de ionizacién, MS" masas
dindmico
Baja resolucion,
baja exactitud de
masa, Baja resolucion, Velocidad de
bajo rango de baja exactitud escaneo menor
masas de masa, bajo Alto coste, que QTOE,
Inconvenientes B > rango dindmico ’
baja velocidad de | rango de masas, menor que Q alto coste,
escaneo, baja velocidad de q rango dindmico
MS/MS requiere escaneo menor que Q
multiples
analizadores

a)En configuracion hibrida/ con reflectrones; b) resolucion de trabajo (FWHM)

1.4. Espectrometria de masas en tandem

La espectrometria de masas en tdndem (MS/MS) es una técnica para descomponer iones seleccionados
(iones precursores) en fragmentos (iones del producto), aportando informacién valiosa sobre la estructura
quimica del ion precursor. La MS/MS se puede llevar a cabo con un espectrometro de masas en tandem,
que consiste en dos analizadores de masas separados mediante una celda de colision que contiene un
gas de colision, donde normalmente se produce una disociacién por colision inducida (CID, por sus
siglas en inglés). Los experimentos de MS en tindem se pueden emplear para enfoques cuantitativos
orientados, en los que normalmente no se requiere una alta resolucion ni exactitud de masa, o con fines
de identificacion en los que normalmente se requiere una alta resolucion y exactitud de masa.

El triple cuadrupolo (QqQ) probablemente sea el instrumento de MS/MS mas empleado en enfoques
orientados al andlisis cuantitativo. Este dispositivo, tal y como sugiere su nombre, comprende tres
cuadrupolos en serie (Figura 1.7). El segundo cuadrupolo (Q2) no se utiliza como unidad de separacion
de masas, sino como célula de colision (q), donde normalmente se produce una disociacion por colision
inducida (CID). Asi, en el médulo Q2, los iones transmitidos a través del primer cuadrupolo (Q1) se

fragmentan, y los iones producto generados se transmiten a continuacién al tercer cuadrupolo (Q3).

N
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Figura 1.7. La espectrometria de masas en tdndem basada en el funcionamiento de un triple cuadrupolo.

Ademas de los triples cuadrupolos, otros instrumentos hibridos de MS/MS frecuentemente
utilizados, que utilizan diferentes analizadores, son los instrumentos de cuadrupolo tiempo de
vuelo (QqTOF) y QqOrbitrap. Otros instrumentos que se utilizan para la espectrometria de
masas en tdindem son los instrumentos de trampas de iones, en los que se producen las tres etapas
de analisis dentro del mismo analizador (la trampa de iones). Ademads, se pueden utilizar otros
métodos de fragmentacion como el de Disociacién por Captura de Electrones (ETD) o el de
Disociacién por colision de alta energia (HCD), cada uno de ellos con sus propias aplicaciones
especificas.

Sepuedenllevaracabo cuatro experimentos principales diferentes de MS/MS con espectrémetros
de masas en tdndem, aunque tres de ellos solo se pueden realizar utilizando instrumentos de triple
cuadrupolo.

Escaneo de iones producto: el primer médulo del espectrometro de masas en tdndem (Q1) se
utiliza para aislar el ion de interés (ion precursor). Seguidamente, el ion seleccionado se fragmenta
en una celda de colisién (q) mediante colisiéon con un gas ultrapuro. El tercer espectrometro de
masas (Q3) produce un espectro de masas mediante el escaneo de los iones producto generados a
partir del ion precursor dentro de la célula de colision. Este experimento se puede llevar a cabo en
todos los tipos de espectrometros de masas en tindem.

Escaneo de ion precursor: el tercer modulo del espectrometro de masas (Q3) solo permite la
transmision de un ion (fragmento) producto seleccionado, con un valor m/z conocido, mientras
que el primer moédulo (Q1) escanea sobre el rango de masas de interés, lo que permite que se
transmitan y fragmenten secuencialmente todos los iones precursores dentro de la célula de
colisién (q). La sefal procedente del detector se registra si los iones transmitidos por Q1 originan
el producto monitorizado en Q3. Este experimento solo se puede llevar a cabo en instrumentos de
triple cuadrupolo.

Modo de escaneo de pérdida neutra: En este modo, los espectrémetros de masas Q1 y Q3
escanean de manera vinculada de una forma en que la diferencia de m/z en Q1 y de m/z en Q3 se
corresponde con la masa de un fragmento neutro que se haya perdido en la fragmentacion dentro
de la célula de colisién (q). Los iones producto generados como consecuencia de la pérdida de
cualquier otra masa no se transmiten por Q3. Este experimento solo se puede llevar a cabo en
instrumentos de triple cuadrupolo.
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Monitorizacién de reaccion seleccionada (SRM) y monitorizacién de reaccién multiple (MRM): Las
dos son experimentos habituales de MS/MS empleados en enfoques analiticos cuantitativos. El
modo SRM monitoriza la fragmentacién de un ion precursor seleccionado hasta un ion producto
seleccionado. Esto se lleva a cabo configurando cada uno de los moédulos del espectrometro de
masas en tdndem para transmitir un solo ion, es decir, el ion precursor, a través de Q1 y el ion
producto a través de Q3. El modo MRM es la monitorizacion de la reaccion seleccionada aplicada
a multiples iones producto a partir de uno o mas iones precursores. En este enfoque se monitorizan
varios pares «producto-precursor». La combinacion de la separacion por cromatografia de
liquidos con la identificacion de SRM/MRM se puede utilizar para incrementar la especificidad
de la medicién, eliminando transiciones «producto-precursor» que interfieran. Un inconveniente
importante de este enfoque es que no resulta adecuado para un analisis global, puesto que no se
podrian proporcionar los pares especificos de iones de transicion. Con respecto a la deteccion de
MS, la MRM es preferible a la SIM, toda vez que el modo MRM ofrece una mayor sensibilidad,
mayor selectividad y reproducibilidad, y, asi, a dia de hoy, es el tipo mds popular de configuracién

experimental con equipos de triple cuadrupolo.

1.5. Interpretacion de los espectros de masas

En esta seccion se describen los principios fundamentales de la interpretacion de los espectros de
masas considerando las técnicas de ionizacion descritas en la seccion 1.2. Los espectros de masas
producidos por los métodos de ionizacién ESI, MALDI y APCI pueden originar tanto iones

positivos como negativos.

El modo deionizacién ESI puede producir multiples iones cargados. El nimero de carga depende de
la estructura del compuesto, en concreto, del numero de posibilidades de ganar o perder protones,
en modos de ionizacion positiva y negativa, respectivamente. Esta propiedad resulta especialmente
util para la interpretacion de los espectros de masas de compuestos de alto peso molecular, como
las proteinas intactas (Figura 1.8), mientras que los compuestos de bajo peso molecular cuentan
normalmente con menos sitios potenciales para la protonacion o desprotonacion y, por tanto, sus

espectros muestran menos iones cargados multiples.
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Figura 1.8. Espectro de masas de tiorredoxina de ESI (12 kDa) como ejemplo de un espectro de masas de ESI tipico con

multiples iones cargados [Quadrupole-Orbitrap, Thermo Fisher, Q Exactive Plus].

En el caso de compuestos de bajo peso molecular, con tan solo un grupo polar, sus espectros de ESI
muestran predominantemente iones moleculares, normalmente [M+H]* o [M—-H]", por tanto, es
facil de determinar el peso molecular de las especies individuales. Debido a que algunos analitos
ionizan mejor en modo positivo que en negativo, mientras que en otros es al contrario, algunas
veces vale la pena analizar las muestras utilizando los dos modos de ionizacién. Por otra parte,
debe cosiderarse la presencia de aductos del analito con especies como Na*, K*, NH,* en modo
positivo, y aniones procedentes de la fase mévil como el formiato o acetato en modo de ionizacion

negativa.
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Figura 1.9. Espectro de masas de anandamida de ESI ionizado en modo positivo; la seial a 348,3 m/z se corresponde con el ion
molecular cargado positivamente [M+H]* de anandamida [IonTrap, Bruker Daltonics, Esquire 6000].

Por ultimo, se analizardn algunos aspectos ttiles en la interpretacion de los espectros. En los
espectros de masas se pueden observar varios tipos de iones distintos a los iones moleculares.
A estos iones se les llama «iones fragmento» y su abundancia depende de varias variables, como
el método de ionizacion, los métodos de fragmentacién, la presencia en la molécula de grupos
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lébiles, etc. Los métodos de ionizacién suave producen normalmente muy poca, o incluso ninguna,
fragmentacién. En estos casos, los iones precursores normalmente se fragmentan en una célula de
colisién cuando se trabaja en modo de espectrometria de masas en tdndem. Por otra parte, la
ionizacién con electrones (EI) produce una fragmentacion extensa y reproducible. Normalmente,
el patrén de fragmentacion de moléculas de la misma familia (por ejemplo, péptidos, lipidos,
etc.) es similar y su conocimiento resulta esencial para identificar estas clases. Esto se abordara
mas adelante. Por ejemplo, cuando se utiliza la EI como fuente de ionizacion, los compuestos que
contienen cadenas de hidrocarburos dan origen a una serie de iones con una diferencia de masas
entre ellas de 14 Da, lo que equivale a (-CH,-). La pérdida de agua se observa por una pérdida
de 18 Da que es normal en compuestos que contienen grupos hidroxilos. Existen muchos otros
patrones de fragmentacion habituales como estos que el cientifico de espectrometria de masas
emplea para identificar compuestos.

2. Técnicas de separacion acopladas a la espectrometria
de masas

2.1. Cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS)

Tradicionalmente, en la cromatografia de liquidos, los compuestos se identificaban por su tiempo
de retencién (t,) en un cromatograma. Sin embargo, en el caso de muestras con compuestos
caracterizados por un t, similar, o de varias muestras complejas, la separacién cromatografica
no permite su identificacién. Por ello normalmente se necesita mds informacion, empleando una
técnica adicional de elucidacion estructural. Por este motivo, la aplicacion de técnicas acopladas,
como la LC-MS, es deseable toda vez que la MS ofrece uno de los métodos de deteccion mas
sensibles de los que dispone en la actualidad, al mismo tiempo que permite la identificaciéon
simultanea de los compuestos. Una de las mayores ventajas de la LC-MS es el alto numero de
especies detectables y el menor efecto matriz al atenuarse la supresion de iones mediante la fase
de separacion. La MS proporciona informacion sobre el peso molecular y la estructura de los
compuestos, a partir de picogramos o, incluso, femtogramos de material. Ademds de esto, garantiza
la mas alta selectividad al permitir la monitorizacién de iones o de iones fragmento caracteristicos
procedentes del compuesto a analizar. Por tanto, la LC-MS es una técnica analitica ideal tanto para

el andlisis cualitativo como cuantitativo.
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2.1.1. Introduccién a la LC-MS

La separacion cromatografica de compuestos de una mezcla, en combinacion con la capacidad de
identificacién del espectrémetro de masas, ofrece ciertas ventajas. La LC-MS permite diferenciar
numerosos compuestos con t, similar pero con diferente #/z o patrén de fragmentacion. La
especificidad tnica y la alta selectividad de la LC-MS posibilitan la cuantificacién, algo que no es
posible con tan solo la cromatografia. Las técnicas de ionizacién suave (seccion 1.2), que son las
técnicasdeionizacion mésextensamenteutilizadasen LC-MS, permiten estudiarunaampliavariedad
de compuestos, desde firmacos y metabolitos de bajo peso molecular (por debajo de 1.000 Da) a
biopolimeros de alto peso molecular (mas de 100.000 Da). A través de la espectrometria de masas
se puede obtener el peso molecular del analito a determinar, junto con la informacién estructural
que podria generarse, ayudando a la identificacion. Asimismo, gracias a su alta selectividad
y sensibilidad, la espectrometria de masas posibilita una cuantificacién muy exacta y precisa.

Sin embargo, a pesar de las muchas ventajas que ofrecen los analisis LC-MS, existen
algunos problemas que se deben tener en cuenta. Por ejemplo, diferentes especies poseen
diferente capacidad de ionizarse, de lo que se derivan disimilitudes en sensibilidad, aunque
se encuentren en concentraciones similares. Ademds, los andlisis por LC-MS pueden
resultar complicados por el fenémeno conocido como «supresién de iones» (descrito
pormenorizadamente en la seccién 1.2), que conlleva la reduccion de la sefial de un
analito particular debido a sustancias que coeluyen, lo que afecta al proceso de ionizacion.

Un sistema cromatografico tipico contiene cuatro componentes principales: inyector de muestras,
fase movil, fase estacionaria y detector. Si se consideran las diferentes técnicas cromatograficas, la
importancia de estos cuatro componentes puede ser distinta. Por lo general, en la cromatografia
liquida, la funcion del inyector es la introduccion de los analitos en el sistema mediante la fase
movil que fluye. A dia de hoy, la vélvula de seis puertos con el inyector de bucle es la més utilizada.
Las fases movil y estacionaria, como partes mds importantes de un sistema cromatografico, son
responsables del proceso de separacion. En la cromatografia liquida de alta eficacia/rendimiento
(HPLC), la fase movil es un disolvente o sistema de disolventes que se suministra con una
velocidad de flujo constante bajo alta presiéon (normalmente un maximo de 400 bares), mientras
que la fase estacionaria esta empaquetada en una columna cromatogréfica de una manera que
permite aguantar esta alta presion

2.1.2. Principios tedricos de la cromatografia liquida

La cromatografia es una técnica de separacién instrumental que tiene por objeto la separacion
de los componentes de una mezcla, lo que permite su identificacién y cuantificacion. La
identificacién normalmente se basa en las caracteristicas de retencién cromatografica. La

definiciéon que da de la cromatografia la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
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(IUPAC, por sus siglas en inglés) es la siguiente: «La cromatografia es un método fisico de
separacion, en el que los componentes a separar se distribuyen en dos fases, una estacionaria
(fase estacionaria) y otra que se mueve (fase mévil) en una direccién definida». La fase mévil
se describe como «un fluido que penetra a través o a lo largo del lecho estacionario, en una
direccion determinada». Puede ser un liquido, un gas o un fluido supercritico, mientras que la
fase estacionaria puede ser un sélido, un gel o un liquido. «Si es un liquido, puede estar adherido
sobre un solido y este solido puede o no contribuir al proceso de separacion».

En una separacion cromatografica, las moléculas del analito se distribuyen entre la fase maévil
y la fase estacionaria en la medida en que depende principalmente de su estructura quimica. La
velocidad de los componentes de la muestra en la columna es una funcion de la distribucién de
estos componentes en dos fases que permanecen en equilibrio. Los componentes con una mayor
afinidad con la fase estacionaria se mueven mas lentamente que los componentes que poseen
una mayor afinidad para la fase mévil. En consecuencia, la separacion es el resultado de distintas
velocidades de migracion provocadas por distintos valores del coeficiente de particion (K). La

ecuacion de Nernst puede expresar el coeficiente de particion:
K, =C/C,

donde C, y C,, representan la concentracion de las sustancias en las fases estacionaria y moévil,
respectivamente. Una afinidad mayor para el material de la fase estacionaria resultard en un
valor mayor de K, cuanto mayor sea el valor del tiempo de retencion (t,).

El «tiempo de retencién» (t,) es el tiempo que le lleva a un analito eluir de una columna
cromatografica con una fase movil y llegar al detector. Debido a que la longitud de la columna y
la velocidad de flujo de una fase movil afectan al £, se ha introducido otro parametro, el «factor
de retencion» (k). Este factor relaciona el tiempo de retencion de un analito con el tiempo que le
lleva a un compuesto no retenido, que no interactta con la fase estacionaria y eluye de la columna
en el tiempo especifico (¢,). En ocasiones, el t, se denomina el tiempo muerto de la columna. A la
diferencia entre t, y t, se le suele llamar el tiempo de retencién corregido o ajustado. Por tanto,
el factor de retencion se define mediante la siguiente ecuacién:

k= (t, - t )/,

Los compuestos de una mezcla se separan cuando interactan de manera diferenciada con la
fase mdvil y estacionaria. Asi, el tiempo que necesitan las sustancias para atravesar la distancia
desde el punto de inyeccion de la muestra hasta el detector varia. Hay dos extremos de dicha
interaccion. Si todos los analitos poseen una afinidad total para la fase movil y no interactdan
con la fase estacionaria, no se separardn y llegardn muy rdpido y al mismo tiempo al detector
(tiempo de la fase movil o tiempo muerto). Si todos los analitos interactiian fuertemente con

la fase estacionaria y no interactuan con la fase mévil, quedaran retenidos en la columna y
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no llegardn al detector. En consecuencia, el conocimiento de las propiedades quimicas de los
compuestos analizados es crucial si se va a considerar un proceso de separacion cromatografica.
Si se conocen las propiedades, al cambiar las condiciones cromatograficas, por ejemplo, las
propiedades de las fases estacionaria y movil, es posible conseguir la separacion deseada. El
éxito de la separacién de compuestos presentes en una mezcla se relaciona con una serie de

pardmetros mostrados en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3. Los parametros principales de la separacion cromatografica.

Parametro Simbolo Definicion
. . Tiempo que le lleva a un analito eluir de una columna
Tiempo de retencion t .
R cromatografica y llegar al detector
Tiempo muerto ; Tiempo que le lleva a un compuesto no retenido que no
de la columna ® interactue con la fase estacionaria.
Tiempo de (t _t La diferencia entre el tiempo de retencion y el tiempo muerto
retencion corregido et de la columna
., La relacidn entre el tiempo de retencién reducido y el tiempo
Factor de retencion k P Y P
muerto de la columna
Selectividad - iy
La relacion entre los factores de retencién de dos compuestos
(factor de a
- separados
separacion)
Resolucion R La capacidad de separar dos picos cromatogréficos
El niimero de pequenas capas, a lo largo de la columna
Numero de platos N cromatografica, en las que se produce un equilibrio de
distribucion del analito entre la fase estacionaria y la movil

Conviene senalar que para obtener una resolucion suficiente en un tiempo razonable del anilisis,
los valores k deben situarse en un rango de entre 1 y 10. La eficiencia de la separacién de dos
compuestos (A y B) se define mediante el «factor de separacion» (a), que representa la relacion
entre sus factores de retencion k, y k, (el coeficiente de distribucién para la primera elucién de los

dos componentes):
a=ksk,

La separaciéon de dos compuestos cuando o>1, donde cuanto mayor es el valor de a, mayor serd la
separacion. Esta posibilidad se describe a través de otro parametro llamado «resolucion» (R), que se

obtiene mediante la ecuacion:
R= (t,t,)/0.5(w,+w,)

donde w, y w, representan las anchuras en la base de los picos correspondientes a dos compuestos
Ay B, dos picos inmediatamente adyacentes.
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El cromatograma es la grifica de la respuesta del detector frente al tiempo de elucion, y la
descripcidn grafica de los parametros antes mencionados se representa en la Figura 1.10.

Con respecto a la columna cromatografica, su rendimiento es un parametro importante que afecta
a la separacion cromatografica. El rendimiento de la columna, conocido también como eficacia, estd
relacionado con el nimero de platos tedricos (N). El numero de platos tedricos es una medida de
las bondades de la columna. Este parametro se refiere al nimero de pequenas capas, a lo largo de
la columna cromatografica, en las que se produce un equilibrio de distribucion de la muestra entre
la fase estacionaria y la mévil. El numero de platos depende de la longitud de la columna (L), al
contrario que el segundo parametro, la «altura del plato» (H), definido como la eficacia de la columna
en la longitud del plato tedrico. La regla general de la cromatografia es que cuanto menor sea la altura
del plato mayor sera la resolucion. Del mismo modo, también es un criterio deseable un numero alto

de platos. La relacion entre Ny H se describe a continuacion:

H=L/N

Detector response

Time

Figura 1.10. Cromatograma que muestra un tiempo de retencion muerto ¢, tiempos de retencion ¢, y t,, de compuestos

Ay B, yw, anchura del pico.

2.1.2.1. El proceso cromatografico en HPLC

Diversos mecanismos de retencion tienen lugar en la HPLC. Sin embargo, las interacciones
particulares se basan en las polaridades relativas de compuestos separados. Las propiedades de
la fase movil resultan esenciales para la separacién cromatografica. Si la fase mévil proporciona
una separacién insuficiente de analitos polares se retendran durante mds tiempo en la columna
los analitos no polares, y viceversa. No obstante, no siempre es posible conseguir una separacion
adecuada mediante una fase movil que contenga un solo disolvente. Generalmente, cuando se da

esta situacidn, se utiliza una mezcla de disolventes. Una separacion obtenida con una fase mévil de
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composicion constante se define como «elucion isocritica», mientras que, cuando se altera durante
el anilisis la composicion de la fase movil, se define como «elucion en gradiente». En la elucion en
gradiente, se va aumentando a lo largo del andlisis la proporcién de un disolvente que se sabe que
es mas eficaz para eluir los compuestos mas retenidos.

Si bien existen muchas condiciones cromatogréficas diferentes, no siempre es posible obtener
una separacion suficiente de todos los componentes de una mezcla. En consecuencia, dependiendo
del tipo de analito y de la polaridad de las fases estacionaria y movil, se utilizaran modos diferentes
de cromatografia liquida (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Comparativa de los distintos modos de cromatografia liquida.

Tipo de compuestos

Modo LC Fase Movil Fase estacionaria
separados

disolventes organicos:
NP diclorometano, acetato de silice, amino, ciano, diol
etilo

compuestos organicos no
solubles en agua

agua/disolvente organico neutros, acidos débiles,

RP . .. C18, C8, C4, ciano, amino P
con o sin aditivos bases débiles
acetonitrilo con agua -
HILIC [THro con agua, silice polar pura compuestos polares
aditivos idnicos
. , anidn o cation, resina de i6nicos, idnicos
IEC soluciones tampén acuosas . . . g
intercambio inorganicos

2.1.2.2. Cromatografia de fase normal (NP)

La separacion cromatografica en fase normal se deriva de interacciones polares de compuestos
separados con la fase estacionaria de una columna. El término «normal» se refiere al sistema en el
que la fase estacionaria es polar, mientras que la fase movil es no polar. En este modo, se retienen
mas los componentes polares y, al incrementar la polaridad de la fase movil, puede disminuir la
retencion. Cuanto mds polar sea la fase modvil, mas rapido eluirdn los analitos de la columna.La
silice no modificada, con sus grupos silanol libres como grupos funcionales, es la fase estacionaria
mas habitual utilizada en cromatografia liquida NP. La fase mévil en NP se basa normalmente en
hidrocarburos, diclorometano, acetato de etilo u otro disolvente inmiscible con agua. Desde el punto
de vista de la particula, el principal motivo para utilizar cromatografia NP es incrementar la retencién
de componentes polares y eluir compuestos hidrofobicos. Hay que mencionar que la cromatografia

NP también resulta util en la separacion de isémeros geométricos y posicionales.
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2.1.2.3. Cromatografia de fase inversa (RP)

La cromatografia de fase inversa (RP) es la HPLC mas habitual. En este modo, la separacion se
basa en las interacciones de analitos con una fase estacionaria no polar o de baja polaridad y
una fase movil liquida polar. En la RP, la fase movil es mas polar que la fase estacionaria. Asi, los
compuestos mds polares son eluidos primero y antes que los menos polares. Por otra parte, en la
RP, la separacién cromatografica se basa en diferencias en la hidrofobicidad de los componentes
de la mezcla.

Existen muchas fases estacionarias no polares utilizadas en la HPLC de fase inversa. La fase
estacionaria de las columnas de RP que mds se utilizan normalmente contiene hidrocarburos de
cadena larga enlazados covalentemente a la superficie de la silice. La fase estacionaria de RP mas
popular y universal es la C18 u ODS, que contiene grupos octadecilsilanos. El sistema disolvente
habitual en RP comprende dos componentes principales, agua o una disoluciéon tampoén, y
disolventes organicos, entre los cuales, los mds utilizados son el metanol o el acetonitrilo. La
cromatografia RP es una técnica muy completa, apta para la separacion de compuestos no polares
y de baja polaridad incluso durante un tnico analisis.

Tanto la NP-LC como la RP-LC se han utilizado con distintas finalidades en analisis de muestras
biolégicas. Por ejemplo, una columna de NP se podria aplicar para separar clases individuales de
lipidos basadas en los grupos de cabeza polar, mientras que la separacion de especies de lipidos
en la columna de RP se basa en sus distintas hidrofobicidades (cadenas de acilos grasos). Por otra
parte, la cromatografia RP en gradiente también resulta util para la determinacién de perfiles de

metabolitos en los estudios metabolémicos.

2.1.2.4.Cromatografia de interaccién hidrofilica (HILIC)

La cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC) es otro modo de elucién para los compuestos
polares como la cromatografia NP. Utiliza fases estacionarias hidrofilicas, con una fase movil
consistente en un sistema disolvente tipico para RP, el mas utilizado el acetonitrilo, con una
pequenia cantidad de agua. Con frecuencia se ailaden a la fase movil sales como el acetato o el
formiato de amonio para incrementar la polaridad y la fuerza idnica. Normalmente las columnas
de HILIC contienen superficies polares de silice o se pueden derivatizar a fases ligadas tipo amino
o amida.

El mecanismo de separacion del modo HILIC es complejo y se basa en un sistema de extracciéon
liquido/liquido con una formacién de capa de agua sobre la superficie de la fase estacionaria polar
y la fase movil orgdnica. Asimismo, otros mecanismos ademds de la interaccion hidrofilica con la
capa rica en agua y la fase movil son las interacciones electrostaticas y las interacciones polares
con la fase estacionaria. Por tanto, en HILIC, los compuestos polares interactian con la fase
estacionaria, mientras que los menos polares se distribuyen mds en la fase moévil. Al intervenir fases

moviles altamente orgdnicas en la separacion de la HILIC, la técnica se puede adaptar ficilmente

W
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a la MS. Ademas, el uso de disolventes organicos aumenta la sensibilidad de la MS debido a una
disminucién de la supresion ionica.

2.1.2.5. Cromatografia de intercambio iénico (IEC)

La cromatografia de intercambio idnico (IEC) conlleva la separaciéon de compuestos idnicos e
ionizables. Emplea materiales de empaque que contienen grupos funcionales iénicos, normalmente
con cargas opuestas a los analitos. En la IEC se utiliza una fase estacionaria anionica para la
separacion de cationes o moléculas cargadas positivamente, mientras que para las moléculas o
aniones con carga negativa se recurre a la fase estacionaria cationica. En este modo cromatografico,
la fase movil es altamente polar, basada con mas frecuencia en agua, con algiin tampon o sales. El
principal factor responsable de la elucién de compuestos de la columna de IEC es el aumento de la
fortaleza ionica de la fase mévil.

La IEC resulta util para las separaciones biomoleculares tanto grandes como pequeias, tales
como aminodcidos, acidos carboxilicos o aminos. Conviene sefialar que, debido a un fenémeno
de supresion i6nica, resulta relativamente dificil acoplar directamente la IEC, que utiliza una fase
mdvil con alta fuerza idnica, a un espectrémetro de masas.

2.1.3. Instrumentacion para LC-MS

En la Figura 1.11 se muestra un diagrama de bloques de un sistema de LC donde se representan
sus componentes principales.

a) Bomba
La principal funcién de una bomba es proporcionar un flujo estable que varia en funcién de la
interfaz que se utilice en la LC-MS y de los parametros de la columna cromatografica. Por ejemplo,
en el caso de la fuente de ESI, cuando se utilice un didmetro de columna de 2,1 mm, se optard
normalmente por una velocidad de flujo de entre 0,2 y 0,4 mL/min, mientras que se preferira la
velocidad de flujo de 1 mL/min para la APCI con una columna convencional de 4,6 mm.

Por otra parte, cuando se combine la LC con la MS, la bomba no debera generar ningtn pulso,
sino proporcionar una velocidad de flujo constante de la fase mévil. La pulsacién del flujo dificulta
la interpretacion de los resultados obtenidos. En consecuencia, para prevenir la formacion de

burbujas en la fase movil, se incluye un desgasificador en cada sistema LC-MS.
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B

Figura 1.11. Diagrama de bloques de un sistema de LC (1 - depésito con la fase movil, 2 - bomba, 3 - inyector, 4 - co-

lumna cromatografica, 5 - detector, 6 — ordenador).

b) Inyector

En la LC se utiliza casi exclusivamente un solo tipo de inyector, conocido como el «inyector de
bucle» (o inyector de valvula de seis puertos). En este inyector, se introduce la muestra con una
microjeringa en una fase mévil que llenaba un bucle de un volumen nominal. Cuando el bucle
esté lleno, se bombea la fase movil a través de la valvula a la columna para mantener la columna
en equilibrio con la fase mévil. En el momento de la inyeccién, la fase moévil fluye a través del
bucle, descargando sus contenidos en la columna. Los problemas importantes que presentan los
inyectores son que deben permitir inyecciones con una alta reproducibilidad y exactitud, evitando

la presencia de burbujas de aire y pulsos.

¢) Columnas

El formato de una columna de HPLC se refiere a la longitud de la columna, el diametro de la
columna y el tamafio de particula de la fase estacionaria. Las columnas habituales de HPLC,
capaces de aguantar presiones de 400 bares, tienen un diametro de 4,6 mm, su longitud varia entre
100 y 250 mm, y el tamafio de particula oscila normalmente entre los 3 y los 5 pm. Sin embargo,
el desarrollo de bombas de cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UPLC), capaces
de bombear la fase movil a una presion de 1200 bares, permite utilizar un tamano de particula
reducido en columnas cromatograficas que mejoran la resolucion cromatografica. Por otra parte,
la disminucion de la velocidad de flujo de la fase movil, a consecuencia de la disminucion del
tamafio de particula y didmetro de la columna, confiere una mayor sensibilidad y menores limites
de deteccion ofrecidos por los sistemas de nano-LC, que necesitan cantidades traza de muestra
para el analisis. Estan disponibles distintos tipos de columnas de HPLC, en relacion a los distintos
formatos, tal y como figura en la Tabla 1.5.
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Tabla 1.5. Formatos de columnas de HPLC y su nomenclatura.

Descripcion Dimensién (i.d.) Velocidad de flujo éptima
Columna calibre nano 0,075 mm 0,3 pL/min
. 0,5 mm 10 pL/min
Columna capilar 1 mm 50 uL/min
Columna de calibre micro 2,1 mm 250 pL/min
Columna de call})re estrecho 3 mm 500 pL/min
(pequeno)
Columna de calibre normal 4,6 mm 1250 pL/min
Para saber mas:
G. Rozing. Trends in HPLC column formats - microbore, nanobore and smaller. LC GC EUROPE, 2003
16.6A:14-19.

S.R. Wilson, T. Vehus, H.S. Berg, E. Lundanes. Nano-LC in proteomics: recent advances and approaches.
Bioanalysis, 2015, 7(14):1799-1815.

N. Gray, M.R. Lewis, R.S. Plumb, 1.D. Wilson, J.K. Nicholson. High-throughput microbore UPLC-MS metabolic
phenotyping of urine for large-scale epidemiology studies. J. Proteome Res., 2015, 14(6):2714-2721.

d) Detectores

Los detectores utilizados en LC se caracterizan por distintos parametros, incluida la selectividad, el
limite de deteccién y la sensibilidad. La selectividad define la capacidad de un detector de determinar
un analito de interés sin interferencias derivadas de la matriz, los disolventes u otras sustancias
presentes en el sistema. El término sensibilidad se emplea con frecuencia en lugar del término limite
de deteccion, a pesar de que este tltimo se refiere a la concentracién mas baja de un analito que
se puede diferenciar de manera fiable del ruido de fondo. Sin embargo, el término sensibilidad se
refiere a la respuesta del detector que esté relacionada con la concentracion de un analito que llegue
al detector. Estos parametros son fundamentales a la hora de considerar el rendimiento general de
un método analitico. Con todo, hay que tener en cuenta que la sensibilidad mas alta no proporciona
el limite mds bajo de deteccion/determinacion porque las interferencias presentes en la muestra
pueden transmitir también sefales fuertes.

Se pueden utilizar numerosos detectores conjuntamente con la LC, incluidos los detectores UV, de
fluorescencia, electroquimicos, de conductividad, de indice de refraccion y de MS. Cada uno de ellos
posee sus propias ventajas e inconvenientes, aunque los detectores de LC mas utilizados son el UV y el de
MS, utilizdndose con frecuencia un detector UV como detector de apoyo. Cuando se utiliza un detector
UV, si se conoce la longitud de onda de maxima absorcion del analito (A ), se puede monitorizar, y

‘max

el detector puede ser selectivo para ese analito. Lamentablemente, el detector UV no posee una alta
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selectividad porque muchas moléculas orgénicas absorben radiacion UV a la misma longitud de onda.
En ese sentido, no cabe duda de que la MS es una técnica mucho mds fiable para obtener informacién
analitica, especialmente en mezclas complejas. La deteccion de MS tan solo precisa de cantidades en
picogramos de muestra para proporcionar informacion precisa sobre el peso molecular y la estructura
del compuesto. Los espectrometros de masas son detectores ideales tanto para los enfoques analiticos
cualitativos como cuantitativos, por lo que, a dia de hoy, se considera el detector de preferencia para su

acoplamiento a la LC.

2.2. Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

2.2.1. Introduccion a la GC-MS

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (GC-MS) es una combinacién
de dos técnicas instrumentales avanzadas para el andlisis de compuestos organicos. La GC-MS es
la técnica mds efectiva para el andlisis de compuestos organicos volatiles de matrices complejas
en una amplia variedad de concentraciones. Resulta especialmente ventajosa en la determinacion
de compuestos de bajo peso molecular, polaridad media o baja, termoestables con puntos de
ebullicién por debajo de 350-400 °C, con diferentes concentraciones que oscilan entre ppb y ppm.
El desarrollo de nuevas tecnologias en las columnas empleadas ha sido importante en el analisis
de compuestos de alta temperatura de ebullicién (hasta 500 °C). Las posibilidades analiticas
de la GC-MS dependen, principalmente, del rendimiento del espectrémetro de masas. Con la
disminucion en los limites de deteccion y el aumento en el nimero de compuestos estudiados, el
analisis de los datos puede resultar complicado. Por ello se hacen necesarios nuevos desarrollos. La
técnica GC-MS se caracteriza por su alta selectividad y sensibilidad. Es una técnica esencial para
la monitorizacién de una amplia variedad de aplicaciones, desde el anélisis medioambiental a la
bioquimica. Los enfoques metabolomicos basados en GC-MS son ampliamente utilizados para
comprender los procesos que provocan el desarrollo de enfermedades, como canceres o dolencias
cardiovasculares.

2.2.2. Principios tedricos de la GC-MS

2.2.2.1. El proceso cromatografico

En el sistema cromatografico de gases (GC), la muestra a analizar podria ser un gas, un liquido
o moléculas adsorbidas en una superficie después de la microextraccion en fase sélida (SPME).
El principio de separacion en la GC depende de la transferencia de una sustancia (como vapor)
empleando un gas portador (fase movil) a través de una columna capilar, que normalmente estard
recubierta internamente con una pelicula polimérica fina. Durante la transferencia a la GC, los

compuestos de la muestra se volatilizan mediante una rapida exposicién a una zona previamente
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calentada a una temperatura relativamente alta (200-300 °C) y se mezclan con una corriente de gas
portador puro (Ar, He, N, o H).
Enla Figura 1.12 se muestra un diagrama de un sistema GC, donde se representan sus componentes

principales, a saber, el gas portador, el puerto de inyeccion, el horno, la columna y el detector.

Heated
Transfer Line .
Sampling
Gas
Chromuiogruph < Carrier Gas Flow
.
= o
o 00
Capillary
Detector Column

He Gas
(99.9995%)

Figura 1.12. Diagrama del sistema GC (modificado a partir de de.leco-europe.com).

El helio es el gas portador mas habitual en GC-MS y es compatible con el detector. Existen tres
modos principales de inyeccion: split, especial para columnas capilares; splitless, la mejor para
niveles traza de analitos de alta temperatura de ebullicién en disolventes muy volatiles y por
ultimo, inyeccion en columna, para compuestos térmicamente inestables.

Los componentes de la muestra separada en la columna van llegando sucesivamente al detector,
generando las sefales eléctricas, que son proporcionales a la cantidad del compuesto separado. Se
pueden describir dos modos de elucién segtn la temperatura del horno: isotérmica (temperatura
constante durante el analisis) y con programacion de temperatura. En esta tltima, la temperatura
aumenta durante la separacién para incrementar la presién de vapor del analito y reducir los
tiempos de elucion de la mayoria de los compuestos retenidos.

Los detectores tradicionales utilizados en GC responden a diferencias en las propiedades
fisicoquimicas del gas portador con y sin las sustancias eluidas de la columna, por ejemplo, los
detectores de ionizacién de llama (FID), captura electrénica (ECD) o conductividad térmica
(TCD). Los cambios registrados pueden ser proporcionales bien a la concentracién, o a la masa del
analito en un gas portador. Caracteristicas importantes del detector son su elevada sensibilidad,
detectabilidad (limite de deteccidn), alta estabilidad de la sefial, sefial de linea base reproducible y

un amplio intervalo lineal. Los datos resultantes se procesan para generar el cromatograma.

2.2.2.2. Fases de columna

Escoger el tipo de columna tiene una influencia decisiva en la calidad de la separacion de los
componentes de la mezcla, que es consecuencia del andlisis cromatografico. Existen dos tipos de
columnas: empaquetadas (analiticas, microempaquetadas) y tubulares abiertas, denominadas con
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frecuencia capilares (capilar, microcapilar). Las columnas empaquetadas se llenan con particulas
y las columnas capilares son tubos capilares tubulares abiertos. En las columnas empaquetadas,
las particulas solidas (adsorbentes de carbono, silice, alimina, tamices moleculares, polimeros
sintéticos porosos, entre otros) sirven como apoyo o se integran en un liquido (siliconas, escualeno,
polietilenglicol, entre otros), actuando como fase estacionaria para separar componentes dentro
dela GC.

Los adsorbentes son fases estacionarias menos habituales por la menor reproducibilidad de los
resultados, el mayor tiempo de retencién y la aparicion de «colas» con eficiencias de separacion
mucho mas bajas. Actualmente se utilizan con frecuencia columnas capilares recubiertas
con una fase estacionaria liquida. Las fases estacionarias liquidas deberian ser quimicamente
inertes, capaces de disolver componentes separados, altamente selectivas para los componentes
de la mezcla, deberfan tener una baja volatilidad y poseer elevada estabilidad térmica bajo las
condiciones de operaciéon de la columna. Resultan especialmente aptas para la separaciéon de
componentes gaseosos con una alta eficacia de separacion.

La caracteristica mds importante de la mayoria de las fases estacionarias liquidas que influye
en las propiedades de separacion es la polaridad. La eficacia de la separacion en la columna
capilar depende también de los siguientes pardmetros y propiedades: dimensiones de la columna
(longitud-L y didmetro interno-ID) y grosor de la fase. La longitud comercial estindar de las
columnas capilares es de 15, 30 y 60 m. El didametro interno de las columnas capilares tiene
dimensiones estandar: 0,15; 0,25; 0,32 y 0,53 mm. Las columnas para su uso en GC-MS se adaptan
especialmente a este sistema de deteccidn y se caracterizan por su bajo sangrado.

Se suele escoger la polaridad de la fase estacionaria liquida después de considerar la polaridad
de los analitos de la mezcla. Por regla general, para la separacién de compuestos no polares se
debe utilizar la fase no polar, y para la separaciéon de los compuestos polares, una fase polar.
En las columnas no polares (por ejemplo, escualeno, 100% metilpolisiloxano, (5%-fenil)-
metilpolisiloxano), la elucién de analitos se realiza de acuerdo con su volatilidad, es decir, por
orden creciente de sus puntos de ebullicion. En las columnas polares, por ejemplo, polietilenglicol
(Carbowax), ((70% cianopropil) fenil-metilpolisiloxano), el factor determinante para la separacion
de analitos son su punto de ebullicién y su polaridad (el momento dipolar-p ) y la fortaleza de las
interacciones con la fase estacionaria (dipolo, enlace de hidrégeno). Las columnas polares, como la
de cianopropilfenil-polisiloxano, se caracterizan también por una alta selectividad, vinculada al alto
contenido de grupos fendlico y cidnico (Tabla 1.6). La temperatura de trabajo méxima permitida se
corresponde con fases estacionarias no polares. Se podran utilizar otras fases, dependiendo de la
finalidad: alcoholes, sacaridos, compuestos nitrosos, aminas alifaticas, sales de dcidos inorganicos
(por ejemplo, nitrato de plata), entre otros. Existen también otras fases conocidas, cuyo mecanismo
de separacién conlleva varias interacciones de los compuestos con las particulas individuales de
la fase estacionaria o una estructura ordenada, consiguiendo asi una selectividad de separacion

considerable. Estas fases incluyen fases estacionarias quirales, fases liquidas i6nicas, etc.
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Tabla 1.6. Clasificacion de fases estacionarias de GC

FASE LIGADA USO GENERAL DE LA FASE T(E"':)P
Metilpolisiloxano baja selectividad, 50-325
separacién segdn puntos de ebullicién,
estabilidad termal excelente,
para andlisis medioambi analisis de trazas, métodos EPA, pesticidas, PCB, analisis de alimentos y
férmacos,
fase més utilizada en GC
Metilpolisiloxano selectividad ligeramente mayor que el metilpolisiloxano, 50-325
5% fenil estabilidad termal excelente,
inertidad perfecta para compuestos basicos,
fase completa para analisis medioambientales, analisis de trazas, métodos EPA, pesticidas, PCB, analisis de alimentos y
farmacos,
fase estandar con una amplia variedad de aplicaciones
Metilpolisiloxano mayor selectividad que para el metilpolisiloxano, 40-325
5% fenil buena estabilidad termal,
ideal para muestras biomédicas como esteroides o az(icares,
fase completa para analisis medioambientales, analisis de ultratrazas, métodos EPA, pesticidas, PCB, andlisis de
alimentos
y férmacos,
Metilpolisiloxano selectividad nominal para compuestos polarizables y polares 20-240
6% cianopropil buena estabilidad termal,
94% fenil fase de uso general pero especialmente idénea para analisis medioambientales sofisticados (por ejemplo, métodos EPA
para PAH, PCB y pesticidas)
Metilpolisiloxano alta selectividad, 40-280
7% cianopropi, buena estabilidad termal,
7% fenil ideal para muestras de az(icares derivados y medioambientales,
recomendada para andlisis de alcoholes, oxigenados y PCB
Metilpolisiloxano alta selectividad, 40-240
25% cianopropil, fase polar,
25%fenil buena estabilidad termal,
ideal para moléculas polares (por ejemplo, 4cidos grasos, esteroides, acetatos de alditol, derivados de azicares)
Polietilenglicol selectividad tnica para moléculas con tipo de enlace de hidrégeno, 20-260
buena estabilidad termal,
ideal para muestras oxigenadas, pero susceptible a degradacion por oxigeno,
recomendada para andlisis de disolventes y alcoholes, ideal para soluciones acuosas,
no recomendada para el analisis de mezclas que contengan reactivos de sililacion
Metilpolisiloxano alta selectividad, 20-260
>70% cianopropil fase polar,
buena estabilidad termal,
ideal para analisis medioambientales dificiles y para ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME)
Polisiloxano alta selectividad, 40-280

>90% cianopropil alta fase polar,
buena estabilidad termal,
ideal para analisis de FAME, dioxinas, furanos, y para la répida separacién de compuestos arométicos, perfumes,
petroquimicos y otros compuestos que sean dificiles de resolver a través de columnas convencionales.

