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1. Sarrera

Biomarkatzailea egoera biologikoaren adierazle geswia da, neurri fisiologikoekiko
emendatua edo murriztua ager daitekeena. Biomettikmnegoera biologiko interesgarriena
patologikoa da, hau da, gizakia gaixorik dagoen&asu horretan biomarkatzailea kaltetutako
edo eraldatutako zelulek ekoiztutako edota asKetutaolekula izan daiteke. Beraz, molekula
horiek ioiak, gluzidoak, proteinak edo beste edwzeiotatako molekulak izan daitezke.
Egoerarik idealenean molekula horiek odolean edouga egongo lirateke, baina minbiziaren
kasuan, adibidez, tumorean pilatuta dagoen molekuéaizan daiteke. Horrek proteomika
ituratuarekiko interesa piztu du biomarkatzaile tpilaak lagin ugarietan monitorizatu
ditzakeelako. Hain nabaria izan da proteomika itizm@en gorakada, 2012. urtedature
Methods aldizkariakMethod of the year errekonozimendua eman ziola. Bereziki itxaropemtsu
dirudi tumoreetan gain-adierazitako proteinen nariEAzioa minbizien diagnostiko
goiztiarrerako. Horregatik lan honetan proteomikigaturako protokolo bat diseinatu da, Nup93

nukleoporina lagin konplexuetan identifikatu etaitifikatu ahal izateko.

Nup93 proteina poro nuklearraren konplexuko (NPGagaia da, 93 KDa eta 819
aminoazidoetako nukleoporina bat hain zuzen ermak@tan NPC konplexuak 60 MDa ditu eta
bere muina 4 eraztunez eratuta dago, 2 kanpokaralde&a beste 2 barnean. Muina eratzeko
eraztunetako nukleoporinak mintz zeharreko nuldeopkin batera elkartzen dira. Gune
zentral horretatik kanpo, FP nukleoporinek (adibjddup62 azpikonplexua) poroaren saski
nuklearra eratzen dute garraioa kontrolatzeko. Aikeporoaren saskia eratzen duten FP
nukleoporinak eta konplexuaren muina eratzen dutekleoporinak konektatzeko esteka-
nukleoporinak daudel( irudia; Strambio-De-Castilligt al., 2010). Nukleoporina hauen artean

gure Nup93-a dago, eta bere funtzioa ezinbestekodi &onplexuaren mihiztadurarako.
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1. irudia. NPC konplexuaren atalak eta nukleoporinen bandi@iatako atal bakoitzean.
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NPC konplexua mintz nuklearraren atezaina da, batezazido nukleikoen irteera bermatzen
duelako. NPC bakoitzaren eraketan eta mantenuanuBoporina ezberdinen kopia ugarik
parte hartzen dute. Nukleoporina hauek azpikonpldigkretuak eratzen dituzte, mitosian
banatzen ez direnak. Izan ere, mitosian mintz raukdeekin batera NPC konplexuak ere
desegiten dira, baina nukleoporina ezberdinetaatbdreharrean azpikonplexuetan zatitzen dira
ondorengo mihiztadura errazteko. Azpikonplexu hakie bat Nup93-rena da eta beste hiru
nukleoporinen kopia ezberdinekin eratuta dago.dfimathoriek Nup205, Nup188 eta Nup53 dira
(Hawryluk-Garaet al., 2005), baina Nup93-rekin karakterizatutako irkei@ zuzen bakarra
Nup205-arekin izan da. Horretaz gain, Nup93 azmpkexuaren partaide ez den beste
azpikonplexu batekiko interakzioa ere aztertu idanNup62-rekin hain zuzen ere. (Gatyal.,
2003).

