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1.- RESUMEN:

En este trabajo se ha desarrollado un protocolo para el anélisis del proteoma de media/baja abundancia
del suero de pacientes con diferentes fenotipos de asma y rinitis alérgica, mediante la delipidacion (LRA) vy el
uso de librerias peptidicas (ProteoMiner) y proteémica cuantitativa (iTRAQ/LC-MS/MS). A pesar de ser un
estudio preliminar, los resultados muestran una reduccién en la abundancia de proteinas séricas como la
calreticulina o el MASP1 en pacientes con asma alérgica moderado grave, posiblemente relacionadas con la

gravedad de la patologia.

2.- INTRODUCCION:

2.1- Definicion de asma

Es un grupo de enfermedades heterogéneo que comparten un conjunto de sintomas y signos
caracterizados por limitacion del flujo aéreo respiratorio reversible, hiperrespuesta bronquial, hiperplasia de
células mucosas, mayor permeabilidad vascular y remodelado de las vias aéreas. Su prevalencia en los paises

desarrollados oscila entre el 5-10% [1].

2.2- Fisiopatologia del asma:

Las células T CD4"* (Th) tienen un papel central en la patogénesis del asma. Estos linfocitos pueden ser
divididos en tres subgrupos principales: Thl, con un papel importante en la lucha frente a patégenos
intracelulares; Th2, especializados en la coordinacién de eosindfilos, basofilos y mastocitos, importantes en la
lucha contra patégenos como helmintos y en enfermedades alérgicas); y Th17 (adaptados para la deteccion y
eliminacion de bacterias extracelulares) [2]. Clasicamente se consider6 que la respuesta Th2 y sus citoquinas
(p. €j., interleuquina-4/1L-4, IL-5, IL-13) era predominante en el desarrollo del asma. Sin embargo,
recientemente han cobrado gran importancia tanto la respuesta Th1 como Th17 en algunos fenotipos asmaticos
[3]. Asimismo, se ha observado un remodelado a largo plazo de las vias respiratorias acompafiado de una

hipertrofia del masculo liso en donde juegan un papel importante proteasas como MMP9 [3, 4].

2.3- Fenotipos asmaticos:

Se define fenotipo como el “conjunto de propiedades observables de un organismo que se generan por

la interaccion entre su genotipo y el ambiente” (5). Clasicamente se han descrito dos fenotipos de asma: asma
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extrinseca, que se desarrolla tipicamente desde la nifiez, es inducida por alérgenos y esta acompafiada de una
respuesta mediada por IgE; y asma intrinseca, que no esta asociada con sensibilizacion alérgica y es tipica de
la edad adulta. No obstante, esta terminologia ha quedado obsoleta y sido sustituida por los conceptos de asma
alérgica (AA) y no alérgica (ANA) [6]. Mas recientemente, esta clasificacion se ha hecho mas compleja y

diversa. Asi, por ejemplo, algunos autores hablan de otros fenotipos (7).

2.3.1- Asma alérgica

Es el fenotipo mas comdn de asma y la media de edad a la que se manifiesta es menor que en el asma
no alérgica (Figura 1). Aungue el espectro del asma alérgica puede variar desde leve a severo, en general es
menos severa que la no alérgica [8]. Los niveles totales de IgE normalmente son mayores en asma alérgica que
en asma no alérgica [8], y lo mismo ocurre con los eosindfilos circulantes, relacionandose con la obstruccion
de las vias aéreas y las exacerbaciones [9]. Asimismo, se han observado aumentos de marcadores Th2 (IL-5,

IL-13, FeNO, periostina) y descensos en marcadores Thl (IFNy, IL-12) [10].

2.3.2- Asma no alérgica

La definicidn de este fenotipo implica un resultado negativo del test cutaneo de alergia. Un 10-30% de
los pacientes asmaticos presenta este fenotipo. Por lo general, es de aparicion mas tardia y severa que el asma
alérgica, predominando ademas en mujeres y respondiendo mal a los tratamientos [11]. En cuanto a los
biomarcadores, en la mucosa bronquial se observan también patrones de expresion de citoquinas Th2, a
excepcion de IL-4, mas tipica del asma alérgica. También existe similitud con el asma alérgica en cuanto a los
niveles de IgE y eosindfilos en la mucosa. En sangre, se observa también una menor produccion de 1L-4, asi

como un descenso del nimero de células B CD23* y un incremento de linfocitos CD4* perforina* [9].

2.4- Rinitis:

En términos clinicos la rinitis se refiere a un grupo heterogéneo de trastornos nasales caracterizados por
estornudos, prurito nasal, rinorrea y congestion nasal. Se suele asociar a inflamacién, aunque algunas formas
no son inflamatorias. El tipo mé&s comun es la alérgica, que se desencadena por agentes ambientales (polen,
acaros, roedores). El diagnostico se realiza en base a los sintomas y es confirmado mediante pruebas cutaneas.

En caso de resultados negativos o dificiles de interpretar, se realizan pruebas séricas especificas para IgE [12].
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La prevalencia estimada de la rinitis en la poblacion es de aproximadamente el 20% y afecta a 60 millones de

personas solamente en los Estados Unidos y a 400 millones de personas a lo largo del mundo [13, 14].