2.2.2.3. GCxGC/MS

La cromatografia de gases desempefia un papel importante entre las técnicas cromatograficas debido
a su capacidad de alta resolucion, flexibilidad y por su amplia variedad de aplicaciones. A pesar de
ello, falla en el andlisis de muestras muy complejas por causa de una capacidad de picos limitada
(el numero de picos cromatograficos, que pueden estar completamente separados usando tan solo
una columna de la cromatografia). A medida que los componentes van migrando a través de la
columna, las bandas cromatograficas se ensanchan, lo que genera un nimero limitado de bandas que
pueden estar completamente separadas a la salida de la columna. Esta limitacion no se puede superar
modificando los parametros cromatogréficos. La tnica solucién efectiva es utilizar una separacion
bidimensional (GCxGC), donde se separan de nuevo los componentes parcialmente separados de la
primera columna de la cromatografia, mediante un mecanismo diferente, en una segunda columna
de GC.

Desde su introduccion en 1991, se ha producido un répido desarrollo en la técnica GCxGC.
Hoy en dia, la GCxGC se emplea de manera habitual en muchos campos diferentes, abarcando
una amplia variedad de aplicaciones. La cromatografia de gases bidimensional completa acoplada
a espectrometria de masas (GCxGC/MS) es una tecnologia emergente que ofrece una separacion
bidimensional y un perfil espectral de masas completo, basado en las coordenadas del tiempo de
retencion de los compuestos, dentro del espacio de separacion bidimensional. Los mecanismos

de separacién en ambas dimensiones tienen que ser completamente independientes entre ellos, es
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decir, ortogonales. La GCxGC posee todas las ventajas de la técnica de la cromatografia de gases
unidimensional («normal»): estd completamente automatizada y es un andlisis sensible de compuestos
detectados. Asimismo, las separaciones en 2D ofrecen mejor informacién y los compuestos con una
estructura similar eluyen juntos en el cromatograma 2D.

Al principio, la muestra introducida se separa en una columna de GC capilar de alta resolucion
(1D), como en la GC clasica. Después de salir de la primera columna, el eluyente no se dirige
directamente al detector, sino al modulador, donde se concentra en fracciones pequenas, a
intervalos regulares y cortos, en un periodo menor que el de un ancho del pico principal, segun el
indice de modulacién empleado. A continuacién, el material recogido se inyecta en una segunda
columna parala separacion rapida de la segunda dimension (2D) (Figura 1.13). Después de inyectar
la muestra, se reinicia la recogida en el modulador de la nueva fraccién. Al mismo tiempo, los
componentes anteriores de las fracciones se separan mediante la segunda columna. El mecanismo
de esta separacion es independiente de la separacion de la primera columna. Es entonces posible
separar los componentes que coeluyen al final de la primera columna. Los compuestos al salir de la
segunda columna se dirigen al detector, lo que genera un registro de una serie de cromatogramas
muy cortos (por ejemplo, 3s). El proceso de recogida de fracciones y dosificacion de la muestra
en la columna en 2D se repite hasta el final del andlisis. Esto mantiene la separacién de picos
alcanzada en la primera columna, proporcionando simultdneamente una separacion adicional de
analitos en la segunda columna.

Las columnas de la cromatografia en ambas dimensiones deberian caracterizarse por distintos
mecanismos de retencion, es decir, deben ser columnas de distinta selectividad. Para una
combinacion no polar/polar (NP/P), los compuestos que coeluyen pueden presentar puntos de
ebullicién similares en el momento de la elucidn, pero con distinta «polaridad». La separacion
en 2D se basa en las diferencias en los coeficientes de actividad entre los solutos y la fase polar,
permitiendo que se separen compuestos de distinta polaridad. Ademas de la mayor capacidad de
picos, la ventaja que presenta este enfoque es que la dimensién de separacion adicional reduce la
sobrecarga de picos eluidos, permitiendo asi la resolucion de especies menos abundantes.

Gas

Sampling Inlet
Chromatograph

Carrier Gas Flow

Detector ——— —

V]

E"‘ Dimension —— | «— T[T Capillary
‘olumn Column
Secondary 1 ¥~— Main
Oven 1 Oven
7

\

A}
Thermal Modulator - 1" Dimension Column

Figura 1.13. Diagrama del sistema GCxGC (de.leco-europe.com).
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Los cromatogramas obtenidos a través de GCxGC contienen mucha mas informacion que en 1D, lo
que permite una identificacién mas facil y precisa de sustancias desconocidas. En consecuencia, es
necesario un detector muy eficiente. El detector tiene que ser capaz de recoger datos a una frecuencia
de por lo menos 50 Hz. Para reproducir exactamente la forma de un solo pico, hay que registrar al
menos diez veces el pico, y los picos eluidos de la segunda columna tienen un ancho de base minimo
de 150-400 ms. La seleccion de detectores cromatograficos que podrian satisfacer este criterio resulta
insuficiente. Los detectores mds utilizados en cromatografia GCxGC son el FID (méx. 300 Hz), el
p-ECD (50-100 Hz) y el TOF (max. 500 Hz).

En conclusion, un plano de retencion tiene mas capacidad de picos que un eje de retencién y, en
consecuencia, puede acomodar y resolver las mezclas altamente complejas asociadas, por ejemplo, a
la determinacién de perfiles de muestras bioldgicas complejas, perfiles de metabolitos, etc. En general,
las posibilidades de uso de GCxGC se pueden dividir en tres dreas: analisis de huella metabdlica de
matrices muy complejas, andlisis dirigido o clasico e identificacion de compuestos desconocidos. A

continuacién se muestra en la Figura 1.14 un ejemplo de un cromatograma 2D de GC.

Figura 1.14. Cromatograma de la mezcla de compuestos volatiles (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas y aminas)
analizados en GC 2D [Pegasus 4D; Leco].

2.2.2.4. Pretratamiento y derivatizaciéon de muestras

Se trata de la etapa mds importante y dificil en el andlisis GC, y que resulta crucial para la
precision del resultado, especialmente por lo que respecta a las muestras de matrices complejas.
El pretratamiento de muestras para el andlisis GC suele incluir las siguientes etapas: limpieza,
cambio de la matriz, extraccién, derivatizacion y preconcentracion. Los problemas obvios de
la GC y la GC-MS residen en el contenido de las muestras en componentes no volatiles y la
limpieza de las muestras, lo que esta relacionado con el enriquecimiento de ingredientes traza.
No existe un unico método universal para la preparacion de muestras que resulte apropiado para

todos los materiales analizados. La preparaciéon de la muestra depende de numerosos factores,
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principalmente si se encuentra en estado gaseoso, liquido o sélido.

Antes del analisis GC se pueden llevar a cabo distintos métodos de extraccion de compuestos
volatiles y semivolatiles de material biologico: extraccion clasica liquido-liquido (LLE),
extraccion continua liquido-liquido (LLCE), extraccién de fluidos supercriticos (SFE),
extraccion liquida presurizada (PLE), extraccion asistida por microondas (MAE) y extraccién
asistida por ultrasonido (USE) (Figuras 1.15 y 1.16), y la mayoria de ellas se han automatizado
completamente. De entre ellas, la extraccion de fase solida (SPE) permite una reduccion
significativa del tiempo de preparacion de la muestra, ademds del volumen de disolventes
utilizados y de residuos peligrosos. En este método, los analitos son extraidos en un sistema

liquido-sdlido, segin la distribucion del analito entre la muestra liquida y el sorbente sdlido.

Analisis de espacio de cabeza estatico (SHSA)
Extraccion
liquido-gas % Andlisis de espacio de cabeza dinamico (SHSA)
Purga y tampa (PT)
Extraccion clasica liquido-liquido (LLE)
Técnicas de ., = - e
o Extraccion = Extraccion continua liquido-liquido (LLCE)
extraccion de R e
ko liquido-liquido 2 7
muestras liquidas Microextraccién (ME)
Microextraccion en gota (SDME)
Microextraccion liquido-liquido asistida por
membrana (SM-LLME)
» / Extraccion a la fase liquida
Ertfaneicn - Extraccion utilizando las membranas

gas-liquido semipermeables (SPMD)

Extraccién de fase sélida (SPE) \_ﬂ-
Microextraccion de fase sélida (SPQ‘M

Técnicas de
extraccion de
muestras gaseosas

Extraccion
gas-solido

Extracciéon de membrana polimérica (PME)

Figura 1.15. Métodos de extracciéon de muestras liquidas y gaseosas.

El principio de separacion por SPE depende principalmente de la naturaleza del sorbente. Las
interacciones entre el analito y los adsorbentes s6lidos polares (por ejemplo, gel de silice, 6xido de
aluminio) se determinan mediante enlaces de hidrégeno asi como fuerzas dipolo-dipolo, dipolo-
dipolo inducido y de dispersion (fuerzas van der Waals). Este tipo de extraccién se basa en los

mismos principios que la cromatografia de adsorcién. Cuando el adsorbente es silice con un grupo
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polar enlazado quimicamente, por ejemplo, un grupo amino (sistema de fase normal), o no polar,
por ejemplo, un grupo octadecil (de fase inversa), el principio de separacion es el mismo que en la
cromatografia de particion. Las alternativas a la SPE son las técnicas de microextraccion, a saber,
la SPME (microextraccion de fase solida) y LPME (microextraccion de fase liquida). La extracciéon
SPME comprende la sorcion de cantidades microscopicas de compuestos organicos sobre una capa
cilindrica fina de la fase estacionaria que recubre la fibra de vidrio o cuarzo. La LPME, en cambio,
es un procedimiento de pretratamiento de muestras que minimiza el uso de disolventes, puesto
que tan solo requiere unos pocos microlitros de disolvente. Una ventaja esencial de los métodos
de microextraccion es el bajo limite de deteccién (5-50 ppt) y el poco tiempo de preparacion de
la muestra (aprox. 10 minutos). Para el andlisis de compuestos volatiles también se utilizan las

técnicas de «espacio de cabeza» (HS) y de «purga y trampa» (PT).

~Andlisis de espacio de cabeza estatico (SHSA)
Extraccion /

p sélido-gas Analisis de espacio de cabeza dinamico (SHSA)

Desorcion térmica (TD)

Extraccién con agitacion

Técnicas de

extraccién de Extraccion en una corriente de disolvente §,
[=d
muestras sélidas Extraccién en Soxhlet S
w—: ]
Homogeneizacién de la muestra o
'y
(7}
Extraccién en varias etapas (secuencial) §'
Extraccion 2
sélido-liquido Saponificacién
Extraccion asistida por
ultrasonido (USE
Apoyada por E T
A K xtraccion asistida por
métodos clasicos microondas (M AB
Extraccion acelerada de disolventes (ASE) 3
Extraccidn de alta presion (HPE) % S
o O
Extraccion de disolventes asistida por 5 3 2
microondas (MASE) oag
=i

Extraccién de fluidos supercriticos (SFE)

Figura 1.16. Métodos de extraccion de muestras solidas.

El andlisis directo de mezclas de compuestos en GC es complicado a causa de las interacciones
entre los compuestos o entre los compuestos y la fase estacionaria de la columna de GC. Estas
interacciones pueden provocar una mala resolucién del pico y la aparicién de picos con cola
(«tailing»), lo que hace que resulte poco practico o complicado realizar una identificacion de
pico apropiada. La conversion a productos derivados reducira las interacciones que interfieren
con el andlisis. También se recurre a la derivatizacién para cambiar la volatilidad, incrementar

la estabilidad térmica, evitar la degradacion durante el proceso cromatografico, incrementar
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la sensibilidad o especificidad del ensayo introduciendo grupos funcionales apropiados o
bloqueando los grupos funcionales de los analitos. Para la derivatizacion de analitos se utilizan
compuestos organicos, normalmente ejecutando reacciones de alquilacion, acilacion o sililacién
en compuestos que contienen grupos funcionales con hidrogenos activos, por ejemplo, -COOH,
-OH, -NH y -SH (Tabla 1.7).

Tabla 1.7. Derivatizacion previa.

Procedimiento

Sililacién

Alquilacién

Acilacién

Grupo funcional - Tipo de Derivado
compuesto

-OH - alcoholes, fenoles Trimetilsilil éteres

-CO -cetonas, oximas,
esteroides

-COOH - aminoécidos, acidos.
grasos, cannabinoles,
esteroides

-(CH,0H)n -aziicares

-NH, -NH, -aminas,
nucledsidos de urea

-SH -mercaptanos

Trimetilsilil amidas
-CONH, -CONH, -imidas,
proteinas

-OH - alcoholes, fenoles Esteres metilicos (DMF)

-€0 -aldehidos Trifluoroacetatos (TFAA)

-COOH - aminoécidos, acidos
grasos

Esteres metilicos (BF;-metanol)

Reactivo

Bistrimetilsililacetamida (BSA)
Bistrimetilsililfluoroacetamida (BSTFA)
Hexametildisilazano (HMDS)

N- metil-N-t-

(MTBSTFA)

N-metiltrimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA)
Trimetilclorosilano (TMCS)
Trimetilsilildietilamina (TMA -DEA)
Trimetilsililimidazol (TMSI)

Reactivos halo-metilsililos

Bromuro de Bencilo
Trifluoruro de boro (BF;) en metanol o butanol

Diazometano (N,CH,)

Eteres de
(PFBBr)

bencilo
-NH, -NH, -aminas,

e

(TMAH)

-CONH -amidas
Esteres metilicos (DMF)

-SH -mercaptanos

-OH - alcoholes, fenoles Pentafluoropropionados (PFPA)

Dimetilformamida (DMF)

Bromuro de pentafluorobencilo (PFBBr)
Pentafluorobencil-hidroxilamina clorhidrato (PFBHA)
Anhidrido de tetrabutilamonio (TFAA)

Hidroxido de trimetilanilino (TMAH)
Anhidrido heptafluorobutirico (HFBA)

-(CH,OH)n -azticares Trif (MBTFA)

-NH, -NH, -aminas Trifluoroacetamidas (TFAA)

-CONH -amidas Trimetilsilil éteres (MBTFA)

N-Metil-bis(trifl (MBTFA)
Cloruro de pentafluorobenzoilo (PFBCI)

Pentafluoropropanol (PFPOH)

-SH -mercaptanos Pentafluoropropanilimidazol (PFPI)

Anhidrido pentafluoro propiénico (PFPA)
Anhidrido trifluoroacético (TFAA)

Trifluoroacetilimidazol (TFAI)

Los reactivos de sililaciéon son los mas utilizados en GC. Estos reactivos incluyen, entre
trimetilclorosilano  (TMCS), bistrimetilsililtrifluoro-acetamida (BSTFA), N-metil-
(MSTFA), N-metil-N-t-butildimetilsililtrifluoro-acetamida

(MTBSTFA). Los compuestos que contienen varios grupos funcionales distintos pueden precisar

otros,

trimetilsililtrifluoroacetamida
de multiples etapas de derivatizacion.

2.2.3. Acoplamiento GC-MS

En GC-MS, la esencia del analisis depende del proceso de ionizacién de la molécula, con la

consiguiente fragmentacion. El método de ionizaciéon mas empleado en GC-MS es el Impacto
Electronico o Electro-ionizacion (EI), de la que hemos hablado en la seccién 1.2. Para obtener
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espectros MS reproducibles se emplea una energia de 70 eV. En la fuente de EI, las moléculas
del analito pierden electrones de valencia para generar cationes radicales y, seguidamente, sufren

fragmentacién de acuerdo con determinadas reglas de fragmentacion:
M+e>M*™-2e

Ademas de la fuente convencional de iones de la EI para la GC-MS, se puede recurrir también
a la ionizacién quimica (CI, por sus siglas en inglés). El método de ionizacién es relativamente
blando, y normalmente se puede observar el ion molecular de los analitos. Sin embargo, es menos
universal, y se ionizan menos compuestos cuando se emplea este método de ionizacion, por lo que
su uso no estd tan extendido. Los iones formados de la cdmara de ionizacién se extraen a través
de una serie de electrodos que concentran los iones y los aceleran hasta un analizador de masas.
Toda vez que los analizadores de masas separan iones cargados en funciéon de su relacién m/z,
registrando la masa y abundancia de los distintos iones, en los equipos de GC-MS se pueden
utilizar muchos tipos de analizadores de masas, en particular, los espectrometros de masas en
tandem, como ya se dijo antes. La GC-MS es una herramienta esencial para la identificaciéon y
cuantificacién de metabolitos por los patrones de fragmentaciéon molecular reproducibles que
genera. Si bien la aplicacion de la GC se limita a compuestos volatiles, una parte significativa de
pequenos metabolitos moleculares se sitia dentro del &mbito de actuacion de la separacion GC.
Con todo, dado que la mayoria de los metabolitos tienen grupos funcionales polares, la forma de
los picos y las recuperaciones que se obtienen se consideran con frecuencia inaceptables debido
a la adsorcion de la columna. En consecuencia, normalmente es necesario proteger estos grupos

funcionales de metabolitos con derivatizacién quimica.

Para mas informacion:

H.J. Hiitbschmann. Handbook of GC-MS: Fundamentals and Applications (3rd Edition). Somerset, NJ,
USA: Wiley, 2015. ProQuest ebrary. Web. 8, 2015.

X. Guo. Advances in Gas Chromatography, Chapter 4: “Gas Chromatography in Metabolomics Study” de
Y. Qiu y D. Reed. InTech, 2014.

2.3. Electroforesis capilar-espectrometria de masas (CE-MS)

2.3.1. Introduccion a la CE-MS

La electroforesis capilar acoplada a la espectrometria de masas (CE-MS) es el resultado del
acoplamiento de una técnica de separacion de alta eficacia y resolucién con las potentes capacidades
de la espectrometria de masas, y se considera una técnica ortogonal para la GC o la LC. La técnica se
introdujo a finales de la década de los ochenta y representa justamente el acoplamiento mas novedoso
que puede ofrecer informacion importante sobre la composicién de pequefios compuestos como los
metabolitos polares y cargados. Es por este motivo, que se ha venido utilizando en distintas areas de
investigacion de la metabolémica, como la metabolomica biomédica, clinica y vegetal. A través de



Pedro Domingues, Antonia Garcia, Elzbieta Skrzydlewska

la CE-MS se pueden analizar muestras de sangre (suero y plasma), orina y otros biofluidos, cultivos
celulares, tejidos y plantas con un tratamiento de la muestra minimo. A través de la CE-MS se analizan
con frecuencia muchos tipos distintos de analitos, incluidos aminodcidos, acidos organicos de cadena
corta (SCOA, por sus siglas en inglés), derivados de dcidos grasos (acilcarnitinas), nucledtidos, fosfatos
de azucares, nucledtidos y compuestos vinculados al metabolismo de las poliaminas. Ademads, también
pueden ser objeto de analisis pequeios péptidos y proteinas (después de hidrélisis o proteinas nativas).
Ventajas de la CE-MS
La CE-MS es muy apta para muestras acuosas. Por otra parte, resulta muy apropiada para muestras
con una alta concentracion de sales, como medios de cultivos o extractos celulares.
 Se requiere un volumen de muestra bajo. Esto es muy importante en muchos experimentos
cuando solo se dispone de una minima cantidad de muestra (animales pequeiios, lagrimas,
liquido cefalorraquideo y otros fluidos similares, etc.).
o Adecuada para analitos hidrofilicos.
« Separacion muy eficiente y un mecanismo ortogonal respecto a las técnicas cromatograficas.
» Una vez detectado el analito, se puede lavar el capilar muy facilmente y acondicionarlo para
el analisis siguiente.
 Esuna técnica analitica verde. El consumo de reactivos y disolventes orgénicos es muy bajo y
menor que el que se necesita en la LC.
Inconvenientes de la CE-MS
« Menor reproducibilidad y robustez de la CE en lo que respecta a los tiempos de migracion y
la respuesta del detector.
« Baja sensibilidad debido a la cantidad de muestra introducida en el sistema, en torno a nL.
o Se considera el acoplamiento menos robusto.
+ No se dispone de librerias de espectros. Identificaciéon de compuestos desconocidos a partir
de librerias y bases de datos de masas precisos disponibles a nivel interno.

2.3.2. Principios teodricos de la CE-MS

La separacion por electroforesis capilar se basa en una separacién inducida por electrones dentro
de los capilares de silice de poros estrechos, normalmente con una ID de 50 um y 100 cm de
longitud. El movimiento de los analitos a lo largo del capilar lleno de un medio liquido conductor
y bajo la influencia del campo eléctrico, se basa en la relaciéon carga/masa, y esto proporciona a
esta técnica sus propiedades unicas, con sus fortalezas e inconvenientes. Normalmente se utiliza
silice fundida sin recubrir ademds de recubierta (recubrimientos neutros o positivos) para
distintas aplicaciones, aunque es mds comun la primera.

Los tiempos de migracién, y no los tiempos de retencion, y los electroferogramas
(representacion de la respuesta del detector en funcion de los tiempos de migracion) son algunos
términos utilizados habitualmente.
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PRINCIPIOS DE SEPARACION

Hay dos fuerzas que regulan el andlisis CE: El flujo electroosmoético (EOF) y la movilidad
electroforética (EM). El flujo electroosmético es la consecuencia de la carga de superficie sobre
la pared interna del capilar. Con los capilares sin recubrir, los grupos silanoles (Si-OH) en la
superficie se ionizan parcialmente a grupos silanolatos cargados negativamente (Si-O) a pH>2.
Estas cargas negativas atraen a las cargas positivas del tampon del capilar formando dos capas
internas tal y como se muestra en la Figura 1.17. La «capa fija» se compone de cargas positivas
mads proximas a iones negativos, mientras que la «capa mdvil» esta conformada por cargas mas
dispersas. Cuando se aplica el campo eléctrico, la capa movil de cationes es atraida al electrodo
negativo, los cationes se solvatan y arrastran con ellos a la totalidad de la disolucién del tampén.
El resultado es un flujo neto dedisolucién de tampdn en la direccion del electrodo negativo, lo
que provoca el flujo electroosmotico. Este tipo de andlisis se denomina «electroforesis capilar
normal». Existe también otro modo llamado «electroforesis capilar invertida», en el que se
cambia la polaridad de los electrodos. En este caso, el electrodo de entrada es el cdtodo, y se debe
suprimir o invertir el flujo, por ejemplo, anadiendo aminas cuaternarias, o utilizando capilares

recubiertos con carga positiva.

. Capa fija

Capa movil
® ® ® @ ® 0

0000000006006 60006006066 8| CATODO

Plano de corte

»
| <

FLUJO ELECTROOSMOTICO EOF

Figura 1.17. Representacion del flujo electroosmotico de un capilar.

Entre las dos capas existe un plano de corte que se caracteriza por una diferencia potencial,
denominada «potencial zeta» ({), debido a un desequilibrio eléctrico de las cargas. El potencial zeta
es proporcional al flujo electroosmético y al grosor de la doble capa, e inversamente proporcional a

la constante dieléctrica del tampon, segtin se escribe en la ecuacion siguiente:
(= 4ndele

donde § es el grosor de la capa doble difusa, e es la carga por drea de superficie unitaria y € es la
constante dieléctrica del tampdn.

Existen diferentes parametros que influyen en la velocidad del EOF, como el pH del tampon, la
tension y la temperatura. Un aumento del pH del tampén produce un aumentodel EOF a causa de
la disociacion del Si-OH a Si-O- en la pared capilar interna que incrementa el potencial zeta ({). El
campo eléctrico (tension por unidad de longitud) tiene un efecto significativo sobre la velocidad

del flujo electroosmético, cuanto mayor sea el campo eléctrico, mayor serd la velocidad del flujo
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electroosmético e influye directamente también sobre el flujo electroforético, lo que reduce
ademis el tiempo de andlisis. No obstante, una tension alta puede producir el calentamiento
por efecto Joule, que aumentaria la temperatura dentro del capilar. Es importante controlar este
pardmetro porque una temperatura alta podria destruir y desnaturalizar las muestras, y, ademds,
se podria formar el gradiente de viscosidad del tampon de manera perpendicular al capilar, lo que
incrementaria la difusion y la dispersion. La ecuacion de Smoluchowski define la velocidad del

flujo electroosmotico:
v_ = €CE/4mn

donde v_ es la velocidad del flujo electroosmoético; € es la constante dieléctrica del tampon; E es el
campo eléctrico aplicado en voltios/cm;, 1 es la viscosidad el tampon, { es el potencial zeta medido
en el plano de corte.

El tampon tiene movilidad electroosmotica (pe ) que depende de las caracteristicas del tampon,
al igual que la constante y la viscosidad dieléctricas, y es independiente del campo eléctrico
aplicado tal y como se describe en la ecuacién siguiente:

M, = €C/4mm

donde p_es la movilidad electroosmética del tampon, ¢ es la constante dieléctrica, n es la
viscosidad del tampon; ( es el potencial zeta medido en el plano de corte.

El perfil del flujo electroosmotico es diferente del de un fluido que se mueva bajo presiéon
(como en la HPLC). En la figura 1.18, el primer diagrama muestra el perfil plano del flujo en la CE
causado por el movimiento de todas las cargas hacia los electrodos. El segundo diagrama muestra
el perfil en forma parabdlica del flujo en la HPLC causado por la friccion de la pared de la columna
que ralentiza el flujo mas préximo a los lados de la columna. La ventaja del perfil del flujo plano
es que todas las moléculas de solutos tienen la misma velocidad dentro del capilar, obteniéndose
asi picos estrechos con una alta eficiencia. En el perfil del flujo con forma parabdlica de la HPLC,
las moléculas de solutos del centro del tubo se mueven mds répido que aquellas mas proximas a la
pared de la columna, obteniéndose picos relativamente anchos.

Pared Capilar

Pared columna

—

Figura 1.18. Diagramas de flujo en CE y HPLC.
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La movilidad electroforética es una fuerza adicional presente solo en moléculas cargadas y que
puede arrastrar a los iones hacia el electrodo con la carga opuesta. La velocidad con la que se mueve

el soluto en funcion de la carga y bajo un campo eléctrico aplicado se obtiene con la ecuacion:

Vv, = b, E

donde v_ esla velocidad electroforética del soluto, p es la movilidad electroforética del soluto y E
es un campo eléctrico aplicado.

Lamovilidad electroforética (, )es directamente proporcional ala carga del soluto einversamente
proporcional al tamano molecular y también a la viscosidad del medio electroforético, tal y como

se describe en la ecuacién siguiente:

w,= Q/6mrm

donde p, es la movilidad+d electroforética del soluto, Q es la carga del soluto; r es el radio i6nico
del soluto, y n es la viscosidad del medio.

La ultima ecuacién demuestra que la razén por la que las moléculas pequeiias con una alta carga
se mueven a través del capilar més rapido que las moléculas grandes con una carga mas baja es la
diferencia de movilidad electroforética (i, ) que presentan entre ellas.

La movilidad total del soluto (v, ) dentro del capilar se define mediante la ecuacién:

V&ot: vep+veof

En la electroforesis capilar con una polaridad normal, todas las moléculas tienen la misma
velocidad de flujo electroosmético (ve ), tal y como se ve en la figura 1.19, pero eluyen en
momentos distintos. Los cationes eluyen primero porque tiene velocidad electroforética (vep)
dirigida al mismo electrodo del flujo electroosmético; las moléculas neutras tienen la misma
velocidad del flujo electroosmdtico porque no estin cargadas; y por ultimo eluyen los aniones
porque la direccion de la velocidad electroforética (vep) apunta al electrodo opuesto (dnodo).

Veof
catiéon . Veg Viot=Veof+Vep D

VEO
ANopo  @nidn © p

+

Vtot:veof-vep CATODO

v
neutro ‘ Yeof | Vigt=Veof

Figura 1.19. Movilidad total del soluto dentro del capilar.
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Existen numerosos factores que influyen en las separaciones electroforéticas: el pH del tampén
de separacion, que influye en la carga y el radio de las moléculas solvatadas; la concentracion
del tampon, que el EOF disminuye con la raiz cuadrada de su valor; la viscosidad del medio de
separacion; la temperatura; el campo eléctrico aplicado, etc.

En la CE se pueden distinguir distintos modos de separacidn: electroforesiscapilar zonal(CZE),
cromatografia capilar electrocinética micelar (MEKC), electrocromatografia capilar (CEC),
electroforesis capilar en gel (CGE), entre otros. La CZE es apta para compuestos polares y
cargados, y se trata del modo mas habitual de CE, principalmente cuando se acopla a la MS. La CE
es también apta para compuestos neutros que utilizan micelas en el electrolito de fondo (MECK).
Existen otros aditivos que pueden modificar la selectividad de la separacién; por ejemplo, las

ciclodextrinas para separaciones quirales.

2.3.2.1. Electroforesis de zona capilar

Es el modo mas fécil y mas extendido, pero solo se pueden separar compuestos con carga. La seccion
anterior se ocupo casi totalmente de esta forma. Los analitos se mueven de un extremo del capilar al

otro de acuerdo con la suma vectorial de la movilidad electroforética y electroosmoética.

2.3.2.2. Cromatografia capilar electrocinética micelar

Introducida por Terabe en 1984 para la separacion de compuestos neutros en lugar de la CZE. La
MECK incluye detergentes, generalmente con carga, en el tampon de separacion y en una concentracion
suficientemente alta para formar micelas. Estos detergentes pueden ser compuestos cationicos, aniénicos,
no ionicos o zwitteridnicos, aunque cuando se acoplen a la CE-MS tienen que ser voldtiles. Estos
agregados macromoleculares con un nucleo interno hidrofébico y su superficie polar pueden interactuar
con el analito mediante otro mecanismo como fuerzas de reparto y de Coulomb. Los compuestos mas
hidrofébicos interactiian mas claramente con la micela y su velocidad a través del capilar es menor.
Cuando no interactie con la micela, la molécula del analito migrara con el EOE En todos los casos se
puede recurrir a variaciones en la concentracion del tampodn, en el pH, la temperatura o al uso de aditivos
como la urea, iones metdlicos o selectores quirales, para afectar la selectividad. Al igual que en la CZE, se
han utilizado, con resultados satisfactorios, modificadores como el metanol, el acetonitrilo y el 2-propanol.

2.3.2.3.Electrocromatografia capilar

Es una forma de cromatografia liquida miniaturizada. Los capilares se llenan con particulas
de fase inversa con base de silice de tipo HPLC, de 1-5 um de tamarfio, haciendo las veces
de fase estacionaria. Por otra parte, se utilizan fases moviles convencionales para las
separaciones de tipo RP, como disoluciones tampdn en mezclas organico/agua. Actiia un

mecanismo de reparto de los solutos entre la fase movil y la estacionaria, y con metabolitos
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cargados, la velocidad electroforética adicional modificara la separacidén. El sistema requiere
una bomba adicional para empujar la fase movil a través del capilar lleno. El EOF generado
en el capilar lleno de particulas tiene un perfil de velocidad de flujo idéntico al de un capilar
tubular abierto (CZE).

2.3.2.4. Electroforesis capilar en gel

Es utilizada ampliamente en la investigacion biologica molecular para moléculas diferenciadas
unicamente por tamafio y no por su relaciéon masa/carga, como las proteinas y los dcidos nucleicos
(ADN). El capilar se llena con un gel odisolucién viscosa. En la CGE los polimeros pueden estar
reticulados covalentemente, con enlaces de hidrégeno o simplemente disueltos en soluciones
tampon. Con frecuencia se suprime el EOF, por lo que la migracion de los analitos solamente se
produce mediante electroforesis. En un medio viscoso o de red polimérica, el movimiento de los
analitos se ve entorpecido, ya que las moléculas mas grandes se ralentizan mas que las moléculas
mas pequefias. Para obtener una relacion carga/masa mas uniforme con las proteinas se suele
realizar un pretratamiento con el detergente SDS. Normalmente las proteinas se unen a un nimero
constante de moléculas de SDS por unidad de longitud, de manera similar a la electroforesis del
gel de SDS-poliacrilamida.

2.3.3. Instrumentacion

El sistema de electroforesis capilar consiste en un capilar, un vial de entrada, un vial de salida,
un vial de muestra, un sistema de refrigeracion capaz de eliminar el calor producido dentro del
capilar, dos electrodos (un anodo y un catodo), una fuente de algo voltage y el detector, tal y
como se muestra en la Figura 1.20. El capilar, el vial de entrada y el vial de salida se llenan con
el mismo tampdn, que suele ser una disolucidén acuosa. Normalmente el 4nodo y el catodo son
electrodos de paladio, conectados al suministro eléctrico, y el detector se suele situar cerca del
final del capilar (préximo al vial de salida).

Silice fundida Deteccion

tampon muestra tampon

Figura 1.20. El esquema de la electroforesis capilar.
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Trabajando en modo CZE en CE-MS se utiliza un capilar de silice fundida.Este capilar puede
ser un capilar desnudo o puede estar recubierto con un polimero(neutros o positivos) la pared
interna para reducir la electro6smosis a niveles muy bajos, o incluso invertirla. El capilar se coloca
dentro de los dos viales donde estd también el electrodo, y seguidamente se carga la muestra. La
carga se produce sustituyendo uno de los viales con el vial de muestra e inyectando la muestra
mediante gravedad, aplicando una presion externa (hidrodinamica) o aplicando un campo
eléctrico (inyeccion electrocinética). A continuacion, se coloca el capilar dentro del vial de tampén
y se aplica el campo eléctrico para la separacion de los componentes. Existen diferentes sistemas
de refrigeracion disponibles capaces de reducir el calor producido por causa del efecto Joule dentro
del capilar mientras se aplicaba el alto voltaje.

Los sistemas de deteccion mas utilizados en la electroforesis capilar son el detector Ultravioleta/
Visible (UV-VIS), el detector de matriz de fotodiodos (PDA), detector de fluorescencia inducida
por laser (LIF) y la espectrometria de masas (MS) (tabla 1.8). Con mucha diferencia, las mayores
capacidades se demuestran mediante la CE-MS, por cuanto se puede obtener informacion sobre
el tiempo de migracion bajo las condiciones de analisis y el espectro de masas de los compuestos
que llegan al detector. La fuente de ionizaciéon mds habitual cuando se emplean detectores de

espectrometria de masas es la ionizacion por electrospray (ESI).

Tabla 1.8. Diferencias entre detectores en la CE.

Limite del rango
Detector Ventajas Caracteristicas o
) de deteccion (M)
-10°3
« La posibilidad de deteccion directa e -10¢ parala
Absorbancia UV/vis indirecta - universal deteccion de
« Detector muy habitual compuestos
aromaticos
. « Informacion cualitativa y cuantitativa -10°-10°
LIF (fluorescencia . .
. . , « Altamente sensible y altamente - selectivo
inducida por laser) .
selectivo
« Informacion cualitativa y cuantitativa universal -~10"° (depende
MS « Altamente sensible y altamente . del tipo de MS 'y
. - selectivo .
selectivo de metabolitos)

Cuando se combina con otras técnicas de deteccion, como la UV o la fluorescencia, la entrada y la
salida del capilar se sumergen en los viales con el electrolito de fondo (BGE, por sus siglas en inglés). Sin
embargo, cuando se utiliza la MS como detector, el vial de salida se sustituye con la entrada a la MS. En
este caso es necesario utilizar una interfaz que se ajuste a las dos tensiones y mantener un spray estable
con un volumen muy bajo de fluido (Figura 1.21). En la CE-ESI-MS, el volumen introducido en el capilar
se mide en nanolitros y, para mantener un fluido y spray constantes, se suele utilizar un fluido o liquido
adicional (SL, del inglés sheath flow o sheath liquid). El flujo adicional, afiadido en un rango de entre nl/

min y ml/min, permite la formacion de un spray e iones estables, y normalmente se compone de una

(On)
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mezcla 1:1 de agua-metanol con un 0,1% de 4cido acético o acido férmico. Conseguir que el electrospray
funcione de una forma estable depende de un equilibrio de multiples pardmetros, como la posicién de
los capilares, la velocidad y composicion del flujo del liquido adicional, la velocidad del flujo adicional
de gas y las condiciones de la ESI. A pesar de los numerosos desarrollos de interfaces sin flujo adicional
(sheathless) con una sensibilidad m4s alta demostrada, contintia estando comprometida la robustez.

Con respecto al analizador de masas, todos los instrumentos comercialmente disponibles se pueden
conectar a la CE, siendo los instrumentos analizadores de tiempo de vuelo (TOF) los que tienen mayor
numero de aplicaciones publicadas. Esto es asi, principalmente, por la alta velocidad de escaneo necesaria
para obtener un nimero suficiente de puntos a lo largo del pico, pero también por la exactitud de las
masas y la alta resolucion de estos instrumentos.

Liquido sellado

cartucho

muestra/tampon = TOF

Capilar

Bandeja
muestras

Tampén 2 i
BGE Calibrante

Figura 1.21. Representacion grafica de la CE acoplada a la MS, donde se describen las partes mds importantes del equipo.

Para saber mas:
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T. Soga, Y. Ohashi, Y. Ueno, H. Naraoka, M. Tomita, T. Nishioka. Quantitative metabolome analysis using
capillary electrophoresis mass spectrometry. ] Proteome Res., 2003, 2(5):488-94.

A. Garcia, S. Naz, C. Barbas. Metabolite fingerprinting by capillary electrophoresis-mass spectrometry.
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3. Sesiones practicas

3.1. Adquisicidon de un espectro de masas ESI-MS

Tras la presentacion de los principios operativos de una espectrometria de masas con trampa de iones
con una fuente de iones ESI, se analizard una disolucion de la muestra utilizando una bomba de infusion
directa. Se analizara una disolucion conteniendo rutina, un antioxidante de bajo peso molecular con
una masa molecular conocida (o unadisolucion de otro estdndar comercialmente disponible) para
obtener un espectro MS. La adquisicion se llevara a cabo tanto en el modo positivo como negativo para
escoger las mejores condicionesr , en funcion de las propiedades de la rutina.

Asimismo, tras la presentacion del principio operativo y la construccion basica del espectrometro de
masas Orbitrap con fuente de iones ESI, se analizara una muestra de tiorredoxina mediante infusiéon
directa. Esta etapa permite introducir a los alumnos espectros de masas de compuestos de alto peso
molecular, con la posibilidad de observar iones con multiples cargas. Los espectros ESI-MS obtenidos
se registraran y utilizaran con fines de interpretacion en el punto 3.3.

Experimento de ESI-MS:

1. Prepare una disolucion en dimetisulféxido (DMSO) de rutina (masa molecular 610,52) a una
concentracion de 1 mg/mL

2. Disuelva con ACN/H,O (60/40 v/v) para obtener unadisolucion de rutina de 10ug/mL (en 1%
de DMSO).

3. (Por qué se requiere la disolucion de tan solo el 1% de DMSO?
Introduzca la disolucion de muestra en la fuente de ESI con bomba de jeringa de infusion
directa preparada a una velocidad de flujo de 150ul/h.

[ Operaie | Moce | Tune | Oplinize MS(n) | Sample | Chiomatagam| Caibration (Lt Fy -"
Standby ¥ Manual MS(n) ang | Polarity
Sudonn Isolation Fragnentalion & Posiive
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5. Registre el espectro de masas durante 30 s utilizando los parametros que se facilitan a
continuacion en la figura.

6. Encuentre el ion molecular de la rutina y explique el valor m/z correspondiente
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Mass Spectrum ¥iew - RUTYNA_CONTROL_MS_negal d E|
+106] S, 0. Tmin #4
603.2

2.0

0.5
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Espectros ESI-MS de la rutina en modo negativo
Experimento de MS ESI-OrbiTrap:

1. Prepare una disoluciéon de tiorredoxina (masa molecular de 12kDa) a una concentracién de
10puM.

2. Disuelvacon ACN/H,0 (50/50 v/v) +0,1% de acido formico (FA) para obtener una disolucion
de tiorredoxina de 10pM.

3. (Por qué se requiere una disolucion de 0,1% de FA?
Introduzca la disolucion en la fuente de ESI con bomba de jeringa de infusion directa
preparada a una velocidad de flujo de 2pL/min.

5. Registre el espectro de masas durante 60 s utilizando los parametros que se facilitan a
continuacion en la figura.

History +

can type ul
Scan range 150.0 to 2,000.0 m/z
Fragmentation None

esolution m
Polarity Positive I
IMicroscans 1 I
Lock masses Off
AGC target 1leb
Maximum inject time |50

apply | [ Hep | [ Hotlink
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Acquisition state | standby
Progress 0.00 min
Filein use unknown 4
Destination file | C:\Xcalibur\data\Doktoranci\Keap1HNE i
Method file by time . -
cquisition time |1.00 min |
armple I
Comment
On start don't wait
After acquisition |stay on

Start | Pause | ’

6. Abra los resultados obtenidos. Conociendo la masa de la molécula del biopolimero

tiorredoxina (12kDa), calcule la carga de cada ion obtenido.

tioredoxin 10pM #39 RT: 0.5 AV: 1 NL: 2 56E+006
T FTMS + p ESI Full ms [250.00-2000.00]

445121
100 218

5191414
3711026
5201415
|
I | s93.1606
30 594.1608

4631322 i
2 429.0900 ST 741 1993

1335 3514 14843904

10 350706) l l 8152183 gg9 2375 11112942 1187.3136 1261.3318 | |
N il . L L \ \ 3271 > - =L | mosane | gssTao
300 b0 b0 700 b0 odo 1000 1100 1200 1300 14bo 1500
miz
p- €. ion 445.12 ion 519.14

m/z = (M+z)/z
445.12 = (12000+z)/z
2=12000/444.12
z=27

m/z = (M+z)/z
519.14 = (12000+z)/z
z=12000/518.12
z=23

3.2. Adquisiciéon de un espectro de masas ESI-MS/MS

En esta parte de la sesién practica, se analizard la misma disolucion de rutina empleada en el
punto 3.1 mediante infusién directa ESI-MS/MS a través del sistema de trampa de iones ESI. En
esta etapa, los alumnos aprenderan qué relaciones m/z de iones (con respecto a iones moleculares
e iones fragmento) se deben seleccionar para aplicarse al enfoque cuantitativo tipico utilizando
el modo MRM. Seguidamente, utilizando el software especializado, programardan la seleccion de
un ion precursor, la fragmentacion de este ion y la medida de la relacion masa/carga de los iones
producto formados. Los espectros ESI-MS/MS obtenidos se registraran y utilizardn con nuevos
fines de interpretacion previstos en el punto 3.3.
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Experimento de ESI-MS/MS:

1. Introduzca la disolucion de rutina del punto 2 en la fuente de ESI con bomba de jeringa
preparada a una velocidad de flujo de 150uL/h.