Nup93-ren egitura karakterizatuta ez dagoen arr8n,cerevisae legamiaren Nic96

homologoarena ezaguna da. Homologo horrek nagaiéikhelizez eraturik dago eta sekuentzia
mailako antzekotasun altua dela eta, aipatutakinregNup93 proteinari eta bestelako proteina
homologoei estrapolatu daiteke (JeudySthwartz, 2007). Zehazki, Nic96 homologoak 30 alfa
helize ditu, guztiz karakterizatuta ez dauden ubkezd konektatuta. Proteina-proteina

interakzioak erregulatzeko 12 eta 18 helizeen affé¥R erako domeinua eratzen da.

Nukleoporina disolbagarriek potentzialtasun hamtdiakate biomarkatzaile modura erabiltzeko,
bai serumean neurtuta edo ehunen biopsietan aztddan ere, nukleoporinen adierazpen
eraldatua ikusi izan da gaixotasun autoimmuneegaixotasun kardiobaskularretan eta
minbizian. Adibidez, Tarazén eta bere taldekide@01@) Nup93, Nupl60 eta Nupl53
nukleoporinen gain-adierazpena deskribatu zuterotbetkoa, iskemia eta kardiomiopatia
dilatatua jasan zuten gaixoetan. Hala ere, kastetaor nukleoporinen gain-adierazpena ez da
gaixotasunaren erakusle, ondorioa baizik. Bestaibaria da tumore zelulekin eginiko saiakera
ezberdinetan NPCaren konposaketa guztiz eraldatagmela (Tranet al., 2011). Gainera,
tumore gaiztoetan metabolismo orokorra emendatag@ehez zelulentzako beharrezko da NPC
konplexu gehiago edukitzea mintz nuklearraren zekar garraioa emendatzeko. Horregatik
nukleoporina batzuen kasuan posiblea izan da tameme garapena eta agresibitatea
nukleoporinen adierazpenarekin erlazionatzea, eteazki beste esteka-nukleoporina batena
(Zhaoet al., 2011). Hor kokatu daiteke proteomikaren garrantzsan zuzen ere proteina horiek

kuantifikatzeko.
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Orain arte proteomikaren estrategiarik erabilidmaigsin-a izan da. Honako estrategia hau 80ko
hamarkadan garatu zen garai hartako tekniken mugelorioz. Izan ere, 1975ean 2D-ko
elektroforesia asmatu bazen ere, kantitate txikemden molekulak nekez detektatzen zituen.
Aldiz, shotgun estrategiaklLiquid chromatography-Tamdem mass spectrometry (LC-MS/MS)
muntaia erabiliz milaka peptidoen MS/MS espektrdaik ditzake, peptidoen datu baseekin
konparatuko dituenak. Ondorioz, lagin konplexu datdauden milaka proteina identifikatu ahal
izango dira. Honek proteomaren perfil dinamikoalétzea ahalbidetzen du inongo hipotesirik
gabe.

Egun analisi ituratuak indarra hartu du ikertzaileiatereseko proteina populazioa soilik
aztertzea baimentzen diolako. Honako hau posideaztertuko den peptido kopurua mugatzen
delako m/z-ren araberako filtrazioari esker. Aldirdan, peptido kopuruaren murrizketagatik
datuen analisia errazagoa da eta lagin gehiagoti@neseko proteina monitorizatu daiteke.
Gainera, sentikortasuna nabarmenki emendatzeniialeséententsuenak analizatzera mugatzen
ez delako. lsotgun estrategian ez bezala, proteomika ituratuak galdenkretuei erantzuten die

eta horregatik hipotesiaren beharra dauka (Pietodti, 2013) .