La rinitis alérgica implica en primer lugar la captura del antigeno por células dendriticas en la mucosa,
lo cual lleva a la activacién de células T antigeno especificas. Simultdneamente, la activacion de células del
epitelio conduce a la liberacién de citoquinas epiteliales (IL-25, IL-13) y una respuesta Th2. A través de estas
citoquinas se activan las células dendriticas y los basofilos, asi como probablemente linfocitos innatos de tipo
2 (ILC-2). Estos dos ultimos tipos celulares liberan factores como IL13 e IL-4, los cuales inducen la
transformacion de las células Th2 y la diferenciacion de los linfocitos B en células productoras de IgE. Esta IgE
se une a basofilos y mastocitos, activandolos e induciendo la liberacion de histamina y leucotrienos.
Paralelamente, la activacion de las células dendriticas (DCs) da lugar a la liberacion de citoquinas que inducen
el flujo de més células de respuesta inflamatoria (eosinofilos, baséfilos, células T y células B) hacia la mucosa
[13]. Se piensa que todo este proceso inflamatorio podria progresar desde las vias aéreas superiores (rinitis) a
las inferiores (asma alérgica), por lo que estas dos patologias podrian compartir un mismo mecanismo

inmunopatogénico y biomarcadores [15].

2.5- Busqueda de biomarcadores mediante el uso de herramientas protedmicas:

Se puede definir la Protedémica como el estudio del proteoma, es decir, el conjunto total de proteinas de
un sistema biolégico en un momento y condiciones determinadas. Diferentes mecanismos (transcripcion,
traduccion, vida media del mRNA/proteina, cambios de compartimentos, etc) colaboran para que existan
diferencias de abundancia de proteinas entre, por ejemplo, individuos sanos y pacientes de una determinada
enfermedad. Por tanto, el estudio de dichas diferencias podria permitir, potencialmente, el descubrimiento de
biomarcadores especificos de estas enfermedades: es decir, proteinas cuya abundancia esta elevada o disminuida

en pacientes con respecto al grupo de referencia, como por ejemplo individuos sanos [16].

El anélisis protedbmico basado en la combinacion de la cromatografia liquida de altas prestaciones
(HPLC) junto con la espectrometria de masas (MS) se ha convertido en una herramienta muy poderosa en

investigacion biomédica. Esta técnica permite no solo la separacion de péptidos y la identificacion de las



proteinas, sino también la realizacion de un andlisis cuantitativo de las mismas. Asi, una vez se ha identificado

una proteina es posible determinar su abundancia en una muestra determinada y compararla con la de otra [17].
3.- OBJETIVOS:

e Objetivo 1: Desarrollar una metodologia ‘“shotgun/bottom-up” para el andlisis cuantitativo del
proteoma de media-baja abundancia en muestras de suero de pacientes con rinitis y diversos fenotipos
asmaticos.

e Obijetivo 2: Estudiar la abundancia diferencial de proteinas en el suero de pacientes con rinitis y
diversos fenotipos asmaticos (alérgica y no alérgica) de diferente gravedad (moderada-grave e

intermitente-leve)
4.- MATERIAL Y METODOS:
4.1.- Donantes

Los donantes (81) fueron reclutados en la consulta del Servicio de Neumologia del CHUS, y divididos
en 6 grupos: 25 con asma alérgica moderada-grave (AAMG), 29 con asma alérgica intermitente-leve (AAIL),
25 con rinitis (R), 22 con asma no alérgica moderada-grave (ANAMG), 26 con asma no alérgica intermitente-
leve (ANAIL) y 17 controles sanos (C). Los pacientes asmaticos tenian diagnéstico confirmado de asma durante
al menos un afio (GINA 2006) y estaban en fase estable durante al menos 4 semanas. El proyecto de
investigacion fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Clinica de Galicia y todos los participantes
firmaron un consentimiento informado. Los estudios de hematologia, bioquimica, espirometria y de

sensibilizacién cutanea fueron realizados por el personal clinico del hospital.
4.2-Obtencion de las muestras de suero y delipidacion:

Se usaron tubos BD Vacutainer SST Il Advance. Tras 30 minutos a temperatura ambiente (RT), se
centrifuga a 3,000 xg, 15 min a 4°C. El suero fue recogido en alicuotas de 1 mL y congelado a -80°C. Con el fin
de eliminar las lipoproteinas del suero se procedio a realizar un proceso de delipidacion. Asi, se realiz6 una
centrifugacion a inicial a 3,000 xg durante 30 min a 4°C, afiadiendo a los 2.5 mL de cada pool de muestras de

suero 200 mg de una resina denominada LRA™ (Lipid Removal Agent) (13358-U; Sigma, Espafia). La mezcla



se incubd toda la noche (4°C, en rotacion), centrifugando posteriormente a 2,500 xg (10 min, 4°C). A

continuacion, el suero delipidado fue recogido para su cuantificacion proteica.

4.3- SDS-PAGE (1-DE)

Para comprobar la eliminacion de ciertas apolipoproteinas como la apoAl (~ 30 kDa; quilomicrones,
HDL) tras la delipidacion se realizd una electroforesis en geles de poliacrilamida discontinuos en condiciones
desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE) utilizando el sistema Mini-Protean |1l de Bio-Rad. Brevemente, se
prepard un gel separador con un porcentaje de monémero elevado (15%T) y un gel concentrador, con un %T
bajo (4%). Tras la polimerizacion, los geles fueron colocados en la camara interna del sistema Mini-Protean |11
de Bio-Rad, que a su vez fue introducida en el tanque de la unidad. Tras rellenar con tampén de electroforesis
1X (25 mM Tris pH 8.3, 190 mM glicina, 0.1 % (p/v) SDS), se cargaron los marcadores de peso molecular
(NZYColour Protein Marker I1; Nzytech) y las muestras de proteinas (30 pg/canal). Durante la electroforesis se
fijo el voltaje (Powerpac 300, Bio-Rad), que fue de 200 V. Finalmente, los geles fijaron, tifieron, y destifieron

con Coomassie R-250. Los geles fueron posteriormente escaneados para su analisis.