Marque la opcion de aislamiento y fragmentacion en la pestaia MS(n), escribir la m/z
correspondiente al ion molecular de la rutina.

- W | Turs | ptie W3 | S| hertgn| Colren| . -mi'l
oy E«ma\ Hsin) HOf Paty T
iokicr Fragrenztion C Fai Vi
twon | Un Mo With 01 a0t s Mm " Tage [0
r * hegdive
Souce  auolr] vwsElEtaz lm_tlm [ o Vat e Tine [BI00 75
Jendta .-
w7 bl 5 (oo i T [ ceen 20 bfiz0 we
R RO e © LikEdl el
F HebBs wa - LIKES  RolingAveaging =
¥ DyEas Vi N[
g [ oo [0 [ H
Fio | ot
I S

3. Registre el espectro de masas durante 30 s con los parametros que se facilitan a continuacién
en la figura.

E|
Intenss. +52(609.4). 0.8min #27
x10%] 3009
4]
3_
2_
1]
2714 ga3l
i L L l i ]
[+« 100 200 e 400 500 800 miz

Espectros ESI-MS/MS de rutina en modo negativo

4. Observe detenidamente el espectro ESI-MS/MS obtenido.

;Qué ion se deberia seleccionar para el andlisis cuantitativo de la rutina en el modo MRM?
sPor qué?
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3.3. Interpretacion del espectro de masas

Los alumnos observaran los espectros de masas (obtenidos en los puntos 3.1 y 3.2) e identificaran
los picos correspondientes a la m/z del ion molecular y sus iones fragmento caracteristicos después
de un examen pormenorizado de la estructura de los compuestos analizados. Asimismo, se
estudiaran de manera critica los espectros en relacién a la presencia de posibles aductos con sodio
o potasio e iones con multiples cargas.

3.4. Observacion de la ejecucion de una GC-MS y configuracion de la
adquisicidon por monitorizacién selectiva de iones

El objetivo de este ejercicio es introducir a los alumnos una perspectiva practica del método
analitico de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Por tanto, la
determinacién cualitativa y cuantitativa de un compuesto tipico no volatil (por ejemplo, escualeno
como ingrediente de muestras de aceites comestibles, como el aceite de amaranto, de espino
amarillo o de onagra) se llevara a cabo mediante el método GC-SIM MS.

Escualeno - C, H_, odo-trans-Escualeno, (6E,10E,14E,18E)-2,6,10,15,19,23-Hexametiltetracosa-
2,6,10,14,18,22-hexaeno

Experimento de GC-MS:

1. Prepare una serie de estdndares de escualeno en concentracion de: 0,5 mg /mL, 1,0 mg/mL, 2
mg /mL, 5 mg /mLy 10 mg /mL en hexano.

Transfiera 10uL de muestra del aceite al vial de 2mL de la GC.

Anada 40 pL del reactivo de sililacion (BSTFA:TMCS; 99:1) en el vial.

Tape el vial y calentar a 80°C durante 1 hora.

Deje enfriar a temperatura ambiente.

A

Inyecte 1uL de la muestra en columna capilar de HP-5ms (0,25-mm; 0,25-pm, 30-m) del
sistema GC/MS con cuadrupolo MS/MS de 7890A GC - 7000 (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA).

7. Antes de analizar las muestras, configure los valores de software de los pardmetros clave del

andlisis GC-MS que se facilitan a continuacion:
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1100 b 8 . X 2

12
ALS Inlets Columns Oven Aux Heaters Events.

Signals  Configuration  Counters  Readiness  GC Calculators
# Selection Control Mode on
Setpoit Actual
1 R
: ¥ Flow A mUmin 1 mUmin
Olt: MSD . ——
GGG Colision Cell EPC ressure P i
Average Velocity bassemises [l Omn
" |He@50°COven
Holdup Time 1.3713min Out: MSD
30 mx 250 umax 025 um
Constant Flow -]

Programacion del horno: 50°C (10 min), a razén de 2°C/min a 310°C (30min)

1 6C dit Para

e ol 1 i

by — oven ot
Los

et
5Ll
B 5
B 04 3

0z

o om oW w0 @
Run Time, min

= \Niope 8. X i
@) &
NS Wets  Comns | Oven | AuHetes Bems  Sgmls  Cofiguaion  Cowsien  Readiness  GCColelators
o Rate: Value Hold Time. Run Tme
(7] Oven Temp On “C/min C min. min.
wc o ) 0 0
B el ) ™
Equibraton Time el
*
o
M Ovn Terpertre
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- o
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7] Overid ol M. 325°C.

Entrada (Split/Splitless): temperatura 270°C, split — 20:1
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ALS Inlets

e 8 . X 2 i§

Columns  Oven  AuxHeaters  Events  Signals

Configuration ~ Counters  Readiness  GC Calculators

Split-Splitless Inlet

- — e
etpoint ual
i on
Heater: 70T 20T
Pressure: 76522 psi 77psi

Total Fow 24 mL/min 24 mL/min
Septum Purge Flow: ImLmin 3mlin

Septum Purge FAow Mode:

20 1

Split Aow 20 mL/min

Temperatura de la linea de transferencia: 260°C

N OB elaL X o8

L.
ALS Inlets  Columns  Owven | AuxHeaters | Events Counters  Readiness  GC Calculators

Signals  Configuration

Thermal Aux 2 (MSD Transfer Line)
Actual
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Fuente de iones (EI):230°C, Fuente de energia: - 70eV, Tiempo de espera para la elucion del

disolvente (Solvent delay): 8,2 min

Tune file

Run time 7‘] min
atunes. siex tune xml E] Saivent delay T 82 min
lon source Time fitering
lon source: B Peal width 07 sec
Source temp.: 230 T

Automatically subtract baseline

Blectron energy:
@ Tune setting -0 eV

(@) Fixed eV
() Varable by time segment
Detector setting

@ Gain ) Delta EMV
EM Saver Limit -

8. En la ventana «Parametros de MS-SIM/Scan», elija el «modo Scan» para obtener un

cromatograma de iones totales (TIC, por sus siglas en inglés) en el rango de m/z (40-750).

Acquistion | |nstrument |(}

Scan segments

Scan time Expected Scan

Segment name Start mass End mass fms) Data Samples Time (ms)

9. Realice un anilisis cualitativo utilizando el escaneo anterior, registre el cromatograma del

estandar de escualeno a una concentracion de, por ejemplo, 2 mg/mL (en hexano)

3 1135 s 1185 15 1155 6 1165 17

075 3 1085 3 1095 10 1105 h 115 172 1125
Counts vs. Acquisition Time (i)

X103 [+E1 Scan (111,508 min) skw 2mg_ml_1.0

2 691
s 811
4
3s. 1772
3
25.
1912
212

1231
1491
1351
2032 ZV‘SZ
b

e
e
-
L b ol
DR L e o il
B

20 130 10 130 10 170 180 130 200 210 20 2% 200 20 20 20 260 20 30 30 30 30 340 B0 B0 ;0 H0 W0 4 &0 40
Counts vs. Mass-to-Charge (m2)

273 w7 a4 4105
M .

it

i o
I

o

Cromatograma y espectro de masas del estandar de escualeno.
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10. Busque en la biblioteca (NIST MS) para el espectro obtenido; utilice el comando «Search

Using NIST Program» (Busqueda con el programa NIST).

e Seorch Yiew Tooks Optons Wndow Help _lelx]
EELEIY 1 EEER ]

@[30 [ 55| [1- 481 5con 111,454 min b 2ma_mt_ =1 B 2-|2)| &[Q
: mhg:!gnk
S a0y 142 waar) e73m8
107501 R 2 9] 12587
‘Smomms:
oS
? ? ?
Tares )\ Structures, S’sllﬂ'
e O R
(Tt Fie) 4 Scon (111454 i) sow 2 L1 D
5 FomeTerSC
1 E 8
s ow
a % 15 149 Rt
. T L L e T s B s e easesm s s omanz
- - . i - A ‘N T R A ] % £
F Tt [ Vo [ ol [ b (o [tome - P s © L
@l R me s 12
B2 M T 7 01 515Cesmmztend e, B
3 M RS 805 7% 12 ol 4 14dme. E o
P 5 'Zi:"mw'i‘dm‘z‘ﬁ“"m'f“" CEE) ® 9 100 10 130 130 140 150 |ea 70 160 180 200 210 230 230 240 30 20 2R o8 zsn 30 310 330 330 340 350 360 370 360 390 00 10 430
B +ETSC \v uszmm T Teadio. Squalene
5 0 7518 23DmebonSmeiSdkanprenic e —
@R o oW 3w e 7786 1112 Sy
S5 W 7T s 3@ 481:clersscannelido. 155 o o Syee
BN M 35 Taese : A 10 S o, 1035129 CAS, 111924 ST, 01210 821 DRl
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BN % 16 252DmeniEnehienecsthen) e
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M 76 79 136 EosZSened56 i (e s
I T 370, e o
AW T TR 1B TeckR08000 5Mecnme, 122
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11. Para un anilisis cuantitativo, cree un método de monitorizacion de iones seleccionados en MS
(MS-SIM) mediante la seleccion en el software de iones a m/z 191 y 81, que se corresponde
con fragmentos caracteristicos de la estructura del escualeno.

Acquisttion Instmmenth" at

Scan segments

MS1 resolution
Wide
Wide

12. Con el método SIM creado, registre el cromatograma del estaindar de escualeno a una
concentracion de, por ejemplo: 0,5 mg/mL (en hexano).

A
e et QB S[A])0 e s r[e]La s S % % B s e =l

X103 [+£1TIC SiM sa_05ma_ml_1.6

e |

075 8 Wes 9 ibs ™0 ™5 a1 s W2 s i3 155 ne  ies 15 15 16 s 7
Courts vs. Acquisitin Time (rir)

+ 11| MS Spectrum Results x
i e tlQEYIC[Eal0 e 2 xm (e o [%% % =l

10+ [+2150 11457 min) sa_05mg_ml_1D

810

1910

7 @ 8 9 9 100 105 10 15 10 15 130 135 10 15 B0 155 W0 15 10 15 10 15 130 1% 200 205 210 215 Do D5 A0 25 20 25 250
Courte v, Massto-Charge (miz)

Cromatograma de monitorizacién selectiva de iones y espectrometria en modo «SIM» del estdndar
de escualeno.
Se utiliza como «ion cualificador» un ion a m/z 191, y como «ion cuantificador» un ion a m/z 81

(el cualificador solo se emplea para determinar una relacion de cualificador observada).

13. En el siguiente paso, registre los cromatogramas de los estdndares de escualeno a una

concentracion de: 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 2 mg/mL, 5 mg/mL y 10 mg/mL en hexano.

Quantifier
Name ’ 15| Scan | Type | MZ | Uncertinty
[N squzlens 1] SIM | Target | 81.0] Relative
. [Qualifier
: Mz | Rel.Resp. | Uncertninty | Area Sum

191.0] 67| 20.0]
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14. Cree los niveles de calibracion en el software.

Quantifier
MName T5 Scan Type Units
squalene 1] SIM Target mg/ml
Calibration
Level ¥ Conc. Response Enable
1 0.5000 477418 [V
2 1.0000 1503038 ¥
3 2.0000 3765076 Fl
4 5.0000 12341962 ¥
RIE 10.0000]  26274770] [V

15. Después de aplicar este método al lote -batch- (en la parte del software de Andlisis
Cuantitativo), genere la Curva de Calibracion con el comando «Analyze Batch» (analizar lote)
del ment.

16. Mediante el método SIM mencionado, registre los cromatogramas de las muestras sililadas de
aceites (aceite de amaranto, de esplno amarillo o de onagra)

o !‘vn

7707 03 0 05 06 07 03 06

07 03 0% 05 06 97 98 08

FC B N R

D R

Comparacion de los cromatogramas de aceite de amaranto registrados en modo SIM y Scan.

£\ Chromatogram Resuls x
idot QEWC[EAIOC 5 z[e]Ed 2% % B M

X103 +EITIC SiM amaranth i_Sz_10simd

103 [-ETIC Scana_u_100

|

NEISER.S

EEEEEEEEX

Ja

% B % 9 %2 % % % % 57 % % 10 101 102 103 10 105 106 107 106 109 110 111 112 115 116 115 16 17 116 1 120 231 12 123 14 135
‘Counts vs. Acquisiton Time (mir)

17. Seleccione todoslos cromatogramas registrados de muestras de aceites de la ruta metabolémica
y presione OK para afadirlos al archivo por lotes previamente creado.
18. A continuacién, haga clic en el icono «Analyze Batch» (analizar lote) para obtener una tabla

con los resultados cuantitativos.
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3.5. Observacion de la ejecucion de una LC-MS y configuracién de la

adquisicion por MS/MS dependiente de datos

Se analizard el extracto de lipidos de plasma en modo MS/MS dependiente de datos utilizando el
sistema LC-MS- QTOF siguiendo la optimizacién previa de pardmetros criticos para este tipo de
anilisis, como por ejemplo, el nivel basal, el nimero de precursores seleccionados o el nimero de
escaneos. Durante la préctica, se proporcionard también el principio operativo y la construccién
basica del sistema HPLC y el QTOEF, como espectrometro de masas hibrido. Durante esta parte de

la sesién practica, también se tratara la importancia de la lista de masas de compuestos preferidos

y descartados en la adquisicion dependiente de datos.

1. Realice un analisis de extracto de lipidos de plasma en modo dependiente de datos utilizando
el método «Phospholipid_HILIC_negative.m» del menu contextual principal del programa

Mass Hunter Acquisition Agilent. Los parametros de la parte LC del método se muestran a

continuacion:
Flow
0030 . ml/min
Solvents
1 @ 100.0 % (Methanol/ACN 1
A %
2 01000 % Water V.02
1 @ 1000 % (Methanol/ACN 1:
B ¥/ 10000 0 % i
2 ' 100.0 % Acetonitrile V.02
Pressure Limits
Min: 000 : bar Ma:
Stoptime Posttime
' As Injector/No Limit @ Ooff
@ 4500 . min

La fase movil A consiste en un 25% de agua, 50% de acetonitrilo y 25% (v/v) de metanol, con 10
mM de acetato de amonio. La fase mévil B consiste en un 60% de acetonitrilo y un 40% de metanol,

con 10 mM de acetato de amonio.

Time [min]

0.00
8.00
15.00
40.00
45,00

| +| Timetable (12/100 events)

Arz] Bzl [low

[ml/min]
0.00 100.00 0.030
0.00 100.00 0.030
4000  60.00 0.030
0.00 100.00 0.030
0.00 100.00 0.030

-

ACN:MEOH:

ACN:MEOH_

60000 ©  bar

min

Max. Pressure

Limit [bar]

600.00
600.00
600.00
600.00
600.00
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2. Simultdneamente, considere y analicede forma critica los valores de los principales parametros de

ionizacion ESI.
—lon Source ——— — lon Polarity Data Starage — LC Stream—
IDuaIAJS ES| ;' | Negative | Both | Ms
—Stop Time————— ~ Time Segment and E xperiment #—

& No Limit/4z Pump Tirne: (min] Expt
 Stop Time |3u min D 4

Cycle Time |1_3 3

Binary Pump  Column Comp. DAD

7 General oqulsmun I Ref Massl Cnrumatngraml
—Dual 15 ESI[Seq) WS TOF [Expt)
: Gas Templﬁ T IU— T Fragmentar [175 W
Skimmer |55_ W
Diying [,‘ashg— 1/mmir IUU— 1/rmir OCT 1 RF Voo IT W
NebulizerlED— P19 IU— Psig
Sheath Gas Temp | 125 T IU— C
SheathGasFlaw |2 lmin pa lmin

—~Dual 215 ESI [Expt]

WCap 3000 W Capillary |0.000 Iy

Hozzle WYolkage [Expt) IU Y

Charmber (0.00 uA

Se debe seleccionar el tipo de andlisis dependiente de datos en la pestaia de adquisicion del programa
Mass Hunter Agilent.

Binary Pump  Column Comp.  DAD IO

} General | Source lAcqu\smnn Inewassl Chromatogram |

Spectral Parameters | Colision Energy | Precursor Selection || Precursor Selection I Prefenisd/Escluds |
Auta MS/MS Prefened/E xcluds T ble | Disfault Values
LI Detam/ Fet | DsltaRet Coll =
M On | Prec.miz |U213M2 1 2 | preg Type | fiot | Delanio lso.width | SOISEN T Deamrz
zem) Time | Time [mir] Enery
" f5eql
d I 57976 100]  1|Enchude 0 Narrow (1.3 m/z) 100 eem
e v 82371 00| 1|Exchude 0 Narrow [:1 3mi2) SetaFet Tine
g 51213 00| 1|Enclude B Narrow (13 /)
(Seql fii
mm— v 1117 100 1|Enchude 0 Narow (1.3 /)
S 2 1014 100 1|Enchude 0 Narrow (13 m/2)
(Sed) 7| 47642 100 1|Exchide 0 Narow (1.3 miz) | |
v 47553 100 1|Exclude 0 WNarow (1.3 m/z) O~ :‘-!f:sze”e‘j ion
g 7432 00| 1|Enclude B Narrow (13 /)

3. Analice de forma critica pardmetros importantes para el analisis dependiente de datos, como

por ejemplo:
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 El nimero de precursores seleccionados

Binary Pump ~ Column Comp.  DAD [{Q-TOF:

J General| Source  Acquistion |Rawass| Chromatogram |

Speciral Parameters | Collsion Energyl Precursar Selection| "recursnr Selection Il | Preferred/Exciude

Static Exclusion Frange List
Max Precursor Per Cycle PSP ERLE

Mode: Staic Exclusion Ranga Table
(8 fgig] - Precursor Thieshold ————————————
Abs Thieshold  [1000 | counts
A = o
® M”SjMS Rel Threshold %) [0.01 %
(Seq)
~ olive Exclusion
Targeted
 M5/MS [V Enabled
(Gea)
Evchudedalter [3 Spectra
Relsased after [07  min

o El patrén isotopico

Binary Pump  Column Comp.  DAD | {G-TOF:

J ] e e[|

e e ey [T e

o Frecursor Cl - Abundance Dependent
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;Cudl eslaimportanciay el significado de estas listas en el caso de un analisis de datos dependientes?
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4.

Genere un Cromatograma de Iones Totales (TIC) para obtener un perfil de fosfolipidos de la

muestra de plasma analizada.

; /A Chromatogram Results x
ie e 30 ERRIEAOC 1 ie]E AL N %5 E s

x102 |-ESI TIC MS(all) Frag=175.0V Extract K4.d
11
1

1
1

09
08
07
08
05
04
03
02

o1
0
-01

L et deaistonTme i) e ML
Genere Cromatogramas de Ion Extraido (EIC, por sus siglas en inglés) mediante el comando
«Extract defined chromatogram» (extraer cromatograma definido) del programa Mass Hunter
para cada estdndar interno de cada clase de fosfolipidos que se haya afiadido a la muestra
para estimar los rangos de tiempos de retencién que permitan la asignacion de especies
identificadas a una clase particular.
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(¥} Extract Defined Chromatogram v | {3 | ) » (% | Method ltems ~ !
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-EIC (736.5163+809.5270+678 4362+634 4531 m/
-EIC (736.5163 m/z) MS {Cycle-summed)
-EIC (809.5270 m/z) MS {Cycle-summed)

-EIC (678.4362 m/z) MS (Cycle-summed)
-FIC (R4 AR m /7) MS iCurle o mmad)
< m

Chromatogram defintion

Type: [TIC '] D Integrate when

1S Chromatogram | Advanced | Excluded Masses

MS level: MS - Polarity: | Negative = =

¢ /A Chromatogram Results

P2 e taEeEalo e_.iuxfw%.mai

xwz -ES| EIC(736.5163) Sean Frag=175.0V Extract_K4.d Smocth (2)

1 20542 1
05
N 85571 13.020 288 25615

X102 -ES| EIC(634.4531) Scan Frag=175.0V Extract_K&d Smocth (2)
1t 9369 1
05

o

x102 -ES| EIC(1238.8507) Scan Frag=175.0V Bxtract_K&.d Smooth (2)

14+ 5465 t
05
. 15873

X102 -ESI EIC(596.4024) Scan Frag=175.0V Extract Ka.d Smooth (2)

LN .

3 4 ¢ § 1 1214 16 1B 20 2 24 % 28 30 32 3+ % 3}/ 4 42 4
Counts (%) vs. Acquisition Time {min) <

m




Pedro Domingues, Antonia Garcia, Elzbieta Skrzydlewska

6. Genere una lista de compuestos con la funcion «Find compound by Auto MS/MS» (encontrar
compuesto mediante MS/MS automatica) del ment contextual «Find Compound» (encontrar

compuesto)

Exclude Mass(es)
Calculzte Signal-to-Noise

Define Chromatograms B
Adjust Delay Time
Extraction Data Format

Find by Targeted MS/MS
Find by Molecular Feature
Find by MRM

Find by Integration

Find by Formula - Options

Find by Formulz - Chromatograms

Find by Formula - Mass Spectra

Fipdby Formula - Sample Purity i

RT v miz 7 il

N
1 0.062 494 3586 =
2 o.en 819.5143
3 0.8z 718.555
4 0,946 656.8809
5 1024 764 5413
6 1119 6905284
7 118 506 5547
8 824 4565
9 482 5254
10 848 5168
11 6214743

13 Extract_K6.d 175 819.5143
14 Extract_K6.d 1.859 706.4321
15 Extract_K&.d 2266 8484113
16 Extract_K&.d 241 876.4235
17 Extract_K&.d 2416 b22.4201
18 Extract_K6.d 2.465 718.5351
19, Extract_K6.d 2829 819.5143
20| Extract_K6.d 2.866 880.5361
pal Extract_K6.d 3125 718555
22| Extract_K6.d 315 611.3392 i
el - i = ———— T T
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Encuentre compuestos a una m/z de, por ejemplo, 591,4036
Asigne el tiempo de retencion para cada uno de estos compuestos.
Asigne los valores m/z de los iones fragmento caracteristicos de cada uno de estos compuestos
del punto 2 y utilicelos.
: 1R Spectrum Preview x

P2 e tlQ[EM[aloc 2x Bl =g
X105 -ESI Scan (9.657 min) Frag=175.0V Extract_K6.d

591.4036
4
3
2
1] 1100362 5113508 | 7053973 9800171 1538146

0 ! s R AI | I.Hn. | l | .l [

103 -ES! Product lon (9.665 min) Frag=175.0v|CID@350 (511.3470[z=1] - ") [Exiract K6.d
1.

6 4513273

14

12
1

08

06

o 3412826

- ‘ 528.3245 7520100 9182720 1117.6515 12817111
0 \\l L.\Hm l‘uJ‘L‘ “‘ AT IR NI RIN

600 700 800 900 1000 1100 1200 71300 1400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

100 200 300 400 500
Para mas informacion:
E. de Hoffmann, V. Stroobant. Mass spectrometry: principles and applications. Wiley, 2007.
H.J. Hiibschmann. Handbook of GC-MS: Fundamentals and Applications (3rd Edition). Wiley, 2015.
J. Kool, W.M. Niessen. Analyzing biomolecular interactions by mass spectrometry. Wiley, 2015.
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Modulo 2
Metaboldmica

Coral Barbas, Danuta Dudzik, M? Fernanda Rey-Stolle, Francisco J. Rupérez, Antonia Garcia
Centro de Metabolémica y Bioandlisis (CEMBIO), Facultad de Farmacia, Universidad San Pablo CEU; Madrid, Espaiia

I. Justificacion

El objetivo del modulo es que los alumnos de posgrado adquieran competencias y conocimientos
avanzados en la disciplina «6mica» mads reciente. La metabolomica es el analisis sistematico de un
conjunto completo de metabolitos intra y extracelulares de una muestra bioldgica. El fin dltimo de la
metaboldmica es ayudar a comprender las alteraciones de los metabolitos y el mecanismo molecular de
un estado de enfermedad subyacente, asi como el descubrimiento de nuevos biomarcadores clinicos de
diagnéstico y prondstico. Este modulo se divide en cuatro secciones que cubren los aspectos principales
dela metaboldmica: 1) Objetivos y definiciones, 2) Enfoques, disefio experimental, requisitos especiales,
herramientas analiticas, control de calidad y flujos de trabajo en la metabolémica, 3) Pretratamiento de
datos, procesamiento de datos, analisis estadistico e identificacion de biomarcadores, y, en la tltima
parte, 4) Interpretacién bioquimica, andlisis de rutas metaboldomicas y validacion de biomarcadores
junto con varias aplicaciones.

El curso se impartira mediante una combinaciéon de seminarios, talleres, tutorias y sesiones
informales, entre las que se incluyen clases précticas y de demostracién, con datos reales, donde se
utilizan recursos bioinformaticos de acceso libre que se aplican en la actualidad. Todos estos recursos

docentes permitirdn la consolidacion de los conocimientos y competencias especificas.

Il. Objetivos y resultados del curso

Objetivos

El objetivo de este curso es proporcionar a los alumnos una comprensién de los conceptos y
enfoques fundamentales para los estudios metabolémicos. Los alumnos adquirirdn conocimientos
tedricos y practicos de la metabolémica no dirigida, entre los que se incluyen flujos de datos,
etapas y requisitos, andlisis de datos metabolémicos, preprocesado, estadistica, identificaciéon y
anotacion. Destacando también la necesidad de validar los biomarcadores y de la investigacion

futura de las hipotesis bioldgicas establecidas.

Resultados del aprendizaje:
Tras terminar el curso, el alumno serd capaz de:

1. Definir y aplicar terminologia comun de la metaboldémica.

74



Quimica Analitica Avanzada en Ciencias de la Vida

o

o o N

11.

12.

Analizar pormenorizadamente los diferentes mecanismos de separacién acoplados a la MS
para la metaboldmica.

Identificar todas las etapas del estudio metaboldmico y sus diferentes enfoques.

Elegir entre los distintos enfoques para resolver un problema concreto.

Conocer y entender los diferentes métodos de tratamiento de muestras y sus limitaciones en
la metabolémica.

Conocer y entender las distintas etapas del procesado de datos.

Usar software publico en el procesamiento de datos y en el andlisis de rutas metabdlicas.
Conocer los diferentes enfoques para el analisis estadistico aplicado a la metaboldmica.
Adquirir competencias basicas en el uso de bases de datos de metabolitos, como recursos de
acceso gratuito.

Explicar a personas no especialistas en el campo la forma en la que esta disciplina «dmica»
puede proporcionar informacion de valor en las diferentes dreas de las Ciencias de la Vida.
Comunicar y justificar conclusiones de forma clara e inequivoca ante especialistas y no
especialistas.

Continuar el proceso de aprendizaje, mayormente, de forma auténoma.

lll. Contenido del curso

Moédulo 2 - Metabolémica

1. Introduccién a la metabolémica
2. Enfoques analiticos en la metabolomica
2.1. Flujo de trabajo del estudio de la metabolémica
2.1.1. Disefio del experimento
2.1.2. Recogida de muestras
2.1.3. Extraccién de metabolitos
2.1.4. Separacion y deteccion
2.2. Procedimiento de control de calidad y garantia de calidad en la metabolomica
3. Procesamiento de datos e identificacion de metabolitos
3.1. Flujo del procesamiento de datos
3.1.1. Procesamiento de datos brutos
3.1.2. Preprocesamiento de datos
3.1.3. Pretratamiento de datos
3.2. Identificaciéon de metabolitos
3.2.1. Identificacion en GC-EI-MS
3.2.2. Identificacion de metabolitos en experimentos de metabolica de LC o CE-
(ESI)MS : trabajando con bases de datos
3.2.3. Bases de datos centradas en el metabolito sobre compuestos para bisquedas
simples de PM
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3.2.4. Bases de datos espectrales centradas en el metabolito
3.2.5. Mediadores
3.3. Analisis estadistico
3.3.1. PCA
3.3.2. PLS-DA
3.3.3. OPLS-DA
3.3.4. S-Gréfica S-Plot, intervalo Jack-knife y Variable importancia en la proyecciéon
(VIP)
3.3.5. Validacion de los modelos estatisticos multivariantes
4. Andlisis de datos
4.1. De la identificacion de datos a las rutas metabolémicas: Evaluacion de datos
inteligente pero asisitida para la evaluacion de la relevancia bioldgica
4.1.1. Bases de datos de rutas metabolicas
4.1.2. Andlisis de rutas metabdlicas
4.1.3. Enriquecimiento de metabolitos
4.1.4. Analisis (topologico) de rutas metabdlicas
4.2. Validacion de biomarcadores: Asignacion de relevancia a los metaboitos
5. Sesiones précticas sobre metabolomica
5.1. Metabolémica dirigida y no dirigida
5.2. Preprocesamiento de datos con Workflow4Metabolomics (W4M)
5.2.1. Conversion de archivos MS
5.2.2. Inspeccion de datos brutos
5.2.3. Subir datos a Galaxy
5.2.4. Preprocesamiento de datos de LC-MS a través de XCMS
5.3. Estadisticas

5.4. Anotacion

1. Introduccién a la metabolédmica

La metaboldmica estd relacionada con el andlisis sistematico del conjunto completo de
metabolitos intra y extracelulares en un sistema biolégico dado (incluidos sistemas microbianos,
vegetales y mamiferos). Los metabolitos son sustancias intermedias con un bajo peso molecular
(normalmente < 1.500 Da) que constituyen los elementos basicos para otros muchos componentes
bioldgicos (por ejemplo, proteinas, ADN, ARN). Participan en reacciones metabolicas generales
y son esenciales para la regulacion, el crecimiento y funcionamiento normal de la célula. Los
metabolitos, resultantes de los procesos transcripcionales, traduccionales y post-traduccionales,
funcionan como los exponentes mas claros de las alteraciones que ocurren en el cuerpo en
respuesta a un proceso patologico. Por ello, la metabolémica ofrece una ventaja unica para
proporcionar una imagen directa del estado actual y el fenotipo de un organismo. Comprender
el metaboloma, definido como el conjunto completo de metabolitos de una célula, tejido

~l
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u organismo, es indispensable para obtener una visién mas global del funcionamiento de las

células, los tejidos y organismos. En la mayoria de los casos, la metabolémica consiste en un

estudio diferencial de huellas metabdlicas (fingerprinting) generadas a partir de subgrupos de

observaciones de «control» y «prueba» para encontrar diferencias en sus perfiles en respuesta

a estimulos externos (patologias, los efectos del estrés bioquimico o ambiental, procesamiento

alimentario, etc.). En la Tabla 2.1 se incluye una relacién de términos especificos propios del

campo de la metabolémica.

Tabla 2.1. Definiciones relacionadas con la metabolémica.

Término

Definicion

Metabolomica

El estudio del conjunto completo de metabolitos que varian en
funcidn de la fisiologia, el estado de desarrollo o patolégico de la
célula, tejido, drgano u organismo.

Metabolitos

Pequenas moléculas, sustancias intermedias con un bajo peso
molecular (< 1.500 Da), base fundamental de otros componentes
bioldgicos, esenciales para la regulacion, el crecimiento y
funcionamiento normal de la célula.

Metaboloma

El producto final resultante del genoma, el conjunto completo de
todos los metabolitos de bajo peso molecular presentes en la célula u
organismo. El metaboloma se divide en exometaboloma (metabolitos
extracelulares) y endometaboloma (metabolitos intracelulares).

Metabotipo

El fenotipo metabdlico

Huella metabdlica

Enfoque objetivo, global, de alto rendimiento para la clasificacion

de muestras basado en patrones o «huellas» de metabolitos que
cambian en respuesta a las perturbaciones de enfermedades,
ambientales o genéticas con el objetivo final de identificar metabolitos
discriminatorios.

Determinacion del perfil
metabdlico

Identificacién y cuantificacién o semicuantificacién de un grupo
especifico de metabolitos que estén relacionados con una ruta
metabdlica concreta.

Huella metabdlica

Andlisis de los (exo)metabolitos segregados/excretados por un
organismo en condiciones controladas.

Metabolémica no dirigida

De alcance global, libre de hipétesis, con el objetivo de medir
simultdneamente tantos metabolitos como sea posible de muestras
bioldgicas.

Metabolomica dirigida

Implica el uso de un método analitico particular para la
determinacion y cuantificacién de un conjunto pequefio de
metabolitos conocidos.

Ruta metabolica

Un conjunto de reacciones quimicas dentro de la célula.

/1l



Pedro Domingues, Antonia Garcia, Elzbieta Skrzydlewska

La metaboldomica ya ha demostrado ser un método eficaz, consolidado y valioso de investigacion
de la salud y la enfermedad de los seres humanos, su envejecimiento, estilo de vida y el
descubrimiento y desarrollo de farmacos. Por ello, el fin tltimo de la metabolémica es ayudar
a comprender las alteraciones de los metabolitos y el mecanismo molecular que subyacen en
el estado de enfermedad, asi como el descubrimiento de nuevos biomarcadores clinicos de
diagnostico y prondstico. En los ultimos aios de manera conjunta con el perfeccionamiento de
la tecnologia analitica, se ha incrementado el numero de estudios que abordan el analisis del
metaboloma.

2.Enfoques analiticos en la metaboldémica

Dependiendo de los objetivos del estudio metabolémico, se pueden aplicar dos estrategias

analiticas: el enfoque dirigido y el enfoque no dirigido (Figura 2.1).

( Estrategias metabolémicas )
No dirigida Dirigida
L) [ ) >
SO ) SJONO) ~
Muestras Muestras y Estandares de metabolitos
D &
XS @ gy
g

= Oo

Alineamiento y tratamiento de datos Andlisis de datos/Cuantificacion
Confirmacién con MS/MS a partir de los a C ion de muestra y
Perfil metabélico global |cuantificacisn de I ificos|

Figura 2.1. El enfoque analitico no dirigido y dirigido para estudios metabolémicos.

Enfoque dirigido

La metabolémica dirigida se refiere a estudios cuyo objetivo es medir moléculas especificas conocidas
(normalmente en numero <20), centrandose en una o mds rutas metaboélicas relacionadas que hayan
sido definidas en estudios previos como bioldgicamente relevantes. De este modo, se aplican métodos
con altos niveles de especificidad, precision y exactitud para definir cantidades absolutas de cada
metabolito; por ejemplo, la cuantificacion de aminodcidos utilizando métodos de monitorizacion
de la reaccion seleccionada con MS de triple cuadrupolo (QqQ). La cuantificacion absoluta del
compuesto objetivo se realiza mediante la incorporacién de estandares internos apropiados y basando
la cuantificacion en las curvas de calibracién construidas.

Enfoque no dirigido

La metabolémica no dirigida, que se refiere al estudio de las huellas metabolomicas, tiene un alcance
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global y su objetivo principal es medir de forma simultdnea el mayor niimero posible de metabolitos de
cada muestra sin distorsion, en un solo experimento. En la estrategia no dirigida, los metabolitos que van
a ser identificados no se conocen antes del estudio. La metabolémica no dirigida se aplica a estudios libres
de hipdtesis, que constituye la fase de descubrimiento, con el objetivo de definir nuevos cambios en el
metaboloma no observados con anterioridad. Esto puede relacionarse con el funcionamiento bioldgico de
un organismo y con los mecanismos que estan detras de los cambios metabdlicos alterados relacionados
con el desarrollo de un estado de enfermedad. Este enfoque conduce a la generacion de una nueva hipotesis

que debera ser validada en el estudio posterior, incluyendo un enfoque dirigido.

2.1. Flujo de trabajo del estudio metabolémico

En la Figura 2.2 se muestra un flujo de trabajo tipico de un analisis metabolémico no dirigido y que esta
directamente vinculado a un disefio experimental apropiado. Los puntos cruciales del flujo de trabajo
comprenden (1) el disefio experimental; (2) la recogida de muestras; (3) el protocolo de extraccion; (4)
la adquisicion de datos; (5) el procesamiento y analisis de datos; y (6) la identificacién de metabolitos
que permita la interpretacion bioldgica. Cada una de las etapas del flujo de trabajo metabolémico reviste
una gran importancia. Por ello, hay que aplicar procedimientos de garantia de calidad para reducir
variaciones preanaliticas y experimentales no deseadas y para garantizar la fiabilidad de los estudios

metabolémicos.

( Flujo de trabajo en metabolémica |

2
Recogida
de muestras

(XL

Extraccion

1
Disefio del de metabolitos

experimento

4
Separacién
y deteccion

Iy
T

5

Procesamiento

de datos
M

8
Interpretacion

biolégica
ol

metabolica

6
Andlisis
estadistico
L]
\RAARS

Identificacion
de metabolitos

o

Figura 2.2. Flujo de trabajo tipico para estudios metabolomicos no dirigidos.

2.1.1. Disefio del experimento

Un disefio experimental ha de describir pormenorizadamente cémo se realizard el estudio. Deberd
cubrir todos los aspectos relevantes del flujo de trabajo, desde el muestreo hasta el analisis final
de datos. Un disefio experimental implica que todas las muestras que vayan a ser estudiadas son
escogidas de una manera bien meditada. Si las muestras ya han sido recogidas (por ejemplo,
cohortes de muestras de estudios epidemioldgicos) es importante saber (1) cémo se han recogido
y guardado; (2) como se pueden encajar las muestras de control con las de tratamiento; y (3) si hay

~!
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un fenotipo claro entre los grupos de control y experimentales. El disefio experimental debe incluir
una descripcion clara del numero de muestras, réplicas y grupos estudiados para garantizar que se
obtienen datos con suficiente poder estadistico. Los estudios basados en un modelo experimental,
por ejemplo, en sistemas animales o de cultivos celulares, dentro de un entorno de laboratorio
bien controlado, normalmente requieren un tamafio de muestra pequefio (normalmente 6-12)
para identificar cambios estadisticamente sélidos. Sin embargo, los estudios basados en la
poblacién humana en general son mas complejos e incluyen muchas mds variables que podrian
sesgar el estudio disefiado. Se deben considerar factores relacionados con el estilo de vida (por
ejemplo, la dieta y el ejercicio), la demografia (por ejemplo, el origen étnico) y la fisiologia (por
ejemplo, el género, la edad, el IMC), ademads de datos clinicos (por ejemplo, el historial médico,
medicaciones), los cuales permitirdn identificar y evitar variables de confusion. Es necesario
un disefio experimental eficaz y minucioso para poder garantizar que incluso las variaciones
pequenas del metaboloma biolégicamente relevantes puedan ser medidas con precisién y sean

significativamente mayores que las alteraciones introducidas por el sesgo experimental.

2.1.2. Recogida de muestras

Seguir las caracteristicas requeridas que se establecen en el disefio del experimento. Recoger todas
las muestras con los mismos contenedores apropiados, cerrarlas bien, identificarlas y guardarlas

a -80° siempre que sea posible. Descongelar en el mismo dia del analisis y mantenerlas en hielo.

2.1.3. Extraccidon de metabolitos

La extraccion de metabolitos es otra fase que debe estar bien controlada para obtener resultados
de estudio fiables. Las muestras normalmente se analizan sin grandes preparaciones y el método
de extraccion depende de la matriz de la muestra y del sistema analitico aplicado.

LC-MS. Para un anilisis basado en LC-MS, las muestras que contengan proteinas requieren
una fase de desproteinizacion, que se refiere al proceso de eliminaciéon del complemento
proteinico. Por ello, normalmente se afiade un disolvente organico frio (por ejemplo, metanol
o acetonitrilo) o una mezcla de disolventes (por ejemplo, metanol/etanol (1:1, v/v)) para
precipitar las proteinas, que se pueden separar entonces mediante una nueva centrifugacion. El
sobrenadante que resulta de la centrifugacién contiene metabolitos extraidos y es apto para el
analisis LC-MS.

GC-MS. Para la GC-MS, ademdas de una nueva desproteinizacion, deben llevarse a cabo
procedimientos mas exhaustivos, ya que la GC no es compatible con compuestos no volatiles y
térmicamente lébiles. Entre estos procesos se incluyen la proteccion de grupos funcionales cetona
mediante metoximacion y derivatizacién para incrementar la volatilidad de los metabolitos. El
proceso de derivatizaciéon disminuye el punto de ebullicién de muchos metabolitos endogenos,

lo que los convierte en lo suficientemente volatiles para permitir separaciones cromatograficas.
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Los compuestos que contienen grupos funcionales con hidrogenos activos, como -SH
(tioles), —~OH (alcoholes, polioles, fenoles, enoles), -NH (aminas, amidas) y ~-COOH (4cidos
carboxilicos) tienen una importancia fundamental en el andlisis GC-MS, debido a la tendencia
de estos grupos funcionales a formar enlaces de hidrégeno intermoleculares. Estos enlaces de
hidrégeno intermoleculares afectan a la volatilidad inherente de los compuestos, a su tendencia
a interactuar con los materiales de empaque de la columna y su estabilidad térmica. Asi, tras la
desproteinizacidn, las muestras deben secarse antes de afadir cualquier agente derivatizante.
La metoximacion utiliza clorhidrato de O-metoxiamina en piridina para estabilizar fracciones
de carbonilo suprimiendo la tautomeria ceto-endlica y la formacion de estructuras acetales (o
cetales) multiples. Asimismo, ayuda a reducir el numero de derivados de azucares reductores
y solo genera dos formas del derivado -N=Cx, sin/anti. El proceso de sililacion subsiguiente
comprende la sustitucién de los dtomos de hidrogeno activos con un grupo alquilsililo, por
ejemplo, el Trimetilsililo (-SiMe,). La modificacién del grupo funcional de una molécula por
derivatizacion quimica posibilita el andlisis de muchos compuestos polares, incrementando su
volatilidad, estabilidad térmica y la simetria del pico cromatografico.