Proteomika ituratua egiteko metodo erabiliSsbected reaction monitoring (SRM) da. SRM
saiakeretan peptidoa zein horren zatiki konkretfitiiatzen dira bi quadrupoloren bitartez.
Honako estrategia hau QqQ motako masa espektragh@irgauzatzen da eta proteomika ituratu
kuantitatiboaren urrezko estandar modura kontsidetaiteke (Langet al., 2008). Aukeraketa

2 maila ezberdinetan egin arren analizatzailearereibmena zalantzan jarri izan da azken
urteotan. Horretaz gain, metodologia honek tramisiz aukeraketa egitera behartzen du eta
horrek metodoa optimizatzeko lan eta denbora askateen du. Horregatik azkeneko urteotan
ordezko diseinuen bilaketa piztu egin da. BilaketaretanParallel reaction monitoring (PRM)
teknika agertu zen, saiakeren diseinua nabarmerkzten duenak peptidoaren zatiki guztiak
paraleloki detektatzerakoan (Peterseh al., 2012). Azkeneko estrategia hau tipikoki
Quadrupolo-Orbitrap sistema hibridoarekin gauzatznizan ere, Orbitrap analizatzaildagh

resolution/ accurate mass (HR/AM ) analisiak ahalbidetzen ditu.

Aipatutako ezberdintasunak nabariak diren ar@otgun estrategia eta estrategia ituratua
osagarriak izan daitezke. Izan ere, proteina kaukrat masa espektrometriaz identifikatzea eta
kuantifikatzea nahiko balitz komenigarria litzatdkbenik eta behin proteina horren peptidoren
bat identifikatuta egotea. Horren garrantzia ezpeéptido konkretu horren m/z ratioa zehaztea,
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masa espektrometroan ondo detektatzen dela zemtéiaizik. Hortazshotgun estrategia aurre-

pausutzat hartzeak estrategia ituratuaren eragaswra esponentzialki emendatzen du.

Proteomikak modu ezberdinak ditu lagin ezberdinefaloteina baten kantitatea erlatiboki zein
modu absolutuan zehazteko. Metodo gehienak masktesmetriak isotopoak bereizteko duen
gaitasunean oinarritzen dira. Gaur egun isotopana&in markatutako peptidoak zuzenean
erosten dira norberak aukeratutako sekuentziarekin purifikazio mailarekin. Erabilitako
peptido estandarraren purutasuna o0so altua badaebtzki kuantifikatuak badaude, peptido
endogenoaren kuantifikazio absolutua baimentzen Beoiektu honetan kuantifikazio

erlatiborako metodoa diseinatu nahi da hain puazadliren peptido merkeagoak erabiliz.
1.1. Helburuak

Lan honek bi atal ditu, batetik alde teorikoa etstbtik esperimentala. Alde teorikoaren
helburua Nup93 proteinari buruzko informazioa leétzizan da. Horren baitan proteinaren

zeregina eta biomarkatzailea izateko aukera dagl@esr baieztatzea egongo litzateke.

Alde esperimentalari dagokionez, protokolo espezifbat diseinatu nahi da PRMz Nup93
kuantifikatu ahal izateko. Horretarako HEK 293Tutetan Nup93 proteina monitorizatuko da,
aldez aurretik aukeratutako eta markatutako pemirdteotipikoak erabiliz. Era horretan, PRM

teknika peptido endogenoak analizatzeko gai izaleg@ lan honen hipotesia da.

2. Metodologia
2.1.Peptido proteotipikoen aukeraketa

Proteinaren ordezkariak izango diren peptidoak @aikeko lehenengo pausudotgun
estrategiarekin identifikatutako Nup93-ren peptlddaltzea izan zen. Horretarako, EHUko
Proteomikako Zerbitzuak egindakbosgun saiakeren artean Nup93 proteinatik identifikatatak
peptidoak bilatu ziren. Era horretan ziurtatu zdmapuntutzat hartutako peptidoak masa
espektrometriaz identifikagarriak zirela. Behin iheginda, peptidoek proteinarekiko zuten
espezifikotasuna aztertzeko haien sekuentziak BLA®fttp://blast.nchbi.nim.nih.gov/)
algoritmoarekin aztertu ziren. Berriz ere espeaifiisuna testatzeko, peptido bakoitzaren
sekuentzia zehatza Peptide Atlas (http://www.pegtics.org/) eta ProteomicsDB
(https://www.proteomicsdb.org/) datu baseetan bizaten.
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2.2. Zelulen lisia eta proteinen digeritzea