4.4- Enriquecimiento en proteinas de baja abundancia: Proteominer.

Para enriquecer las muestras en proteinas de baja abundancia se utiliz6 el Proteominer (Bio-Rad, Large
Capacity Kit, #cat163-3007). Tras preparar las columnas, las 6 muestras de suero (1 por cada grupo de donantes)
fueron cargadas (1 mL), incubando en agitacion (2 h, RT). Tras la incubacidn, se realizaron 3 lavados con el
tampdn de lavado del kit y uno adicional con agua milliQ. Entre cada paso las columnas fueron centrifugadas
(1000 xg, 1 min). A continuacién, se eluy6 3 veces consecutivas con un tampén proporcionado por el kit (15

min), seqguido de centrifugacion a 1000 xg, 1 min. Las 3 fracciones fueron recogidas en una tnica muestra.

4.5- CleanUp

Con el fin de eliminar contaminantes como las sales del tampon de elucion del Proteominer se utilizo
el 2-D Cleanup Kit (GE Healthcare, Cat N° 80-6484-51). El primer paso fue afiadir 3 volimenes de precipitante
sobre la muestra, seguido de homogenizacion e incubacion a 4°C, 15 min. Posteriormente, se afiadi6é el mismo
volumen de co-precipitante, se homogenizo6 y se incub6 15 min a 4°C. El pellet se obtuvo tras centrifugar (10

min, 12,000 xg), se afiadieron 100 pL de co-precipitante y se mantuvo en hielo 5 min. Se centrifugd durante 5
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min a 12,000 xg vy se retiro el liquido. Se afiadieron 100 pL de agua desionizada, 1 mL de tampén de lavado y
5 UL de aditivo de lavado. La incubacion se realizd a -20°C durante 2 h. Tras centrifugar a 12,000 xg 10 min,

el precipitado obtenido se seco al aire durante 5 min y se disolvi6 en 30 uL de 0.5 M TEAB 6M urea.

4.6- Cuantificacion de las proteinas

Se emplearon dos metodologias. La primera es el kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher,
# 23225), tras el proceso de delipidacion. Se gener6 una recta de calibracion empleando diferentes
concentraciones de albumina sérica bovina (BSA) en tampén fosfato (10 mM, pH 7.0): 0-2 mg/mL. Las
muestras problema se diluyeron también en tamp6n fosfato (dilucién 1:60). En una placa de 96 pocillos se
afiadieron 25 L del blanco (PBS), muestras a analizar y recta patron. Cada condicion fue analizada al menos
por duplicado. Posteriormente, se afiadieron 200 pL de reactivo de trabajo (50 A:1 B) y se incub6 a 37°C, 20

min. Finalmente se realizé la lectura a 550 nm en el lector de placas (modelo 680, Bio-Rad).

La cuantificacion tras el Cleanup requiri6 usar el kit CB-X (786-12X; G-Biosciences). Este kit usa un
primer paso de precipitacion disefiado para minimizar las interferencias. Cada muestra (50 puL de proteina
diluida 1:10 en tampén TEAB: 0.5 M bromuro de tetraetilamonio conteniendo 6 M urea) fue analizada al menos
por duplicado. Para precipitar las proteinas se agreg6 1 mL de reactivo CB-X ™ previamente enfriado (-20°C)
y se mezclé mediante vértex. A continuacion, las muestras se centrifugaron a 16,000 xg durante 5 min, se
eliminé el sobrenadante y se afiadié secuencialmente 50 uL de tampon de solubilizacion CB-X ™ [y 50 pL
CB-X ™ [I por muestra. Las proteinas se disolvieron mediante vortex, y se agreg6é 1 mL/muestra de colorante
de ensayo CB-X ™, Tras vortex e incubacion 5 min a RT, las muestras se transfirieron a placas de 96 pocillos
y la absorbancia fue leida a 595 nm en un lector de microplacas (Labsystems Multiskan MS). También se

elabor6 una recta patrén con BSA (0.2-1 mg/mL) diluida en tampén 0.5 M TEAB conteniendo 6M urea.

4.7- Reduccion, alquilacion y tripsinizacion

Las 6 muestras de proteinas, conteniendo 50 pg en 20 pL de 0.5 M TEAB 6M urea, fueron reducidas y
alquiladas. Para ello se afiadié a cada tubo 2 uL de agente reductor (TCEP), seguido de incubacion 1h a RT. A
continuacion, las muestras fueron alquiladas afiadiendo 1 pL por muestra de MMTS, seguido de incubacion 10

min a RT. Posteriormente, se afiadieron 123 uL de TEAB para reducir la concentracion de urea por debajo de



1M, y 1 puL de tripsina (1 pg; 4326682, Sciex), incubando posteriormente a 37°C durante toda la noche. Para
parar la reaccion y lograr un pH < 6.0 se anadieron 4 pL de acido acético; se comprobo el pH final utilizando

papel indicador de pH y se procedio a liofilizar las muestras.