CE-MS. La preparacidn tipica de una muestra para el andlisis CE-MS consiste normalmente en
dos etapas; a saber, la dilucion de la muestra y la desproteinizacién. Para una mejor sensibilidad,
la fortaleza iénica de la disolucién de muestra debe ser menor que el electrolito de fondo que

rellena el capilar.

2.1.4. Separacion y deteccioén

La elecciéon de la plataforma analitica puede influenciar significativamente la cobertura del
metaboloma obtenido en estudios no dirigidos. La espectrometria de masas (MS) y la resonancia
magnética nuclear (NMR) son los métodos de deteccion mas empleados en el analisis del
metaboloma. La NMR resulta muy util para la caracterizacién estructural de compuestos
desconocidos. No obstante, se caracteriza también por unabaja sensibilidad y, a mayores, unos costes
de instalaciéon mucho mas elevados si se compara con las técnicas basadas en MS. Por otro lado, las
ventajas mds importantes de la MS son su alta sensibilidad y su alto rendimiento. El metaboloma se
compone de compuestos quimicos extremadamente diversos que hacen practicamente imposible
captar simultdneamente el metaboloma completo presente en la muestra en una sola plataforma
analitica. Por tanto, la combinacién de técnicas de separacion (cromatografialiquida, cromatografia
de gases y electroforesis capilar) con la MS amplia enormemente la capacidad del analisis quimico
de muestras bioldgicas altamente complejas y permite obtener una cobertura metabolica completa.
La GC-MS ofrece la capacidad de analizar metabolitos volatiles de baja polaridad como algunas
grasas y ésteres, asi como metabolitos de alta polaridad como los aminoécidos y dcidos organicos
convertidos en derivados volatiles, mientras que los metabolitos de alto peso molecular apolares
y semipolares (por ejemplo esfingolipidos o glicerofosfolipidos ) se suelen estudiar aplicando la

LC-MS. Asimismo, la CE-MS ofrece un enfoque complementario a la LC-MS para el andlisis de
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aniones, cationes y particulas neutras. Estos métodos analiticos han sido desarrollados y validados
para ofrecer datos reproducibles y fiables. En la Tabla 2.2 se muestran las caracteristicas principales

de las técnicas de separacion acopladas a MS para estudios metabolomicos

Tabla 2.2. Técnicas de separacion acoplada a la espectrometria de masas para la metabolémica.

Técnica de Aplicacion Ventajas Inconvenientes
analisis
Separacion, identificacién | Alta resolucion Imposibilidad de analizar
y cuantificacién de cromatografica, metabolitos termoldbiles
GC-MS metabolitos menos polares | disponibilidad de y de alto peso molecular;
volétiles o térmicamente un amplio espectro es necesaria derivatizacion
estables. de librerias para la para los metabolitos no
identificacién de volatiles.
metabolitos.
Separacion, identificacion Alta sensibilidad, gran Disponibilidad limitada
y cuantificacion de grupos capacidad de muestra, no de librerfas comerciales,
muy amplios de metabolitos, = se requiere derivatizacién, | restriccion de eluyentes de
LC-MS dependiendo del tipo de capacidad para analizar LG, efecto matriz, potencial
columna y fase mévil. compuestos termolabiles. de identificacion limitado
a menos que se utilice una
técnica MS-MS.
Separacion, identificacion y Alta resolucion y analisis Disponibilidad limitada
cuantificacion de metabolitos | rdpido, util con muestras de librerias comerciales.
CE-MS polares e ionizados, utilizando | bioldgicas complejas, Incompatibilidad con

volumenes de muestra
reducidos.

aun cuando se trate de
volimenes pequefios.

tampones, limites en la
deteccion. Potencial de
identificacion limitado, a
menos que se utilice una
técnica MS-MS.

Para saber mas:
S.G. Villas-Boas, S. Mas, M. Akesson, J. Smedsgaard, and J. Nielsen, Mass spectrometry in metabolome
analysis. Mass spectrometry reviews 24:613-646, 2005

2.2. Procedimiento de Control de Calidad y Garantia de Calidad en la
metabolémica

En todas las estrategias analiticas (dirigidas y no dirigidas) es necesario contar con un
procedimiento de garantia de calidad (QA, por sus siglas en inglés), especialmente cuando se trata
de estudios a gran escala. En estudios dirigidos donde se adopten plataformas de MS, se aplican
habitualmente muestras de control de calidad (QC, por sus siglas en inglés) para determinar desde
un punto de vista cuantitativo la exactitud y la precisién del método analitico. En el contexto de
la metaboldmica, se aplican muestras de QC con el fin de (1) controlar el rendimiento del sistema
analitico; (2) equilibrar el sistema para conseguir condiciones de reproducibilidad absoluta; (3)
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corregir niveles de desviacion pequefios en la sefial medida durante el anilisis (a nivel interno de
los lotes) y entre lotes analiticos; (4) integrar los datos procedentes de distintos lotes analiticos; (5)
calcular la precisiéon de la medicién metabdlica de inyecciones repetidas de QC.

Las muestras de QC se analizan al inicio y al final de la ejecucién de un analisis, y en intervalos
regulares durante todo el analisis para monitorizar la estabilidad y reproducibilidad del proceso
analitico. Las muestras de QC deben ser representativas de la composicion cualitativa y cuantitativa
de las muestras que se estén analizando en el estudio. Se supone que la muestra de QC contendra
una concentraciéon media de todos los componentes que estén presentes en las muestras de la
investigacion. La reproducibilidad de los datos del experimento se vera afectada por fuentes de
variacion aleatorias y sistematicas. Se han desarrollado varios métodos de post adquisicion de
datos basados en los resultados del QC dirigidos a garantizar la calidad de los experimentos de
metabolomica. La evaluacion de la calidad de los datos incluye una perspectiva general de la
precision analitica que se basa en (1) el examen de los datos brutos (raw data) adquiridos; (2)
la representacion gréfica de la suma de las intensidades de las caracteristicas metabdlicas de
todas las muestras experimentales y de QC; (3) la comprobacion de desviaciones de sefial o la
pérdida o variacion de sensibilidad en el procedimiento de QC a través de la predicciéon en un
modelo multivariante no supervisado (Analisis de Componentes Principales, PCA-X); (4) el
céalculo del coeficiente de variacion CV (desviacion estdandar relativa porcentual —% RSD-) de
cada caracteristica metabolica detectada en las muestras de QC. Con el calculo del CV de cada
caracteristica metabolica (posible metabolito) de todas las muestras de QC del experimento se
obtiene una medida cuantitativa de la variabilidad. La aceptacion de los limites del CV, por debajo
del 20% para datos de LC-MS y CE-MS, y por debajo del 30% para la GC-MS, permitira filtrar las
matrices de datos complejas y eliminar metabolitos que muestren una variacién inaceptable. En
la Figura 2.3 se muestra el posible resultado de la prediccion de muestras de QC en un PCA-X
multivariante.

>
-]

Figura 2.3. Representacién esquemdtica de la prediccion de muestras de QC en un modelo multivariante de PCA-X.
Panel 3.A. Se puede observar una gran aglomeracién de la muestra de QC, indicando el resultado analitico
preciso. Panel 3.B. La dispersion de las muestras de QC indica la pérdida de la estabilidad y reproducibilidad

del sistema dentro del ensayo analitico.
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3. Procesamiento de datos e identificacion de metabolitos

Lainvestigacion metabolomica genera conjuntos de datos complejos que afectan a cientos o incluso
miles de metabolitos. El tratamiento correcto de los datos es una etapa fundamental de enorme
impacto en el alcance y la calidad de los resultados metabolémicos. Con todo, el procesamiento de
datos metabolomicos, el tratamiento de datos y la identificacién de metabolitos son probablemente
también otras de las etapas mdas problematicas de este enfoque, debido a distintas caracteristicas
intrinsecas: los datos generados a partir de sefiales instrumentales son ruidosos y contienen
una gran cantidad de variables altamente correlacionadas en comparacion con el nimero de
individuos. No obstante, existen varias herramientas avanzadas para el preprocesamiento y analisis
de datos metabolomicos, suministrados comercialmente (por ejemplo, Agilent Technologies) o de
forma gratuita en plataformas en linea (por ejemplo, XCMS, MZmine, MetAlign, MetaboAnalyst,
MeltDB o la recientemente desarrollada W4M).

3.1. Flujo del procesamiento de datos

En los estudios metabolomicos es importante separar la variacién bioldgica de interés de las fuentes
de variabilidad no deseadas introducidas en el experimento. Asi, un andlisis completo de los datos
metabolomicos requiere una estrategia exhaustiva de analisis de datos que a menudo es unica
y que requiere software de andlisis de datos especializado que permita el analisis quimiométrico,
bioinformatico y estadistico. El flujo de trabajo general del analisis de datos metabolémicos se
basa en cuatro etapas principales relacionadas con (1) el procesamiento de datos brutos; (2) el
preprocesamiento de datos; (3) el pretratamiento de datos y (4) el tratamiento de datos (Figura 2.4).

Pr de Prepr i de |IP i de datos|| Tratamiento de datos
datos brutos datos
(primarios) « Reduccién del ruido D d . de
« Conversién de archivos de [ff * Deteccion de picos + Transformacién - Andlisis estadistico:
datos brutos + Alineamiento ivari ivari
« Filtrado de datos
+Valores perdidos (en blanco)! "

FLUJO DEL PROCESAMIENTO DE DATOS

Figura 2.4. Etapas principales del flujo de trabajo del andlisis de datos metabolémicos.

Los estudios metabolomicos no dirigidos se caracterizan por la medicion simultanea de un gran
nimero de metabolitos de cada muestra. Es por ello que se genera una gran cantidad de datos.
En los estudios metabolémicos no dirigidos, las cuestiones principales que se deben considerar
se refieren a dos factores esenciales que introducen sesgo en los datos: la variacion bioldgica y los

errores técnicos.
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3.1.1. Procesamiento de datos brutos

Una vez generados los datos, se debe organizar el resultado para extraer datos de los archivos de
datos brutos y para convertir las mediciones en datos cientificos disponibles. Los datos brutos
con formatos comerciales pueden ser convertidos a formatos libres mediante el uso de software
suministrado por distribuidores instrumentales o a través de plataformas de acceso gratuito y
cbdigo abierto para el preprocesado y andlisis de datos metabolémicos (por ejemplo, XCMS).

3.1.2. Preprocesamiento de datos

El procesamiento de datos se refiere a todas las acciones que afectan directamente a los datos
brutos antes de continuar con su analisis. El problema principal es aumentar la calidad de la senal
y reducir los posibles sesgos presentes en los datos brutos. Esta etapa incluye: (1) la reduccion del
ruido; (2) la deteccién y deconvolucion de picos; (3) el alineamiento; (4) las técnicas de imputacion
de valores perdidos y (5) la filtracion de datos.

(1) Reduccion del ruido

Se recurre a una correccion de partida, la filtracién de ruido, para eliminar artefactos de baja
frecuencia y diferencias aparentes que generan el protocolo experimental y la variacién
instrumental. Esta etapa facilita la deteccion de picos y reduce potencialmente la detecciéon de
falsos positivos. Existe algun software que ha integrado en una sola funcion los algoritmos de

filtracion y deteccion de picos.

(2) Deteccion y deconvolucion de picos

El propésito de la deteccién de picos y la recogida de picos (deconvolucion) es identificar o
cuantificar las sefiales de los espectros que proceden de los compuestos detectados en la muestra.

Cada pico del cromatograma o el electroferograma aparece representando la intensidad
(abundancia) en el eje Y y el tiempo de retencion (RT) o el tiempo de migraciéon (MT) en el eje X.
Esas intensidades se miden en cada escaneo, en un conjunto de varios miles, dentro del rango de
masas establecido durante la ventana de tiempo de deteccion. Por otra parte, el grafico obtenido por
MS, el espectro de masas, ofrece informacion dual ademas del tiempo de separacion. En muestras
complejas, es frecuente que la coelucién de diferentes compuestos dé un solo pico y, ademis,
que el espectro de masas a lo largo del pico sea la suma de todos los compuestos coeluyentes. La
deconvolucion es el proceso de separar computacionalmente componentes coeluyentes y crear un
espectro puro para cada componente a través de la extraccion de iones de un cromatograma de
iones totales (TIC) complejo, aun cuando la sefial del compuesto objetivo se encuentre a niveles
infimos.

Los picos se detectan en todo el espectro y sus areas se integran para proporcionar la

cuantificacién del metabolito subyacente. Como resultado de este proceso, las matrices de datos
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complejas tridimensionales de MS se convierten en listas de caracteristicas metabdlicas anotadas
que se obtienen en sus RT o MT correspondientes adoptando la forma de una relacion masa/carga
(m/z) y una intensidad relativa de los compuestos medidos.

El método de deteccién de picos de senal debe identificar las senales verdaderas y evitar los
falsos positivos. La metodologia difiere dependiendo de que las fuentes de ionizacion sean duras
(GC-EI-MS o LC-ESI-MS) o blandas (CE-ESI-MS)

GC-EI-MS

Cuando se trabaja con una fuente de EI, el espectro de masas que se obtiene es fundamentalmente
una huella de la molécula que se puede usar para identificar cualquier compuesto. En dltimo término,
la GC/MS proporciona un grafico en 3D con un cromatograma y un espectro para cada componente
separado. La primera separacion de picos se deriva de la resolucion cromatografica, en la que se separan
fisicamente los analitos de la muestra siguiendo el orden del punto de ebullicién ademas de su interaccion
selectiva con la fase estacionaria de la columna analitica, eluyendo a tiempos de retencién distintos,
aunque existen analitos que se eluyen en tiempos de retencion similares. La segunda separacion viene
provocada por la resolucion espectral, en la que los analitos que se eluyen en tiempos de retencion
similares (porque no tienen una resolucién cromatografica completa) se separan con el analizador de
masas en funcion de sus distintas (y tnicas) relaciones masa/carga a través.

El cromatograma de la corriente de iones totales (TIC) representa la suma de intensidades en todo el
rango de masas que se detecten en cada punto del analisis. En el cromatograma de ion extraido (EIC),
necesario para la ejecucion de un anélisis cromatogréfico se recuperan («extraen») del conjunto total de
datos uno o mas valores m/z que representen uno o mas analitos de interés. En la Figura 2.5 se muestran
los datos tridimensionales obtenidos por GC/MSMS.

Intensity

Figura 2.5. Datos tridimensionales de cromatograma GC/MS: Tiempo de retencion, espectro de MS e intensidad.

La utilidad de los estudios metabolémicos depende en gran medida del nimero de metabolitos
identificados y de los vinculos a su interpretacion biologica. La fragmentacion de los metabolitos
durante la EI es muy caracteristica de la estructura quimica, de modo que estos espectros de
masas se pueden emplear para la identificacién de compuestos a través de librerias de espectros de
masas. Este procedimiento puede dar resultados satisfactorios si el espectro se corresponde con el
componente puro sin contaminacion de masas que pertenezcan a otras fuentes (coelucion, fondo,

sangrado de columna). Ademads en muestras complejas, se puede producir la elucién simultdnea
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de multiples analitos, ocultando especies individuales, y el cromatograma TIC suele proporcionar
una informacién limitada.

Cuando se extraen espectros de masa para identificar componentes desconocidos, puede resultar
dificil apreciar si existe coelucién con otros componentes. Una coelucion produciria un espectro
de masas combinado y cuando este espectro de masas combinado se busque en una libreria, lo
mas probable es que encuentre coincidencias de escasa calidad, ninguna coincidencia potencial o
una identificacién incorrecta. Existen diversas formas de buscar coeluciones, y esto, por ejemplo,
se puede hacer de forma manual haciendo clic por el pico para ver si el espectro de masas cambia
amedida que el cursor se desplaza por el pico o extrayendo los iones fundamentales para producir
cromatogramas de ion extraido que, cuando se superponen, tienen que mostrar las mismas formas

y tiempos de retencidn, indicando que todos ellos pertenecen al pico del compuesto de interés.

Deconvolucién de espectros en GC-EI-MS
Existen formas de mejorar la calidad del espectro de masas antes de la identificacién por busquedas
en librerias de espectros. La mas comun es la sustraccion del fondo (background) en ambos extremos
del pico. Sin embargo, en la mayor parte de las funciones de software, la sustraccion del fondo y la
extraccion manual de iones pueden constituir un proceso largo y engorroso, especialmente cuando
el cromatograma presenta muchos picos y hay muchas muestras de analisis. Para identificar y extraer
informacion cuantitativa de los metabolitos correspondientes, se debe construir el espectro para
cada uno de los metabolitos. En el procesamiento de datos de GC-EI-MS, la etapa de construccién
del espectro se denomina deconvolucion. Por lo tanto, como ya se explicé antes, la deconvolucion es
el proceso de separar computacionalmente componentes coeluyentes y crear un espectro puro para
cada componente. Concretamente, para cada EIC observado que resulte de dos o mds componentes,
la deconvolucidn calcula la contribucién de cada componente al EIC.

El software libre utilizado en esta técnica para la extraccién de iones, incluso a niveles infimos, es
AMDIS (Automated Mass Spectrometry Deconvolution and Identification System), desarrollado
por el Instituto Nacional de Normas y Tecnologia de EE. UU. (NIST, por sus siglas en inglés). En la

siguiente figura se muestra el resultado del proceso de deconvolucion.

interferencias

TIC

IComponente 1
IComponente 2

[Componente

Coelucion de 3 compuestos

_/\ﬂmlito |

by Tras la deconvolucion

i

Figura 2.6. a) Antes y b) Después del proceso de deconvolucion (extraido de https://www.agilent.com/cs/library/
Support/Documents/f05017.pdf).
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El proceso global de deconvolucion en AMDIS se compone de cuatro etapas secuenciales: 1) Analisis
del ruido, 2) Percepcion de componentes, 3) Forma del modelo y 4) Deconvolucion espectral.

En la primera fase, se extraen las caracteristicas del ruido de un archivo de datos de GC-MS
calculando el factor de ruido que se utilizard para la representacion de la magnitud de la sefial
en unidades de ruido. En la segunda fase, busqueda de componentes, se buscan los componentes
cromatograficos individuales. La justificacién para la percepcién de componentes es que un
componente existe cuando se maximiza simultineamente una magnitud suficiente de iones. En
la tercera etapa, se determinan los picos modelo que se utilizardn en la siguiente etapa para la
deconvolucién. La forma del modelo para cada componente percibido se recoge como la suma
de los cromatogramas de iones individuales que se maximizan conjuntamente y cuyos valores
de agudeza (sharpness) se sitian dentro del 75% del valor méximo para este componente. En la
ultima etapa, la deconvolucion propiamente dicha, se extraen para cada componente los espectros
«purificados» procedentes de los cromatogramas de iones individuales a través de las formas de
modelos y del método de minimos cuadrados.

AMDIS considera las formas de los picos de todos los iones extraidos y los tiempos de retenciéon
(RT) de sus vértices. En el ejemplo de la Figura 2.7, tan solo se superponen para mayor claridad
algunos de los cromatogramas de ion extraido (EIC). El EIC del ion 160 tiene el mismo RT que
los iones 50, 170 y 280, pero la forma de su pico es diferente. El jon 185 tiene una forma de pico

distinta y un RT menor. Los iones 75 y 310 tienen formas de pico similares pero distintos RT.

280
170 188

50

| 75 60 ‘ ‘ ‘ 30
o
L
- i
i 160 shape
— N
Extracted lon -
Chromatograms _/\_ 170 Same shape and same
retention time:
(EIC) /TN
[ 280
— N~ 185 shape & sarly retontion timo
i

75 late retention time

_/‘EL 310 early retention time

Figura 2.7. Cromatogramas de ion extraido de determinados iones (imagen proporcionada por Agilent).

En la Figura 2.8 figuran los EIC después de eliminar las distintas formas de pico o RT que resultan
ser los iones 50, 170 y 280.

170 280

Extracted lon — 50 Only the ions in black
N have the same shape
Cheomatograms e and retention time as

EIC]
(EIC) AN 280 shown by 50, 170, 280-

plus athers

Figura 2.8. Iones con la misma forma y tiempo de retencién (imagen proporcionada por Agilent).
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La Figura 2.9 muestra todos los iones con formas de pico y RT similares dentro de los criterios
fijados previamente por el analista. AMDIS los agrupa y los designa como un componente.

0
1 u

)
These
Extracted lon 7\ deconvoluted ions
Chromatograms ~\ are grouped
(EIC) k0

togetherasa

AN component

Figura 2.9. Espectro de masas de un componente tras la deconvoluciéon de AMDIS (imagen proporcionada por Agilent).

Deconvolucién de espectros en LC-ESI-MS y CE-ESI-MS

Los métodos basados en picos son los algoritmos mas comunes para la deteccion de caracteristicas
en estudios de MS. A la hora de determinar si los distintos iones son de la misma caracteristica
metabolica, estos algoritmos, como por ejemplo el Molecular Feature Extractor (Agilent),
consideran la exactitud de las mediciones de masas para iones vinculados a un grupo por envolvente
de estado de carga, distribucion isotopica, y las posibles relaciones quimicas. Puede considerar
iones vinculados como aductos: aductos de protones, sodio, potasio y amonio en la ionizacién
positiva o pérdida de un proton, aductos con formiato, cloruro, etc., en el modo de ionizacion

negativa. En la Figura 2.10 se muestra el cromatograma antes y después de la deconvolucion.
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Figura 2.10. Comparativa de dos cromatogramas del mismo analisis de una mezcla compleja a) Cromatograma de

Tones Totales b) Cromatogramas de cada uno de los compuestos obtenidos después de la deconvolucion.
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(3) Alineamiento

El alineamiento de espectros es una de las etapas principales del preprocesamiento en los estudios
metabolomicos donde se realizan multiples andlisis de muestras. Cuando se analizan multiples
espectros, la posicion de los picos correspondiente a la misma caracteristica metabdlica se puede
ver afectada por desplazamientos no lineales. En los estudios basados en MS, los desplazamientos
de los picos se observan principalmente a través del eje del RT. Por tanto, se debe aplicar el
alineamiento espectral (coincidencia de pico por m/z y RT entre todas las muestras) para corregir
esa variabilidad en las muestras analizadas, puesto que puede afectar considerablemente a la
calidad del estudio. Los algoritmos de alineamiento de espectros se pueden dividir en dos grupos
principales: (1) aquellos en los que se alinean los datos antes de la deteccion de picos; y (2) métodos
de alineamiento basados en el pico, donde se alinean en todas las muestras los picos espectrales
detectados.

(4) Imputacion de valores en blanco

Lamentablemente, no todos los métodos de preprocesamiento de datos generan un conjunto
completo de datos y tratar con valores en blanco (vacios) en una matriz de datos supone un
problema considerable en los estudios metabolomicos. Existen varias fuentes de celdas con valores
en blanco, como por ejemplo: (1) limites de la deteccién computacional; (2) Baja intensidad
de la sefial; (3) error de medicién; (4) errores de deconvolucién/alineamiento; (5) errores en la
identificacion de las sefiales del fondo; o (6) simplemente, la ausencia del metabolito en la muestra.
En general, se podrian identificar tres tipos de valores perdidos: (1) datos perdidos completamente
al azar (MCAR, por sus siglas en inglés), cuando los datos perdidos no estdn relacionados con
ninguna variable o muestra observada; (2) datos perdidos al azar (MAR), cuando los datos perdidos
estan relacionados con una o mas variables observadas pero no con la muestra; (3) datos perdidos
sin ser al azar (MNAR), cuando los datos perdidos estan relacionados con la propia muestra. Los
valores perdidos suponen un serio problema para continuar con el procesamiento y el andlisis
estadistico de los datos. Los valores perdidos se originan por distintos factores, en particular
concentraciones por debajo de los limites de deteccién en los sistemas de MS, pero también el
error de identificacion que cometa el software. Por ello, se han desarrollado distintos algoritmos
para la imputacién de valores perdidos (MVI). Estos métodos incluyen: (1) sustitucién por cero;
(2) sustitucién por media/mediana, valor minimo, mitad del valor minimo; (3) el k-medias vecino
mas cercano (kNN); (4) el PCA Probabilistico (PPCA); (5) el bosque aleatorio (RF); (6) el método
PCA bayesiano (BPCA).

(5) Filtrado de datos

La matriz de datos metabolémicos normalmente se construye con miles de caracteristicas de

metabolitos de multiples muestras. Antes del andlisis estadistico, esta muestra de datos tiene que
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someterse a una nueva filtracion para reducir el nimero de variables. Existen diferentes maneras
de filtrar los datos, pero la mas generalizada es la de sustituir las caracteristicas metabdlicas con una
mala reproducibilidad. En los estudios de metabolomica se emplean dos estrategias principales:
(1) la filtracion por presencia, basada en el porcentaje de las muestras presentes en el grupo de
muestras; (2) la filtracion basada en los procedimientos de garantia de calidad y el umbral del
valor de la desviacion estdndar relativa calculado para cada caracteristica metabdlica detectada en
las muestras de control de calidad. Asimismo, se deben depurar los datos de sesgos experimentales
sustrayendo el valor obtenido para las muestras en blanco.

3.1.3. Pretratamiento de datos

Existen varios factores (por ejemplo, variaciones experimentales y bioldgicas no deseadas y errores
técnicos) que pueden causar dificultades en la identificacién de diferencias significativas en los
perfiles metabdlicos. Para eliminar determinados tipos de variaciones no deseadas, se adoptan la
correccion de las desviaciones de la sefial y los métodos de escalado.

a) Normalizacion

La normalizacion se aplica para corregir diferencias de intensidad de picos no deseadas y para
estabilizar la variacion dentro del conjunto de datos. La variacién experimental no deseada puede
surgir de un error humano (por ejemplo, en la extraccion y preparacion de muestras), dentro de
la variacion del instrumento (por ejemplo, cambios de temperatura dentro del instrumento, la
degradacion de la muestra o la pérdida de rendimiento del instrumento durante un analisis largo
de muestras), por la variacion entre distintos instrumentos, distintos lotes, distintos laboratorios
y distintas plataformas analiticas. También es comun la variacion bioldgica desconocida (por
ejemplo, en el nimero de células o en la concentracién del biofluido) y puede confundirse con
los factores de interés. La normalizacion de esas interferencias se puede llevar a cabo aplicando
un estandar interno como referencia para el calculo de los errores analiticos observados. Los
métodos de normalizacion que no se basan en estdndares internos con frecuencia aplican como
factor de normalizacion la suma, la media o la mediana de las respuestas de todos los metabolitos
de una muestra. Ademds existen otros métodos como, por ejemplo, la normalizacién del cociente
de probabilidad (PQN), la normalizacién del cambio multiplo promedio (FC), la normalizacion
cuantil o la normalizacién del alisado de diagramas de dispersion localmente ponderados (LOESS).
La eleccion de la técnica de normalizacion depende de un conjunto de presupuestos sobre las
mediciones metabdlicas y la variabilidad bioldgica del conjunto de datos.

b) Transformacion

Las abundancias de metabolitos en una matriz de datos normalmente tienen una distribucion
sesgada a la derecha, por lo que con frecuencia se aplica una transformacion logaritmica antes del
analisis estadistico.
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¢) Escalado

El escalado se realiza para ajustar las diferencias de cambio multiplo entre metabolitos que puedan
venir causadas por la existencia de grandes diferencias en la variacién de las respuestas medidas.
Los métodos de escalado dividen cada variable por un factor, el factor de escalado, que para cada
variable es distinto. Distintos métodos de escalado se han ido aplicando en la metabolémica,
incluyendo entre otros el autoescalado, el escalado Pareto, el escalado de rango y el escalado VAST.

Para mas informacion:

O. Fiehn. Metabolomics--the link between genotypes and phenotypes. Plant Mol. Biol., 2002, 48(1-2):155-71.
W.B. Dunn, D.I. Broadhurst, H.J. Atherton, et al. Systems level studies of mammalian metabolomes: the roles
of mass spectrometry and nuclear magnetic resonance spectroscopy. Chem. Soc. Rev., 2011, 40(1):387-426.
W.B. Dunn, I.D. Wilson, A.W. Nicholls, and D. Broadhurst. The importance of experimental design and QC
samples in large-scale and MS-driven untargeted metabolomic studies of humans. Bioanalysis, 2012, 4:2249-
2264.

A. Alonso, S. Marsal and , A. Julia. Analytical methods in untargeted metabolomics: state of the art in 2015.
Frontiers Bioeng. Biotech., 2015, 3:23.

R. Di Guida, J. Engel, JW. Allwood, et al. Non-targeted UHPLC-MS metabolomic data processing methods:
a comparative investigation of normalisation, missing value imputation, transformation and scaling.
Metabolomics, 2016, 12(5):1-14.

3.2. Identificacion de metabolitos

Con frecuencia, una de las etapas mas problematicas es la identificacion de metabolitos. Segun
Donald Rumsfeld (Secretario de Defensa de EE. UU.): « (..) como sabemos, hay conocidos
conocidos; hay cosas que sabemos que sabemos. También sabemos que hay conocidos no conocidos,
es decir, sabemos que hay cosas que no sabemos. Sin embargo, también hay no conocidos no

conocidos; los que no sabemos que no sabemos»

3.2.1. Identificacion en GC-EI-MS

En GC-EI-MS, la supuesta identificacién de metabolitos se podria realizar empleando dos
criterios: buscando el espectro puro obtenido a través de la deconvolucién con las librerias
espectrales comerciales y haciendo coincidir el RT con una biblioteca de espectros con RT
bloqueado para todas las entradas (tiempo de retencion constante para el mismo analito obtenido
a través del mismo método de analisis). En funcién del factor de coincidencia de la busqueda,
se pueden identificar o marcar los compuestos objetivo en un TIC complejo. Se realizard una
bisqueda para cada componente con una biblioteca de tiempos de retencién (llamada biblioteca
objetivo). Existen librerias de espectros objetivo de metaboldmica, librerias RTL (acronimo inglés
para «libreria de tiempos de retencion bloqueados») que se han desarrollado expresamente para
facilitar la identificacion de metabolitos. Debido a su alta reproducibilidad, resolucién de los picos
cromatograficos y la existencia de librerias de espectros de masas, la GC-EI-MS esta considerada

el patron de referencia para la busqueda metabolomica.
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La potencia de deconvolucion se aprecia al comparar los dos espectros de arriba de la Figura
2.11. El escaneo bruto o escaneo no deconvolucionado original aparece arriba. El escaneo
limpio, que es el componente deconvolucionado, aparece en el medio. El escaneo de abajo es el
compuesto identificado en una biblioteca espectral. Sin la deconvolucion, el analista compararia
visualmente el escaneo bruto con fondo sustraido y los escaneos de librerias para la confirmacion.

Con este tipo de comparacion seria dificil, cuando no imposible, decir que estd presente el

Fenbuconazol, el compuesto objetivo de este ejemplo.
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Figura 2.11. Comparacién de espectros bruto, deconvolucionado y de libreria (imagen proporcionada por

Agilent Technologies).
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Figura 2.12. Identificacion de un metabolito en un cromatograma de GC-EI-MS haciendo coincidir el RT y el espectro
con una libreria objetivo. a) Espectro obtenido, b) Espectro de la libreria objetivo, ¢) Diagrama de com-

paracion de espectros , d) Cromatograma TIC con la puntuacién de bisqueda en una escala de 100.

El numero de compuestos identificados serd invariablemente mayor cuando los experimentos se
realicen con instrumentacion de masas precisa utilizando también bases de datos de masas precisas
hechas a medida. Ademads, una instrumentacién de masas precisa facilitara la identificacion de no

conocidos a través de la generacion de férmulas de picos moleculares y sus fragmentos.

3.2.2. Identificacion de metabolitos en experimento de metabolémica de LC o
CE-(ESI)-MS: Trabajando con bases de datos

Comunmente se acepta que en un experimento metaboléomico normal existen 3 niveles de
identificacién de metabolitos, del menos al mds identificado: aproximadamente el 50% de los
compuestos serian compuestos sin identificar («desconocidos»), pero dentro del otro 50% pueden
existir compuestos supuestamente identificados en una clase de compuesto, gracias a un proceso de
coincidencias de consultas donde se utilizan distintas bases de datos. Esta identificacion se puede
refinar con mds datos instrumentales como el tiempo de retencién o la fragmentacion MS/MS.
Los compuestos se pueden identificar positivamente todavia mas cuando se analiza un estandar
conocido bajo las mismas condiciones y los mismos resultados de la coincidencia del desconocido

y del estdndar.
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Las bases de datos para metaboldémica han experimentado una importante evolucion en los ultimos
afos, en extension (nimero de metabolitos), profundidad (campos de informacion por metabolito)
y funcionalidad (tipos de consultas). Por ejemplo, la Human Metabolome DataBase —base de datos
del metaboloma humano- (HMDB) se lanzé por primera vez en 2006 con 2.180 metabolitos y
actualmente cuenta con mas de 100 campos de informacién completamente consultables para cada
compuesto en una lista que comprende mas de 42.000 metabolitos.

No obstante, los trabajos con bases de datos en el campo de la metabolomica estan lejos de estar tan
estandarizados como en las demas «omicas», y los investigadores de este campo tienen que trabajar
con distintas bases de datos y combinar la informacién que proporcionan, dado que una lista de
bases de datos relacionados con la metabolémica se puede ampliar hasta mds de 50 recursos en linea
distintos. Este es el motivo por el que en los ultimos afios han aparecido distintos mediadores para
permitir que los investigadores gestionen informacién procedente de diferentes fuentes.

Las bases de datos que se pueden utilizar en la metabolomica se pueden clasificar, segun su tipo
de informacién, como centradas en la ruta metabdlica o centradas en el metabolito. Y, a su vez,
este ultimo tipo se puede continuar subdividiendo en bases de datos espectrales o bases de datos de
compuestos. No se puede considerar esta clasificacién una organigrama con limites perfectamente
definidos, ya que se estdn modificando continuamente y parte de la informacién se puede encontrar
en distintas bases de datos.

El siguiente apartado trata de resumir algunas de las caracteristicas mas importantes de algunas
de las bases de datos mas relevantes actualmente en el campo de la metabolémica. Es importante
subrayar que, aunque se utilizan en investigaciones metabolomicas, el proposito principal de
algunas bases de datos no es el campo de la metabolémica; este es el caso de PubChem o KEGG,

por poner dos ejemplos.

3.2.3. Bases de datos centradas en el metabolito sobre compuestos para
busquedas simples de PM

ChEBI (entidades quimicas de interés bioldgico, por sus siglas en inglés) es una iniciativa
del Instituto Europeo de Bioinformatica, perteneciente al Laboratorio Europeo de Biologia
Molecular (EMBL). Incluye compuestos de distintas fuentes para proporcionar descripciones
mas estandarizadas de entidades moleculares (cerca de 45.000 han recibido una calificacion de
«3 estrellas» segun el curador) que hacen posible que otras bases de datos realicen la anotacién
de sus entradas de una manera uniforme. ChEBI se centra en la anotacién manual de alta calidad,
en evitar la redundancia y el suministro de ontologia quimica. Se pueden hacer busquedas por
nombre, féormula o estructura.

PubChem es la base de datos de los Institutos Nacionales de la Salud de EE.UU. que contiene
muchos millones (cerca de 100) de compuestos (de menos de 1.000 atomos) y sustancias (mas
de 200 millones). Los datos provienen de 80 proveedores/depositantes distintos. Las sustancias
son «impuras/réplicas», mientras que los compuestos son entidades tnicas (el identificador de

compuestos PubChem arroja un tinico compuesto). Las entradas incluyen sinonimias, propiedades
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quimicas, la estructura quimica con identificadores SMILES e InChl, bioactividad y enlaces
a compuestos relacionados estructuralmente y a otras bases de datos del Centro Nacional para
la Informacién Biotecnoldgica de EE. UU. (NCBI, por sus siglas en inglés), como PubMed. Se
pueden hacer busquedas por nombre, formula, rango de PM, estructura, recuento de enlaces de
hidrégeno dador/aceptor o XlogP.

ChemSpider es una base de datos de estructuras quimicas que proporciona un acceso rapido a mas
de 58 millones de estructuras, propiedades e informacion asociada. Alintegrar y enlazar compuestos
de aproximadamente 500 fuentes de datos, ChemSpider posibilita que los investigadores obtengan
la perspectiva mas completa de los datos quimicos de acceso libre a partir de una tnica busqueda
en linea. Pertenece a la Royal Society of Chemistry. Se puede buscar por nombre, sinonimia, InChl,
estructura, nimero de registro, SMILES y propiedades calculadas (pero no por férmula o masa).
Los datos incluyen nombres, sinonimias, articulos de Wikipedia, descripciones, fuentes de datos,
proveedores, patentes, articulos, propiedades, Encabezados de Temas Médicos (MeSH), enlaces

farmacoldgicos y espectros (UV, IR, NMR, MS) procedentes de otros sitios web.

3.2.4. Bases de datos espectrales centradas en el metabolito

Estas bases de datos no solo son compatibles con busquedas de PM o rangos de PM, sino que también
admiten busquedas de iones precursores (positivos, negativos, neutros), busquedas de listados de
picos (a partir de datos de MS o MS/MS) asi como coincidencias espectrales de MS/MS. Estas bases
de datos, en lugar de ser simples herramientas de bisqueda de PM, estédn ideadas para la identificacion
metabolomica y de compuestos basada en la MS.

BioCyc, desarrollada por SRI International (Menlo Park, California), es un conjunto de bases de datos
curadas para distintos organismos. Las bases de datos se organizan segun la cuantia de actualizaciones
manuales que hayan recibido. Las bases de datos de Nivel 1, como EcoCyc (para E. Coli) y HumanCyc,
han sido objeto de una amplia curacién, mientras que la mayor parte de las bases de datos BioCyc (de
Nivel 2 y 3) han sido obtenidas computacionalmente. Estas bases de datos se aplican especialmente a la
identificacion de metabolitos de organismos especificos y a la reconstruccion metabdlica utilizando la
bisqueda de rutas metabolicas.

HMDB es una base de datos dedicada al metabolismo humano que ha sido desarrollada con el apoyo
de Canadian Institutes of Health Research, Alberta Innovates - Health Solutions y el Metabolomics
Innovation Centre. Por cada entrada de datos, se proporciona informacion sobre las caracteristicas
quimicas, bioldgicas y clinicas, ademas de bibliograficas que incluyen asociaciones de enfermedades de
las que se informa, enzimas relacionadas y transportadores, ademas de enlaces a bases de datos externas
como KEGG.

Komic Market (Kazusa Omics Data Market) es una base de datos de anotaciones de metabolitos
de picos de MS detectados en estudios metaboldmicos. Proviene del proyecto Development of
Fundamental Technologies for Controlling the Material Production Process of Plants (Desarrollo de

tecnologias fundamentales para el control del proceso de produccion material de las plantas), con el

O
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apoyo de la New Energy and Industrial Technology Development Organisation de Japon.

LipidBank es la base de datos oficial de la Japanese Conference on the Biochemistry of Lipids -
Conferencia japonesa sobre la bioquimica de lipidos— (JCBL). Esta base de datos esta dedicada a los
lipidos neutros. Cubre varias clases distintas y toda la informacién molecular es objeto de curacién
manual y aprobada por expertos en investigacion de lipidos. Cada entrada incluye el nombre de un
lipido, su estructura molecular, informacion espectral y referencias bibliograficas.

LipidMaps se cred a través de una beca de investigacion colaborativa a gran escala («Glue Grant») del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas Generales de los EE.UU.,, perteneciente a los NIH. Su objetivo es
ofrecer identificacion y cuantificacion de los lipidos de los mamiferos, en particular la cuantificacién de
los cambios que se producen en respuesta a perturbaciones. En este recurso se incluye también la base
de datos LipidMaps Proteome Database (LMPD)

MassBank es un registro publico de datos espectrales de masas que tiene por base compartir
identificaciones y elucidaciones estructurales de compuestos quimicos que se detecten mediante
espectrometria de masas. Se puede acceder a MassBank a través de dos dominios: uno japonés (http://
massbank.jp) y otro europeo (http://massbank.eu) (NORMAN MassBank). La herramienta estd
implantada en los dos dominios, pero algunas funciones solo estin disponibles en el japonés.
METLIN esunamarcaregistradadel Scripps Research Institute, quedesarrollayaplicatecnologiasbasadas
en la espectrometria de masas para entender el metabolismo. Incluye informatica de procesamiento de
datos en la nube (XCMS) y espectrometria de masas de imagenologia de nanoestructuras (NIMS). Con
casi 1.000.000 de entradas de compuestos reales (no de prediccién), constituye una de las mayores bases
de datos disponibles. Las entradas en METLIN incluyen metabolitos, lipidos, esteroides, metabolitos
de plantas y bacteriales, péptidos pequefios y metabolitos y agentes toxicos de farmacos exdgenos.
También se incluye IsoMETLIN, un modulo para la metaboldmica basada en isotopos.
MycompoundID es un recurso web desarrollado por la Universidad de Alberta para la identificaciéon
de compuestos en funcion de sus propiedades quimicas, incluida la masa exacta. Es posible realizar
distintas busquedas, en particular busquedas MS, MS2 y PEP de péptidos sin marcaje y con marcaje
dimetilico y datos MS con marcaje isotopico quimico. Las busquedas se realizan en una biblioteca
metabolomica de base empirica (EML, por sus siglas en inglés) formada por 8.021 metabolitos
endégenos humanos conocidos y sus productos metabdlicos previstos, entre los que se incluyen
375.809 compuestos procedentes de una reaccién metabolica y 10.583.901 de dos reacciones. Se

generan compuestos previstos in silico a partir de entradas de HMDB.

3.2.5. Mediadores

CEU MassMediator, un proyecto desarrollado conjuntamente por el CEMBIO vy el Laboratorio
de Bioingenieria de la Facultad Politécnica de la Universidad CEU San Pablo de Madrid, es una
herramienta que realiza una busqueda automatizada a través de fuentes de datos externas (HMDB,
KEGG, LipidMaps, METLIN y MINE) y que ofrece las posibles identificaciones para una masa

dada (unificando en una sola correspondencia los resultados similares obtenidos en mas de una
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base de datos).