Nup93 proteina HEK (Human Embryonic Kidney) 293T luigtan identifikatu eta
kuantifikatzeko aukera dagoen zehaztu nahi zentetlako, zelula horiek FAS@lter-aided
sample preparation, Wisniewskiet al., 2009) metodologiaz purifikatu ziren, hau da;téspoiak
ultra-filtrazioarekin konbinatuz. Protokolo honekeaktibo modura SDT (% 4 SDS eta 0,1 M
DTT) lisi-tanpoia, 50 nM IAA, 50 nM amonio bikarbatoa eta 8 M urea erabiltzen ditu. Hori
guztia kontuan hartuta, FASP protokoloa 5 pauslahuar daiteke: lisia, pisu molekula baxuko
molekulen baztertzea, tiol taldeen karboamidomatks proteinen digeritzea eta peptidoen

eluzioa.

Lortutako lisatua tripsinarekin 1:50 proportzioakubatu behar denez, zeluletatik eratorritako
proteina kantitatea kalkulatu zen. Proteina kaet#ta zehazteko FASPan erabilitako
detergentearekin bateragarria den Pierce BCA Prétesay Kit-a erabili zen. Neurketen arabera
5 milioi zelulen erauzkinaren 12}8 62,5 uL SDTrekin nahastatu ziren, gero lisatu horretako
30 uL-ko 2 lagin digeritzeko. Beraz, lagin bakoitzand tripsina gehitu zitzaion guztira 2QQ
proteina zeudelako. Lisatua tripsinarekin 16 orohkuibatu ondoren, prestakina C18 zutabetik
igaro zen laginari gatzak kentzeko eta horrekinarespektrometroarekiko bateragarria egiteko.
Zutabetik erauzitako 10Qg proteina 50uL-tan suspenditu ziren Bg/uL-ko kontzentrazioa

lortzeko.
2.3. Peptido estandarren eta laginen prestaketa

Estandar modura Thermo Scientific enpresari elasitda isotopo astunekin markatutako lisina
edo arginina daramaten 5 peptidoak hauek dira: NQQRAGER, LLSPVVPQISAPQSNK,
EALQYFYFLR, MAEEYHR eta LVPLNQESVEER. Peptido estarrak 40Qul-ko laginetan
datoz eta bolumen horren %50a azetonitriloa da.tohziloak peptidoak HPLC zutabera
itsastea eragozten duelako hasierako laginak % fidb formikoarekin 50 aldiz diluitu ziren.
Honako diluzioa hau erabili zen emaitzetan aipathiezn diluzio serieak egiteko, beraz diluzio
serieetako lagin kontzentratuena hau izango daizdilserieak egiteko bi nahasketa ezberdin
egin ziren, batak peptido estandar soilak zeramatzda besteak peptido estandarrak zelulen
lisatuarekin nahastatua. Peptido estandar soilafisaako 1/50 disoluzioa hamarnaka 5 aldiz

diluitu zen, 16-era heldu arte (guztira 6 lagin). Lehenengo nadtas&n emaitzak ikusita,
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bigarren esperimenturako peptido estandarren dilbara berriz ere hamarnaka diluitu zen
baina oraingo honetan jatorrizko lagin® #diz diluitu arte. Horrez gain, estandarren higar
diluzio serieko lagin bakoitzaren 24 lisatuaren 1,5ug peptidorekin nahastatu ziren. Nahastatu
ondoren, analisirako beharrezkoa den bolumenetaehel 5 laginei % 0,1 azido formiko gehitu

zitzaien 3QuL-ra heldu arte.