4.8- iTRAQ

Los reactivos de iTRAQ presentan tres grupos: reactivo, compensador y reportero. EI primero reacciona
con ciertos grupos amino de los péptidos, mientras que el compensador iguala la masa total de los reactivos, de
modo que cada péptido marcado se detecte como un Unico pico en MS1. La cuantificacion se hace durante la
fragmentacion peptidica (MS/MS o MS2), durante la cual se liberan los reporteros y se detectan como picos con
bajos valores (< 200) de m/z. La intensidad de estos picos permite conocer la concentracion de los péptidos
correspondientes, y a partir de ella estimar la de las proteinas. Para el marcaje de los péptidos con los reactivos
iTRAQ® Reagent - BPLEX Multiplex Kit (Sigma-Aldrich) se disolvieron las muestras en 30 pL de 0.5M TEAB.
A su vez, los 8 viales de los reactivos iTRAQ fueron descongelados a RT (15 min). A la mitad del contenido de
cada vial (10 pL) se le afadieron 25 pL de isopropanol, y estos ~ 40 L totales de cada reactivo de iTRAQ
fueron utilizados para marcar cada una de las muestras de péptidos tripticos: AAMG, 113; AAIL, 114; R, 115;
ANAMG, 116; ANAIL 117; C, 119. El reactivo de iTRAQ 121 se reservO para una muestra formada por un
pool de todas las muestras del analisis, utilizado para normalizar los datos entre las diferentes series analiticas
en MS. Se comprobd el pH con tiras indicadores de pH, comprobando que fuese > 7.5, incubando a RT durante

2 h. Finalizado el proceso, las muestras de péptidos marcados fueron juntadas en un unico tubo y liofilizadas.

4.9- LC/MS-MS:

Las muestras se analizaron en el Servicio de Determinacién Estructural, Proteémica y Genémica,
Unidad de Espectrometria de Masas del Cacti, Universidad de Vigo. Los péptidos fueron desalados mediante
zip-tips (C18) y su analisis se realizdé por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-
MS/MS). Esta tecnologia es empleada normalmente para la identificacion y cuantificacion de proteinas en
muestras de complejidad moderada/alta. En este caso el sistema de nano-cromatografia liquida fue un Proxeon
EASY-nLC 1000 UHPLC, con nanocolumnas analiticas C-18 (fase-reversa) para separar los péptidos en base

a su hidrofobicidad. Este equipo se encontraba acoplado “on-line” a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap



ELITE (Thermo Fisher), un sistema hibrido trampa i6nica-Orbitrap con una elevada resolucion y diferentes
modos de fragmentacion de los péptidos en MS/MS (CID, HCD e ETD). Al tratarse de péptidos marcados con

reactivos iTRAQ, la fragmentacion se realizé mediante HCD.

4.10- Analisis estadistico y bioinformatico de los datos:

Los datos fueron proporcionados por la Unidad de Espectrometria de Masas del Cacti en un fichero
Excel. Este fichero contenia datos como el nimero de acceso de las proteinas identificadas, la descripcion de
las proteinas encontradas, el nivel de confidencia en la identificacion (FDR), el nimero de espectros (PSM) y
de péptidos identificados de cada proteina, la cobertura. También informaba sobre el nUmero de aminoacidos,
el punto isoeléctrico y el peso molecular de cada proteina identificada, asi como su abundancia basada en la
intensidad de la sefial de los grupos reporteros. Los datos procedentes de MS se analizaron tanto cualitativa
como cuantitativamente. La abundancia de cada proteina se calculé como una abundancia promedio de todos
sus péptidos detectados. Los datos procedentes de abundancia fueron normalizados con respecto al pool (121).
Posteriormente, se utiliz6 como instrumento comparativo la tasa de cambio (“Fold Change™), representado
como el logaritmo en base 2 del cociente de la abundancia de una proteina en cada grupo y la del grupo control
(119). También se realiz6 un andlisis de términos GO y de enriquecimiento utilizando la herramienta on-line
PANTHER Classification System. Para comparaciones entre los distintos grupos muestrales se ha utilizado el

test no paramétrico Kruskal Wallis de una via, seguido de Dunn’s para comparaciones multiples.

5. RESULTADOS:

5.1-Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio:

Este trabajo incluye pacientes adultos con distintos fenotipos de asma (AA y ANA) clasificados en distintas
gravedades (IL y MG). Ademas, se incluye un grupo con rinitis alérgica (R) y otro de controles sanos (C). Las
caracteristicas de demograficas y clinicas de los distintos grupos de estudio se muestran en la Tabla 1. Los
pacientes con asma MG presentaban un descenso del volumen espiratorio forzado en un segundo (FEV1 %) en
comparacion con pacientes con asma IL, aunque solo significativo en el caso del ANA (p =.0001). Este mismo
descenso se manifesto en los pacientes asmaticos MG con respecto a R (AAMG vs R, p =.0160; ANMG vs. R,

p =.0007) (Tabla 1). El fenotipo alérgico (AAMG, AAIL) se caracterizd ademas por unos niveles elevados de



IgE comparado con los demas grupos (AAMG vs. C, p =.0055; AAMG vs. R, p =.0215; AAMG vs. ANMG,
p =.0037; AAMG vs. ANIL, p = <.0001; AAIL vs. C, p =.0348; AAIL vs. ANIL, p =.0003). En el caso de
asma alérgica (MG, p =.0016; IL, p = .0106)) y en ANAMG (p = .0440), los niveles de eosindfilos también se
encontraban elevados en comparacion con C (Tabla 1). Por otro lado, los pacientes con ANA presentaron un

aumento de neutrdfilos en sangre periférica comparado con C (ANMG, p =.0494; ANIL, p =.0383) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes.