CSI:FinderID es una base de datos especifica para la identificacion MSn. Es compatible con
btsquedas avanzadas en picos en MS. Es un proyecto desarrollado conjuntamente entre la
Universidad Friedrich Schiller, en Alemania, y el Helsinki Institute for Information Technology dela
Universidad Aalto, en Finlandia, que combina la computacién mediante drboles de fragmentacion
y el aprendizaje automatico para mejorar el porcentaje total de moléculas identificadas y la
precisién de la identificacion.

MAGMa es una herramienta de anotacién desarrollada dentro del proyecto eMetabolomics,
creado por el Netherlands eScience Center de la Universidad de Wageningen, en colaboracion con
el Netherlands Metabolomics Centre. Se pueden descargar datos MSn como un drbol jerarquico
de picos de fragmentos, a partir de la m/z o féormulas quimicas, y las moléculas candidatas se
recuperan automdticamente de PubChem, KEGG o HMDB. Se calcula una puntuacion de
coincidencia basada en la calidad de la explicacién de los picos de fragmentos.

MassTRIX es una herramienta en linea para la anotacion de datos de espectrometria de masas de
alta exactitud. Los resultados se presentan en mapas de rutas metabolémicas KEGG especificas
para cada organismo y se puede afiadir cualquier otra informacién gendémica o transcriptémica.
La herramienta fue desarrollada en el Helmholtz Zentrum Miinchen, en una colaboracion entre
Philippe Schmitt-Kopplin y Karsten Suhre.

3.3. Analisis estadistico

Una vez obtenida la matriz con datos limpios, en los que se contenga la lista de posibles compuestos
y sus abundancias en cada muestra, el siguiente paso es la elaboraciéon del analisis estadistico
utilizando herramientas quimiométricas, que ofrece descripciones basadas en modelos de la
variacion biologica del sistema objeto de estudio. En el analisis de datos de la metabolémica no
dirigida se utilizan dos analisis estadisticos distintos: analisis de datos univariante y analisis de
datos multivariante (MVDA).

El anilisis de datos univariante parte de la hipdtesis de que solo hay un factor con influencia
en la respuesta de las variables. En una enfermedad compleja intervienen y se ven afectadas al
mismo tiempo distintas rutas bioldgicas reguladas por multiples variables. El anélisis estadistico
tradicional suele transformar todo los problemas en problemas univariantes, incluso los que son
multivariantes por naturaleza. Por esta razon, el MVDA es una herramienta estadistica adecuada
para la interpretacién de datos de un estudio metaboldmico. Sintetiza tablas de datos con muchas
variables y pocas observaciones y funciona reduciendo el nimero de variables y clasificando los
datos. El MVDA ofrece modelos estadisticos que diferencian especificamente representantes de
metabolitos de interés (picos anotados) y que se pueden identificar posteriormente de manera
definitiva, quimica o estructuralmente. El primer paso del MVDA es la creacién de la matriz
X, donde las muestras se organizan en filas y todas las variables (los compuestos) en columnas.

Seguidamente, siempre es necesario realizar un pretratamiento (escalado y transformacién) de los
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datos para mejorar la informacion respectiva. Una vez hecho esto, los datos se analizan mediante el
andlisis de componentes principales (PCA) no supervisado, el analisis discriminante supervisado
mediante regresion de minimos cuadrados parciales (PLS-DA), y el analisis discriminante por
minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). Ambos métodos reducen la matriz de
datos original de tal manera que se puedan revelar patrones subyacentes.

3.3.1. PCA

Es un método de reduccion de dimensiones ampliamente utilizado en la exploracion y
visualizacion de datos. Fue propuesto por primera vez en 1901 por Pearson. El PCA busca revelar
patrones subyacentes comprimiendo los datos, tratando de retener la mayor cantidad posible
de la informacion original. El PCA representa el punto de partida natural de cualquier analisis
de datos multivariante. Resulta util cuando lo que se quiere es ofrecer una perspectiva gréfica
global de todas las muestras que estén en la matriz de datos, revelando valores atipicos, grupos,
aglomerados, similitudes/disimilitudes y variables dominantes. La posicién de cada muestra en el
diagrama de dispersion tipo se utiliza para relacionarlas entre si: las muestras que se encuentran
proximas entre ellas poseen un perfil multivariante similar; en cambio, las muestras que estan lejos
entre ellas poseen propiedades dispares.

PCA y Deteccion de Valores Atipicos

Los valores atipicos se definen como puntos de datos cuyos valores difieren del de la mayoria de
los demds puntos de datos. Tienen influencia sobre la validez de los resultados metabolémicos,
ya que alteran la variacion de los datos y su distribucion, reduciendo asi el poder estadistico del
andlisis de datos. Los valores atipicos pueden ser bioldgicos o analiticos, dependiendo de la fuente.
Los bioldgicos son dificiles de reconocer. Son el resultado de variaciones bioldgicas aleatorias
o inducidas entre las muestras que ocurren con frecuencia durante el estudio de enfermedades
complejas con un grupo heterogéneo de pacientes. Ademds se debe incluir en el andlisis estadistico
la informacion procedente de valores atipicos biologicos aleatorios. En el caso contrario, los valores
atipicos analiticos causan una distorsion elevada de la informacion bioldgica y se deben excluir
del analisis estadistico. Podrian tener diferentes origenes: muestreo, almacenamiento, tratamiento
de muestras, andlisis, busqueda de caracteristicas o proceso de deconvolucién/identificacién. La
decision de mantener o eliminar los valores atipicos tiene que estar siempre justificada.

Una vez obtenido el modelo de PCA, se pueden destacar los valores atipicos mediante la
representacion grafica de la intensidad de los compuestos totales detectados en oposicion al
orden de analisis y observando el estadistico T2 de Hotelling y la opcién «Distancia al Modelo»
(disponible en SIMCA P+). Son necesarias distintas graficas y analisis de datos brutos vy filtrados
para individualizar y eliminar los valores atipicos. En una grafica de puntuaciones S-plot (scores
plot) de PCA, los valores especialmente atipicos aparecen como puntos muy alejados de la frontera
eliptica, representando el 95% de los intervalos de confianza de la variacién del modelo. El grafico

del estadistico T2 de Hotelling muestra la distancia desde el origen en el plano del modelo (espacio
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de puntuacién) para cada observacion seleccionada (representada como una columna). Si se
localiza un valor muy por encima del limite critico, eso quiere decir que no sigue la norma en
el rango de componentes seleccionado dentro del espacio de puntuacién. Por este motivo, la
probabilidad de que las observaciones sean de la misma clase que las otras muestras es menor
del 5%.

3.3.2. PLS-DA

Es necesario diferenciar entre los grupos y maximizar sus diferencias. Modela la relaciéon entre
dos o mas clases de datos a través de una serie de ajustes por minimos cuadrados locales. El
PLS (analisis por minimos cuadrados) evalta una relacién entre una matriz descriptiva X y una
matriz de respuesta Y. La diferencia fundamental entre el PLS y el PCA (analisis de componentes
principales) es que el PLS es una técnica «supervisada», que utiliza informacién adicional para
producir un modelo estadistico, mientras que el PCA es una técnica «no supervisada» y no
requiere mds introducciones de datos.

Puede recurrirse al PLS-DA y al PCA como métodos de reduccién de dimensiones en modelos
predictivos, antes del andlisis discriminante lineal (PLS-DA, PCA-DA). El enfoque estadistico
bilineal del analisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) es uno de los
métodos supervisados mds populares empleados en la metabolémica. En el PLS-DA, la matriz X
contiene las variables de datos, mientras que la matriz Y contiene la variable de clase por la que se
seleccionan valores para que sean los descriptores de la clase.

3.3.3. OPLS-DA

Evolucién del PLS, se trata de un método de regresion lineal que ha sido empleado con éxito en
simulaciones de prediccién de distintas aplicaciones bioldgicas y bioquimicas. Una de las ventajas
del método OPLS es su capacidad para modelar datos con variables con ruido y multicolineales,
como por ejemplo datos metabdlicos espectrales. En términos simples, el OPLS utiliza la
informacién de la matriz Y para descomponer la matriz X en bloques de variacién estructurada
correlacionados y ortogonal respecto a Y. Al igual que el PLS-DA, se puede utilizar el OPLS para
la discriminacién (OPLS-DA). La ventaja principal del OPLS-DA es la posibilidad de separar la
variacion predictiva de la no predictiva (ortogonal). No obstante, el OPLS-DA, al contrario que el
PLS-DA, no se puede emplear para analizar mds de dos clases al mismo tiempo.

Cuando se construye un modelo (PCA, PLS-DA, etc.), existen dos parametros de calidad del
modelo (R? y Q%) con importancia estadistica y que se pueden ser considerados el primer paso de
la validacidn.

-R? es el porcentaje de variacién del conjunto de entrenamiento (training set) explicado por el
modelo. Mide en qué medida el modelo se ajusta a los datos. Un buen modelo tiene un gran R? lo

que se traduce en una buena reproducibilidad.
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-Q? que predice la variacién, proporciona informacion sobre la capacidad del modelo de
predecir nuevos datos. Un gran Q? indica una buena predictibilidad.

Para asegurar que el modelo tenga una capacidad para diagnosticos, los indices R? y Q* tienen
que ser altos y no podrén variar en mas de 0,2 - 0,3. La desproporcion entre estos dos valores es la
primera advertencia de que el modelo se podria haber formado con un sobreajuste. La hipotesis de
partida es que, para datos bioldgicos, los valores aceptables son: R* > 0,7 y Q* > 0,4 [35].

3.3.4. Grdfica S-plot, intervalo Jack-knife y Variable Importancia en la
Proyeccioén (VIP)

El OPLS-DA es el punto de partida para realizar la gréfica S-plot, los andlisis Jack-Knife y la
proyeccion VIP para la identificacion de biomarcadores indicativos. Los intervalos de confianza de
S-plot y Jack-Knife son herramientas ttiles para seleccionar grupos diferenciados de metabolitos.
De forma resumida, la S-plot es una representacion visual, en forma de diagrama de dispersion, de
la covarianza y correlacion entre los metabolitos y la designacion de clase que se muestran en una
grafica de puntuaciones. En la S-plot se pueden desplegar las aportaciones de las distintas fuentes
a la distribucién de una muestra de datos en una variable dada.

La técnica Jack-knife, que adopta la forma de un diagrama de columnas, se emplea para construir
el intervalo de confianza para los modelos de pardmetros estimados. El intervalo de confianza
refleja la estabilidad y la incertidumbre de la variable y deberia tener un tamafo reducido. A partir
del andlisis Jack-Knife se puede crear una lista indicativa de los metabolitos mas relevantes de los
grupos diferenciados.

La puntuacién VIP muestra la contribucion de cada variable predictiva al modelo. En SIMCA
P+, los diagramas VIP se ordenan en funcién de la importancia de las variables; asi, el valor
VIP se utiliza con frecuencia para la seleccion de variables. Para construir un modelo preciso,

normalmente se seleccionan los metabolitos con una puntuacién VIP mayor que 1.

3.3.5. Validacion de los modelos estadisticos multivariantes

Para evitar el riesgo de sobreajuste, toda vez que los resultados obtenidos tras el MVDA son
sensibles a las correlaciones por azar, es necesario validar el modelo estadistico. Las herramientas
de validacion, como (a) el test de permutacién y (b) la validacion cruzada, se utilizan en la mayoria
de los casos para proporcionar una evaluacion objetiva del rendimiento y la estabilidad de un
modelo.

(a) Test de Permutacion: Para evaluar la importancia de una clasificacién se recurre al test de
permutacién. La asignacion de una clase se puede permutar varias veces y, por cada permutacion,
se puede construir un modelo entre los datos y la asignacion de clase permutada. La discriminacion
entre las clases del modelo, basada en la asignacién de la clase permutada, se compara con la
discriminacién del modelo basado en la clasificacion original. El test de permutacion resulta mas
adecuado para conjuntos de datos extensos que comprendan mas de 50 muestras.
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(b) Validacion cruzada: Esta aceptado como el método mas adecuado para los conjuntos de
datos medianos y pequeiios. En la validacion cruzada, el primer paso es dividir las muestras en
varios grupos. Seguidamente, se retienen esos grupos de manera secuencial al mismo tiempo que
se utilizan las muestras restantes para construir modelos de validacion cruzada. Se predicen las
muestras retenidas para cada modelo y se mide la capacidad predictiva. Se repite este proceso
hasta que se retengan y predigan todas las muestras. Para cruzar los datos en rondas sucesivas
utilizando el enfoque «excluir 1/3», se divide el conjunto de datos aleatoriamente en tres partes
y se excluye 1/3 de las muestras para construir un modelo con los 2/3 restantes de las muestras.
A continuacion, se predicen las muestras excluidas mediante este nuevo modelo utilizando un
andlisis de la puntuacion de la prediccion T, y el procedimiento se repite hasta que hayan sido
objeto de prediccién todas las muestras por lo menos una vez. Si todos los datos se predicen

correctamente, el modelo se puede considerar vélido.
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4. Andlisis de datos

4.1. De la identificacidon de datos a las rutas metabolémicas: Evaluacién de
datos inteligente pero asistida para el analisis de la relevancia bioldgica.

La lista o listas de identificadores de compuestos (todavia no es una lista de compuestos) debe ser
objeto de curacion, donde se debe intentar siempre eliminar o consolidar las asignaciones. En el
caso de la LC-MS o la CE-MS, entre los aspectos que se deben tener en cuenta estan los aductos y
las maltiples especies cargadas, los fragmentos (pérdidas neutras, productos de descomposicion,
recomposiciones), el perfil isotopico y los picos del ruido.

Asimismo, se debe realizar una revision cuidadosa de las identificaciones para eliminar
asignaciones imposibles. Se pueden establecer dos tipos de posibilidades para rechazar
identificaciones: el conocimiento de la relacion entre las propiedades del compuesto presuntamente
identificado (polaridad, carga, aductos, etc.) y las condiciones experimentales (disolvente de
extraccion, fase movil, tipo de cromatografia, condiciones de ionizacidn, etc.); y el conocimiento
del diseno del experimento (organismo, tratamiento, muestra, etc.).

Una vez curada la lista, estas identificaciones (y abundancias relativas, en algunos casos) se

pueden pasar por un nuevo conjunto de herramientas bioinformaticas que permita evaluar
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la importancia bioquimica de esos cambios. Estas herramientas son complementarias a la
informacién bioquimica recogida en los libros de texto, combinada con nuevos enfoques para
ese conocimiento, como el Roche Biochemical Pathways o el IUBMB-Sigma-Nicholson Metabolic
Pathways Chart, mapas metabolicos completos a los que se puede acceder a través de Internet.
Asimismo, las herramientas bioinformaticas relacionadas con las rutas bioquimicas se pueden
dividir en dos grupos: las bases de datos de rutas metabdlicas, con caracteristicas similares a las
de las bases de datos de compuestos, pero con registros de rutas metabdlicas completas en lugar
de compuestos; y las herramientas de andlisis de rutas metabdlicas, capaces de aplicar algoritmos
matemdticos para evaluar la importancia de los cambios observados, segtn el enriquecimiento de

las sefiales y la cantidad y relevancia de los metabolitos que cambia.
4.1.1. Bases de datos de rutas metabdlicas

Una ruta bioquimica puede definirse perfectamente como una serie de reacciones que convierten
un conjunto de sustratos en un conjunto de productos. Pero ésta es una definicion subjetiva y no
estandar, ya que la seleccion de metabolitos que se incluyen en una ruta metabdlica particular es
arbitraria, y las rutas metabdlicas tienen distintos tamafos (numero de metabolitos y reacciones
que intervienen) y a menudo se solapan, ya que un metabolito puede formar parte de distintas
rutas metabolicas. Por otra parte, las rutas metabdlicas que se establecen en una base de datos
pueden ser diferentes de las establecidas en otra.

A pesar de los problemas intrinsecos que existen de manera general en todas las bases de datos
de rutas metabdlicas, lo cierto es que constituyen una excelente fuente de datos bioldgicos que
sirve para relacionar metabolitos con genes, proteinas y enfermedades, sefialando asi eventos y
procesos, y ofreciendo también distintas herramientas que permiten la visualizacién y el mapeo de
genes/metabolitos, habitualmente con multiples especies.

Algunas de las bases de datos de rutas metabdlicas mds importantes son:

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) es una base de datos que sirve para
comprender funciones y utilidades de alto nivel del sistema biologico en estudio, como pueden
ser la célula, el organismo y el ecosistema, ofreciendo informacion desde el nivel genémico y
molecular. Es una representacion informdtica del sistema bioldgico que se organiza en bloques que
son componentes moleculares fundamentales como genes y proteinas (informacién gendmica)
y sustancias quimicas (informacién quimica) que se integran junto con el conocimiento de los
diagramas de conexién molecular de redes de interaccion, reaccion y relacién (informacién de
sistemas). Contiene ademds informacién sobre enfermedades y fairmacos (informacion médica)
como posibles perturbaciones del sistema biolégico. Cuenta con 508 mapas de rutas metabolicas,
17.931 compuestos y 11.015 glicanos, ademds de 10.476 reacciones bioquimicas.

Recon 2 cuenta con 1.789 genes implicados en la codificacion de enzimas, 7.440 reacciones y 2.626
metabolitos Gnicos distribuidos en ocho compartimentos celulares. Se puede explorar el contenido

de la reconstruccion mediante la bisqueda/exploraciéon de metabolitos y reacciones.
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La base de datos Small Molecule Pathway Database (SMPDB) se compone de aproximadamente
900 rutas metabdlicas de pequefias moléculas desarrolladas manualmente, de las cuales 384 se
corresponden con rutas metabdlicas de farmacos, 232 enfermedades y 220 rutas metabdlicas
generales. Representa compartimentos celulares, organulos, localizacion de proteinas y estructuras
cuaternarias para convertir listas de genes, proteinas o sustancias quimicas en rutas metabolicas o
diagndsticos de enfermedades.

PathWhiz es un servidor web disefiado para permitir la creacion de diagramas de rutas metabolicas
a color y biolégicamente precisos legibles por maquina e interactivos, con un visor al estilo de

Google Maps.

4.1.2. Analisis de rutas metabodlicas

Con los datos metabdlicos, se pueden considerar dos tipos de andlisis de rutas metabolicas: el
enriquecimiento y el andlisis topoldgico. El objetivo del enriquecimiento de metabolitos es comprobar
si en los datos existen grupos bioldgicamente significativos de metabolitos que estén enriquecidos
de forma considerable. Esta significancia estd relacionada con las rutas metabdlicas implicadas, la
localizacion de esos metabolitos o la enfermedad que pueda existir. El anlisis topologico (andlisis de
rutas metabolicas sensu stricto) se desarrolla para ampliar y mejorar el analisis del enriquecimiento
del conjunto de metabolitos para rutas metabodlicas mediante la consideracion de estructuras de rutas

metabolicas y sirviendo de apoyo para la visualizacion de rutas metabolicas.

4.1.3. Enriquecimiento de metabolitos

IMet-Q (intelligent Metabolomic Quantitation) es una herramienta automatica con interfaces
intuitivas para cuantificar metabolitos en datos obtenidos con un andlisis completo de
cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS). iMet-Q cuenta con un procedimiento
de cuantificacién completo para la eliminacion del ruido, la deteccion y el alineamiento de picos.
Asimismo, proporciona los estados de carga y las ratios de is6topos de los picos de metabolitos
detectados con el fin de facilitar la identificacién del metabolito.

MBRole (Metabolite Biological Role) realiza anilisis de sobrerrepresentacion (enriquecimiento) de
anotaciones categdricas para un conjunto de compuestos de interés. Estas anotaciones categoricas
se corresponden con la informacién bioldgica y quimica disponible en varias bases de datos y
software. Aunque se centra en las anotaciones cualitativas, MBRole es lo suficientemente general
y versitil para realizar anélisis de enriquecimiento funcional en cualquier muestra metaboldmica
(incluidas anotaciones bioldgicas y quimicas adicionales para metabolitos humanos), por lo que
complementa el software existente para el campo en auge de la metabolémica.

BiNChE es una herramienta de analisis de enriquecimiento para moléculas pequenas basada en la
ontologia de ChEBI. BINChE muestra un grafico interactivo que se puede exportar como imagen

de alta resolucion o en formatos de red. La herramienta ofrece andlisis simples, ponderados y
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de fragmentos basados bien en la ontologia de roles de ChEBI o en la ontologia estructural de
ChEBI. BiNChE sirve de ayuda en la exploracion de grandes conjuntos de pequefias moléculas
que se generan dentro de la metabolémica o de otros contextos de investigaciéon de la biologia
de sistemas. Esta herramienta de cddigo abierto proporciona un acceso web facil y altamente
interactivo a andlisis de enriquecimiento con la herramienta ontologica ChEBI, y se ofrece también
como biblioteca independiente.

IMPaLA es una herramienta web para el andlisis conjunto de rutas metabodlicas de datos
transcriptomicos o protedmicos y metabolomicos. IMPaLA ejecuta analisis de sobrerrepresentacion
o enriquecimiento con listas de metabolitos y genes especificadas por el usuario utilizando mas
de 3.000 rutas metabolicas previamente anotadas procedentes de 11 bases de datos. De este
modo, se pueden identificar rutas metabolicas que se pueden desregular a nivel transcripcional, a
nivel metabdlico, o a ambos niveles. Se combinan los indicios que existan de desregulacion de la
ruta metabolica, lo que permite la identificacion de nuevas rutas metabdlicas con una actividad
modificada que no aparecerian destacadas de aplicarse el andlisis a tan solo uno los niveles
funcionales.

MPEA (Metabolite Pathway Enrichment Analysis) es una herramienta rapida para el andlisis
funcional y la interpretacion bioldgica de datos de caracterizaciéon metabdlica. MPEA sigue el
concepto del analisis de enriquecimiento de conjunto de genes (GSEA, por sus siglas en inglés)
y comprueba si los metabolitos implicados en alguna ruta metabdlica predefinida se encuentran
hacia el principio (o el final) de una lista de compuestos consultados que han sido clasificados. En
concreto, MPEA ha sido disefiada para tratar con relaciones muchos a muchos (many-to-many)
que se puedan dar entre los compuestos consultados y las anotaciones de metabolitos.

MSEA (Metabolite Set Enrichment Analysis) es una herramienta web que ayuda a identificar
e interpretar patrones en los cambios de concentraciones de metabolitos en un contexto
biologicamente significativo para estudios metabolémicos de humanos y mamiferos. Para el
desarrollo de MSEA ha sido clave la creacion de una biblioteca de aproximadamente 1.000
conjuntos de metabolitos predefinidos que comprenden diversas rutas metabdlicas, estados de
enfermedad, biofluidos y localizaciones de tejidos. MSEA también es compatible con conjuntos
de metabolitos definidos por el usuario o personalizados para andlisis mds especializados.
MSEA ofrece tres anilisis de enriquecimiento distintos para estudios metabolomicos, entre los
que se incluye el analisis de sobrerrepresentacion (ORA), la elaboracion de perfiles de muestras
unicas (SSP) y el andlisis de enriquecimiento cuantitativo (QEA). ORA solo precisa de los
nombres de los compuestos, mientras que SSP y QEA necesitan los nombres de los compuestos
y sus concentraciones. MSEA genera graficas o tablas faciles de entender integradas con enlaces
a imédgenes de rutas metabolicas relevantes y descriptores de enfermedades. Para estudios
metabolomicos no realizados con mamiferos o estudios més especializados, MSEA permite a los
usuarios proporcionar sus propios conjuntos de metabolitos para el anélisis de enriquecimiento. El
servidor MSEA también es compatible con la conversion entre nombres de metabolitos comunes,

sinonimia e identificadores de las bases de datos mas importantes.
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4.1.4. Andlisis (topologico) de rutas metabolicas

Laestructura delas rutas bioldgicas representa nuestro conocimiento de las relaciones complejas entre
moléculas (activacion, inhibicion, reaccidn, etc.). Sin embargo, ni el andlisis de sobrerrepresentacion
ni el andlisis de enriquecimiento de rutas tienen en cuenta la estructura de la ruta a la hora de
determinar qué rutas tienen mads posibilidades de intervenir en las condiciones objeto de estudio.
Resulta obvio que los cambios que se den en las posiciones clave de una red tendran un mayor
impacto en la ruta que otros cambios que se produzcan en posiciones marginales o relativamente
aisladas. Existen dos mediciones consolidadas de la centralidad del nodo para estimar la importancia
del nodo: la intermediacion (betweenness) y la centralidad de grado (degree centrality). La primera
se centra en la estructura de la ruta metabdlica desde la parte relativa al nodo hasta la parte general,
mientras que la segunda se centra en las conexiones locales inmediatas.

Existen muchas herramientas informaticas comerciales de andlisis de rutas metabdlicas, como por
ejemplo Pathway Studio, MetaCore, Ingenuity Pathway Analysis, etc. En comparacion con estas, el
analisis de rutas de MetaboAnalyst es una herramienta web gratuita, disefiada para el andlisis de datos
metabolomicos. Utiliza las rutas metabdlicas de alta calidad KEGG como fuente de conocimiento
base. Integra dentro del analisis de rutas metabdlicas diversos métodos consolidados (por ejemplo, el
analisis univariante o el analisis de sobrerrepresentacion), asi como conceptos/algoritmos novedosos
(GlobalTest, GlobalAncova, andlisis de topologia de rutas). Asimismo, MetPa cuenta con un sistema
de visualizacién interactiva al estilo de Google Maps para ayudar a los usuarios a comprender los
resultados de sus analisis.

4.2. Validacion de biomarcadores. Asignacion de relevancia a los metabolitos

Una vez que se proponga un biomarcador (o un grupo de ellos) como conjunto de metabolitos
relevantes que podrian clasificar las muestras segtin las condiciones objeto de estudio, sera necesario
configurar un experimento dirigido y cuantitativo, aplicado a un grupo de muestras mas grande
(pacientes, en un estudio clinico, por ejemplo), preferiblemente independientes de aquellas
seleccionadas para la ejecucion de la fase de descubrimiento. Los resultados de este experimento se
analizan para evaluar la validez de dicho biomarcador y la metodologia mas utilizada para ello se
basa en la evaluacion de las curvas de la caracteristica operativa del receptor (ROC, por sus siglas en
inglés).

El analisis de la curva ROC es el método mas objetivo y estadisticamente valido para la evaluacién
del rendimiento del biomarcador. Permite construir un modelo predictivo a partir de una o mas
variables, que se puede utilizar para clasificar nuevos sujetos en grupos especificos (por ejemplo,
sanos/enfermos). Una curva ROC es una representacion grafica que muestra el rendimiento de
un sistema clasificador binario a medida que varia su umbral de discriminacién. La curva se crea
representando graficamente la tasa de verdaderos positivos (TPR) contraponiéndola a la tasa de
falsos positivos (FPR) para varios valores de umbral. En el aprendizaje automatizado, la tasa de

verdaderos positivos se conoce también como sensibilidad, memoria (recall) o probabilidad de
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deteccidn. La tasa de falsos positivos se conoce también como efecto colateral (fall-out) o probabilidad
de falsa alarma y se puede calcular como (1 - especificidad).

Eléareabajola curva (AUC, por sus siglas en inglés) oscila entre 0,5y 1,0 y el objetivo del investigador
serd maximizar el AUC por debajo de la curva ROC, al mismo tiempo que minimiza el nimero de
metabolitos utilizado en el panel de biomarcadores.

La herramienta principal para construir curvas ROC era Roccet, que a dia de hoy se integra dentro
del cuadro de herramientas de MetaboAnalyst

5. Sesiones practicas sobre metabolémica

Las sesiones practicas comenzaran con una visita introductoria al laboratorio y la identificacion
de las herramientas analiticas principales: homogeneizadores de tejidos, fuentes de ultrasonidos,
ultracentrifugadoras, SpeedVac y corriente de nitrogeno para concentraciones, insertos y viales,
tapones, septa, capsulas etc., junto con el instrumental analitico asociado a la espectrometria de
masas que se utiliza principalmente en la metabolémica. GC-MS-Q; LC-MS-QTOF; LC-MS-QqQ;
CE-MS-TOE

5.1. Metaboldmica dirigida y no dirigida

Se leerd y analizard de manera interactiva con los alumnos en el laboratorio un protocolo para
metabolomica basada en LC-MS con muestras de plasma. En una sesion tutorial se mostrardn
todos los pasos dados en un entorno profesional, utilizando tan solo software de cddigo abierto y
gratuito. El estudio metabolémico constara de dos grupos: CASO y CONTROL, con seis muestras
cada uno mas cuatro muestras de control de calidad (QC, por sus siglas en inglés) que se analizaran
mediante LC-MS con ionizacién positiva y negativa.

Workflow4Metabolomics 3.0

STEP 1 STEP 2 STEP 3 STEP 4
Upload your data

&
= -Gaiaxy IS Pcaia ] = Galaxy
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5.2. Preprocesamiento con Workflow4Metabolomics (W4M)

Este tutorial mostrard como preparar un conjunto de datos y utilizar la infraestructura en
linea Workflow4Metabolomics, desarrollada en Galaxy. W4M es un proyecto colaborativo
entre plataformas dedicadas a la metabolémica (la infraestructura francesa MetaboHUB) y a
la bioinformética (IFB: Institut Francais de Bioinformatique) y proporciona una plataforma de
cbdigo abierto para la metaboldémica informatica.

Antes de comenzar, cada alumno debera crear una cuenta en Workflow4Metabolomics. W4M:
http://workflow4metabolomics.org/. Haz clic en «STEP 1: Request an account» (solicitar cuenta) y
rellena el formulario. Se facilitaran las credenciales en el plazo de un dia habil.

5.2.1. Conversion de archivos MS

Dentro del entorno de W4M, los archivos MS tienen que convertirse a formato abierto como
.mzML, .mzXML, .mzData y .cdf. Si el software comercial (normalmente suministrado con el
equipo) no incluye una herramienta de exportacion, se puede utilizar otro software de codigo
abierto como ProteoWizard (http://proteowizard.sourceforge.net/) para la conversion de datos
brutos.

Se recomienda utilizar solo letras (en minuscula o mayuscula), digitos y caracteres “_” (sin
espacios) en todos los nombres proporcionados (nombres de muestras, de archivos, de carpetas,
variables, etc.), asi como convertir todos los archivos brutos a mzXML en modo centroide (archivos

mas pequenos), de manera que los archivos sean compatibles con el método xcms centWave.

© Lstof Fies () e of fle names
File: Browse About MSConvert
Fiters
[PeakPokng ]
Prefer Vendor: (7]
MS Levels:
Ol -
(Renoee ]
Fiter Parameters
peakPicking tue 1-
Output Drectory:
Options.
Output format: (maXML ] Extension.
Binary encodng precision: © 645t ©) 326t
Wiiteindex: (7]  Use 2ib compression: 7]
TPP compatbilty: (V] Package in gaip: (7]
[ Usethese setings next tme | stat MSConvet.

Parametros recomendados para la conversion de archivos MS para W4M
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5.2.2. Inspeccion de datos brutos

Los investigadores usan normalmente el software proporcionado por el proveedor de la
instrumentacion de MS, pero también existen alternativas de codigo abierto, como InsilicosViewer,
un visor gratuito para visualizar datos MS en mzXML que posee la mayor parte de las funciones
que ofrecen sus homologos comerciales. Esta herramienta incluye un software lector de mzXML/
mzData desarrollado por el Institute of System Biology (http://www.systemsbiology.org )

Abre tus datos brutos en formato .mzXML.

1. Selecciona archivo > Abre archivo.

2. Ve ala carpeta que contenga los archivos de datos en formato mzXML.

3. Selecciona tus datos.

4. Haz clic en Abrir.

El archivo de datos aparecerd en la ventana de Datos Brutos (Raw Data). (ver Figura)

| = 0
5 Fl. 6 Vew Took Vindow bl e
e an §9.
Open... 0
e .
= ~llcOS %
Science .
Print Preview Software x
boeiions B — YT
o
Nezwa - Datamodyfikaci Ty ~
it AT maip
txc 10471 massspect
e [N A p—
s 14710 masspec
€5 AT masspect
s oL —
P P e —
s BATES masipecs
ecsHe AT maspecs
P WATBE maspecs
s WATEE muspe
s [N —
s VAT masspect
s 4T masspecs
EcisHe A5 masspeciy
< >
[ -
T e T
[ Messages 3]

 insilicosViewer - [C:/Us 8 e o

® File Edit View HE
e

o =

- : ‘ 2

; Raw data 1

. | 874.804 |

E = !

814.687 795,644 1

. - &

e

60 > 1

=3 121081 ]

-] 30- B

£ 2 H

T 149,023 e 381.298 :

B <~ s i B3 B3 ! B

Figura. Ventana de datos brutos.
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Para mostrar més estilos de graficas, haz clic en el icono «TIC» o en «Tools > Drawing style»

3 sl (CUsers/danut/Desktop/A WAM/LC Positve maXML/Ee_1CmaxML -

B File Edit View Tools Window Help -&ax

aalkoaaafl]e s aw..

Display: " Totallon Current - m/z sange for TIC-
@ BasePesk &n

€ Intensiy Map. € From 99999

B

© sutace
@ Graph

Scale: & Linear
oy
€ logld
Time: @ Minutes
© Seconds

o] e

5.2.3. Subir datos a Galaxy

WorkflowqMetabolomics 3.0

and annotation or Metsbolomics

STEP 1 STEP 2 STEP 3 STEP 4
= S| S

Tools x » & History cem
olsa e eom your N . Unnamed history.

Wim Workflow4metabolomics - ..
-
Normatisation o Current version : 3.0 e e

from an extemnal source
d01:10.1093/bicinformatics/btugl3
amaten o
Statistical Analysis Latest news
‘Annotation [nk)
vty cantal [ o ]
‘Statistical Analysis
‘Annotation
e
LC/MS Tl == MS

‘Text Manipulation = %
Filter and Sort

Los (archivos de) datos que se vayan a subir deben ir acompafiados de la informacién del archivo
de metadatos de las muestras (informacién sobre tus muestras) y se debe proporcionar esta
informacion al sistema de acuerdo con unos criterios estrictos:
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the name you want (just avoid it to begin with
“ID* if you plan to open it with Excel later) Sample metadata

column names +«—— first row

You can add to this
table as many columns
as you want or need

Information about your samples
(study factors for example)

o
i
s
b

I

first column

Samples’ ID must absolutely match
those in the data matrix file

En el caso particular de las muestras que se vayan a utilizar en esta sesion practica, la informacion
sobre las muestras sigui6 la estructura que se describe en la tabla:

11:1411:;1::; clase polaridad MTIZE?ra lote ingzs;l;n Dieta
QC uno positiva pool B1 1 NA
Cl1 uno positiva muestra Bl 7 C
HC3 uno positiva muestra Bl 10 HC
BL uno positiva en blanco B1 12 NA

Los archivos deben estar separados por tabulaciones: archivos TSV o TXT con una tabulacién
como separacion.

Hay dos métodos para subir datos: subir un conjunto de datos individuales o crear antes un archivo
.zip, con una estructura predefinida de subdirectorios. Nosotros pondremos en préctica tan solo
la primera opcidn:
o Archivo unico (recomendado): Puedes seleccionar un archivo tnico como entrada. De este
modo, podrds ejecutar varios xcmsSet de forma paralela y utilizar el «xcms.xcmsSet Merger»
antes del «xcms.group».

o Archivo zip: Puedes seleccionar un archivo zip que contenga tus archivos de entrada:
myinputs.zip (donde figuren todas tus condiciones en forma de subdirectorios).

Archivo zip: Pasos para crear el archivo zip
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Paso 1: Crear tu directorio y jerarquizar los subdirectorios

MUY IMPORTANTE: Si comprimes tus archivos en Windows, debes usar el software 7-Zip
(http://www.7-zip.org/), de lo contrario, no podras descomprimir correctamente tu archivo zip en

la plataforma W4M (error de compresion).

Paso 2: Crea tu archivo zip
Importacion de datos <2Gb

Para importar los datos, utiliza la opcion «Paste/Fetch data» (pegar/recuperar datos) o «Choose
local file» (escoger archivo local). Desde la opcion «Upload configuration» (subir configuracion)

haz clic en «Convert spaces to tabs» (convertir espacios a etiquetas) a las etiquetas «Start» (iniciar)

= Galaxy / 4 / Metabolomics anaiyze pata

= wistory

Unnamed history.

Cemoty)

Download from web or upload from disk
Normalisation

Quality Control
Statistical Analysis
Annatation vou added 1 i)

Requier | Composite _ Callection

size settinas

»

Upload configuration
& comvert

& use posix standara

Quality Control
Statistical Analysis
Annotation
comMoN TooLs
Data Handiing
Text Manipulation
Filter and sort

Type (setail): Ato-datect Wa Genome (set al): unspec

[Eoemercne | & choose riv e [ pomrreremam ]| e

y «Close» (cerrar).

= Galaxy / 4 / Metabolomics anaiyze data

P
B2 Workflow4metabolomics

spaces to tabs

hed ()

(empty)

Unnamed history

>

Download from web or upload from disk

Requiar | Compasite  Collestion

o

lows you to upload
" ot rtp.workflowametabolom
1 adarass and password).
==

FTP. To upload some fies, g In
rg using your Galaxy

<
commor

Toxt Mo =
ocal e @ pasterFotch data | | Pause
Filter an .

s history Is empty. You can
fad vour own data or get data
um-an external souce

Importacion de datos <2Gb

Paso 1. Choose a FTP Client > Go to Cyberduck > Open Connection > Server (Elige un cliente FTP
> Ir a Cyberduck > Abrir conexion > Servidor): ftp.workflow4metabolomics.org, e introduce tu

nombre de usuario y contrasefia; a continuacion haz clic en «Open Connection» (abrir conexién)

y copia y pega tus archivos
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Unsecrd FTPcomection
@ Ursecsed FPomecion

Hovilbesenin
hosing senic o

vet e cotactyour weh
forssitnce.

- Continue
> Disconnect

0 Dertsbonsgsn

0 b

Download from web or upload from disk

Reqular | Composite  Collection
You added 1 file(s) to the queue. Add more files or click 'Start' to proceed.

Name Size Type Genome Settings Status
B sempless amm - ~ = -

-
FTP files. -

This Galaxy server allows you to upload files via FTP. To upload some files, log In
to the FTP server at ftp.workflowametabolomics.org using your Galaxy
credentials (emall address and password).
Avallable files: @ 1 files & 19.6 MB
& Name size  created

& samples.zip 19.6 MB  11/22/2017 05:09:03 PM

Type (sef Jspecified (2) 3

0 choose lacal file | & Choosa FT6 file | | G paste/Fetch data || pause reset [EDRH | crose

Cuando finalice la transferencia, vuelve a seleccionar «Choose FTP file > select your data > Start»
(Elige un archivo FTP > selecciona tus datos > Inicio).

Tus datos se subirdn a la plataforma WM.

Download from web or upload from disk
Regular | Composite  Collection
Name size Tvpe Genome settings status
£51C Positive maXMLzip  3.6GB  Auowdste. v QU unspecfied () v & v
Type (set ain): Auto-detect B a Genome (set ai): nspecitied (7)
Do eane | [ s i | (@ reswrretenaan | [ pavee | (et [ wn

Ahora puedes ver los detalles de tus datos subidos

= Galaxy / 4 / Metabolomics
S

o i ] S |
W . [0
‘Workflow4metabolomics

@ current version : 3.0 e O

Bublication: Franck Giacomoni, Gldas Le Corguilé, Misharl Monsoor, Marien Landi, iere poricard, Lo
2 , Daniel Jacob,

Mélanie petaro,
. Etienne A, Thevenot

Sloin
Upload File
Information

(emot) cem

@ Latest news

+ 10/05/2017 - LC.MS: A new

oral video explain how to ru

(unk)
R « 20/04/2017 - Workflowaetabolormics v3.0 sarts today - Check.

Harmaiaiion - Changelog

‘Quaiky control

‘Statistical Anaiysis ~ 3.0.0- 20/04/2017
Annstation

« Preprocessing
= UPGRADE - xems. (2.1.0): upgrad oo

Text maniputation 1.44.0
Filtar and Sort - NEW.

e Wa tools.
e 1
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5.2.4. Preprocesamiento de datos de LC-MS a través de XCMS

XCMS es un paquete de software R especializado en la extraccion de picos y alineamiento de

tiempos de retencion de archivos de adquisiciones de cromatografias de gases o liquidas acopladas
a espectrometria de masas (GC-MS y LC-MS).

Filter and
Identify Peaks

xcmsSet ()

(7

« Extraction
* Extraction of ions in each sample
independantly.

« Grouping < alignment
«Each ion is aligned across all samples

Match Peaks
Across Samples
group()

Retention Time
Correction N 2 . 2
+ Retention time correction (optional)

retcor()

Raw
LC/MS
Data
NetCDF
mzXML
mzpata

Fill in Missing
Peak Data
fillpeaks()

Analyze Results
difffreport()

Visualize
Important Peaks
getEIC()

Extraccion de picos - xcmsSet

xcms.xcmsSet Filtration and
Peak Identification using
xcmsSet function from xcms R
package to preprocess LC/MS
data for relative quantification
and statistical analysis

Archivos de entrada:

*Fill peaks
*Replace missing data with baseline value
—
\ -Statistics and visualisation (optionals)
*CAMERA
+ For annotation of adducts, neutral loss and
isotopes

CAMERA
Annotation

-

=)

Esta herramienta se utiliza para el preprocesamiento
de datos de archivos multiples de LC/MS (en formatos
NetCDE mzXML y mzData). Extrae iones de cada muestra
de manera independiente utilizando un modelo estadistico;

los picos se filtran y se integran

Parameter : num +

label Format

OR : Zip file

zip

OR : Single file

mzXML, mzML, mzData, netCDF

xcms. and Peak using & Versions | v Options
from xcms R package to preprocess LC/MS data for relative and

(Galaxy Version 2.1.0)

File(s) from your history your

[B7 & | © | [No mzxmi, mzmi, mzdata, netcdf, no_unzip.zip or zip dataset available. -

Single file mode for the format: mzxml, mzml, mzdata and netcdf. ZIp file mode for the format: no_unzip.zip,

zip. See the help section below.
Scan range option

hide

Extraction method for peaks detection

centwave

[method] See the help section below

Max tolerated ppm m/z deviation in consecutive scans in ppm

25

[ppm]

Min,Max peak width in seconds
20,50

[peakwidth]

Advanced options

hide
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Parametros:

Método de extraccién para la deteccion de picos:

o Matched Filter: Matched Filter: especializado en datos MS de centroide o de un perfil de baja
resolucion.

o Centwave: especializado en datos de centroides de alta resolucion. El algoritmo tiene como
objetivo detectar «trazas de masa» o «regiones de interés (ROI)», que se definen como regiones
con una desviacion de m/z menor que la definida en escaneos consecutivos. Esta desviacion
tiene que ser inferior al valor del parametro «ppmp».