2.3.1 Masa espektrometria eta datuen analisia

Masa espektrometriako esperimentu guztiak EHUkoteBroikako Zerbitzuan egin
ziren, Thermo Scientific etxeko nanoEasy 1000 krografia zutabeari konektatutako
Q-exactive masa espektrometroa erabiliz. Era laremasa espektrometroarekin
Shotgun eta PRM analisiak1( taula) egin ziren peptido estandar soilak eta peptido
estandarrak zelulen lisaturekin batera aztertz&kalisi horietatik eratorritako datuak
aztertzeko nagusiki Proteome Discoverer (Thermoerfidic), Xcalibur (Thermo
Scientific) eta Skyline (MacLeart al., 2010) programak erabili ziren. Proteome
Discoverer programarekin lagineko proteinak idédilu daitezke, erretentzio denbora
bezalako beste ezaugarri batzuekin batera. Bagalnitbrmatiko honek datu baseetan
bildutako peptidoen espektro teorikoak masa espadperimentalekin konparatzen ditu
SEQUEST motorra erabiliz. Erreferentzia datu bagetiniprot-eko giza datu basea
aukeratu zen. Peptidoak laginean identifikatzerelairziurtatu ostean, Xcalibur
tresnarekin peptido bakoitzari zegokion piko intelenaren intentsitatea, zabalera eta
erretentzio denbora kalkulatu ziren. Azkenik, PR&fakromatogramako pikoen azalera
kalkulatzeko, eta horrekin tarte dinamikoak egitelSkyline baliabide informatikoa

erabili zen. Azalera horiek yBzatiki intentsuenen pikoen azalerak gehituz lanten.
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Shotgun PRM
MS MS?
Erresoluzioa 70000 17 500 17 500
Gradientea % 0-30: 90 min. % 0-30: 90 min.
% 90-100: 2 min. % 90-100: 2 min.
% 100: 8 min. % 100: 8 min.
Aztertutako m/z tartea | 300-1850 200-2000 839,480336 (+2), 843,487436 (+2, astuna), 675,348063

(+2), 680,352197 (+2, astuna), 706,87263 (+2),
711,876765 (+2, astuna), 643,32839 (+2), 648,332524

(+2, astuna)

C-trap-ean pilatutako | 3E+06 5E+05 5E+05
ioi kopurua (AGC)
Analisi-bolumena 2,5,10 uL 15 uL

1. taula. Shotgun eta PRM analisiak egiteko erabili diren oinarrizko parametroen baloreak

3. Emaitzak eta eztabaida

3.1. Peptido proteotipikoen aukeraketa

Proteina baten ordezkariak izan behar diren pegikidoenbait baldintza bete behar dituzte
identifikaziorako zein kuantifikazio ituraturako.allintza horiek nolabait kontzeptu bakar
batean biltzeko proteotipikotasunaren kontzeptustusazen. Peptido proteotipikoa masa
espektrometriaz detektatzeko erraza izatez gaitereseko proteinarekiko espezifikoa da.
Proteotipikotasun horrek biltzen dituen kontzeptg=in, aldakortasuna ere kontuan hartu
beharra dago. Hau da, laginaren prestaketaren eehlaiaketak jasan ditzaketen aminoazidoak
ekidin behar dira. Hori guztia kontuan hartutaHUko Proteomika Zerbitzukdshotgun
analisietan identifikatutako Nup93-ren 12 peptidobkrrengo irizpideetan oinarritutako

aukeraketa teorikoa jasan zuten:

* Peptidoaren sekuentzia Nup93-an besterik ez egotenda, proteinarekiko espezifikoa
izatea. Aukeraketa egiteko abiapuntua irizpide Iman zen, beraz beste saiakera
batzuetan ikusitako peptido ez espezifikoak jarratmaztertu ziren. Irizpide honi

jarraituta hasierako 12ko taldetik 3 peptido bdategin ziren.
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Peptidoaren baitan argininarik ezta lisinarik eeragpa barne mozketak ekiditeko. Hori
eta, NEKDNSALEESR
MEFVRQALAYLEQSYK peptidoak baztertu egin ziren hdwa irizpide hau ez

betetzeagatik. Momentu honetan oraindik 7 peptelaen.