AAMG AAIL Rinitis ANAMG ANAIL Controles

(n=25) (n=29) (n=25) (n=22) (n=26) (n=17)
Sexo (H/ M) 11/14 10/19 13/12 8/14 6/20 10/7
Edad (afios) 37.4+138 37.3+12.3 38.8+9.3 54.4 +10.5 51.0 +12.0 42.0+98

FUNCION PULMONAR

FEV1 87.0+224 10414202 10524127 814184 106.5+16.3 .
E,/i;/UFVC 692 +12.8 777+76 825462 683+8.8 761+7.0 -

PARAMETROS BIOQUIMICOS Y HEMATOLOGICOS

IgE (UI/mL) 481.0£901.7  2046+2069  951+1327 735+825 478+758 49.0 %657
Linfocitos 214+0.61 2.15+0.68 222+0.75 214+0.79 2.11 +0.59 2.00 +0.51
(x10° / mm?)
Neutrofilos 403 £1.71 3.68+0.79 3.60 +1.03 4.47 + 2,68 407 +1.41 3.00 +0.69
(x10° / mm?®)
Eosindfilos 0.40 £ 0.26 0.33£0.14 0.25 £ 0.16 0.25 +0.09 0.28 %0.15 0.18 £0.12

(x10% / mm?3)
AAIL, asma alérgica intermitente leve; AAMG, asma alérgica moderado grave; ANAIL, asma no alérgica intermitente leve;
ANAMG, asma no alérgica moderado grave; FEV1, volumen espiratorio forzado en 1 segundo; FEV1/FVC, relacion entre el volumen
espiratorio forzado en un segundo y la capacidad vital forzada; IgE, inmunoglobulina E.

Todos los valores se presentan como media + desviacion tipica.

5.2.- Desarrollo del método de andlisis.

5.2.1.- Delipidacion

El objetivo de la delipidacion fue la eliminacion las lipoproteinas séricas. Dado que el protocolo
tradicional de delipidacion por ultracentrifugacion requeria un uso prolongado de la ultracentrifuga a elevadas
velocidades y el nimero de muestras a procesar excedian las 6 (capacidad maxima del rotor), utilizamos como
alternativa una resina con afinidad denominada LRA. Se realiz6 una titulacion de la cantidad de resina necesaria,
con concentraciones de 20 a 100 mg/mL. Tras aplicar dicha resina a las muestras de suero y analizar dichas

muestras mediante 1-DE, se observé que las bandas con la apoAl (~25-30 kDa; quilomicrones, HDL) estaban



reducidas (Figura 1), confirmando lo previamente publicado. Se seleccioné una concentracion de 80 mg/mL de

resina LRA para los experimentos posteriores. Como refleja la Tabla 2, aproximadamente un 13% de las

proteinas son eliminadas, si bien a costa de una variabilidad técnica elevada.

LRA (mg/mL): 0
MW

35-

25-
20-

17-

20 40

60 80 100

63-
48-

<l ApoAl

R

Figura 1. El tratamiento con resina
LRA reduce los niveles de
lipoproteinas en suero. Un volumen de
300 mL de suero fue tratado con
distintas concentraciones de resina
LRA (0-100 mg/mL) toda la noche a
4°C en rotacién. Se muestra una SDS-
PAGE (gel separador del 15%T) en los
que se han cargado 30 ug de proteina
perteneciente a la fraccion no retenida
por la resina (canales 2-7). El canal 1

se corresponde con marcadores de
peso molecular, y el canal 9 con la
fraccion retenida (R).
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5.2.2- Librerias de hexapéptidos aleatorios: Proteominer

Los biofluidos (plasma, suero, etc) presentan cientos de proteinas en concentraciones muy variadas. Sin
embargo, desde un punto de vista biomédico, resultan mas interesantes las especies de media y baja abundancia,
ya que en ellas se concentran los posibles biomarcadores. Para acceder a este subproteoma se necesita reducir
el rango dindmico de abundancias, y una de las maneras de hacerlo es el uso de librerias peptidicas como la
tecnologia ProteoMiner™. Una vez tratadas las muestras delipidadas de suero de todos los grupos, se procedié
a eliminar mediante CleanUp aquellos interferentes que pudiesen tener un impacto negativo en analisis
posteriores. El pellet resultante se disolvié en 0.5 M TEAB 6M urea. La urea fue necesaria para facilitar la
disolucion de las proteinas precipitadas, mientras que el TEAB es un tampdn que no contiene grupos amino
reactivos y no interfiere con el protocolo de marcaje is6barico (iTRAQ) posterior. Una vez disueltas las
muestras, se cuantificaron mediante el kit CB-X. Este kit realiza una precipitacion antes de la cuantificacion, lo
que permite la eliminacion de la ureay otros interferentes. Como muestra la Tabla 2, laaplicacion de las librerias
peptidicas a nuestras muestras de suero previamente delipidadas logré eliminar >99% de las proteinas iniciales

del suero, con una variabilidad técnica extremadamente reducida (Tabla 2).
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Tabla 2. Cambios en la concentracion y cantidad total de proteinas del suero tras los
tratamientos con LRA y con el kit Proteominer.