2 l —— Chromatogram
- Gaussian Fit
Ix
® !
i
i
T o 1
i |
P
@
£ Y [ f
| VM%R MQAF\
Y VN
i Nﬁ‘ ’“14\
o o k / I W,
1 N o
\ /f Ny ““Vvv\mk
od o e N S nn
T T T T T T T
2850 2900 2950 3000 3050 3100 3150
Seconds

o MSW: Transformacién continua de la ondicula (onda pequefia). Basado en la ondicula, se

utiliza en datos de infusion directa y puede utilizarse para localizar picos cromatograficos en
diferentes escalas.

Puedes comprobar el tipo de tus datos en tu archivo de datos brutos. .
<M3lCentroidbatafibsThreshold»>200</M31CentroidlatadibsThresholds

<MSlCentroidialaikllhreshold>0.010</MElCent roidbatakELThreshol
d>

<MSZCenlroidDalafbsThreshold=5</M8ZCenlroidDatafbsThreshold>

<MEZ2CentraidbataRELThreshold=0.010</ME2CentroidbataRELThreshol
(=53
<“TimeSegment>
<lndex>1</lndex>
<gtartTime=0.0</StartTimes>
=DiverterValveStatesME</DiverterValveitates>
<StorageMode>B8REraid</storageMode
<lonMode>bual ESL</lonMode>
roe ameter>
iHeater</Td>
=350</Value>
sourcebarame lers
reelParameters
<Td>NGasFlows/Td>
<Value»10.0</Value>
<flimeSourceParameler>
urcelarameters
<TdsNebulizerPressure</Td:>
<Valuc»40</Value>

Desviacion ppm /2 maxima tolerada en escaneos consecutivos en ppm (en relacion con la m/z)

Fluctuacion del valor m/z (ppm) de escaneo a escaneo. Este parametro tiene que ser fijado segun
la exactitud del espectrémetro de masas
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Ancho de pico min. y max. en segundos: (en relaciéon con el RT)

El propésito principal del parametro que mide el ancho de pico es estimar de una manera aproximada
el rango de anchura del pico; este parametro no constituye un umbral. Las ondiculas utilizadas para
la deteccion de picos se calculan a partir de este parametro.

Importante: No elegir un pico minimo demasiado bajo, ya que no incrementard la sensibilidad,

sino que dividird los picos. .

Scan Time Scan Time

Figura. Ejemplo: pico de 45s de ancho A. Al utilizar el ancho de pico (20,60), el pico se divide en tres picos, cada uno
de ellos detectado como un pico separado de 10s de ancho: B. Al utilizar un ancho de pico de entre (20-120),
el pico quedara intacto.

Puedes comprobar este pardametro en tus datos brutos. Calcula el ancho de pico para un pico estrecho

y un pico ancho.

BS LOAQAQ[G P emsum.
-]
i
] Peak width [
100- S48.514 48513 SABSI4 548514 S48SIS 24 sec SARSI4 SABSI4 SALSM SBSID SRS SeBSIS SABSIA S4S1 -
R . s : s : s : » : 22 : 2a : 0%
Opciones avanzadas:
Advanced options
show ~|

Signal/Noise threshold

10 ‘
[snthresh] Signal to noise ratio cutoff
Minimum difference in m/z for peaks with overlapping retention times

-0.0015 |
[mzdiff] Can be negative to allow overlap
peak limits method

peak limits based on smoothed 2nd derivative (less precise) - ‘

[Integrate]
Prefilter step for the first phase

3,1000 ‘

[prefilter] Separate by coma k,I. Mass traces are only retained If they contain at least 'k’ peaks with
intensity >="I"

Noise filter

0 \
[noise] optional argument which is useful for data that was centroided without any intensity threshold,
centroids with intensity smaller than *noise’ are omitted from ROI detection
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Diferencia minima en m/z para picos con tiempos de retencién solapados (en relacién con el m/z

yelRT):

Diferencia minima de m/z para picos con un RT solapado (pico coeluyente). Tiene que ser negativa

para permitir el solapamiento.

Prefiltrado (en relacion con la intensidad):

Un pico tiene que estar presente en n escaneos con una intensidad mayor que k.

Una vez fijados todos los parametros, presiona «Execute» y espera... Este paso lleva tiempo.

= Galaxy / 4 / Metab

Tools *
o) o 1 50l has been suceessfully added to the queue - resulting In the following datasets:
search Lools
Unlaad File from your 2: LC_Positive_mzXML xset.RData
computer
3: Lc_Positive_mzXML sampleMetadata.tsy
Lc-ms
erERs T 43 LE_Positive_mzXML.xset.TICs_raw.pdf

xcims xemsSet Fillration and
Peak Identification using

xcmsSet function from xcms R
package to preprocess LC/MS

5: LC_Positive_mzXML.xset.BPCs_raw.pdf

History
search datasets

Unnamed history
6 shown

3.61G8

Os:
ML.xset.log.bet

@ B:LC Positive mzx

data for relative Guantfication 6: LC_Positive_m2XML.xset.log.txt
and statistical analysis e . s § e ‘ @ 41 LC_Positiva_mzx
You can check the status of queved Jobs and view the resulting data by refreshing the Histary pane. When
o " ML.xset.TICs raw.pdf
Xems xemsSet Merger Merge the job has been run the status will change from 'running’ to ‘finished’ if completed successfully or ‘arrar’ it

LIRS AT problems were encountered.

be used by group

@ 3:LC Positive mzX
ML P

XEms,aroue Group peaks
togsther across samples using
overlapping m/z bins and
calculation of smoothed peak
distributions in
ehromatographic time.
XCms.retcor Retention Time
Correction using retcor
funetion from xcms R package
XCms fllpeaks Integrate 3
sampla's signal in regians
where peak groups are not
represented to create new
peaks in missing areas

i .

Archivos de salida (Historial):
xset. TICs_raw.pdf grafica «Cromatogramas de Iones Totales» en formato PDF.
xset.BPCs_raw.pdf grifica «Cromatogramas de Pico Base» en formato PDF con cada muestra de

clase confrontada.

¥
© z:Lc posit
ML.xset.RData

1:LC Positive_mzXM

@ & x

v

sampleMetadata.tsv Archivo tabular que contiene informacién de cada muestra; estd asociado con

la clase y la polaridad (positiva, negativa y mixta). Este archivo es necesario para los pasos ANOVA

y PCA del flujo de trabajo.

xset.RData: formato rdata.xcms.raw. Archivo rdata necesario para el segundo paso del flujo de

trabajo «xcms.group».

sampleMetadata
B i

Data processing info
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El archivo de salida es un archivo xset.RData. Puedes continuar tu andlisis en la herramienta
xcms.group

xcms.group Group peaks
together across samples using
overlapping m/z bins and
calculation of smoothed peak
distributions in
chromatographic time.

Después de emparejar los picos en grupos, XCMS puede usar estos grupos para identificar y
corregir desviaciones correlacionadas en el tiempo de retencion de un anélisis a otro

Seguidamente, se pueden utilizar los picos alineados para llevar a cabo un segundo pase de
agrupamiento de picos que serd mas preciso que el primero.

Se puede repetir todo el proceso de forma reiterada. No todos los grupos de picos serdn utiles
para la identificacion de variaciones en el tiempo de retencién. Algunos grupos pueden ser picos
perdidos que pertenecen a una gran parte de muestras, ofreciendo asi una imagen incompleta de
la variacion en ese punto temporal. De cualquier modo, pueden existir otros grupos que contengan
multiples picos procedentes de la misma muestra, lo que es una sefial de una agrupacion incorrecta.

pooi1a1 pooiigz posniga

e ]

Independent peak lists | 222920

o

\Groupons By L:: :{ = s =

o « Tne o « e o « ine
is8iis0  eral 7173 issai7a  oral  s20e:
. Y T e —
Group ions by RT 54508/ 6.6 203368| | 3420530 6v:0] 745

267.0591  66.5 282039 |267.0581  65.5 260877 |
it

I
‘24631] |385.0520 653 55748

Resulting matrix
pool1B1 [pool182_|pool1B3

[ mz re
| 196.0005| 6.6/ 7810936 11733921 7933325
581176 67.4] 71736 69|

420308 > | 2581

7
42.0309|  68.3] 202268 74594
67.0581  65.5| 282039 260877 |
[[283.0319] es. | "a2ae31| 35744s5|

Tras la identificacion de picos con xcmsSet, esta herramienta agrupa los picos que representan el
mismo analito en todas las muestras a través de bins (regiones) de m/z superpuestos y del cdlculo
de las distribuciones de los picos redondeados en el tiempo cromatografico. Permite rechazar

caracteristicas que se detectan solo parcialmente dentro de las réplicas de una clase de muestras.

Archivos de entrada:

Parameter : num + label[Format
Or : RData file | rdata.xcms.raw
Or : RData file | rdata.xcms.retcor
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xcms.group Group peaks together across samples using overlapping m/z &% Versions v Options
bins and calculation of smoothed peak distributions in chromatographic time. (Galaxy Version
2.1.0)

xset RData file

‘ 5y ‘ (] o No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group, rdata.xcms.retcor or rdata dataset available. -

output file from another function xcms (xcmsSet, retcor etc.)
Method to use for grouping
density -
[method] See the help section below
Bandwidth
30

[bw] bandwidth (standard deviation or half width at half maximum) of gaussian smoothing kernel to apply to
the peak density chromatogram

Minimum fraction of samples necessary

0.5

[minfrac] in at least one of the sample groups for it to be a valid group
Width of overlapping m/z slices

0.01

[mzwid] to use for creating peak density chromatograms and grouping peaks across samples

Advanced options
show -
Maximum number of groups to identify in a single m/z slice
50

[max]
Get a Peak List
Yes | No |

Pardmetros

Método para la agrupacién

mzClust. Ejecuta un alineamiento de alta resolucién en muestras espectrales tinicas almacenadas
en el archivo RData generadas por la herramienta xcmsSet.

Densidad. Agrupa picos de todas las muestras a través de bins m/z de solapamiento y del calculo
de las distribuciones de los picos redondeados en el tiempo cromatografico.

Nearest. Agrupa picos en las muestras creando una lista de picos dominantes y asignando los picos

correspondientes de todas las muestras. Se inspira en el algoritmo de alineamiento de mzMine.

Ancho de banda [bw] (en relaciéon con el RT)

La desviacién estandar del metapico gaussiano que agrupa picos.

Ancho de los cortes de m/z superpuestos [mzwid] (en relacion con la m/z)

Tamaiio de los cortes (bins) de m/z. Rango de la m/z a incluir en un grupo. Depende de la exactitud
del espectrometro de masas.

Se ejecuta un binning del dominio masa. mzwid define el tamaio del bin. A continuacién, para
cada bin de m/z se consideran todos los iones de todas las muestras para todos los tiempos de
retencion. Se utiliza el método de estimacién de densidad de Kernel para detectar una region de
tiempos de retencion con una alta densidad de iones.
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Grouping peaks in mass bin: 337.975 — 338.225 m/z (mzwid)

. K
2500 30‘00 3500 4000
Un modelo gaussiano agrupa los picos con RT similares.
La inclusion de los iones en un grupo viene definida por la desviacion estandar del modelo
gaussiano (ancho de banda) que se corresponde con el pardmetro bw (podria interpretarse
como ventana de RT).
Las lineas de rayas verticales indican que la caracteristica es valida y se conservara en la
matriz de datos.
Para que sea vélida, el numero de picos de un grupo debe ser mayor que el porcentaje
del ndmero total de muestras. Este umbral estd definido por el pardmetro «minfrac»
(fraccién minima).

2500 3000 3500 4000

Disminuir el bw permite separar estos dos grupos.

Grouping peaks in mass bin: 337.975 - 338.225 m/z (mzwid)

Problem bw =10 sec

Solved

3500 4000

La m/zy el RT resultantes de la caracteristica correspondiente a la mediana de la m/z y
el RT de todos los iones, agrupada como una sola caracteristica.

Fraccion minima de muestra necesaria [minfrac] (en relacion con las muestras

Fracciéon minima del numero total de muestras para que se pueda considerar vélido un grupo

(muestra minima detectada en al menos una clase para que se pueda considerar un grupo).
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Minfrac=0,5 se corresponde con el 50%. (n=10 minfrac=0,5 encontrado en al menos 10 de cada 50)

Mix (en relacidon con el nimero de iones

Un niimero maximo de grupos detectados en cortes individuales de m/z.

@ ® 4samples in each group

Archivos de salida (Historial)

xset.group.RData: formato rdata.xcms.group

xset.group.Rplots.pdf

Fichero Rdata que serd necesario para el tercer y cuarto paso del flujo de trabajo (xcms.retcor y

xcms.fillpeaks).

= Galaxy / 4 / Metabolomics

7: Le_positive_mzXML.xset.group.RData.

8 Lc_Positive_mzXMLxset.group.Rplots.pdf

prer c/ms.
data for relative quantiication 11: xsetlog.txt
and statistical analysis
You can check the status of queued jobs and view the resulting data by refreshing the History pane. When
AcnxcmsSet Merger Merge the job has been run the status wil change from running' o finished’ If completed successfully or ermor'If | | @ g;
ne to rec.

e Set xaet i o

problems were encounte: e o
up peaks

together across sampies using @ 7:Lc Positive m @ £ x

overlapping /2 bins and XML xsstaroup.RP.

calculation of smoothed peak ata

aistributions In

chromatagrapric time. SiLc positive mX @ & x

MLxeatlog.xt
Retention Time.

Correcton using retcor Silc positive maX @ & x

function from xcms R package MLxsetapes rawp

xcms AlPeats Integrate a o

Sample’ssignal n regions ailc positive maX @ o x

where peak groups are not MLcetTICs rawa

reprasentad to croate new ar

peske n missing areas

scms.summary Creste &
summary of XCMS analysis =

Group.variableMetadata.tsv Group.dataMatrix.tsv
10:1C positive 2 ® # X
XMLxset.aroup.data
Matrixtsy.
9:1 Positive mX @ ¢ x

bleMetadata.tsv

BLC Positive m2X @ # X
‘MLxsetaroup Rplot
spdl

et CIPZES Two distinct m/z merge as.
Mlxsef.droup.8Dat one group. Mzwid and bw

e —
it 5,
e Group.Rplots.pdf y ST 6438565
H | R \
‘Shows the differents samples (doy) | 5 .
: e s :
s il | § 31
g
o | ! s
¥ g ES .
1 ‘ HE | A I
) h : " N g 1 g . K
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xcms.retcor (Alineamiento)

xcms.retcor Retention Time
Correction using retcor
function from xcms R package
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Después de emparejar los picos en grupos, XCMS puede usar estos grupos para identificar y corregir
desviaciones correlacionadas en el tiempo de retencion de un analisis a otro. Seguidamente, se
pueden utilizar los picos alineados para llevar a cabo un segundo pase de agrupamiento de picos
que serd mas preciso que el primero. Se puede repetir todo el proceso de forma reiterada. No todos
los grupos de picos seran ttiles para la identificacién de variaciones en el tiempo de retencion.
Algunos grupos pueden ser picos perdidos que pertenecen a una gran parte de muestras,
ofreciendo asi una imagen incompleta de la variacién en ese punto temporal. De cualquier modo,
pueden existir otros grupos que contengan multiples picos procedentes de la misma muestra, lo
que es una sefal de una agrupacion incorrecta.

Archivos de entrada

Parameter : num + labellFormat
1 : RData file rdata.xcms.group

xcms.retcor Retention Time Correction using retcor function from xcms R & Versions | v Options
package (Galaxy Version 2.1.0)
xset RData file

[ < s No rdata.xcms.raw, rdata.xcms.group or rdata dataset available. -

output file from another function xcms (xcmsSet, retcor etc.)
Method to use for retention time correction

peakgroups -

[method] See the help section below
Smooth method

loess b
[smooth] either 'loess’ for non-linear alignment or ‘linear’ for linear alignment
Number of extra peaks to allow in retention time correction correction groups

1

[extra]

Number of missi to allow inr ion time correction groups

1 Number of admitted missing well

[missing] behaved peak in a group.

Advanced options

hide hd
Resubmit your raw dataset or your zip file @

Parametros:

Método

peakgroups

xcms ignora estos grupos al considerar solamente los grupos de picos con buen comportamiento

(well-behaved) que no aparezcan (missing) en como méximo una muestra y que tengan como

maximo un pico extra. (Estos valores se pueden cambiar con los comandos missing y extra.)
Para cada uno de esos grupos con buen comportamiento, el algoritmo calcula el RT medio vy,

para cada muestra, una desviacién de esa media. Dentro de una muestra, la desviacion observada

varia en el tiempo de un modo no lineal. Esos cambios se aproximan mediante una técnica de

regresion polinomial local aplicada a la funcién loess. Por defecto, el ajuste de la curva se realiza
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a través de minimos cuadrados en todos los puntos de datos. No obstante, se puede activar la
deteccion y eliminacion de valores atipicos ajustando el comando family a symmetric.

obiwarp

Calcula para cada muestra las desviaciones del RT utilizando el codigo de obiwarp en «http://obi-
warp.sourceforge.net/». Esta funcion puede alinear multiples muestras con una estrategia center-star.
Ordered Bijective Interpolated Warping (OBI-Warp) alinea matrices a lo largo de un eje unico
utilizando el algoritmo Dynamic Time Warping (DTW) y una funcién de warp interpolada y
biyectiva. OBI-Warp saca provecho de la capacidad de alineamiento no lineal y global de DTW
y anade el resultado discreto y no-biyectivo de DTW para ofrecer interpolantes naturales que

puedan ser utilizados con miltiples conjuntos de datos.

Advanced options

‘ show v
Degree of ing for local poly ial regression fitting
‘ 0.2
[span]
Family
‘ gaussian -

[family] if gaussian fitting is by least-squares with no outlier removal, and if symmetric a re descending M
estimator is used with Tukey's biweight function, allowing outlier removal

lottype
plottyp Plot to visualize the result of the

‘ deviation retention time correction. v
[plottype] if deviation plot retention time deviation points and regression fit, and if mdevden also plot
peak overall peak density and retention time correction peak density

Resubmit your raw dataset or your zip file L2

Archivos de salida (Historial)

xset.group.retcor.TICs_corrected.pdf TIC grafico de TIC en formato PDE corregido después de
un paso retcor.

xset.group.retcor.BPCs_corrected.pdf grafico de BPC en formato PDE, corregido después de un
paso retcor.

xset.group.retcor.RData: rdata.xcms.retcor archivo de Rdata que serd necesario para el
paso xcms.group del flujo de trabajo.

El archivo de salida es un archivo xset.retcor.RData. Puedes continuar tu andlisis utilizandolo en
la herramienta xcms.fillPeaks.

Tras un paso retcor, es obligatorio realizar un paso group. De no ser asi, el resto del flujo de
trabajo no funcionara con el archivo de RData. (El agrupamiento de picos inicial pierde su

validez y queda descartado)
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2.xcms.fillpeaks

xoms.flliPeaks Integrate a
sample's signal in regions
where peak groups are not
represented to create new
peaks in missing areas

Integrar areas de picos perdidos. Para cada muestra, identifica grupos de picos donde esa muestra
no esté representada. Para cada uno de estos grupos de picos, integra la sefial en la region de ese
grupo de picos y crea un nuevo pico.

Dependiendo del tipo de datos brutos, existen dos métodos diferentes disponibles. Para cubrir
datos de GCMS/LCMS, el método «chrom» integra datos brutos en el dominio cromatografico,
mientras que «MSW» se utiliza para listas de picos sin informacién de RT como los que provienen
de espectros de infusién directa.

Archivos de entrada

Parameter : num + label/Format
1 : RData file rdata.xcms.group

xcms.fillPeaks Integrate a sample's signal in regions where peak groups & Versions || v Options
are not represented to create new peaks in missing areas (Galaxy Version 2.1.0)

xset RData file

‘ D | 7] No rdata.xcms.group or rdata dataset available. -
output file from another xcms function (group)
Filling method

chrom v
[method] See the help section below
Get a Peak List

ves [No

Resubmit your raw dataset or your zip file »

Parametros:
Método de cumplimentacion

o chrom
Este método produce valores de intensidad para las muestras perdidas integrando datos brutos
en una regién de un grupo de picos. En un grupo dado, se definen los puntos de RT de inicio y
finales para la integracion a través de los puntos de inicio y finales de la mediana de los otros picos
detectados. Los valores m/z de inicio y finales se determinan de forma similar. Las intensidades
pueden ser todavia igual a cero, lo que supone una intensidad bastante inusual para un pico. Este es el
caso si, por ejemplo, se definiera el umbral de intensidad en los datos brutos y el 4rea de integracién
no contuviera realmente intensidades brutas, o si una muestra fuera mal calibrada, esos puntos de
datos brutos estaran entonces (apenas) fuera del drea de integracion.

Es importante que, cuando se disponga de la correccién de los datos de RT, la informacion de
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alineamiento se utilice para integrar de forma mds precisa la region apropiada de los datos brutos.
Si el RT corregido se encuentra mas alla del final de los datos brutos, el valor serd un NaN (not-a-

number /no-un-numero).

« MSW
«MSW» se utiliza para listas de picos sin informacion de RT como las que provienen de espectros

de infusidn directa.

Obtener una lista de picos
Cuando sea «verdadero» (true), el mdédulo generard dos archivos adicionales correspondientes

a la lista de picos: el archivo de metadatos variable (correspondiente a la informacién de iones
extraidos, como puede ser la masa o el RT), y la matriz de datos (correspondiente a las intensidades

relacionadas).

Cifras decimales para valores [de masa o de tiempo de retenciéon] en identificadores

Los identificadores de iones se construyen como MxxxTyyy, donde «xxx» es la masa media del ion
y «yyy» es el RT medio del ion.

Se utilizan dos pardmetros para ajustar el nimero de decimales deseado in identificadores para
masa y para RT, respectivamente. Estos parametros no afectan a decimales en columnas que no

pertenezcan al identificador.

Valores de intensidad registrados.TEste parametro determina qué valores deberian ser registrados
como intensidades en la tabla matrizDatos; se corresponde con el intervalo de xcms «intval».

o into: area integrada del pico (bruto) original

» maxo: intensidad méxima del pico (bruto) original

o intb: drea integrada del pico corregida en la linea base (solo esta disponible cuando se realice

la deteccion del pico a través de «findPeaks.centWave»)

= Galaxy / 4 / Metabolomics Aanaiyze pata Using 15.9 GB.
Tools & History < am
h t [>) earch datasets o)
22: Lc_positive_mzxXML.xset. t fillPeaks.RDat
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Archivos de salida

xset.fillPeaks.RData: formato rdata.xcms.fillpeaks

Archivo Rdata que se usara en el paso CAMERA.annotate o xcms.summary del flujo de trabajo.
xset.variableMetadata.tsv: formato tabular. Tabla que contiene informacién sobre iones; se puede
utilizar como una entrada de los médulos Quality_Metrics o **Generic_filter*.
xset.dataMatrix.tsv: formato tabular. Tabla que contiene informacion sobre las intensidades de los

iones; se puede utilizar como una entrada de los modulos Quality_Metrics o **Generic_filter*.

El archivo de salida es un archivo xset.fillPeaks.RData. Puedes continuar tu andlisis utilizindolo

en la herramienta CAMERA.annotate 0 xcms.summary.

variableMetadata.tsv dataMatrix.tsv
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5.3. Estadisticas

Analisis estadistico univariante y multivariante: Se ejecutaran el PCA y el PLS-DA con
Metaboanalyst (https://metaboanalyst.ca). El objetivo de MetaboAnalyst es ofrecer una herramienta
gratuita, intuitiva y de facil acceso para analizar datos procedentes de datos metabolémicos de alto
rendimiento. Ha sido disefiada para solucionar dos tipos habituales de problemas: 1) identificar
caracteristicas que sean significativamente diferentes entre dos condiciones (descubrimiento de
biomarcadores); 2) usar datos metabolémicos para predecir las condiciones objeto de estudio
(clasificacion). Por otra, MetaboAnalyst proporciona también herramientas para la identificacién
de compuestos y el mapeo de rutas metabolicas para la anotacion de caracteristicas significativas.

Ve a la pagina principal y haz clic en >>click here to start<< (haz clic aqui para empezar).

® Vetsboanat < IB =
©>Cc e ® www.metaboanalyst.ca/faces/upload/StatUploadView:xhtmi 9 1| Q suscar mamo =
=l &S’ MetaboAnalyst -- a comprehensive tool for metabolomics analysis and interpretation
“ R Command History »)(x
i 1) Upload your data
Tab-delimited text (.txt) or comma-separated values (.csv) file:
» Processing
Normatation Dataype:  Concentations | Specraibins e Peakintensiytable
\ Stnter N e =

Download

Exit

DataFile: | Examinar... | Datalatrccsv

Zipped Files (.zip) :
DataType: e NMRpeaklist | MSpeaklist | S specta

oaarte: (B Nose haselecaonadoingn s [Seewi]

PairFile: Bamiar... | No se ha seleccionado ningdn archivo

2) Try our test data :

Data Type Description

Selecciona el tipo adecuado de Dato y Formato y envia («Submit») los datos. Como no existen
valores perdidos en los datos facilitados, se puede saltar el siguiente paso.

En cada paso existen multiples opciones para el analisis estadistico. Se recomienda a los alumnos
que prueben alternativas a aquellas propuestas durante este curso.

Al tratarse de plasma, no se requiere normalizacion externa.

Trabajaremos después de la transformacion logaritmica y el escalado Pareto.

Los alumnos intentardn identificar compuestos significativos tras un andlisis ANOVA y post hoc
unidireccional, y después también de un PLS-DA.

Se evaluaran opciones de aglomeracion (clustering).

Los resultados se combinaradn en una hoja de célculo de MS Excel, de donde se obtendra una

lista de m/z significativas.
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5.4. Anotacion

Identificacion a través CEU Mass Mediator, http://ceumass.eps.uspceu.es/
Anilisis de rutas: integracion del analisis de enriquecimiento y el analisis de topologia de rutas.

Visualizacion de los resultados obtenidos para el organismo modelo, con Metaboanalyst.

Para saber mas:

E.G. Armitage, E J. Rupérez, C. Barbas. Metabolomics of diet-related diseases using mass spectrometry.
Trends Anal. Chem., 2013, 52:61-73.

A. Mastrangelo, A. Ferrarini, E Rey-Stolle, A. Garcia, C. Barbas. From sample treatment to biomarker
discovery: A tutorial for untargeted metabolomics based on GC-(EI)-Q-MS. Anal. Chim. Acta, 2015,
900:21-35.

A. Garcia, S. Naz, C. Barbas. Metabolite fingerprinting by capillary electrophoresis-mass spectrometry.
Methods Mol Biol, 2014, 1198:107-223.

S. Naz, A. Garcia, M. Rusak, C.Barbas. Method development and validation for rat serum fingerprinting
with CE-MS: application to ventilator-induced-lung-injury study. Anal Bioanal Chem., 2013, 405(14):4849-
4858.

W4M Workflow4Metabolomics. http://workflow4metabolomics.org/
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Modulo 3
Lipidomica
Elisabete Maciel', Eliana Alves?, Pedro Domingues?, Rosario Domingues'?

Mass Spectrometry Center, Department of Chemistry, University of Aveiro, 3810-193 Aveiro, Portugal
1 CESAM (Centro de Estudos do Ambiente e do Mar)
2 QOPNA (Quimica Organica, Produtos Naturais e Agroalimentares)

I. Justificacion

La Lipidémica se puede definir como el analisis a gran escala de la composicion lipidica de
muestras bioldgicas. Desde la tltima década ha ido creciendo el interés por la lipidomica, debido al
desarrollo de distintas técnicas analiticas, especialmente la espectrometria de masas. Por otra parte,
han contribuido a este desarrollo, el reconocimiento del papel fundamental que juegan los lipidos
en el mantenimiento de la hemostasia celular y el desarrollo de un gran nimero de patologias,.
El andlisis lipidomico puede ofrecer perspectivas novedosas de los procesos bioquimicos,
identificando nuevos biomarcadores lipidos de la enfermedad y reuniendo pruebas de rutas
metabolicas modificadas que puedan resultar utiles para estrategias terapéuticas innovadoras.

La primera parte de este modulo se centrara en las principales estrategias analiticas para
identificar el perfil lipidico de muestras biologicas. Incluird el estudio de las principales técnicas
empleadas hasta la fecha, incluidos protocolos de extraccion de lipidos, métodos de separacién/
fraccionamiento de lipidos, utilizacién de la espectrometria de masas en el analisis de lipidos y
plataformas bioinformdticas para analisis de datos. La segunda parte de este mddulo se ocupa de un
estudio del caso y ha sido disefiado para que los alumnos se familiaricen con el andlisis lipidémico.
El curso se basa en clases expositivas e interactivas con los alumnos, sesiones demostrativas/
practicas y andlisis de casos practicos que permitiran consolidar los conceptos y alcanzar unos

resultados de aprendizaje especificos.

Il. Objetivos y resultados del curso

Objetivos

El objetivo de este curso es proporcionar a los alumnos una visiéon avanzada e integrada de las
estrategias analiticas que se pueden emplear en el estudio del lipidoma. Los alumnos adquirirdn
conocimientos tedricos y practicos sobre la importancia de la lipidomica en el contexto de las
ciencias bioanaliticas. Abarcara conceptos basicos y avanzados de las caracteristicas estructurales
y la funcion de los lipidos. Se destacaran especialmente los conceptos practicos relacionados con
las metodologias lipiddmicas, donde se incluirdn distintas etapas de extraccidn, fraccionamiento
y andlisis estructural de lipidos, centrados en enfoques basados en la espectrometria de masas.
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También se pretende contextualizar las potencialidades del andlisis de las desviaciones en el
lipidoma, asociadas a distintas patologias, como las patologias cardiovasculares, las enfermedades
neurodegenerativas, el cancer, la diabetes y la inflamacién, para el desarrollo de nuevos

biomarcadores o estrategias terapéuticas.

Resultados del aprendizaje:
Tras terminar el curso, el alumno debera ser capaz de:
1. Definir y aplicar terminologfa comtn en lipidémica;
2. Reconocer los principios de la mayoria de las técnicas lipidomicas;
3. Comprender los distintos flujos de trabajo de la lipidomica basada en la espectrometria de
masas;
4. Analizar datos lipidémicos;
5. Comunicar vy justificar conclusiones de forma clara e inequivoca ante especialistas y no
especialistas;

6. Continuar el proceso de aprendizaje, mayormente, de forma auténoma.

lll. Contenido del curso

Moddulo 3 - Lipidémica
1. Introduccén a la Lipidomica
1.1. Enfoques analiticos en la Lipidémica
1.1.1. Preparacion de muestras: extraccion y fraccionamiento de lipidos.
1.1.2. Identificacion de lipidos a partir de MS: conceptos
1.1.2.1.Enfoques de la lipidémica no dirigida basada en LC-MS
1.1.2.2. Enfoques de la lipidomica dirigida de infusion directa
1.2. Cuantificacion
1.3. Procesamiento de datos e identificaciéon/cuantificacion de lipidos
1.4. Sesiones practicas
1.4.1. Identificacion del perfil de fosfolipidos de monocitos THP1 mediante un
enfoque lipidémico basado en HILIC-LC-MS.

1.5. Lectura de recursos adicionales.



Pedro Domingues, Antonia Garcia, Elzbieta Skrzydlewska

1. Introduccién a la Lipiddmica

Se ha definido la Lipidémica como «la caracterizacion completa de las especies moleculares
lipidicas y de sus funciones biologicas con respecto a la expresion y funcién de las proteinas
implicadas en el metabolismo lipidico, e incluyendo igualmente la regulacion génica» (en http://
lipidlibrary.aocs.org/ Analysis/content.cfm?ItemNumber=39284, abril de 2018).

Los lipidos son una clase de biomoléculas que incluye una enorme diversidad de especies
moleculares distribuidas en distintas clases de lipidos, presentes en todos los seres vivos, y con
distintas funciones. Esta variedad es todavia mayor cuando se consideran las modificaciones
estructurales que se derivan de la peroxidacién y glicacién lipidicas. Los lipidos desempefan
diversas funciones, por ejemplo, como centros estructurales de las membranas celulares, donde
resultan esenciales como moduladores de la actividad de las proteinas y como reconocimiento
celular y moléculas de sefalizacion. Los lipidos participan en la regulacion de procesos celulares
importantes, como la proliferacion, la apoptosis, el metabolismo y la migracién celulares. La
caracterizacion completa dellipidoma representa un gran reto, no solo por la diversidad estructural,
sino también debido a un gran nimero de especies moleculares lipidicas que existen a muy bajas
concentraciones.

La biosintesis y el metabolismo de los lipidos estan regulados por un conjunto de enzimas que
permiten mantener la diversidad estructural que existe en las clases lipidicas. La biosintesis de los
lipidos se produce principalmente en el reticulo endoplasmatico y en la mitocondria, y, tras ello, los
lipidos se pueden translocar a otras membranas y organulos. El desequilibrio en el perfil lipidico
de las células afecta a la red de senalizacion lipidica y puede estar ligado al inicio y desarrollo de
varias enfermedades en seres humanos. Por tanto, la lipidomica, como herramienta emergente
de gran potencial para la decodificacién de la desviacion en el lipidoma, ayuda a entender los
procesos fisiopatologicos de la enfermedad, a definir nuevos biomarcadores de diagnostico o a
definir nuevas estrategias terapéuticas.

Para la identificacion del perfil lipidico de una muestra bioldgica es necesario utilizar un
conjunto de procedimientos de tratamiento de muestras y un conjunto de técnicas analiticas que
es necesario planificar de acuerdo con los objetivos de la investigacion. En general, el flujo de
trabajo de la lipidémica se inicia con la extraccion de todos los lipidos, seguida de fraccionamiento,

analisis adecuado mediante espectrometria de masas y procesamiento de los datos (Figura 3.1).

Bligh & Dyer

Folch
MTBE

Tejido y células n

Muestras
biolégicas

Figura 3.1. Flujo de trabajo bésico en la lipidomica.
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La primera etapa del flujo de trabajo en la lipidémica es la extraccion de los lipidos totales
en las muestras bioldgicas. Se pueden extraer diferentes tipos de muestras, concretamente,
muestras celulares, tejidos y biofluidos. Dado que el extracto lipidico se compone de una
gran variedad de lipidos, es conveniente, en algunos casos concretos, desarrollar una etapa
de purificacion, por ejemplo, separando el extracto total de lipidos en las distintas clases de
lipidos. El fraccionamiento se puede llevar a cabo empleando métodos de separacién como la
cromatografia en capa fina (TLC) y la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), o
mediante una extraccion en fase sélida (SPE). La identificacién de especies moleculares lipidicas
en cada clase puede realizarse, por tanto, a través de la espectrometria de masas. La identificacién
de 4acidos grasos esterificados en lipidos se puede realizar mediante una cromatografia de gases
acoplada a la espectrometria de masas después de procedimientos de hidrdlisis y derivatizacion.
Debido al desarrollo de instrumentos y métodos de espectrometria de masas, la identificacion
y caracterizacion de especies moleculares lipidicas han experimentado mejoras enormes en
sensibilidad y velocidad de analisis. Desde los afos noventa, el desarrollo del método de la
ionizacion por electrospray (ESI) ha permitido el acoplamiento de los espectrometros de masas
a la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC-MS), un avance esencial para el estudio de
muestras complejas. La comercializacion de espectrémetros de masas de alta resolucion, como
el Q-TOF y el Q-Orbitrap, posibilité la adquisicion de datos con alta sensibilidad. Los analisis
basados en la LC-MS permiten identificar y cuantificar rdpidamente miles de especies lipidicas,
lo que resulta esencial para el analisis lipidico de muestras bioldgicas.

Dependiendo del objetivo principal del estudio, se pueden considerar dos estrategias
generales distintas: analisis no dirigido y dirigido. La lipidémica no dirigida intenta abarcar
un darea amplia, identificando y cuantificando tantas especies lipidicas como sea posible.
Asimismo, busca determinar una firma lipidica caracteristica de un tejido, una célula, un
organulo o unos biofluidos. Puede ser empleada ademas para pronosticar biomarcadores de
enfermedades, comparando los datos de lipidomica de condiciones saludables con condiciones
de enfermedad. Normalmente recurre a plataformas LC-MS para analizar los extractos lipidicos
totales en un dnico anilisis y generar una cantidad importante de datos que requieren de
un analisis bioinformdtico y posterior validacion. La informacioén recogida de enfoques no
dirigidos puede continuar utilizindose para disefar estrategias de lipidéomica dirigida. Los
analisis de lipidomica dirigida suelen tener por objetivo la deteccién y cuantificacién de un
panel de lipidos especificos. Se puede emplear para identificar cambios concretos en una clase
lipidica, y, para ello, emplea enfoques de espectrometria de masas dirigida, como el escaneo
de iones precursores (PIS) o el escaneo de pérdida neutra (NLS). La cuantificacion de especies
moleculares lipidicas normalmente se realiza mediante monitorizacién multiple de reacciones

(MRM) en espectrémetros de masas QqQ.
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1.1. Enfoques analiticos en la lipiddmica
1.1.1.Preparacidén de muestras: extraccion y fraccionamiento de lipidos

El flujo de trabajo en lipidomica se inicia con la obtencion de un extracto lipidico total de la matriz
biologica, como biofluidos, células, tejidos u otras matrices, empleando disolventes orgénicos
(Figura 3.2). Se pueden utilizar varios métodos comunes para la extraccion de lipidos, empleando
disolventes orgdnicos con distintas polaridades, que se pueden adaptar en funcién del tipo de
muestras, como tejidos, extractos celulares o fluidos bioldgicos. Los métodos mas populares de
extraccion de lipidos son el método de Folch (cloroformo/metanol (2:1, v/v)) y el método de Bligh
y Dyer (cloroformo: metanol (1:2, v/v)). El primero es el que se utiliza con mayor frecuencia para
extraer biofluidos (plasma, suero y orina), mientras que el segundo se emplea mayormente para
extraer lipidos de tejidos y sedimentos celulares. En estos métodos, los lipidos se recuperan de la
fase inferior, en la fase de cloroformo. Por otra parte, se han desarrollado otros métodos para evitar
el uso de disolventes halogenados, como el cloroformo. Por ejemplo, el método MTBE utiliza éter
metil-terbutilico (MTBE)/metanol/agua (10:3:2.5, v/v). Este método tiene ademds la ventaja de
que la fase orgdnica es la fase superior, facilitando la recuperacion del extracto lipidico. Ademis,
este método permite recuperaciones mds rapidas y limpias y se puede adaptar para la elaboracion
de perfiles por infusion directa («shotgun»), utilizando MTBE/metanol (1:1). Para analizar un
extracto lipidico rico en lipidos neutros como los triglicéridos (TG), se deben escoger disolventes
menos polares, como el hexano.

La extraccion en fase solida (SPE) es otro tratamiento que se puede emplear también para separar
fosfolipidos (PL) del plasma. En este procedimiento, se trata el plasma con acetonitrilo (ACN)
acidificado para precipitar las proteinas y, a continuacidn, se separa la fase superior utilizando un
cartucho SPE de fase ionica. Seguidamente se eluyen los fosfolipidos con acetonitrilo/hidréxido
amonico (5%). Se emplean cartuchos de aminopropil para separar fracciones de colesterol,
triglicéridos y fosfolipidos, en tanto que se recomienda el uso de cartuchos de gel de silice SPE
para separar lipidos neutros (acidos grasos libres, colesterol y triglicéridos) y las fracciones de
fosfolipidos.

Las clases de lipidos también se pueden obtener via TLC. En varios estudios lipidémicos se
han utilizado TLC uni o bidimensionales. El sistema disolvente se puede elegir en funcién de
las clases de lipidos que se vayan a separar. Normalmente, las diferentes clases de fosfolipidos se
fraccionan mediante una TLC unidimensional que emplea un sistema de disolventes compuesto
de cloroformo/etanol/agua/trietilamina (35:30:7:35 v/v). Las manchas se detectan después de
rociar con spray el plato de TLC con una disolucién de primulina en acetona y de visualizarlos
bajo una lampara UV. Se identifica cada una de las clases de fosfolipidos comparando los factores
de retencion (Rf) con los estandares de los fosfolipidos aplicados en la misma placa. Se puede
cuantificar el contenido de fésforo de cada mancha, lo que permite determinar el contenido relativo
de cada clase de fosfolipido en el extracto lipidico total. Ademads, se pueden raspar las manchas de

la placa y se pueden recuperar lipidos de cada mancha utilizando disolventes organicos apropiados
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y continuar con su andlisis. Por otra parte, también se puede utilizar la TLC bidimensional (2-D
TLC) para separar lipidos. La combinacién de sistemas disolventes para la 2-D TLC se elige en
funcién de las clases de lipidos que se vayan a aislar. A pesar de que la 2-D TLC mejora en gran
medida los resultados de la separacion, presenta algunos inconvenientes cuando se compara con
una TLC unidimensional, puesto que solo se puede aplicar una muestra en la placa y, por tanto, no
es posible la aplicaciéon simultanea de muestras y estdndares. Ademds, la 2-D TLC consume mas
tiempo.

Los extractos o fracciones de lipidos totales obtenidos de la SPE o la TLC son posteriormente
analizados a través de espectrometria de masas dirigida o no dirigida. Los tres enfoques mas
populares que utilizan la MS para el analisis de extractos/fracciones de lipidos son: la infusion
directa, utilizando estrategias de tipo «shotgun» (por infusion directa), o las plataformas de LC-
MS. A pesar de las distintas posibilidades, actualmente el enfoque mas utilizado es el de los analisis
de extractos lipidicos totales mediante LC-ESI-MS. En ambas plataformas es necesario poseer
conocimientos en analisis e interpretacion de datos de espectrometria de masas para identificar

cada clase de lipido.