dela aurreko irizpidea betetzen zuten eta

Peptidoaren aldakortasun ahalik eta urrien izatemeki da. Horrek esan nahi du
peptidoak oxidazioa edota fosforilzioa bezalako Idedeetak jasaten dituzten
aminoazidoak ez dituela izan behar. Aminoazido kagtzen duten aldakortasunak
batez ere kuantifikazioa kaltetzen du. Adibideztiomna oxidatu daiteke eta horrek
peptidoaren m/z aldatzen du, baina metioninaredazxda kontrolatzeko zaila denez
populazioaren zati bat besterik ez da oxidatuk@a Borretan TLITFAGMYPIR eta
LVQmEVLMN peptidoek ez zuten aukeraketa prozesumdga, taldea 5 peptido
izatera mugatuz. Bestetik, serina zeramaten peKiddniprot-eko informazioari

jarraituta ez ziren baztertu fosforilatzen ez akel.

izatea. dimrako Peptide Atlas eta

ProteomicsDB bezalako datu baseetan peptido bakagnbat aldiz identifikatu den

Peptidoaren proteotipikotasuna nahikoa

behatu daiteke, gero proteina identifikatutako etio proportzioa ezartzekd2.
irudia). Hortik lor daiteken baloreak proteotipikoakotaati zenbakizko balore bat
ematen dio. Irizpide honi jarraituta QALAYLEQSYKda batera utzi zen.

Protestipkotasune Proteotipikotasuna
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Nup93-ren peptido esklusiboak

2. irudia. ProteomicsDB datu basean bildutako maizsunekin kalkulatutako batezbesteko proteotipikotasna,

ehunekotan adierazia Irudikatutako peptidoak aurretikhagun estrategiarekin identifikatutakoak dira. Legenda:

aukeratutako peptido proteotipikoak (berdez), add@suna eragiten duten aminoazidoak daramateridpaft(gorriz),

proteotipikotasun nahikorik ez duten peptidioakrigio
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Aukeraketa prozesu honen ondoren hurrengo peptidadderatu ziren: NLQEIQQAGER,
LLSPVVPQISAPQSNK, EALQYFYFLR eta LVPLNQESVEER.

Ezaguna da gene batek proteinaren aldaera ezbefdidatu ditzakeela, adibidez gure Nup93-k
dituen bi isoforma ezagunak. Proteina beraren istd& bereiztea kasu askotan erraza ez denez,
diseinu honen gaitasun espezifikoa testatu nam zen. Horretarako Nup93-ren isoforma
bakoitzarekiko peptido espezifiko bat bilatu zerigo isoformarekiko peptido espezifikoa
NLQEIQQAGER da eta jatorrizkohetgun saiakera gehienetan identifikatzeaz gain aukesaket
prozesuaren baldintza guztiak bete zituen. Bestdlug93-ren 2. isoformari lehenengo 123
aminoazidoak falta zaizkiolako peptido espezifilakérra du. Beste peptido honen sekuentzia
MAEEYHR da, eta zoritxarrez ez dago horren arréstdatu baseetan ezta gure jatorrizko
Shotgun saiakeretan ere. Ondorioz, peptido honi ez zitzeaokeraketa prozesu teorikotik

igaroarazi, baina argi dago bere proteotipikota®skasa zela.

3.2. Peptido estandarren karakterizazioa

Peptido estandarren erabilerak peptido endogenomtisisako zenbait abantaila dakartza.

Batetik, peptido endogenoaren identifikazioa eeaztla bere erretentzio denbora peptido
estandarraren berdina delako, beraz ezaguna. @aeeaugarri berdintsuak izan arren, masa
ezberdina dutelako masa espektrometriaz bereiezk@iteta ondorioz barne-estandar modura
erabili. Barne estandar baten erabilerak metodoasemalizazio ahalbidetzen du eta horri esker
laginen arteko konparaketak egin daitezke.Are gghipeptido estandarren purutasunak altua
balira eta zehazki kuantifikatuta baleude, pepthologenoaren kuantifikazio absolutua egin

ahalko litzateke.