Cantidad de proteina (mg) % de deplecion con respecto al
(media + SD) suero total (media = SD; CV%)
Suero total 76.51 +2.95 -
LRA 66.73 + 1.98 12.67 £ 4,48 %; 35.36%
Proteominer 0.12 +0,03 99,85 + 0,03 %; 0.03%

CV, coeficiente de variacion; LRA, “Lipid Removal Agent”; SD, desviacion estandar.

5.2.3- Marcaje con reactivos iTRAQ y proceso de LC-MS/MS

A diferencia de la Protedmica cualitativa, la cuantitativa trata de analizar la abundancia diferencial de
las proteinas entre distintas muestras. Para conocer dicha abundancia diferencial se pueden utilizar metodologias
no basadas en geles, como las técnicas de “shotgun proteomics” (técnicas “bottom-up™), basadas en el corte
proteolitico de las proteinas (normalmente tripsinizaciones) y la separacion de los péptidos resultantes mediante
cromatografia liquida de altas prestaciones en configuraciones mono o bidimensionales (nanoHPLC) acopladas
a espectrometros de masas. Antes de tripsinizar las proteinas, resulta necesario reducir y alquilar sus residuos
de cisteina. En nuestro caso se emplearon TCEP (no DTT) y MMTS (no iodoacetato), ya que no interfieren con
el marcaje isobarico posterior. La tripsina fue utilizada posteriormente para hidrolizar en el carboxilo de residuos
de arginina o lisina, siempre y cuando no exista una prolina a continuacion. Para el marcaje de los péptidos se
utilizé el kit iTRAQ® Reagent 8 Plex One Assay. Con el fin de realizar una separacién bidimensional
(MudPIT), estaba previsto que los péptidos resultantes de la digestion triptica fuesen separados mediante
cromatografia de intercambio cationico fuerte (SCX) antes de la cromatografia de fase reversa (C18), pero se
demostro que el proceso de SCX era incompatible con las etapas posteriores de nanoHPLC y MS. Por tanto, los
péptidos tripticos fueron enviados al servicio de MS de la UVigo, resuspendidos y limpiados de sales (ZipTips)
antes de ser cargados en la precolumna del nano-HPLC. Posteriormente una columna de cromatografia liquida
de fase reversa (C18) acoplada en linea con un espectrémetro de masas (Orbitrap) permitié realizar los analisis
de MS1 y MS2 vy asi identificar los péptidos/proteinas de las muestras y cuantificarlas. Un resumen de lo

realizado se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Esquematizacion del método de analisis llevado a cabo.

5.2.4 Analisis cualitativo

En total fueron detectadas 233 proteinas, existiendo algo de redundancia e importantes diferencias en

cuanto al numero de péptidos detectados para cada una. Asi, se identificaron 48 péptidos correspondientes al

factor C3 del complemento, 35 para el C4A o 19 para la albimina. En el lado contrario se encontraron proteinas

como la afamina, la cadena o de la hemoglobina o la apo C-I, identificadas en base a un Gnico péptido. Ademas

del nimero de péptidos, es importante el PSM (Peptide-Spectrum Match), que hace referencia al nimero de

espectros detectados para cada péptido. Asi, para las mismas proteinas antes comentadas, obtuvimos un valor

de PSM de 220 para C3, de 119 para C4A, y de 94 para la albumina; este valor se quedd en 1 para la afamina,

la cadena o de la hemoglobina y la apo C-I. Otro aspecto importante en la fiabilidad de la deteccion fue la

cobertura de las diferentes proteinas. La cobertura maxima fue del ~ 89% para la cadena A de la transtirretina,
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mientras que en algunas proteinas, las menos abundantes y més interesantes, este valor de cobertura fue menor,

como en la afamina o la proteina de adhesion vascular 1 (VCAM), con una cobertura inferior al 2%.

A. Funcién molecular B. Componente celular

4.3% 4-3% .19
24% 2% 8% s
b\ 1 M Interior celular

Actividad antioxidante

B Unidn

Matriz extracelular

Regidn extracelular
Actividad catalitica

48.9% omplejo macromolecular
B Actividad receptora 51.5% Membrana
Transporte Organulos

C. Proceso biolégico

10,
1%%.2% ¥ Adhesion

¥ Regulacion
Organizacion de los componentes celulares y biogénesis
B Procesos celulares
Procesos de desarrollo
Procesos del sistema inmunoldgico
Localizacién
Locomocion
Proceso metabdélico
Procesos multicelulares
Respuesta a estimulos

Figura 3. Analisis GO para la funcion molecular (A), componente celular (B) y proceso bioldgico (C) de las
proteinas identificadas utilizando (LC-MS/MS).