Muestras bioldgicas

Extraccion en fase liquida

Fraccionamiento de lipidos
Metanol/cloroformo

Lipid extraction
and fractionation

hloroform
Methanol
Water
Suspended
material
o Cromatografia en capa fina TLC Cromatografia de liquidos
=
8o
G
Ck] %,
T8 /
4 4
- Iﬂﬂﬁl A
7 i
TLc f HPLC | Fase inversa
Frdbion % nlC | Fasenormal
UPLC Interaccién hidrofilica
6n de datos en ia de Masas
L
[
2
2
© lonizacién Andlisis de iones Deteccién
(2]
=
©
Esl Resolucién de masa baja TIC/RIC LS
MALDI Resolucion de masa alta MS »
APCI/APPI MS/MS B
SIMS o

Figura 3.2. Preparacion de muestras en la lipidomica: de la extraccion y el fraccionamiento de lipidos a su anélisis.
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1.1.2. Identificacion de lipidos a partir de MS: conceptos

El analisis de lipidos mediante espectrometria de masas necesita la informacion obtenida con la
interpretacion de los espectros de la MS y la MS/MS. Los fosfolipidos son el principal componente
de los extractos lipidicos totales procedentes de las células y los tejidos. Teniendo en cuenta esto,
los espectros de masas se adquieren en modos de ionizacién positiva y negativa, dependiendo
de las caracteristicas estructurales de las especies moleculares de fosfolipidos (PL). En el caso
de los fosfolipidos: las fosfatidilcolinas (PC), fosfatidiletanolaminas (PE) y esfingomielinasfo
(SM) normalmente se identifican en espectros MS adquiridos en modo de ionizacién positiva.
En este modo, estos fosfolipidos muestran los correspondientes iones [M+H]*, pero, en algunos
casos, se pueden observar en baja abundancia iones [M+Na]*. Los fosfatidilinositoles (PI),
las fosfatidilserinas (PS), los fosfatidilgliceroles (PG) y las cardiolipinas (CL) se identifican
preferentemente en espectros MS en modo de ionizacién negativa y se asignan como iones [M-H]".
Las fosfatidiletanolaminas (PE) se pueden ver también en los datos de la MS en el modo negativo
como [M-H]". En el caso de las CL, se observan también iones de doble carga ([M-2H]*). En el caso
de los enfoques basados en la LC-MS, en los datos de la MS en modo negativo, se puede ver el uso
de eluyentes con acetato de amonio o formiato de amonio, fosfatidilcolinas (PC) o esfingomielinas
(SM) como aductos con aniones de acetato o aniones de formiato, [M+CH,COO] o [M+COOJ,
respectivamente (Tabla 1). También se puede ver el PI como iones [M+NH,]". Gracias a este
conocimiento se puede calcular el peso molecular de cada especie molecular de fosfolipido. En
la actualidad, la adquisiciéon de datos de MS de alta resolucién en los espectrometros de masas
Orbitrap, que permiten adquirir datos de MS con una resolucién mayor, de 70.000 a 500.000,
proporciona informacion sobre los valores exactos de las masas de los iones con una exactitud de

masa por debajo de 2 ppm.

Tabla 3.1. Tipo de iones y aductos formados durante la ionizacién por electrospray y condiciones de escaneo para un
andlisis independiente de iones moleculares de lipidos polares. Los iones més abundantes formados en la

ESI-MS aparecen en negrita.

Clase de lipido Modo ion positivo Modo ion negativo
Fosfatidilcolina (PC) [M+H]*,[M+Nal*, [ M+Ac-HJ
Fosfatidiletanolamina (PE) [M+H]*,[M+Na]* [M-H]
Fosfatidilglicerol (PG) [M+NH,]*, [M+Na]* [M-H]
Fosfatidilinositol (PI) [M+NH,]* [M-H]
Fosfatidilserina (PS) [M+H]* [M-H]
Cardiolipina (CL) [M-H], [M-2H]*
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Los espectros de masas en tandem (MS/MS) de cada ion son necesarios para poder confirmar
la identidad de cada molécula. En los espectros MS/MS es posible observar iones fragmento
tipicos de cada clase defosfolipidos , lo que permite identificar el grupo de cabeza polar de los PL.
Determinadas pérdidas neutras de los 4cidos grasos como cetona o acido (en modo positivo) o
la formacién de iones carboxilados, RCOO-, en modo negativo, permiten la identificacién de la

composicion de los acilos grasos de cada especie molecular de PL (Figuras 3.3 y 3.4).
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Figura 3.3. Espectro MS/MS de [M+H] + de PC, que muestra el producto tipico de la clase de PC de m/z 184.
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Figura 3.4. Los espectros MS/MS de las fosfatidiletanolaminas (PE) en modo de ionizacion negativo (a), que muestran
los aniones carboxilados tipicos RCOO" que permiten identificar las cadenas de acilos grasos en las moléc-
ulas de PE, y en modo ionizado positivo (b), que muestran la pérdida neutra tipica de 141 Da, habitual en la

clase PE, que, en este caso, conduce a la formacién de un ion fragmento abundante a m/z 577,5.
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En la Tabla 3.2 se muestran los iones y las pérdidas neutras mas comunes de cada clase de PL

Tabla 3.2. Fragmentacion tipica de lipidos polares observada en los espectros MS/MS. PIS- escaneo de iones precur-

sores, NLS- escaneo de pérdida neutra.

Clase de fosfolipido Iones detectados Ion positivo Ion negativo
en MS

Fosfatidilcolina (PC) [M+H]* PIS m/z 184 -

Fosfatidiletanolamina (PE) [M+H]* [M-H] NLS 141 Da -

Fosfatidilserina (PS) [M+H]* [M-H] NLS 185 Da NLS 87 Da

Fosfatidilglicerol (PG) [M-HJ - NLS 74 Da

Fosfatidilinositol (PI) [M-H] - PIS m/z 241

Cardiolipina (CL) [M-H] [M-2H]*

Esfingomielina (SM) [M+H]* PIS m/z 184 -

1.1.2.1. Enfoques de la lipidédmica no dirigida basada en LC-MS

En la lipidémica no dirigida, el analisis se realiza por LC-MS. Este enfoque tiene la ventaja de
poder separar y caracterizar extractos de lipidos complejos. La resolucién de lipidos en sus
clases representativas y especies moleculares basadas en la espectrometria de masas combinada
con cromatografia, ofrece la posibilidad de separar y concentrar distintas clases en funcién de
sus propiedades fisicoquimicas. El uso de plataformas de LC-MS ha mejorado la resolucién y
sensibilidad del analisis lipidomico.

A través de las plataformas de LC-MS, la identificacion de especies lipidicas se basa en el tiempo
de retencion (RT) y la interpretacién de los datos de MS y MS/MS (Figura 3.5). La LC se realiza
en fase inversa (RP), en fase normal (NP) o mediante cromatografia de interaccién hidrofilica
(HILIC). El RT depende de las condiciones experimentales, como el tipo de columna de LC, la
velocidad de flujo, el tipo de eluyente, etc. La capacidad y selectividad de la columna son variables
y dependen mayormente del fabricante de columnas, mientras que la eficiencia y resolucién se
pueden controlar, en cierta medida, a través de las condiciones de elucion que se empleen.
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Figura 3.5. Datos del anélisis por LC-MS de un analisis de extractos lipidicos a través de la plataforma de HILIC-MS.
Ejemplo de un Cromatograma de Iones Totales (TIC) de LC y un espectro MS de una clase PC, que muestra
los iones [M+H]* de todas las especies moleculares de esta clase de PL. El espectro MS/MS de un ion pre-
cursor seleccionado del espectro MS,muestra iones producto que permiten confirmar las caracteristicas

estructurales de la especie molecular.

En la Lipidémica, las columnas mas utilizadas son las basadas en NP o HILIC, lo que permite
la separacion de las clases de lipidos de una sola vez. Se han utilizado para explorar marcadores
potenciales de enfermedad o identificar desviaciones en rutas metabdlicas asociadas a determinadas
patologias. En estas columnas, las especies de lipidos eluyen en funciéon de su hidrofilicidad, la
cual depende principalmente de las propiedades de la cabeza polar. Las columnas de fase inversa
C18 separan lipidos en funcién de sus propiedades hidrofébicas, lo que depende principalmente
del nimero de carbonos y el grado de saturacion de los sustituyentes del acilo graso. Por tanto,
los lipidos que contienen cadenas de acilos grasos mas largas y saturadas eluyen mas tarde que
aquellos que contienen cadenas de acilos mas cortas y poliinsaturadas. Los analisis basados en LC
con C18 se emplean normalmente después de un fraccionamiento y aislamiento previos de la clase
de interés, o adoptando enfoques de espectrometria de masas dirigida.

Los enfoques no dirigidos permiten la identificacién y cuantificacion de un gran ndmero de
especies lipidicas. Por tanto, el analisis de estos datos requiere la identificacién y cuantificacién
rdpidas de cientos de especies de lipidos, lo que entrafia no poca dificultad, aunque se estan
desarrollando herramientas bioinformaticas para el procesamiento, la organizacion, el analisis y la
visualizacion de datos.

1.1.2.2. Enfoques de la lipidéomica dirigida de infusion directa

Como ya se dijo antes, los enfoques dirigidos utilizan patrones de fragmentacion tipicos o iones
caracteristicos de clases de PL para definir un ion determinado o precursor, o escaneos de pérdidas
neutras. Por ejemplo, el escaneo de iones precursores del ion a m/z 184 se utiliza para detectar
especies de PC, y los escaneos de pérdidas neutras, por ejemplo, NL de 141 Da para detectar PE,
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se utilizan normalmente en lipidémica por infusién directa. La selectividad de estos enfoques
analiticos resulta muy util y recurre a rutas metabdlicas de fragmentacion especificas del grupo
de cabeza tinico de cada clase de fosfolipido (Tabla 1). Estos enfoques se pueden ejecutar bien por
infusion directa en espectrometros de masas ESI-Q@Q o Q-trap, o bien utilizando plataformas
de LC-MS. El enfoque de monitorizacion de reacciones multiples (MRM), que normalmente se
realiza con espectrémetros de triple cuadrupolo, es un andlisis por MS dirigido que filtra pares
de un ion precursor/ion fragmento especificos. Este modo MS/MS se utiliza generalmente para
cuantificar compuestos, normalmente a través de una curva de calibracién.

Una importante ventaja que presenta la lipidomica por infusién directa es que se pueden
observar en un solo espectro de masas, sin separacion, todas las especies moleculares de una
clase lipidica. Este enfoque es muy rapido, permitiendo el analisis de cientos de muestras en un
corto espacio de tiempo. El principal inconveniente de este enfoque es la presencia de fenémenos
de supresion idnica, lo que puede reducir considerablemente la sensibilidad. Asimismo, no es
posible, en algunos casos, definir NLS o PIS especificos o, en otros, no son tan especificos como
para que no puedan causar interferencias (por ejemplo, PIS de 184 son habituales parala PCyla
SM), Tabla 2.

Para mas informacion:
U. Loizides-Mangold. On the future of mass-spectrometry-based lipidomics. FEBS J., 2013, 280(12):2817-29.
X. Han. Lipidomics for studying metabolism. Nature Rev. Endocrin., 2016, 12(11):668-679.

L. Yang et al. Recent advances in lipidomics for disease research. J. Separation Sci., 2016, 39:38-50.
M. Hol¢apek, G. Liebisch, K. Ekroos. Lipidomic Analysis. Anal. Chem., 2018, 2090:4249-4257.

1.2. Cuantificacion

En lipidomica se pueden alcanzar distintos niveles de cuantificacién. La cuantificacion relativa de
los PL como clases se puede llevar a cabo después de la separacion de cada clase de PL mediante
cromatografia en capa fina (TLC), de la identificacién de cada clase de lipido cotejandola con los
estandares de los PL, y de una cuantificacién adicional del fésforo en cada mancha.

A nivel molecular, se puede abordar la cuantificacion relativa o absoluta mediante enfoques
de LC-MS o infusién directa («shotgun lipidomics»). La cuantificaciéon relativa de especies
moleculares se puede llevar a cabo para identificar el perfil de una clase especifica asi como las
variaciones de los perfiles de la misma clase en distintas condiciones biologicas. Para ello, y
después de la identificacion de cada especie molecular de PL, es necesario calcular el drea de picos
de cada ion. Para determinar la abundancia relativa de cada especie de lipido dentro de la clase
seleccionada, es necesario normalizar cada pico mediante la suma total de las areas de todos los
picos. Se pueden afnadir a la muestra (células, tejidos o biofluidos) estandares internos antes de la
extraccion de lipidos o se pueden anadir a los extractos lipidicos totales, justo antes de realizar el
analisis por LC-MS. En este caso, se pueden normalizar los picos utilizando el drea de picos del

estandar lipidico. En conjunto, todo ello permite estimar la abundancia relativa de cada especie
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lipidica dentro de una clase de lipido especifica.

Para conseguir la cuantificacion absoluta de cada especie molecular mediante el andlisis
LC-MS, es necesario construir una curva de calibracién para cada especie que queramos
cuantificar. El enfoque de monitorizacion de reacciones multiples (MRM), que normalmente se
realiza con espectrometros de triple cuadrupolo, es un analisis MS dirigido que filtra pares de
un ion precursor/ion fragmento especificos. Este modo MS/MS se utiliza generalmente para la
cuantificacion de compuestos, normalmente a través de una curva de calibracion.

La desventaja de los enfoques cualitativos y cuantitativos cuando se aplican los enfoques de NP
o HILIC es que no pueden discriminar especies de PL de las mismas clases con el mismo peso
molecular. Por ejemplo, PC(36:4), pueden ser PC(16:0/20:4), PC(18:1/ 18:1) o PC(18:0/ 18:2). En
este caso, tan solo cabe deducir que se estd realizando la cuantificacion de PC(34:2). En este caso,

se puede emplear un enfoque alternativo que emplee prepurificacion y columnas C18.

Para mas informacion:
X. Han, K. Yang, R.W. Gross. Multi-dimensional mass spectrometry-based shotgun lipidomics and novel
strategies for lipidomic analyses. Mass Spectrom. Rev., 2012, 31:134-78.

1.3. Procesamiento de datos e identificacion/cuantificacion de lipidos.

La lipidomica basada en LC-MS de alto rendimiento genera una cantidad considerable de datos
que requiere de herramientas bioinformaticas para poder llevar a cabo el andlisis e integracién de
todala informacion. Ademas, lalipidomica suele requerir bases de datos de extenso contenido para
que sirvan de apoyo a la identificacion de lipidos. Habida cuenta de que no existen herramientas
bioinforméticas universales para el andlisis automatizado, la interpretacion y cuantificacion de
datos de LC-MS contintan siendo un problema.

El andlisis de datos lipidomicos deberia comenzar con la identificacion de especies lipidicas que
se puedan reunir a partir de la identificacion basada en el RT y los valores m/z del ion molecular
en los datos brutos de MS y en el anélisis por MS/MS (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Cromatograma LC durante el andlisis lipidomico del extracto total de queratinocitos. En esta Figura se
destaca el pico del cromatograma del que eluyeron las clases lipidicas de PE y PC, asi como los espectros
MS correspondientes. Al seleccionar cada ion, es posible representar graficamente el cromatograma de ion

reconstruido (RIC, por sus siglas en inglés). Se puede utilizar el 4rea de cada pico para la cuantificacion.

La identificacién de lipidos normalmente se realiza a través de un analisis manual de datos, con
la ayuda de consultas de bases de datos de masas exactas y fragmentacién. Actualmente no existe
ninguna clasificacion de lipidos o base de datos de compuestos que tenga un cardcter universal,
aunque hay unas cuantas bases de datos lipidicas que pueden ayudar en esta tarea, como por
ejemplo LipidBank (http://lipidbank.jp/), LIPIDATA (http://lipidata.in/) o LIPID MAPS (http://
www.lipidmaps.org/). Por otra parte, casi todos los proveedores de espectrometros de masas han
desarrollado y comercializado su software para el almacenamiento y tratamiento de los datos
lipidomicos. Los dos paquetes de software disponibles para el analisis de datos MS de lipidos, tanto
comerciales como gratuitos, han sido desarrollados para determinados tipos de aplicaciéon y modos
de adquisicion de datos. El software comercializado del que se dispone ahora es LipidViewTM (de
Sciex), que ha sido desarrollado para el escaneo de multiples iones precursores y pérdidas neutras,
LipidSearchTM (de Thermo Scientific) para datos lipidémicos basados en LC/MS, junto con los
datos de masas exactas de alta resolucién generados por los espectrometros de masas basados
en OrbitrapTM. Existen también algunas herramientas y librerfas de software libre y codigo
abierto para el andlisis de datos lipidomicos de MS. Las mas utilizadas son LipidXplorer (https://
wiki.mpi-cbg.de/wiki/lipidx/index.php/Main_Page.), Alex software (http://mslipidomics.info/
contents/?page_id=133), Lipid Blast (http://fiehnlab.ucdavis.edu/ projects/LipidBlast) y MS-DIAL
(http://prime.psc.riken.jp/Metabolomics_Software/MS-DIAL/). Permiten el analisis cualitativo y
cuantitativo de datos de lipidos, adquiridos a través de distintos enfoques y distintos espectrometros
de masas. Tanto LipidXplorer como ALEX han sido disefiadas para lipidémica por infusién directa,
empleando espectrometros de masas de alta resolucién. LipidBlast ha sido desarrollada para el
analisis de lipidos a través de experimentos de MS/MS y busquedas de librerias espectrales de masas,
empleando instrumentos de baja o alta resolucién. MS-DIAL se cre6 para tratar con experimentos
de MS/MS dependientes e independientes de datos.
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Tras la cuantificacion, para continuar el procesamiento de datos, se normalizan los datos y se
someten a analisis estadistico, utilizando normalmente los mismos enfoques que se describen en el

capitulo sobre la metabolémica de este libro.

1.4. Sesiones practicas

1.4.1. Identificacion del perfil de fosfolipidos de monocitos THP1 mediante un
enfoque lipidémico basado en HILIC-LC-MS

El extracto lipidico obtenido de lineas de células monociticas humanas THP1 se analiz6 a través
de LC-ESI-MS y LC-ESI-MS/MS en modo ion positivo y negativo. En la Figura 3.7 se muestran
los espectros LC-ESI-MS obtenidos en modo de ionizacidn positivo, en tiempos de retencién (RT)
de 22 min (A) y de 7 min (B), y los obtenidos en modo negativo en RT de 22 min (C) y en RT de
7 min (D).
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Figura 3.7. Los espectros obtenidos después del analisis por LC-ESI-MS del extracto lipidico total en modo de ion-
izacion positivo con un tiempo de retencién de 22 min (A) y 7 min (B) y los obtenidos en modo negativo

con un tiempo de retencion de 22 min (C) y 7 min (D).
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Para obtener informacion sobre las clases de PL es necesario proceder con el estudio de la
fragmentacién de los iones moleculares seleccionados. En la Figura 3.8 se muestran los espectros
ESI-MS/MS adquiridos para los iones observados a m/z 760,58 (Fig. 3.8A), a m/z 818,58 (Fig.
3.8B), a m/z 746,5 (Fig. 3.8C) y a m/z 744,56 (Fig. 3.8D)
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Figura 3.8. Los espectros ESI-MS/MS de los iones observados a m/z 760,58 (A), m/z 818,58 (B), m/z 746,50 (C) y m/z
744,56 (D). Los espectros A y C fueron adquiridos en modo de ionizacion positivo, mientras que los espec-

tros B y D fueron adquiridos en modo de ionizacién negativo.
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Preguntas

1. Basandonos en las rutas metabdlicas de fragmentacion tipica de los fosfolipidos, ;qué clases
de fosfolipidos tienen el tiempo de retencién de 7 min y 22 min en el cromatograma obtenido
por LC-MS?

2. Considerando los espectros ESI-MS/MS obtenidos en 7 minutos tanto en modo negativo
como positivo, proponga una estructura para esta especie de fosfolipido.

3. ;Qué otras clases de fosfolipidos se podran esperar del andlisis LC-ESI-MS del extracto
lipidico de THP1s?

4. Describa otro enfoque que permita evaluar los cambios lipidicos en las lineas de células THP1

1.5. Lectura de recursos adicionales

]J.D. Martins, E.A. Maciel, A. Silva, I. Ferreira, P. Domingues, B.M. Neves, M.T. Cruz, M.R.M.
Domingues. Phospholipidomic profile variation on THP-1 cells exposed to skin or respiratory
sensitizers and respiratory irritant. Journal of Cell Physiology, 2016, 231(12):2639-51.

M. Pulfer, R.C. Murphy. Electrospray mass spectrometry of phospholipids. Mass Spectrometry
Reviews, 2003, 22(5):332-64.

Y.H. Rustam, E. Gavin. Analytical Challenges and Recent Advances in Mass Spectrometry Based
Lipidomics. Anal. Chem., 2018, 90:374-397.

K. Yang, X. Han. Lipidomics: Techniques, Applications, and Outcomes Related to Biomedical
Sciences. Trends in Biomedical Sciences, 2018, 41:954-969.

H.C. Lee, T Yokomizo. Applications of mass spectrometry-based targeted and nontargeted
lipidomics. Biochem Biophys Res Commun, 2018, doi: 10.1016/j.bbrc.2018.03.081.

S. Sethi, E. Brietzke. Recent advances in lipidomics: Analytical and clinical perspectives.
Prosaglandins Other Lipid Mediat., 2017, 128-129:8-16.7.

Gracias a la Fundagéo para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT, Portugal), la Unién Europea, el Quadro
de Referéncia Estratégica Nacional (QREN), el Programa Operacional Potencial Humano (POPH),
el Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional (FEDER) y el Programa Operacional Factores
de Competitividade (COMPETE) por financiar la unidad de investigacion QOPNA (Quimica
Organica de Produtos Naturais e Agroalimentares), y a RNEM (REDE/ 1504/REM/2005) por la

Red Nacional de Espectrometria de Masas de Portugal.
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Module 4
Proteomics

Tania Melo', Rita Ferreira', Rosario Domingues"?, Pedro Domingues',

Centro de Espectrometria de Massa, Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro, 3810-193 Aveiro, Portugal
"QOPNA (Quimica Orgdnica de Produtos Naturais e Agroalimentares)
2CESAM (Centro de Estudos do Ambiente e do Mar)

I. Justificacion

Proteémica es el andlisis a gran escala de las proteinas. Esta informacién es, a dia de hoy,
fundamental para la comprensién de los mecanismos moleculares que estin detrds del papel que
juegan las proteinas en las condiciones patofisioldgicas, con el objetivo de mejorar el tratamiento,
identificar los biomarcadores proteicos y sefializar hechos, asi como interacciones proteicas. La
primera parte de este mddulo se centra en las metodologias actuales que se emplean en el analisis e
identificacion de proteinas. Comprende el estudio de las principales tecnologias que intervienen, a
saber, los métodos de separacion de proteinas, los enfoques basados en la espectrometria de masas
para el analisis proteico y el analisis de bases de datos de proteinas. La segunda parte de este médulo
se ocupa de un estudio del caso y ha sido disefiado para que los alumnos se familiaricen con el
software de analisis proteico de libre acceso. El curso se basa en clases expositivas e interactivas
con los alumnos, sesiones demostrativas/practicas y analisis de casos practicos que permitiran
consolidar resultados especificos.

Il. Objetivos y resultados del curso

Objetivos

El objetivo de este curso es proporcionar a los alumnos una comprension de los conceptos y enfoques
fundamentales para el andlisis del proteoma. Los alumnos adquiriran un conocimiento bésico de la
teorfa y la practica de la protedmica y el uso de estos métodos dentro de la investigacion biomédica,
incluidos los métodos de extraccion, purificacion, identificacién y cuantificacion de proteinas y el

uso de herramientas bioinforméticas protedmicas.

Resultados del aprendizaje:
Tras terminar el curso, el alumno sera capaz de:
1. Definir y aplicar terminologia comun de la proteémica

2. Reconocer los principios de la mayoria de las técnicas protedmicas.



Quimica Analitica Avanzada en Ciencias de la Vida

3. Comprender los distintos flujos de trabajo de la protedmica basada en la espectrometria
de masas.

Elegir entre los distintos enfoques proteémicos para resolver un problema concreto.
Utilizar herramientas bioinformaticas proteémicas.

Interpretar los datos que se deriven de la identificacién de proteinas.

NG

Comunicar y justificar conclusiones de forma clara e inequivoca ante especialistas y no
especialistas.

8. Continuar el proceso de aprendizaje, mayormente, de forma auténoma.

lll. Contenido del curso

Module 4- Proteémica
1. Introduccién a la Protedmica
2. Enfoques analiticos en la protedmica
2.1. Preparacién de muestras
2.2. Identificacion de proteinas basada en MS: conceptos
2.3. Enfoques de la espectrometria de masas para la identificacion de proteinas
2.4. Prote6mica cuantitativa
2.5. Identificacion de PTM
2.6. Deteccién y cuantificacion de la localizacion de proteinas subcelulares
2.7. Deteccién y cuantificacion de interacciones proteicas
3. Procesamiento de datos e identificacion de proteinas.
3.1. Bases de datos de secuencias de proteinas
3.2. Motores de busqueda de bases de datos de proteinas
3.3. Analisis de datos
4. Sesiones practicas
4.1. Identificacion de proteinas empleando los enfoques PMF y PFF con MASCOT
4.2. Identificacion de proteinas a partir de un experimento por LC-MS
4.2.1. Transformacién de datos a mzML con MSConverter en ProteoWizard) )
4.2.2. Generacion de base de datos FASTA a partir de UniProt (SwissProt)
4.2.3. Motores de busqueda: SearchGUI
4.2.4. Generacion y evaluacion de resultados: PeptideShaker para la visualizacion
de péptidos y proteinas, y validacion. Analisis PTM
4.2.5. Analisis de datos: informacién proteica, analisis de rutas metabolicas y
ontologia de genes
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1. Introduccion a la Protedmica

En pocas palabras, la protedmica se define como el estudio a gran escala de las proteinas. La protedmica
se nutre de una variedad de nuevas tecnologias recientes que ofrecen una determinacion rapida y
precisa del proteoma. Esta tarea es muy compleja por las limitaciones técnicas y bioldgicas. A nivel
bioldgico, la existencia de un amplio rango de concentraciones proteicas en las muestras bioldgica
constituye una de las dificultades mas importantes. El alto rango de concentracién se manifiesta en
varias dificultades técnicas, en concreto, la necesidad del fraccionamiento y enriquecimiento de las
proteinas menos abundantes y la importancia de desarrollar métodos répidos y sensibles para el
procesamiento de grandes cantidades de muestras. Por otra parte, a nivel biolégico, el proteoma,
definido como las proteinas expresadas por un genoma, una célula, un tejido u organismo en un
momento determinado, es altamente dindmico y puede cambiar con la edad, las condiciones de
estrés, los nutrientes, etc. Asimismo, las modificaciones postraduccionales (PTM) contribuyen en
gran medida a incrementar la complejidad del problema.

Existen diferentes enfoques protedmicos que proporcionan datos que permiten abordar cuestiones
bioldgicas distintas. El analisis de la expresion proteémica busca determinar todas las proteinas que
se expresen en una condicion dada. La protedmica cuantitativa tiene por objeto medir la abundancia
de proteinas expresadas, por ejemplo, comparando grupos experimentales y muestras de control.
Otros enfoques incluyen la identificacién de PTM y el estudio de interacciones proteina-proteina:

o Deteccion y cuantificacion de niveles de proteinas

o Deteccion y cuantificacion de modificaciones de proteinas

o Deteccion y cuantificacion de la localizacion de proteinas subcelulares

o Deteccion y cuantificacion de interacciones proteicas

Para cada una de estas cuestiones bioldgicas podemos utilizar distintos flujos de trabajo de
proteémica basada en espectrometria de masas. No obstante, el flujo de trabajo basico de la
protedmica incluye normalmente la extraccién de proteinas del organismo o tejido objeto de
estudio, la digestion enzimatica de la proteina a través de proteasas y la purificacion de los péptidos,
el andlisis de los péptidos mediante espectrometria de masas en tandem y el andlisis de los datos

con herramientas bioinformaticas (Figura 4.1).

Muestra Extracciény separacion de
Tejido o medio de cultivo proteinas

Digestién enzimaticay
purificacién de péptidos

Identificacion de

proteinas e daree Anilisis de péptidos por
Quantificaciény espectrometria de masas
aseguramiento de la

Relevancia biolégica

Figura 4.1. Flujo de trabajo basico en proteémica.
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Los enfoques de la investigacion protedmica pueden ser variados y se pueden clasificar,
dependiendo de su objetivo, en protedmica de exploracion (o descubrimiento) y protedmica
dirigida. En la protedémica de exploracién, se emplea un niimero limitado de muestras a analizar
para optimizar la identificacion de proteinas, si bien se pretende identificar tantas proteinas como
sea posible. Las estrategias de protedmica dirigida limitan el numero de proteinas que serdan objeto
de seguimiento para alcanzar la maxima sensibilidad y el mdximo rendimiento. Con todo, y por
regla general, cuanto mayor sea el nimero de proteinas a analizar, y cuanto mayor sea el rango
dindmico de una muestra, mds dificil sera identificarlas y medir su presencia cuantitativamente.

2. Enfoques analiticos en la protedmica

2.1. Preparacion de muestras

Lapreparacion del andlisis de muestras proteicas es esencial enlos estudios protedmicos. La calidad
de la muestra de proteinas y la reproducibilidad de los métodos empleados para la extraccién y
la separacion de proteinas afectan considerablemente a la calidad de los datos proteémicos. La
extraccién y purificacion de proteinas es una tarea muy compleja, al ser las proteinas un grupo
muy heterogéneo de compuestos, con diferencias de tamarno, carga, solubilidad y concentracion.
El rango de concentraciones proteicas en una célula es de varios érdenes de magnitud, y mds de
ocho 6rdenes de magnitud en proteinas séricas. En estos momentos, no existe ningun método
estandar de preparaciéon de muestras para los estudios protedmicos, lo que hace que resulte
muy dificil la comparacidn entre estudios. Sin embargo, aunque los protocolos pueden ser muy
diferentes, todos ellos comparten una filosofia comdn, tal y como se muestra en la Figura 4.2.
En la figura aparece el procedimiento general de preparacion de muestras y se destacan algunas
de las distintas opciones disponibles.

Al principio, el enfoque clasico de la proteémica solia ser la electroforesis bidimensional en
gel (2-DE) y el andlisis por espectrometria de masas (MS) MALDI-TOF. Més recientemente,
los andlisis incluyen 1D SDS-PAGE seguido de LC-ESI-MS/MS GeLC-MS/MS. Con todo, a
causa de los muchos problemas asociados con las técnicas basadas en gel, como puede ser la
precipitacion de proteinas, y las dificultades asociadas con la resolucion y la reproducibilidad, en
los tltimos afios se han desarrollado distintos enfoques sin gel. Normalmente incluyen el uso de
cromatografia liquida de alta resolucién en varias etapas que permiten el fraccionamiento previo

de las proteinas y presentan alta sensibilidad en su identificacion.
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MUESTRA

Lisis celular
Sonicar Fraccionamiento subcellular
Disgregar Centrifugacion por gradiente de densidad
Lisar

Purificacion de proteinas
Cromatografia de intercambio idnico
Interaccion hidrofobica
Cromatografia de afinidad

Disolucidn de proteinas y estabilizacion
Tampones
Inhibidores de proteasa

——r 2 Tincion del eel
Cuantificacidn de proteinas 1D-SDS-PAGE el el

Método de Lowry o RC-DC-BCA (método Sypro

B e Pleta
del &cido bicinconinico) 2D-SDS-PAGE f
\ Azul de Coomassie

Digestion de proteinas
Tripsina Cuantificacion de las bandas

Lys-C Melanie
ImageQuant

Cromatografia de liquidos multistep
Cromatografia de intercambio iGnico
Cromatografia de liquidos en fase inversa

Figura 4.2. Procedimiento general de preparacion de muestras, donde se destacan las distintas opciones disponibles.

Para mas informacion:
J. Lovric. Introducing Proteomics: From Concepts to Sample Separation, Mass Spectrometry and Data
Analysis. ISBN: 978-0-470-03524-5, Chapter 2.1, 2011.

2.2. Identificacion de proteinas a partir de MS: conceptos

Existen varias estrategias para la identificacion de proteinas a través de la espectrometria de masas.
Estos métodos empleados para la identificacién de proteinas se designan en funcion de los enfoques
«ascendente» (bottom-up) y «descendente» (top-down) (Figura 4.3). El enfoque «ascendente» es el
enfoque protedmico tradicional, y en este enfoque, las proteinas se digieren enzimdticamente, y los
péptidos resultantes se analizan a través de la espectrometria de masas y la espectrometria de masas
en tdndem, y la proteina se identifica en funcion de la identidad de los péptidos.
Para la digestion enzimatica de las proteinas, se pueden utilizar distintas enzimas o una combinacién
de enzimas, aunque la que se escoge con mayor frecuencia es la tripsina. La digestion de las
proteinas separadas mediante un enfoque basado en gel normalmente se realiza directamente
en el gel, después de cortar codgulos que contienen proteinas a identificar (digestion en gel) v,
seguidamente, se extraen los péptidos. Cuando se utiliza un enfoque de separacion basado en
liquido, normalmente se digieren las proteinas mediante un protocolo de digestiéon endisolucion,
seguido de una purificacion de los péptidos antes del analisis mediante MS.

El uso de la separaciéon cromatografica de los péptidos normalmente requiere incrementar el
numero de proteinas que se identifican en la muestra. Esto se debe a la existencia del «efecto de
supresion iénica» cuando se emplean técnicas de ionizacion suave (MALDI y ESI), y consiste en la

150



Quimica Analitica Avanzada en Ciencias de la Vida

supresion de la sefial de los péptidos con menor afinidad protdnica y que sean mas hidrofilicos. Esta
separacion se suele realizar utilizando nanoLC-MS con columna de fase inversa C18, y normalmente
los péptidos son eluidos con un gradiente binario de disolventes consistente en agua y acetonitrilo
y un reactivo de par idnico (por ejemplo, acido férmico). En muestras complejas, se emplean
gradientes mas largos, o se puede combinar cromatografia de intercambio iénico con cromatografia
en fase inversa, tanto en linea como fuera de linea, utilizando distintas columnas (2DLC) o en la
misma columna (Tecnologia Multidimensional de Identificacién de Proteinas, MudPIT). Cuando
se utiliza un enfoque proteémico que no ejecuta previamente ninguna separacion de las proteinas
antes de la digestion (enfoque de infusion directa), normalmente se hace necesario, para obtener
mejores resultados, recurrir al uso de la separacién 2D-LC de péptidos.

Después de la separacion de los péptidos, estos se ionizan, empleando ESI o MALDI como fuentes
de ionizacién, y se analizan mediante espectrometria de masas (MS) y espectrometria de masas en
tandem (MS/MS). El efecto de discriminacion en el analisis de los distintos péptidos en MALDI y
ESI genera distintos porcentajes de cobertura de las proteinas cada uno de ellos. Normalmente, el
ESI ofrece un porcentaje de cobertura ligeramente mejor, aunque MALDI es menos sensible a la
contaminacién y al efecto de supresion iénica.

En el enfoque descendente, se ioniza una proteina purificada, utilizando normalmente una fuente ESI
y es fragmentada a través de los métodos de disociacion por captura de electrones (ECD) o disociacion
por transferencia de electrones (ETD). A continuacion, se analizan los iones fragmento utilizando
analizadores de alta resolucion como FT-ICR u orbitraps. Esta metodologia suele requerir un mayor
grado de purificacion de las proteinas, normalmente a través de cromatografia liquida multidimensional.
Ademas requiere una mayor cantidad de proteinas y el uso de instrumentacién costosa.

MUESTRA

Lisis celular
Sonicar Fraccionamiento subcellular
Disgregar Centrifugacion por gradiente de densidad
Lisar

Purificacién de proteinas
Cromatografia de intercambio i6nico
Interaccion hidrofébica
Cromatografia de afinidad

Disolucién de proteinas y estabilizacion
Tampones
Inhibidores de proteasa

Cuantificacién de proteinas 1D-SDS-PAGE N Tincién del gel

Sypro
Plata
Azul de Coomassie

Método de Lowry 0 RC-DC-BCA (método ~ §
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Digestion de proteinas \
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Figura 4.3. Enfoques de identificacion de proteinas a partir de MS.

To know more:
Z. Szabo, T. Janaky. Challenges and developments in protein identification using mass spectrometry. Trends
Anal. Chem., 2015, 69:76-87.
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2.3. La espectrometria de masas en la identificacion de proteinas

Se utilizan dos técnicas principales, la huella peptidica (peptide mass fingerprinting PMF son sus
siglas en inglés) o la huella de fragmentacion peptidica (peptide fragmentation fingerprinting
PFF son sus siglas en inglés), parala identificacion de proteinas mediante el enfoque «ascendente»
(Figura 4.4). La técnica PMF identifica las proteinas comparando el peso molecular de los
péptidos que se originan de la digestion enzimdtica con el peso molecular tedrico de los péptidos
generados in silico de bases de datos de proteinas o ADN. Los datos experimentales son una
lista de valores de masas de péptidos procedentes de la digestion de una proteina a través de una
enzima especifica, como la tripsina, adquirida en un instrumento de alta resolucion y exactitud.
Se puede utilizar esta técnica en muestras simples de proteinas al permitir un anilisis rapido,
si se cumple que se observan varios péptidos tripticos (idealmente mas de cinco). Se le asigna
una puntuacién segin las proteinas identificadas mediante este método con base en distintos
algoritmos. No obstante, normalmente estos se basan en la cobertura de secuencias de proteinas,
en la observacion de péptidos largos, que no suelen estar presentes en multiples proteinas, y en

la exactitud de masa de la observacidn.

Péptidos

Secuencia de amino-
acidos del péptido

Indentificacién de proteinas

Figura 4.4. Principales técnicas empleadas para la identificacion de proteinas que utilizan el enfoque «ascenden-

te»: la huella peptidica (PMF) o la huella de fragmentacion peptidica (PFF).

La técnica PFF identifica las proteinas comparando el patron de fragmentaciéon de la MS/MS de
los péptidos tripticos con el espectro de fragmentacion teérico generado in silico de una base de
datos de proteinas o ADN. Esta técnica estd considerada «de referencia» para la identificacién de
proteinas. Identifica proteinas por inferencia y resulta muy util para la identificacion de proteinas
en muestras muy complejas, puesto que se automatiza con facilidad para un alto rendimiento
y puede obtener coincidencias de datos limitados, lo que al mismo tiempo, permite identificar
muchas modificaciones variables. A la hora de emplear este enfoque, normalmente se disefia un

experimento de LC-MS/MS para obtener la mas alta sensibilidad y un gran niimero de datos
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MS/MS. Para ello, se programa un experimento de MS/MS dependiente de datos, en el que el
espectrometro de masas adquiere de manera automatica datos MS/MS de un nimero n (n=10-
20) de los péptidos mads intensos observados en el barrido de MS previo (Figura 4.5).

B Nano-HPLC @l ESI-MS » Protein
database

In silico
digested peptides

in silico
fragmentation pattern

Matching

Figura 4.5. Experimento de MS/MS dependiente de datos en enfoque protedmico de huella de fragmentacion peptidica
(PFE).

Para mas informacion :
J. Lovric. Introducing Proteomics: From Concepts to Sample Separation, Mass Spectrometry and Data
Analysis. ISBN: 978-0-470-03524-5, Chapters 4.2 and 4.3, 2011.

2.4. Protedmica cuantitativa

Aunque el objetivo de algunos experimentos protedmicos es identificar las proteinas que se
encuentran presentes en una muestra, hoy en dia la mayoria de los experimentos se refieren
al estudio de los cambios que se producen a nivel de expresion, cuando los sujetos estan en
condiciones diferentes, por ejemplo, muestras de individuos sanos frente a muestras de individuos
con enfermedad. Para estas aplicaciones, la cuantificacién precisa de las proteinas es esencial y
constituye un aspecto central de la protedmica.

Actualmente existen varios ensayos de espectrometria para la deteccién y mediciéon de la
cantidad de una proteina individual en una disolucion. Sin embargo, estos métodos se basan en
la purificacion previa de la proteina de interés. Hay también varios métodos consolidados para la
cuantificacién de proteinas individuales, ya sea en una disolucién o utilizando un ensayo de fase
solida, que se basa en el uso de anticuerpos marcados. Sin embargo, estos se basan en la calidad
del anticuerpo y la fortaleza de la unién antigeno-anticuerpo y son métodos de bajo rendimiento.
Con todo, estos anticuerpos marcados se pueden agrupar en microarrays analiticos de proteinas,
lo que posibilita un andlisis cuantitativo de alto rendimiento. Por desgracia, los microarrays que
proporcionan mejores resultados tan solo contienen un pequefio nimero de anticuerpos bien

caracterizados.
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El analisis cuantitativo de alto rendimiento y a gran escala en la protedmica se realiza actualmente
en dos enfoques distintos: el basado en la separaciéon de proteinas de alta resolucion mediante
electroforesis bidimensional (2D) en gel o el basado en la abundancia relativa delosiones de péptidos
en el espectro de masas (Figura 4.6). A pesar de que permite la cuantificacién simultdnea de miles
de proteinas, el uso de electroforesis bidimensional en gel representa un obstaculo para el analisis
a gran escala de proteinas debido a las dificultades de resolucién, reproducibilidad y coincidencia
de manchas. Estas dificultades se pueden de algun modo obviar utilizando electroforesis 2D
diferencial en gel con tincion fluorescente (2-D DIGE). En la 2D DIGE, las proteinas de distintas
muestras se marcan con marcajes fluorescentes (Cy2, Cy3 y Cy5) y, seguidamente, se combinan
antes de la separacion y cuantificacién mediante electroforesis bidimensional en gel. Este enfoque
cuenta con la ventaja de minimizar la variabilidad de los patrones de manchas y el nimero de geles
de un experimento.

El andlisis de péptidos mediante espectrometria de masas no es, bésicamente, un andlisis
cuantitativo. Esto se debe a multiples factores, entre los que encontramos las diferencias en
las eficiencias de ionizacion de los péptidos, el efecto de supresion cuando se utilizan técnicas
de ionizacién suave y el rango dindmico limitado de algunos analizadores. Por tanto, se han
implementado distintos enfoques para cuantificar proteinas con espectrometria de masas. Estos se
pueden clasificar en metodologias de cuantificacion relativa y absoluta (Figura 4.6). Los enfoques
de cuantificacion relativa comparan la abundancia relativa en una muestra de péptidos individuales
con los de muestras diferentes, mientras que los enfoques de cuantificacion absoluta determinan la

cantidad o la concentracion de masas exactas de una proteina.

’ Quantitative proteomics ‘

v v

Absolute Quantitation
Label-based Label-free
Ve W o mancerur | e’ [rescarea | s [ swarie | aaua Jaconcar |
SILAC ICAT, ITRAQ, TMT H,®0

Figura 4.6. Métodos para anlisis cuantitativos en la protedmica.

