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La cuantificacion de las diferencias entre dos
o mas estados fisioldgicos de un sistema biologico
es una de las tareas mas importantes y dificiles en
protedmica. En los ultimos afios se estan desa-
rrollando métodos de cuantificacion basados en la
espectrometria de masas como complemento a las
técnicas mas clasicas basadas en 2D PAGE. Los
métodos mas populares utilizan marcajes isotopicos
diferenciales siendo uno de los mas utilizados el
sistema iTRAQ (Applied Biosystems).

Para obtener la maxima informacion de un experi-
mento iTRAQ es fundamental un adecuado disefio del
mismo. Segun el problema bioldgico que queramos
abordar sera necesario utilizar un niimero de replicas
bioldgicas suficiente para discernir las variaciones in-
trinsecas a la muestra [1; 2] de las debidas al problema
bioldgico en estudio. En el caso de experimentos com-
plejos con elevado numero de réplicas que impliquen
varios experimentos iTRAQ sera necesario introducir
en todos los experimentos un estandar interno que
permita posteriormente un analisis global de todas las
muestras presentes en el estudio.

Preparacion de la muestra

Una vez se dispone de un disefio experimental
claro el primer paso es la preparacion de las mues-
tras. En nuestra experiencia es mejor partir de la
mayor cantidad de proteina recomendada para evitar

problemas debidos al exceso de reactivos, como la
formacién de precipitados y la obturacion de los
sistemas cromatograficos.

Una vez elegidas y disponibles las muestras a
analizar hemos de ponerlas en un medio adecuado
para el analisis. En general, la precipitacion es el
método mas usado en este paso. Para la eleccion del
medio para redisolver las proteinas hay que tener en
cuenta que sea compatible con los tratamientos de
reduccion, alquilacion y digestion. Ademas, para
el marcaje posterior ha de evitarse la presencia de
aminos reactivos en el medio y de otros posibles
nucleofilos como tioles. Con estas restricciones en
ocasiones es dificil disolver la muestra, siendo ne-
cesaria una puesta a punto para cada tipo de extracto
proteico. Tras disolver la muestra es necesario reali-
zar una cuantificacion fiable de la cantidad total de
proteina presente en cada muestra.

Marcaje y separacion de los péptidos

Las muestras marcadas diferencialmente se
combinan y se elimina el exceso de reactivos y com-
puestos que podrian potencialmente interferir con la
cromatografia liquida o el analisis de MSMS de los
péptidos. En la mayoria de aplicaciones es necesa-
rio prefraccionar la mezcla de péptidos ya que las
muestras suelen ser demasiado complejas para un
Unico andlisis LCMSMS.
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Hay diferentes métodos de separacion de pépti-
dos que pueden aplicarse en este punto. La eleccion
de uno u otro dependera del tipo de péptidos que
queramos separar y de la disponibilidad de equipos.
En el laboratorio habitualmente realizamos croma-
tografia C18RP a pH basico [3; 4], cromatografia
SCX y, mas recientemente, también mediante I[EF
[5] en gradientes de pH inmovilizados (3-10NL,
7 cm, GE). En todos los casos se prefraccionan de
200 a 400 pg de péptidos y suele ser necesario una
tratamiento posterior de limpieza y/o concentracion
antes del analisis por LCMSMS.

Fragmentacion de los péptidos

Para el analisis por MSMS de los péptidos mar-
cados es necesario ajustar los pardmetros respecto
a los que utilizariamos para los péptidos no mar-
cados. En el caso de los espectrometros de masas
QTOF de ABI (QStar) este ajuste es muy sencillo, y
consiste en incrementar los valores de infercept de
la ecuacion |CE|0=(slope)*(m/z)+(intercept) usada
para calcular la energia de colision para cada ion. El
incremento es mayor para los péptidos derivatizados
con iTRAQ 4 plex que con iTRAQ 8plex. Con otro
tipo de espectrometros de masas su puesta a punto
es mas compleja [6].

Analisis de resultados

Con los péptidos analizados se ha de proceder
a la identificacion y cuantificacion de las proteinas
presentes en las muestras. El hecho de que ambas
determinaciones se realicen simultdneamente su-
pone una gran ventaja respecto a los sistemas de
cuantificacion basados en la separacion de las pro-
teinas en gel. La identificacion de proteinas se hace
de manera convencional indicando simplemente la
modificacién quimica utilizada.

El hecho de que la cuantificacion se realice a
nivel de MSMS hace que las relaciones S/N sean
mejores. En este punto cabe destacar que segun el
instrumento utilizado en el andlisis el rango lineal
para la determinacion de estas areas sera diferente.
Para la cuantificacion se utilizan todos los espectros
asignados a péptidos con una confidencia adecuada
y en los que haya sido posible medir las areas de los
iones reporteros con bajo error.
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Por otro lado, al realizar la cuantificacion ha de
tenerse en cuenta que se ha podido introducir un
error experimental diferente en la manipulacion de
cada muestra, asi como la pureza de los distintos
reactivos usados. Ha de comprobarse también que
no se han utilizado para cuantificar péptidos que
pertenezcan a varias proteinas (isoformas) o cuya
asignacion sea dudosa.

Si todo esto se realiza adecuadamente la técnica
nos permitird disponer de un elevado niimero de
proteinas cuantificadas en un periodo de tiempo
razonable.
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