Con el objetivo de caracterizar las proteinas identificadas se realiz6 un andlisis descriptivo de términos
GO utilizando PANTHER. Este analisis cualitativo estuvo centrado en tres aspectos: a) procesos bioldgicos; b)
funcién molecular; ¢) y el componente celular. Para su realizacion se descartaron las inmunoglobulinas, al ser
consideradas poco informativas, asi como las proteinas pertenecientes a otras especies (a pesar de que el estudio
se filtré para Homo sapiens); el nimero total de proteinas comparadas fue de 67. Si nos fijamos en la funcion
molecular vemos que la mayor parte son proteinas con actividad catalitica (48.9%) y de union (40.4%); en
menor medida transporte (4.3%), actividad antioxidante (4.3%) y funcion receptora (2.1%) (Figura 3 A).
Centrandonos en el componente celular, la mayor parte se encuentran en la region extracelular (51.5%),
formando parte de complejos macromoleculares (18.2%) o en el interior celular (12.1%,), mientras un menor
porcentaje se encuentran en organulos (6.1%), membrana (6.1%) o matriz extracelular (6.1%) (Figura 3 B). Por

altimo, atendiendo al proceso bioldgico, las proteinas identificadas estan implicadas en procesos metabdlicos
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(24.7%), procesos celulares (23.5%) y respuestas a estimulos como el estrés o sustancias toxicas (14.4%), siendo
menos abundantes las relacionadas con el desarrollo o la organizacion de los componentes celulares y biogénesis

(4.9% en ambos casos) (Figura 3 C).

Por otro lado, un analisis de enriquecimiento con términos GO en PANTHER utilizando como
referencia el proteoma humano aprecié una mayor cantidad de proteinas de las esperadas relacionadas con el
metabolismo del colesterol y esteroides, la protedlisis y el metabolismo de proteinas (Procesos bioldgicos).
También, un enriquecimiento en peptidasas, proteinas relacionadas con la actividad de citoquinas, hidrolasas,
ligandos de receptores y enzimas (Funcién molecular), asi como de proteinas del espacio extracelular
(componente celular). En cambio, hubo un empobrecimiento de proteinas del interior celular y de organulos en

relacion al proteoma de referencia, como era de esperar al tratarse de suero.

5.2.5- Analisis cuantitativo

El anélisis cuantitativo de la abundancia de las proteinas en los diferentes grupos con respecto al grupo
control revel6 variaciones importantes en diferentes proteinas, de las cuales fueron seleccionadas 11 proteinas

para AAMG, 6 para AAIL, 6 para R, 1 para ANAMG y 3 para ANAIL (Tabla 3).

Tabla 3. Cambios de proteinas en asmaticos y rinitis con respecto a controles.

Ndmero de

Proteina AAMG  AAIL R ANMG  ANIL
acceso

Hemoglobina beta 229149 -7.487 -1.740 -1.580 -0.869 -0.809

Subunidad alfa del 119588883 -7.430 0.660 -7.429 -0.195 -7.430

proteasoma

Cadena G de la calreticulina 1285033948 -7.111 -0.315 1.118 -0.280 -0.553

MASP1 767927172 -6.669 0.848 -0.018 0.154 0.231

Proteina amiloide 119588815 -6.236 0266  -6236 0278 0.542

sérica Al

Precursor C3 del 532328993 2136 0592 0412  -0.545 -0.109

complemento

Colectinall 194383602 -1.579 -0.026 -1.279 0.253 0.136

Subcomponente C1r del 194391088 1526 0.485 0.963 0,823 0.823

complemento

Apolipoproteina C-I 189065250 1.689 0.059 1.291 0.941 0.911

Transtirretina | 223674045 6.612 6.217 6.528 5.760 6.040
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Continuacion de la Tabla 3.

Alblimina sérica 1567087 13.287 13288  13.288 0.000 0.000
Cadena A, 1048348829 -0.468 -1.506 -0.328 -0.802 -0.431
Transtirretina 1

Eacmr de coagulacion X111 767908640 -0.582 5912 0.796 0.925 0.599
Lecitina colesterol acetil 37790794 0.000 5.855 0.000 0.000 6.501
transferasa

Apolipoproteina CII 186972736 1.161 1.032 1.810 1.167 1.066

AAIL, asma alérgica intermitente leve; AAMG, asma alérgica moderado grave; ANAIL, asma no alérgica intermitente
leve; ANAMG, asma no alérgica moderado grave; R, rinitis.

Como se observaen la Tabla 3y en la Figura 4A, hemos apreciado una practica ausencia de calreticulina

en AAMG (Figura 4 A). Si nos centramos en la lectina de unién a manosa serin proteasa 1 (MASP1), también

se observa un descenso muy importante en AAMG (Figura 4 B). Por su parte, la proteina amiloide Al sérica

esta reducida tanto en AAMG como en R (Figura 4 C). Por altimo, en cuanto al proteasoma, se aprecia un

descenso de esta proteina en AAMG, en Ry en ANIL (Figura 4D).
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Figura 4. Modificacion de los niveles de proteinas séricas en los diferentes grupos estudiados. A
Calreticulina, B. MASP1, C. Proteina amiloide sérica Al, D. Subunidad o del proteasoma.
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6.- DISCUSION:

Se ha optimizado un protocolo para el estudio protedmico del suero en pacientes asmaticos o con rinitis
en el que se han eliminado lipoproteinas, se ha reducido el rango dindmico de abundancias y se ha abordado un
analisis cuantitativo (iTRAQ + LC-MS/MS). Un analisis preliminar de muestras de suero de diferentes grupos
de donantes (AAMG, AAIL, R, ANAMG, ANAIL, C) demuestra la presencia de proteinas que forman parte de
macrocomplejos (probablemente extracelulares) o que presentan actividad catalitica y que se relacionan con
metabolismo o estrés. Ademas, este estudio preliminar ha detectado la abundancia diferencial de varias

proteinas, como calreticulina, MASP1, proteina amiloide sérica Al y la subunidad a del proteosoma.