Los procedimientos de cuantificacion relativa se basan en experimentos de LC-MS y LC-MS/MS y
se pueden llevar a cabo utilizando enfoques con marcajes y sin marcajes. Los enfoques sin marcajes
dependen del recuento espectral o de la medicion de las intensidades de los picos de los péptidos.
El enfoque del recuento espectral se basa en el nimero de péptidos identificados de una proteina
dada para determinar su abundancia relativa, empleando distintos algoritmos. Estos algoritmos,
por ejemplo, emPAI, calculan la abundancia prevista de las proteinas considerando la secuencia y
longitud de la proteina. La cuantificacion relativa mediante la medida de intensidades de picos de
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péptidos se lleva a cabo comparando la intensidad relativa de los iones de péptidos de MS de una
proteina en distintas muestras. Por lo general, las areas de los picos de los distintos péptidos de un
experimento de LC-MS, normalmente mas de tres, se integran, y se comparan los valores de cada
péptido.

Los enfoques con marcajes se basan en la introduccion de diferentes marcajes de masa que alteran
la masa de la proteina o el péptido. Después de esto, las muestras se combinan en una inica muestra,
y se realiza la cuantificacién relativa comparando la abundancia relativa de cualquiera de los iones
de los péptidos (de experimentos de MS) o los iones producto de los péptidos (de experimentos de
MS/MS) de los iones con su marcaje diferencial. Estos marcajes se pueden introducir metabolica,
quimica o enzimaticamente, a nivel de las proteinas o de los péptidos, durante la preparaciéon de
la muestra. El marcaje metabdlico se refiere a un marcaje isotopico estable con aminoacidos en un
cultivo celular (SILAC), mediante el cultivo de células u organismos en medios con un (2H, 15N, 13C
y 180) marcado. Estas muestras procedentes de diferentes condiciones se pueden juntar y analizar de
manera simultanea, por lo que se evita los problemas de cuantificacién mds habituales.

En el marcaje quimico, se introduce el marcaje isotdpico en las proteinas o péptidos tripticos a
través de una reacciéon quimica. Por ejemplo, cuando se utiliza marcaje de afinidad codificado por
isétopos (ICAT), se recurre a un marcaje que se une a residuos de cisteina con reactivo «pesado»
(C13) o «ligero» (C12). Se modifican las dos muestras antes del agrupamiento y seguidamente se
combinan para la digestion, purificacién de péptidos mediante cromatografia con avidina y analisis
por espectrometria de masas. Los marcajes de masa isobdricos, como el marcaje de masas en tindem
(tandem mass tag, TMT son sus siglas en inglés) y los marcajes isobdricos para la cuantificacion
relativa y absoluta (isobaric tags for relative and absolute quantification, ITRAQ son sus siglas en
inglés) son marcajes de compensacion de masas que se emplean para sintetizar los péptidos tripticos
marcados que posean la misma masa y propiedades cromatograficas. A continuacion se identifican
los distintos marcajes de masa a través de una espectrometria de masas en tandem, lo que permite
determinar cuantitativamente la abundancia relativa de proteinas de hasta ocho muestras.

El marcaje enzimatico se basa en el uso de proteasas para incorporar un marcaje de masa '*O en
el extremo carboxilo de los péptidos. Esta modificacion en el grupo carboxilo del C-terminal de
fragmentos proteoliticos conlleva la sustitucion de dos 4&tomos 'O por dos dtomos *O en el momento
en que se produce la digestion en presencia de H,'*O. Estos péptidos se pueden identificar entonces
facilmente en los espectros MS de muestras marcadas por la presencia de un desplazamiento de masa
de 4Da del grupo carboxilo de los péptidos proteoliticos del grupo carboxilo del C-terminal H,'*O.

La protedmica de cuantificacion absoluta con espectrometria de masas normalmente se basa
en el uso de péptidos estables como estandares internos, similares a los obtenidos con tripsina con
marcaje isotdpico. La cuantificacion absoluta se consigue afiadiendo a la muestra una cantidad
conocida de estos estdandares, antes del experimento de LC-MS. Estos péptidos, conocidos como
péptidos de cuantificacion absoluta (absolute quantification, AQUA son sus siglas en inglés),
tienen el mismo tiempo de retencién que los péptidos que proceden de la digestion triptica, y la

cuantificacion absoluta se consigue a través de una curva estandar que proporciona la cuantificacién
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absoluta del péptido objetivo. Existen enfoques alternativos que utilizan proteinas artificiales hechas
de péptidos concatenados (enfoque concatémero (QconCAT)) o el uso de estandares proteicos
para la cuantificacién absoluta (protein standards for absolute quantification, PSAQ son sus siglas
en inglés). En el primer enfoque, cada péptido es un estindar interno (sustituto) que representa
una proteina especifica, mientras que en el segundo enfoque se recurre a una proteina que esta
marcada isotopicamente y que se corresponde con el andlogo recombinante expresado de la proteina
a cuantificar. Sin embargo, estos métodos resultan costosos y limitados por su bajo rendimiento y su
uso se restringe a un nimero pequeio de experimentos dirigidos.
Para mas informacion:

J. Lovric. Introducing Proteomics: From Concepts to Sample Separation, Mass Spectrometry and Data
Analysis. ISBN: 978-0-470-03524-5, Chapters 4.4 and 5.3, 2011.

2.5. Identificacion de PTM

Las modificaciones postraduccionales (PTM) son modificaciones quimicas de cadenas de
proteinas después de la traduccion, responsables del cambio de tamafio, composicion, funcién y
localizacién de las proteinas. Mas de 900 PTM distintas han sido identificadas e incluidas en la base
de datos UNIMOD (www.unimod.org/). Las modificaciones postraduccionales mds habituales
(Tabla 4.1) incluyen la fosforilacidn, acetilacién, oxidacion, alquilacion, metilacion y la formacion
de puentes disulfuros. A dia de hoy, la espectrometria de masas es el mejor enfoque analitico para
la secuenciacion de péptidos e identificacion de PTM, puesto que posibilita el analisis de un gran
namero de muestras con una buena relacion coste-eficacia.

Tabla 4.1. Relacion de las modificaciones postraduccionales mas comunes.

Tipo de PTM Sustrato
N-glicosilacion Asparagina y lisina
O-glicosilacion Lisina, prolina, serina, treonina y tirosina
C-glicosilacion Triptéfano
Fosforilacion Serina, treonina, tirosina, aspartato, histidina o cisteina
_ Extremo N-terminal de algunos residuos y ramificacién de lisina o
Acetilacién o
cisteina
Y Generalmente en el extremo C-terminal de un péptido activo maduro
Amidacién ) e 1es L
después de la ruptura oxidativa de la ultima glicina
Hidroxilacion Generalmente la ramificacion de asparagina, aspartato, prolina o lisina
Tl Generalmente en la fenilalanina N-terminal, la ramificacién de lisina,
Metilacion

arginina, histidina, asparagina o glutamato, y cisteina C-terminal
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Las PTM normalmente se identifican a través de espectrometria de masas, mediante la observacion
de un desplazamiento de masa en los espectros de masas de los péptidos tripticos (Tabla 4.2). El
desplazamiento de masa se deriva de una modificaciéon quimica que se produce en la ramificacién
de residuos de aminodcido. Con todo, para la identificacién inequivoca de la localizacion de las
PTM, se hacen necesarios experimentos de espectrometria de masas en tindem (MS/MS). En
estos datos MS/MS, el desplazamiento de masa detectado en el ion precursor (péptido obtenido
por la digestion triptica de la proteina modificada) se identifica en los iones fragmento que tienen
el residuo de aminoacido modificado. Sin embargo, los péptidos modificados pueden tener otras
rutas modificadas de fragmentacion que dificulten la identificacion del lugar de la modificacion.
Estas rutas de fragmentacion son la pérdida de la modificacién bien como molécula neutra o como
residuo cargado.

La mayoria de las PTM son modificaciones de abundancia baja y son labiles en andlisis de MS/
MS. Ademads, muchas de estas modificaciones son hidrofilicas, lo que podria hacer probleméticas
la manipulacién y purificacién de muestras antes de la MS. Por otra parte, la presencia de
modificaciones de proteinas puede afectar a la eficiencia de las rupturas de proteasas, generando
productos de péptidos no previstos o de gran tamano. Determinadas modificaciones proteicas
reducirdn la eficacia de la ionizacion y deteccién en la MS, mientras que la modificacion de
proteinas en multiples lugares hace que la interpretacion de los conjuntos de datos MS/MS resulte
complicada y dificil. Por estas razones, suele ser ttil considerar y explorar varios enfoques para
el mapeo de PTM dentro de la proteémica. La purificaciéon bioquimica de compartimentos
celulares, organulos o complejos proteicos, o de proteinas individuales, es un enfoque muy ftil
para el andlisis de modificaciones de proteinas, puesto que reduce la complejidad de la muestra
proteica. Es también muy importante usar métodos de enriquecimiento de proteinas y péptidos
modificados para reducir la complejidad de la muestra y, en consecuencia, incrementar el nimero
de PTM identificados. De este modo, se han desarrollado diversos métodos para el enriquecimiento
selectivo de proteinas modificadas para la identificacion y cuantificacién de PTM, entre los que
se incluyen, por ejemplo, la inmunoprecipitacion de proteinas o el enriquecimiento de PTM. El
enriquecimiento de PTM se puede llevar a cabo a nivel de las proteinas, por ejemplo, utilizando
anticuerpos, cromatografia de afinidad por iones metdlicos (IMAC-fosfoproteinas) o lectinas
inmovilizadas (glicoproteinas). El enriquecimiento de PTM se puede llevar a cabo a nivel de los
péptidos, por ejemplo, utilizando anticuerpos (*R, K, pTyr), IMAC y TiO? (fosfopéptidos) o

lectinas inmovilizadas (glicopéptidos).

~
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Tabla 4.2. Desplazamiento de masa observado en el anélisis por MS y por MS/MS de péptidos tripticos modificados.

Tipo de PTM A Masa Monoisotdpica (Da)
Hidroxilacion 15.9949
Fosforilacion
pTyr 79.9663
pSer, 79.9663
pThr 79.9663
Acetilacion 42.0105
Metilacion 14.0156
Sulfatacion (sTyr) 79.9568
Deamidacion 0.9840
Acilacién
Farnesil 204.1878
Miristoil 210.1983
Palmitoyl 238.2296
Glicosilacion
N- >800
O- 203, >800
Formacion de enlace disulfuro -2.0157
Nitracién de tirosina 44.9850
Para mas informacion:

AMN. Silva, R. Vitorino, M.R.M. Domingues, C.M. Spickett, P. Domingues. Post-translational
Modifications and Mass Spectrometry Detection. Free Radic. Biol. Med., 2013, 65:925-941.

J. Lovric. Introducing Proteomics: From Concepts to Sample Separation, Mass Spectrometry and Data
Analysis. ISBN: 978-0-470-03524-5, Chapter 5.4, 2011.

2.6. Deteccion y cuantificacion de la localizacidn de proteinas subcelulares

El campo de la protedmica de organulos ha ido emergiendo con el objetivo de revelar las funciones
de las proteinas de cada organulo. Sin embargo, la elucidacién de la distribucion subcelular de
las proteinas bajo condiciones diferentes plantea una dificultad importante en la biologia celular,
debido a la naturaleza multicompartimental y dindmica de la localizacién de las proteinas.
Tradicionalmente, las localizaciones subcelulares de las proteinas se deducian a partir de métodos
mas tradicionales, como la microscopia de inmunofluorescencia, el marcaje con la proteina
fluorescente verde o el fraccionamiento bioquimico. No obstante, se han ido desarrollando flujos
de trabajo de proteémica cuantitativa para identificar con fiabilidad la proteina de organulos
completos, y para atribuirles a las proteinas una localizacion subcelular. El enfoque tipico se
asienta en estrategias de fraccionamiento y enriquecimiento subcelular, normalmente a través de

la centrifugacion de gradientes de densidad o kits comerciales. Se pueden enriquecer también los
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organulos celulares mediante inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos dirigidos contra
epitopos presentes en la superficie del organulo. Las mezclas de proteinas obtenidas de las distintas
fracciones de organulos se identifican y cuantifican entonces mediante los enfoques proteémicos
tratados anteriormente. A pesar de que los enfoques basados en orgdnulos pueden ofrecer una
informacién valiosa sobre compartimentos subcelulares especificos en condiciones de aislamiento,
también es importante estudiar la localizacion de las proteinas en el conjunto total de la célula con

el fin de obtener una vision sistémica global de la organizacion del proteoma.

Para mas informacion:
R. Drissi, M.-L. Dubois, F.-M. Boisvert. Proteomics methods for subcellular proteome analysis. FEBS J.,
2013, 280(22):5626-5634.

2.7. Deteccion y cuantificacion de interacciones proteicas

La funcién de las proteinas dentro de la célula depende de la interaccion entre varias clases
diferentes de proteinas y de la formacién de complejos multiproteicos. Estos complejos proteicos
son altamente dinamicos y su composicion va cambiando con el tiempo y con el estado de la
célula. Se emplean tres enfoques principales para el estudio de la interaccién de las proteinas,
que son el «pull-down» por afinidad, el marcaje de proximidad y la elaboracién de perfiles de
correlacion de proteinas. El pull-down por afinidad emplea anticuerpos especificos para aislar
la proteina de interés y las proteinas con las que interacciona, que seguidamente se identifican y
cuantifican mediante espectrometria de masas. El marcaje de proximidad es una técnica basada
en la transferencia covalente de marcajes con biotina de una proteina a las proteinas proximas
con las que pueda potencialmente interaccionar. A continuacion, se identifica el marcaje con
biotina en las proteinas utilizando la espectrometria de masas en taindem. La elaboracion de
perfiles de correlacion de proteinas se basa en la separacion a través de distintos métodos, como la
centrifugacion de gradientes de densidad o la cromatografia nativa, y parte de la hip6tesis de que
las proteinas interaccionando coeluiran.

Las interacciones proteina-proteina en la sefializacién celular estin mediadas con frecuencia
por secuencias de aminodcidos especificos que interactuan. A pesar de la importancia capital de
estas interacciones en la sefalizacion celular, la identificacion de proteinas asociadas unidas a
péptidos continta siendo una tarea muy complicada, donde se recurre, principalmente, al uso de
herramientas bioinforméticas, como STRING (http://string-db.org/ ).

Para saber mas:

Syafrizayanti, C. Betzen, ].D. Hoheisel, D. Kastelic. Methods for analyzing and quantifying protein-protein
interaction. Expert. Rev. Proteomics, 2014(2), 11(1):107-20.
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3. Procesamiento de datos e identificacion de proteinas

3.1. Bases de datos de secuencias de proteinas

Como hemos explicado anteriormente, las bases de datos de secuencias de proteinas son esenciales
en la investigacion protedmica con base en la espectrometria de masas. Actualmente, las principales
fuentes de datos sobre secuencias de proteinas son traducciones de secuencias de nucle6tidos
depositadas en las bases de datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), EMBL
(http://www.ensembl.org/index.html) o DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp). Estas bases de datos se
integran en una iniciativa denominada International Nucleotide Sequence Database Collaboration
(http://www.insdc.org) que aglutina secuencias de nucle6tidos y anotaciones de esas entidades.

La base de datos de proteinas NCBI (Entrez Proteins, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez)
posee un conjunto completo de proteinas deducidas. Utiliza informacién de la Protein Research
Foundation (PRF), Genpet (secuencias no revisadas), RefSeq (secuencias de proteinas anotadas
manualmente y revisadas), NCBI (National Center for Biotechnology Information) y Swiss-Prot
(secuencias de proteinas anotadas manualmente y revisadas) (Figura 4.7). No obstante, dado que
esta base de datos asigna a cada secuencia de proteinas un unico nimero de identificacién de gen
(gi), resulta muy grande y redundante. NCBI también posee una base de datos de proteinas no
redundante (nr), donde se fusionaron las secuencias y las secuencias de fragmentos para formar
una sola entrada.

UniProt Knowledgebase (UniProtKB) contiene informacién sobre proteinas amplia y curada,
incluyendo funciones, clasificacién y referencias cruzadas, y se divide en dos bases de datos
distintas. UniProtKB/Swiss-Prot, que se anota manualmente y se revisa, y UniProtKB/TrEMBL,
que es la seccién no revisada de UniProt.

cDNA, EST, genome

International Nucleotide Sequence Database Collaboration
EMBL DDBJ  GenBank

Figura 4.7. Bases de datos de secuencias de proteinas mas importantes y sus relaciones.

Para saber mas:
C. Brooksbank, M.T. Bergman, R. Apweiler, E. Birney, J. Thornton. The European Bioinformatics Institute’s
data resources 2014. Nucleic Acids Res., 2014, 42(D1):D18-D25.
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3.2. Motores de busqueda de bases de datos de proteinas

Como ya se dijo anteriormente, para identificar proteinas es necesario explorar bases de datos de
proteinas para buscar coincidencias con las masas de péptidos (enfoque PMF) o las secuencias de
péptidos (enfoque PFF). Para esto se han disefiado varias herramientas bioinformaticas, que se designan
colectivamente como motores de busqueda de bases de datos de proteinas. Estos motores de busqueda
pueden ser comerciales (Mascot (Matrix Science), Proteome Discoverer (Thermo), ProteinPilot (Sciex),
ProteinLynx (Waters), ProteinScape (Bruker) y otros) o libres (Mascot (bsqueda en linea limitada)
ProteinProspector, Andromeda, OMSSA, SEQUEST, X!Tandem, Amanda, y muchos otros). La correcta
identificacion de las proteinas a través de MS depende de numerosos factores, como por ejemplo,
el algoritmo que empleen los motores de busqueda y los factores experimentales que tengan una
influencia en el contenido de la informacion de los datos de la MS (tratado ya antes). Asi, estos motores
de busqueda no tienen por qué necesariamente identificar las mismas proteinas en una muestra y, de
hecho, se suelen observar diferencias. Aun con todo, existen algunos motores de bisqueda, por ejemplo
SearchGUI, que permiten combinar resultados de multiples motores de bisqueda. En proteémica
se adquiere una cantidad ingente de datos y, por ello, estos buscadores pueden pasar varios dias por
experimento, especialmente cuando se emplean experimentos de LC-MS/MS de larga duracion, o

cuando se ejecuta una bisqueda multiple de PTM.

Para saber mas:
Z.F. Yuan, S. Lin, R.C. Molden, B.A. Garcia. Evaluation of proteomic search engines for the analysis of
histone modifications. J. Proteome Res., 2014, 13:4470-4478.

3.3. Andlisis de datos

El principal problema de la protedmica basada en la espectrometria de masas estd relacionado
con el anilisis e interpretacion de los datos adquiridos. Este analisis incluye la integracion de
metainformacion taxondmica y funcional procedente de muestras que contienen varios cientos
de proteinas, de una forma que permita interpretar los experimentos. Para ello, una vez finalizada
la identificacion y cuantificacion de proteinas, es necesario proceder con el andlisis funcional de
las proteinas diferenciales relevantes para el estudio. Existen varias herramientas bioinformaticas
gratuitas que pueden ayudar en esta tarea, incluidos software gratuitos para todo el flujo de trabajo
(pipelines). Estos software proteémicos (OpenMS Proteomics Pipeline, Trans-proteomic pipeline o
PeptideShaker) ejecutan diferentes tareas analiticas, entre ellas, la de ayudar en el anilisis de datos.
El anilisis de datos incluye la identificacién de PTM, la comparativa e interpretacion bioquimica
de datos cuantitativos, la identificacion de procesos bioldgicos e interacciones proteicas.

El primer paso para la interpretacion funcional de la lista de proteinas resultante es conectar
el identificador de proteinas con sus términos de Ontologia de Genes asociados. El sistema de
clasificacion ontoldgica de genes (http://www.geneontology.org/) define conceptos o clases que se
emplean para describir la funcion del gen y clasificar las funciones del gen desde tres perspectivas
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diferentes: la funcion molecular del producto génico, el componente celular donde los productos
génicos estdn activos y el proceso bioldgico donde los productos génicos estén activos. El sistema
de clasificacion PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships —Analisis de
proteinas a través de relaciones evolutivas—) (http://www.pantherdb.org/about.jsp), que forma
parte del Proyecto Genoma de referencia en la ontologia de genes, es una herramienta valiosa
para la clasificaciéon de proteinas y sus genes que facilita el analisis de alto rendimiento de rutas
metabdlicas. STRING (http://string-db.org/) y Cytoscape (http://www.cytoscape.org/) son dos
herramientas bioinformaticas esenciales que se utilizan para el andlisis de interacciones proteina-
proteina y el disefio de redes de proteinas. Seguidamente, estos datos se pueden clasificar en
categorias para ayudar al cientifico a interpretar los resultados de un experimento. Reactome
(http://www.reactome.org/ ) ofrece informacion de la ruta metabolica. Por altimo, Uniprot (http://
www.uniprot.org/ ) es también una fuente de informacion funcional de proteinas de alta calidad.
Para mas informacion:

S.W. Haga, H.F. Wu. Overview of software options for processing, analysis and interpretation of mass
spectrometric proteomic data. J. Mass Spectrom., 2014, 49:959-969.

4. Sesiones practicas

4.1. Identificacion de proteinas empleando los enfoques PMF y PFF con
MASCOT

Descripcion del experimento

1. Se cargaron 120 ug de proteina de linea celular humana de rifién de embriéon humano (HEK
293) en tiras de IPG, y se realizé un analisis 2-DE;

2. Tras la deteccion y escision del gel con una punta de la pipeta, las manchas de proteinas
fueron sometidas a digestion con tripsina después de la reduccion y alquilacién de los residuos
de cisteina empleando para ello ditiotreitol (DTT) e iodoacetamida (IAA);

3. Los péptidos tripticos fueron liofilizados y resuspendidos en 10 pL de una mezcla acuosa
con 50% de acetonitrilo/0,1% de 4cido férmico. Las muestras se mezclaron (1:1) con una
disoluciéon matriz saturada de acido a-ciano-4-hidroxicindmico, y se rociaron alicuotas (0,5
uL) sobre la placa para el analisis de la muestra por MALDI;

4. Se obtuvieron espectros de masas de péptidos en un espectrémetro de masas MALDI-TOF/
TOF (4700 Proteomics Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) en modo
reflectrén ion positivo;

5. Para cada mancha de muestra se cred un método de adquisicién dependiente de datos para
seleccionar los dos picos mds intensos para la adquisicion subsiguiente de datos MALDI-
TOF/TOF MS/MS, excluyendo los de la matriz, los debidos a la autolisis de la tripsina o los

picos de acrilamida.
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Espectros MS de una mancha:

916.4055

930.5571
1236.5348
1303.6696
1337.7314
1349.7409
1408.7048
1467.6749
1507.6632
1507.6686
1522.6397
1523.7924
1527.7532
1538.7780
1539.7565
1544.7386
1615.9085
1712.7815
1723.8684
1727.8235
1907.0442
1944.9352
1950.0238

MS/MS del ion a m/z 1527.7532

| Ms/MS| AR
88.0399 246
201.1301 70
3021732 204
4162143 358
531.2498 498
717.3232 237
8463714 232
9613924 266
1098.4522 7
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a) Identificacion de una proteina a través del enfoque PMF

1. Vaya al sitio web de MASCOT: (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html)

2. Seleccione ejecutar una busqueda en la opcion «Peptide Mass Fingerprint» —huella peptidica-
(http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF)

3. Cumplimente el formulario. Para la introduccién de datos puede copiar y pegar la m/z de los
péptidos o escoger el archivo de datos Mascot MS.txt

4. Debe reflexionar y discutir sobre lo siguiente:
a. ;Por qué se seleccionaron las bases de datos Swiss Prot y de contaminantes?

sPor qué se permitieron dos cortes enzimaticos omitidos (missed cleavages)?

sPor qué se permitieron dos modificaciones de variables?

sPor qué la tolerancia es de 25 ppm?

o a0 T

sQué es el «decoy»?

MASCOT Peptide Mass Fingerprint

Your name [Pedro Email [p.domingues@ua pt

Search title

Database(s) B Enzyme |Trypsin

Allow up to |2 v | missed cleavages

Taxonomy, Homo sapiens (human) v
Fixed | none selected — < Acetyl (K)
modifications > Acetyl (N-tem)

- Acetyl (Protein N-term)
L] faned (C-tem)
Amidated (Protein C-term)

Display all modifications Ammonia-oss (N-erm C)
. Biotin (K)

Variable [Oxidation (M) < Biotin (N-term)

modifications |Carbamidomethy! (C) i Carbamyl (K)
< Carbamy! (N-term)
~ Carboxymethy (C) -

Protein mass v0a Peptide tol. & (25 ppm ¥
Mass values ©MH* M, OM-H- Monoisotopic © Average

Data file | Choose File | Nofile chosen

© query
916.4055
Data input 0305571
L
1349.7309

Decoy ¥ Report top |AUTO v | hits

Start Search ... Reset Form

5.  Después de realizar la bisqueda, se obtienen los siguientes resultados de la busqueda de Mascot:

MATRIX

sdiinc: Mascot Search Results

uesgun.pt

iants 20090624 (262 sequences; 133770 residucs)
1 (55347 seq 69095 residucs)

i 1P S0-alpha o5 NeHSPO0RAL PE=1 SV

Target Decoy
Protein hits above identity threshold 1 0

Highest scoring protein hit m
Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event
Protein scores greater than 36 are significant (p=0.05).

Concise Protein Summary Report

Format As | [Concise Protein Summary + Help
Significance threshold p [0.05 Max. number of hits AUTO
Preferred taxonomy | Allentries

ReSearch All| | Search Unmatched

Expect: 13013 Matches: 18
plens GN-HSPSOAAL PE-1 SUmS

Mass: 83212 Score: 48 Expect: 0.35 Matches
i protein HSP 90-beta OSeHomo sapiens GIHSPSBASL PE-L V-t




Quimica Analitica Avanzada en Ciencias de la Vida

6.

Examine detenidamente los resultados. ;Qué significan? Seleccione la proteina con la

puntuacién mas alta y observe el Protein View: datos HS90A_ HUMAN.

b) Identificacion de una proteina a través del enfoque PFF

1.

3.

Seleccione ejecutar una busqueda en la opcién «Peptide Mass Fingerprint» —huella peptidica-
(http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS)

Cumplimente el formulario. Para la introduccién de datos puede escoger el archivo de datos

Mascot MSMS.txt. Presione «iniciar busqueda...»”

MASCOT MS/MS lons Search

Your name
Search title

Database(s)

Taxonomy
Enzyme
Quantitation

Fixed
modifications

variable
modifications

Peptide tol. +
Peptide charge
Data file

Data format
Instrument

Decoy

Pedro

contaminants (AA)
SwissProt (A4)

Trypsin v
None

— none selected —

Email

(32

Homo sapiens (human)

Allow up to

Display all modfications

— none selected —

3 pom v
1+ v
Choose File | Mascot

Mascot generic v
Default 2
v

Start Search ...

J L

#13c[0v| MS/MStol x
Monoisotopic
MSMS.txt

Precursor

Error tolerant

Report top

p.domingues@ua pt

Amino acid (AA)
CcRAP
NCBIprot

Nucleic acid (NA)
Environmental EST
Fungi_ EST
Human_EST
Invertebrates EST
Mammals_EST
Mus_EST

2 v| missed cleavages

Acetyl (K)
Acetyl (N-term)

Acetyl (Protein N-term)
Amidated (C-term)
Amidated (Protein C-term)
Ammonia-loss (N-term C)
Biotin (K)

Biotin (N-term)
Carbamidomethyl (C)
Carbamy! (K)

Carbamy! (N-term)

50 mmu v

© Average
mjz

AUTO v | hits

Reset Form

Examine detenidamente los resultados (Mascot Search Results). ;Qué significan? Seleccione

la proteina con la puntuacion mds alta y observe el Protein View

MATRIX

SGiNG: Mascot Search Results

Homo
: 16 Feb 2017 at 1
+ 172 for 2::H90 |

: Pedro
+ p.doninguesgua.pt

20090624 (26:

133770

Target Decoy

Protein hits above identity threshold 1

Highest scoring protein hit 12

Mascot Score Histogram

0
2

residues)
198069095 residues)

Protein score is -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event
Protein scores greater than 56 are significant (9<0.05),

Nanber of Hite

% 100

Concise Protein Summary Report

Fomat As | | Concise Protein Summary ¥

Significance threshold p=0.05

150
Protein Score

Help

Preferred taxonomy [ All entiies

[ Re-Search All|

1. 2::soa AN

Search Unmatched

Mass: 84607

Heat shock protein HSP 90-alpha OS:

2::HSO0B HUMAN  Mass: 83212

Heat shock protein HSP 90-beta OS=Homo

Score: 172

s

: ec es: 8
Sapiens GN-HSPORABL PE-1 SU=d.

Max. number of hits [AUTO

Expect: 1.32-13 Matches: 18
mo sapiens GN=HSPIOAAL PE=1 SV5

: datos HS90A_ HUMAN
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4.

Seleccione el nimero 1 de la bisqueda y observe el Protein View: Observe el patron de

fragmentacién de los péptidos. sPor qué los iones b son mas intensos que los iones y?

4.2. Identificacion de proteinas a partir de un experimento de LC-MS

Para este tutorial necesitara descargar los siguientes archivos:

a)

b)

o)

d)

e)

f)

Pida a su instructor los datos primarios (brutos) del experimento (1,2 GB) y el archivo
transformado (MGE 100 MB).

ProteoWizard - Se trata de una interfaz de cédigo abierto para la conversion de software en
formato MS. Solo necesitard esto si descarga el archivo primario. Ademds, SearchGUI (ver
abajo) incluye ya esta aplicacion. http://proteowizard.sourceforge.net/

mMass (opcional) - Se trata de una interfaz de espectrometria de masas de c6digo abierto que
se puede utilizar para la visualizacion de espectros. Cuenta también con varias herramientas
distintas que incluyen herramientas de proteémica http://www.mmass.org/

Dbtoolkit - Se trata de un editor de datos FASTA de cddigo abierto para la manipulacion de
bases de datos de secuencias fasta https://github.com/compomics/dbtoolkit

SearchGUI - Se trata de una interfaz de c6digo abierto para la configuracion y funcionamiento
de motores de btsqueda de identificacion protedmica. http://compomics.github.io/projects/
searchgui.html

Peptide shaker - Se trata de una plataforma independiente de motores de busqueda para la
interpretacion de resultados de identificacion protedmica. http://compomics.github.io/projects/
peptide-shaker.html

Ademds, es muy importante que lea con atencion todo el tutorial del mezclador de péptidos en

https://compomics.com/bioinformatics-for-proteomics/

Descripcién del experimento

1.

166

Para una identificacion rapida de las proteinas intracelulares mds abundantes de la Linea
Celular THP1 (linea celular monocitica humana), las células se rasparon de la placa
empleando 500 pL de PBS/pocillo y se sometieron a ultrasonidos en un bafno a 53 kHz y
37°C durante 30 minutos. Se precipitaron las proteinas afladiendo a las suspensiones del
lisado celular dos volumenes de acetona. Se incubaron las suspensiones de proteinas a -20°C
y a continuacidn se centrifugaron. Los pellets de proteinas secos fueron resuspendidos en
30 pL de tamp6n de almacenamiento de muestra. Las cantidades de las proteinas extraidas
se midieron a través del método de Lowry.

La digestion triptica en disolucién se realizé con tripsina. Los residuos de cisteina de la
proteina se redujeron con DTT y se alquilaron con iodoacetamida. Los péptidos tripticos
fueron liofilizados y resuspendidos en una disolucién de 5% de acetonitrilo/0,1% de 4cido
férmico.

Se analizaron 250 ng de extracto de proteina de la muestra con un QExactive Orbitrap que
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se acopld a un sistema de nano-HPLC Ultimate 3000. Se utilizaron una precolumna (5 mm

% 300 um I.D.) y una columna analitica (150 mm X 75 pm 1.D.) Se utilizaron columnas C18.

4. El espectrémetro de masas se utilizé en el modo de adquisicion dependiente de datos. Los

diez picos mds intensos se sometieron a HCD.

4.2.1. Transformacion de datos a mzML con MSConverter en ProteoWizard

1. Utilice MSConverter en ProteoWizard para convertir los datos de HPC-MS data adquiridos

en la Orbitrap (archivo de datos BRUTOS) a un formato que se pueda leer con SearchGUI

(archivo de datos MGF).

2. Si quiere ver los datos en la aplicacion mMass, aunque pueda leer el formato de archivo mgf

que se utilice en SearchGUI, es mejor que convierta los datos BRUTOS (o en mgf) a formato

mzML.

[20160421_THP1C_insol_0323_ziptip_Tug

04721716 15:06:10

RT: 0,00 - 120.00
1005

Relative Abundance
¥

6232

&
Time (min)

El
N
71789

20160421 T
HP1C_insol
L0323 _zipti
p_iug

w058 2 5500 M2

Cromatograma de datos BRUTOS

85 MsConvertGUI (64-bit)

@ ListofFiles (O Fie of fie names

Remove

|E Pedro\Deskiop'test\THP 1C_insol_lug ram

Output Directory

E\Pedro’\Desktop'test Browss

Options
Output format: [mahL ~| Extension:| |
Binary encoding precision: @ 644t (O 32bit

Wite index:

TPP compatibility:

Use zib compression:
Package in gzip: []

Use numpress linear compression: []

Use numpress short logged float compression: []

Use numpress short positive integer compression: [

Use these settings next time: | start MSConvertGUI

Aplicacion MSConverter

Fiters

Filter

About MSConvertGUI

MS Level ~
Levels:
-
Add Remave

Parameters

N

o)
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8 Setectscan x
CH| reention| s | procursor| = | merange] _oncurent| _poms| astatos | 5
1 001(00000) 1 T6te 3472290 21077 coninuous
2 001 (00001) 1 Siele 2740220 15177 contnuous
3 002(00001) 1 Sii616 231600570 1864 coninuous
« @001 1 A6l 22mess0 16264 conouous
s 003(00002) 1 sr-tets 1620420 16554 contnuous
B 00¢00002) 1 Sitets  o2mesiez0 15983 contouous
7 00¢(00003) 1 STitets 260 16825 contouous
i 005 00003) 1 stets  osoetrio -
s 005 00003) 1 sri-tets 0 16712 conuous
w0 005 00008) 1 A6t 230406880 1633 contnuous
" 005 00008) 1 Sidets 28220700 16424 contouous
2 00700008 1 Sdets  27iesa0 16354 con
00800005) 1 Sdets 243780 16062 coninuous
1 00800005) 1 Sdets 200 18512 coninuous
- am 00 1 AR e 1estn oo o

TIC (4S) »
BPC (iS)

nomalized ion curtent

1
atention time in min.

Datos observados en la aplicacién mmass.

4.2.2. Generacion de base de datos FASTA a partir de UniProt (SwissProt)

1. Ahora descargue el archivo FASTA del proteoma de Homo Sapiens. Esto se debe hacer en la
pagina de taxonomia del sitio web de Uniprot y buscando Homo Sapiens.

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search Help Contact

Taxonomy results LY ——
Filter by’ & Download 11025078220 B Show[25 7]

Repeat search in UniProtks (2,393,722) x

Taxons with:
entries in
UniProtks (7,305)

xon
5 Homo sapiens (Human) & &3
Eukaryota > Metazoa > Chordata > Cranata » Vertebrata » Euteleostomi » Mammalia » Eutheria > Euarchontoglires >
entries in Primates > Haplorrhini » Catarrhini > Hominidae > Homo
UniProtks (s31)

2 proteome Proteomes (1) UniProtkB (156,851)- Reviewed (Swiss-Prot) (20,168) Unreviewed (TFEMBL) (136,683)
(1.051)

2. Ahora debe descargar el archivo FASTA (de Swiss-Prot) Revisado.

reviewed'yes AND organism:"Homo sapiens (Human) (9506]"

Help Contact

5
UniProtKB results Moo
Filter by A = ion [dDownload| & [#coumns|>] @10 250f 20,168 P Show [25 ¥
B Download selected (0) x
e o e B
e e  Download a1 (20165) x
= e Comann o |}
Popular © p20848 ® Compressed © Uncompressed SERPINA2 ARGS,  Homo 420
organisms
umar)
O aoumas ade aacnT e
Proteomes T
uponooosi0 it
(20,162) D Q96GX2  A7L3B_HUMAN 'i Putative ataxin-7-like ATXN7L3B Homo 97
View by protein 3B sapiens
e
) QENSZ0 AADAT_HUMAN % Kynurenine/alpha- ARDAT KaT2 Homo 425
W st
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3. Puede ver y editar la informacion del archivo FASTA con la dataBase Processing Tool (herramienta
de procesamiento de bases de datos) de Dbtoolkit.

| & Datobase Processing Tool ) - o x
File Settings Tools Help

il selecton

doniie Browse.]

Preview pane (2 FASTA entries)
>3l _HOAN Putative protein Os=fiono sapiens GN=SERPINA2 PE<1 SV=1

_Hoa Alpha-1, OS=Homo sapiens GN-RGNT PE=2 SV-1

Status panel

Status :

1-02-2017 (165123) - No file loaded. 5|

1.02.2017 (16:5135) t‘
i

1.02.2017 (16:5135) - F k viowed%3Ayos|
I I I ID

[21-02:2017 (1651.23): None.
[21-02:2017 (16:51.35)  None

4.2.3. Motores de busqueda: SearchGUI

1. Abra SearchGUI. En el ejemplo anterior, el archivo seleccionado era el archivo bruto, por lo
que también se selecciond la conversion MS.

2. Enlos ajustes de la busqueda, edite y cumplimente el formulario del modo que se muestra. Se
escogieron modificaciones de variables (;por qué?).

3. Puede configurar también el mezclador de péptidos para abrir el archivo de resultados, tal y
como se muestra abajo.

4. SearchGUI preguntara si quiere crear un archivo fasta concatenated_target_decoy. Seleccione
si (;por qué es esto importante?)

Yo SearchGUI328 - o x
File_ Edit Help
Input & Output
Spectrum File(s) 1file(s) selected Add Clear.
Search Settings | test ¥ [ Aw Edit
Output Folder E‘Pedro\Desktopitest Browse
Pre Processing
() MsConvert A MSConvert File Conversion - ProteoWizard web page
(=) X! Tandem meéd XTandem Search Aigorithm - XITandem web page.
a MyriMatch LES Mytilatch Search Algorithm - Myritlatch web page
(] MS Amanda €4 MS Amanda Search Algorithm - IS Amanda web page
8] MS-GF+ me&d MS-GF+ Search Algorihm - US-GF+ web page
a OMSSA €A OMSSA Search Algoritim - OMSSAweb page
a Comet A ‘Comet Search Algorithm - Comet web page
(=) Tide LL R ‘Tide Search Algorithm - Tide web page
(8] Andromeda o Andromeda Search Algoritim - Andromeda web page
o Novor ye&d Novor De Novo Peptide Sequencing - Novor web page
a DirecTag LR
Post Processing
o PeptideShaker méd PeptideShaker - Visualize the resulls in PeptideShaker
@ Please ol SachGUl s Yauil . Prlomics 20111513369 m
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5. Seleccione las opciones de bisqueda y la base de datos FASTA.

2 Search Settings - test x
Database
5_concatenated_target_decoy.fasta Edit
Modifcations
Fixed Modifcatons (0) ( D]
[ Name [ Mass « nams Tuass
W Acebaton ofpratein N-erm a0 [
M Deamidation of N 038 N
Deamidation of Q 036
I Phosphonylation of S 7997 |
B Phosphoniation of T 97 |
W Phosphorylation of Y 7997 |
Variable Modifications (3) . Pyrolidone from E 1801
== Pyolidone flom Q R
|| Name | Mass = Pyrolidone from carbamidomelhylated C 1703
W Oridation of M 1599 TMT 10-plex of K 2916 1
Carbamidomethytaton of C 5702 | > TMT 10.plox of peptide N-erm 2o0te 1
= acetyation of K 201 | THTEREXHAK =0
THT 6-plex of peptice N-term 2010 1
TRAQ &-plex of K ol y
Protease &
Digestion Enzyme v Precursor miz Tolerance 100 oom 3]
Enzyme Toypsin v Fragment miz Tolerance 100 pom v
Specificity Specific - Precursor Charge 2 - 6
MaxMissed Cleavages 2 — o 1. ;
Fragment lon Types. b v Y v
@ oK Cancel

6. Seleccione las opciones de PeptideShaker.

PeptideShaker Settings X
Locafion EPedrolD 116 118.0jar Edit
Project Details
Project Name THP1
Sample Name THP1_1 | Repiicate o
Output
Output File E1PedrolDesktopitestPeptideShaker_output cpsx Browse
Advanced Setti o for details)
Project Default Edit
MascotFiles Browse | [ Clear
@ OK Cancel

4.2.4. Generacion y evaluacion de resultados: PeptideShaker para la
visualizacion de péptidos y proteinas, y validacion. Analisis PTM

1. Después de que SearchGUI haya ejecutado la busqueda (3 min aproximadamente, con un
Intel I7-6700K de 16MB de RAM), abrira los resultados en la plataforma de Peptideshaker.

2. Podré ver aqui que se han identificado aproximadamente 700 proteinas, aunque 373 hayan
sido clasificadas como dudosas (spor qué?).

3. Ademas, podra ver informacion sobre los péptidos identificados para cada proteina y los

espectros de masas con el patron de fragmentacién anotado.
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4.2.5. Andlisis de datos: informacién proteica, analisis de rutas metabdlicas y
ontologia de genes

1. Explore las opciones avanzadas de anélisis de datos del Peptideshaker abriendo la pestafia de
modificaciones, y la pestafia «GO Analysis».

- X

"
e
Spectrum IDs

Fractions

Modifications
3D Structures
Annotation
GO Analysis }
I Validation

QC Plots

En la pestafia «Annotation» podra anotar informacion para cada proteina.

No obstante, si quiere anotar multiples proteinas, serd necesario que exporte sus resultados
(informe de proteinas por defecto) y que haga clic en el enlace web que hay al lado del recurso,
y que siga las instrucciones que se ofrecen en la pagina web del recurso.

[ oo -

ShSTRNG | Ko sndPoc

- Sewchibs | oo 3 -

[ seaon o o | wer | [ ssmemep s

[==r| o | [ semeos s

PIGR oo e Grose Rufasnce Seves
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