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En los ultimos afios el gran desarrollo de los
espectrometros de masas y las técnicas de fraccio-
namiento de péptidos y proteinas ha permitido el
estudio de muestras complejas de proteinas. A pesar
de ello aun estamos lejos de conseguir el analisis
completo de proteomas o subproteomas.

Saccharomyces cerevisiae es un organismo mo-
delo desde el inicio en protedmica, para estimar la
capacidad real de una tecnologia dada en el estudio
profundo de un proteoma. Ademas, cuando esta
levadura esta creciendo en fase logaritmica hay evi-
dencias de que mas de 4500 proteinas son expresa-
das en un amplio rango dinamico, desde 100 copias
por célula para aquellas proteinas menos abundantes
hasta millones de copias por célula para las protei-
nas mas abundantes. En la actualidad, se ha cubierto
mas del 50% de su proteoma, aplicando diferen-
tes combinaciones de fraccionamiento y diferentes
equipamientos de espectrometria de masas [1]

La electroforesis bidimensional en geles de
poliacrilamida (2D-PAGE) ha demostrado amplia-
mente su utilidad en la capacidad de separacion de
proteinas aportando gran informacién acerca del
contenido proteico celular [2]. Sin embargo, pre-
senta algunas desventajas importantes, como la
limitada cantidad de muestra que se puede cargar
en el gel, y la inadecuada resolucién de proteinas
hidrofébicas o de elevado peso molecular. Alter-
nativamente, las técnicas cromatograficas para la
separacion de péptidos y proteinas permiten reducir
la complejidad de la muestra y aumentar el nimero
de proteinas identificadas.

La técnica de separacion mediante isoelectroen-
foque en solucion resuelve proteinas o péptidos en
funcidn de su punto isoeléctrico (p/). Las fracciones
resultantes estan en solucion lo que permite aco-
plarlas a un segundo paso de fraccionamiento como
cromatografia liquida y su posterior analisis por
espectrometria de masas en tandem (MS/MS). Esta
metodologia parece altamente efectiva y reproduci-
ble siendo incluso compatible con la cuantificacion
de proteinas por marcaje con iTRAQ [3].

En este trabajo hemos disefiado cuatro aproxi-
maciones protedmicas diferentes en los que se
combinan diversas técnicas de fraccionamiento y
analisis por espectrometria de masas para comparar
la capacidad de las distintas estrategias para la ca-
racterizacion del proteoma de esta levadura (Figura
1). Los experimentos se detallan a caontinuacion:

Experimento 1: Proteinas intactas son separadas
mediante isoelectroenfoque, utilizando tiras de 12
cm con un rango de PH de 3-10 con una resolucion
de 0.6, seguido de digestion triptica de cada fraccion
y nano-RP-HPLC acoplada on-line a ESI-MS/MS
(LTQ) y off-line a MALDI-MS/MS (4800 MALDI-
TOF/TOF de Applied Biosystems) para la identifica-
cién de proteinas. Experimento 2: Digestion triptica
del extracto proteico seguido de separacion de los
péptidos segtin pl mediante Off-Gel usando las mis-
mas tiras que para la separacion de proteinas. Las di-
ferentes fracciones se separaron mediante RP-HPLC
acoplado a MS/MS de la misma manera que en el
experimento 1. Experimento 3: Digestion de protei-
nas seguida de cromatografia bidimensional off-line
(SCX y nano-RP-HPLC) acopladas a espectrometria
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Figura 1. Esquema de trabajo de los cuatro experimentos

de masas en tandem en la misma forma que los ex-
perimentos anteriores. Experimento 4: Separacion
de proteinas mediante SDS-PAGE. Se corta el gel en
12 bandas, cada una de éstas se digiere por separado
y los péptidos extraidos se analizan mediante nano-
RP-HPLC y espectrometria de masas en tandem
como se ha detallado anteriormente.

La finalidad de este estudio es comparar el
efecto de las cuatro estrategias en relacion a la
identificacion del proteoma de S. cerevisiae y
analizar la capacidad de las distintas técnicas de
fraccionamiento para detectar proteinas de baja
abundancia. Este estudio nos facilitara informacion
para decidir cudl es la aproximacidon de eleccion,
con la tecnologia que disponemos, para el analisis
de mezclas complejas.
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