La eliminacién de los lipidos de las muestras de suero mediante la resina LRA (Lipid Removal Agent)
fue necesaria dado el enriquecimiento en apolipoproteinas en los subproteomas obtenidos tras aplicar librerias
peptidicas (Proteominer). Esta elevada capacidad del LRA para unirse a estructuras lipidicas y separarlas del
resto de componentes de la fase acuosa ha sido puesta de manifiesto previamente en diversos trabajos [19, 20].
Ademas, el uso de la resina LRA supuso una alternativa 6ptima al proceso clasico de delipidacién mediante
ultracentrifugacion, ya que este Gltimo no permite procesar un nimero de muestras elevado al mismo tiempo y

las condiciones operativas sometian a un elevado estrés a la ultracentrifuga.

La utilidad de los estudios de LC-MS/MS combinados con el uso de etiquetas isobaricas iTRAQ queda
patente en numerosas publicaciones [21-23]. En cambio, esta aproximacion proteémica es novedosa en el caso
de la rinitis y los diferentes fenotipos asmaticos. Sin embargo, nuestros resultados son solamente preliminares,
especialmente aquellos referidos a las proteinas detectadas con abundancia diferencial, debido a que sélo se ha
realizado una “réplica bioldgica” y una unica “réplica técnica”. Ademas, surgieron otras complicaciones a la
hora de interpretar los resultados cuantitativamente. En primer lugar, no todas las proteinas fueron detectadas
en todos los grupos, ya que en los ensayos de LC-MS/MS hacen falta alcanzar un nimero de 10 réplicas técnicas
para poder detectar ~ 100% de proteinas de una muestra (problema de exhaustividad del analisis) [24 ]. Un
segundo problema esta relacionado con el “pool de pooles” analizado con la etiqueta isobarica 121. Esta muestra

sera introducida en todas las series analiticas futuras para permitir la normalizacion de las sefiales en el resto de
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muestras y corregir asi la variabilidad interserial. Sin embargo, el uso de este tipo de muestras de referencia
dificulta la deteccion de proteinas de muy baja abundancia, lo que dificulta el proceso de normalizacion.
Finalmente, un tercer problema ha sido la imposibilidad de fraccionar mas los péptidos antes del analisis de MS
empleando un sistema de cromatografia bidimensional combinando intercambio cationico fuerte (SCX) con
fase reversa (C18) (2D-LC o MudPIT). Ello fue debido a la incompatibilidad de SCX con MS, lo que ha
redundado en un menor nimero de proteinas detectadas, especialmente las de baja abundancia. A pesar de todas
estas limitaciones, podemos afirmar que la “prueba de concepto” que se ha realizado al implementar esta nueva

metodologia ha sido positiva.

Se ha observado la préctica ausencia de calreticulina en el suero de los pacientes con AAMG. La
calreticulina es una proteina de unién a Ca?* que se sittia en el lumen del reticulo endoplasmico y tiene especial
relevancia en la homeostasis de dicho ion, sefializacion, adhesién celular o plegamiento de proteinas [25]. Se
ha demostrado también su presencia en otras localizaciones, como el citoplasma, la membrana plasmatica o la
matriz extracelular. Asimismo, se ha visto in vitro la capacidad de la calreticulina para interaccionar con
diversos mRNAs, impidiendo la traduccidn de proteinas como C/EBPB y C/EBPA [26]. Este ultimo actlia como
factor de transcripcion, jugando un papel fundamental en la inhibicién de la proliferacion de las células del
mausculo liso bronquial [27]. Dado que la proliferacion de las células musculares lisas en asma esta aumentada
[28], es posible que la disminucién de la calreticulina en suero en pacientes con AAMG esteé relacionada con
un aumento de esta proteina a nivel celular. Esta acumulacidn intracelular de calreticulina podria reducir la
traduccion del mMRNA de C/EBPa y aumentar de este modo la proliferacion celular en el masculo liso bronquial.
Sin embargo, estudios protedmicos en modelos murinos muestran un descenso de calreticulina en el parénquima
pulmonar de ratones expuestos a alérgenos durante 10 semanas [29], lo que apoya nuestros datos en suero
humano e indica la necesidad de seguir estudiando el papel de esta proteina. Otra proteina apenas detectada en
el grupo AAMG pero si en el resto de grupos es MASP1. A diferencia de calreticulina, MASP1 no ha sido
relacionada con asma por ningun trabajo, y se trata de una serin proteasa relacionada, entre otras funciones, con
la via de la lectina y la alternativa en la cascada del complemento [30]. Una hipdtesis plausible podria ser que
una insuficiencia en la via de la lectina podria aumentar la recurrencia de infecciones respiratorias en pulmones

por microorganismos, lo que tenderia a exacerbar la recurrencia y gravedad de la inflamacidn alérgica.
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7. CONCLUSIONES:

Se ha desarrollado una metodologia “shotgun/bottom-up” para el andlisis cuantitativo del proteoma de
media-baja abundancia en muestras de suero de pacientes con rinitis y diversos fenotipos asmaticos.
Este protocolo estd basado en la eliminacion de lipoproteinas mediante la resina LRA, el
enriquecimiento en proteinas de media y baja abundancia por Proteominer, el marcaje mediante
reactivos iTRAQ 8plex y el analisis mediante LC-MS/MS.

A falta de realizar méas réplicas técnicas y biologicas, hemos detectado que los pacientes con asma
alérgica moderada-grave presentan una disminucion en la abundancia de ciertas proteinas séricas como

la calreticulina 0 MASP1, que podrian estar relacionadas con la gravedad del asma.
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