Hasteko, 5 peptido estandarrak proportzio beretastatu etahotgun metodoarekin analizatu
ziren. Analisi honi esker peptidoak identifikatzegain, bakoitzaren erretentzio denbora eta
zatiki intentsuenak zehaztu ahal izan ziren. Harrdiotgun analisian MAEEYHR peptidoa
identifikatu ez zenez baztertzea erabaki zen. Aori@alean aipatu den moduan MAEEYHR
peptidoak ez ditu baldintza minimoak betetzen ataaski ez da behar bezala ionizatzen, beraz
esperotako emaitza bat zen. Hala ere, beste 4dpaftfidagarritasun handiz identifikatu ziren

1/50 diluzioan eta haien intentsitateak orekatwalden, hortaz PRMz analizatzeko prest.

10
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MS analisian 4 peptidoak identifikatu eta gero,uzib serieak prestatu ziren euren tarte
dinamikoak kalkulatzeko eta PRM metodoa testatzélelenengo PRM analisi hau egiteko
peptido astunen 1/50 diluzioa hamarnaka diluitu Z&iff-era heldu arte. Peptido astun soilen
analisi horretan 3 peptidoren (NLQEIQQAGER, LLSPWQIBAPQSNK eta
LVPLNQESVEER) tarte dinamikoak 4 magnitudera muegatziren. Emaitza horiek teknikaren
estandarraren parean daude, askoz jota 5 magrtid=tu daitekeena (S. Gallienal., 2012).
Aldiz, EALQYFYFLR peptidoaren tarte dinamikoak 2 gmitude soilik estaltzen zituen.
Emaitza hauek benetako PRM analisia prestatzekierle®z ziren arren, esan beharra dago
kalibraketa-kurben linealtasunak R balore idealdfi« 0,99) aldenduta zeudela. Gainera,
azkeneko PRMaren emaitzak hobetu zirela jakindartasunez esan daiteke aparatuaren
kalibraketa ezegokia zela momentu hartan. Konkrekukmatogramako pikoen intentsitatearen
gorabeherak ikusita HPLCtik datorren diluzioa laitadzen duen aparatuak behar bezala ez
zebilela dirudi. Oszilazio horiek espektroaren pikatxura eraldatzen dute eta ondorioz haien
azalera ere kaltetzen da. Gainera, lainoztagaismkutako erroreak ez du inolako patroirik
jarraitzen eta beraz peptido bakoitzean eragindatkorea ezberdina izango da. Ondorioz,
baliteke errore hori EALQYFYFLR peptidoan nabariagzatea eta horregatik hasierako

seinalea handia izanda, bi aldiz diluitu ondoranadea asko ahultzen da.

3.3. Lagin konplexuaren peptido endogenoen eta asidarren analisia

PRM metodoa lagin konplexuekin funtzionatzen zu&lasteko peptido estandarren diluzio
seriea HEK 293T zelulen erauzkinarekin nahastatgtertu zen. PRM honen helburua
kuantifikazioa posiblea litzatekeela ziurtatzeanbaiez da, horregatik merkeagoak diren
kuantifikatu gabeko peptido ez puruak erabili izira. Beraz, kuantifikazioa egin arren, ez

dauka zentzurik zehatza izango ez den balorea amate

Metodoetan azaldutakoaren arabera,y5roteina zituen frakzionatu gabeko lagin bakeitza
peptido astunen diluzioetariko (5 guztira) bat gehitzaion. Frakzionatu gabeko lagina erabili
izana aztertutako matrize biologikoaren konplexunas emendatzen du, beraz estaltze
ionikoaren bezalako fenomenoak arruntagoak diratulieguru horretan 4 peptidoetatik hiruk 4
magnitudetako tarte dinamikoa erakutsi zuten, baif.QYFYLR peptidoa berriz ere
magnitude gutxiagoetara mugatu zegadgnrdia). Izan ere, tarte dinamikoari begira argi dago

EALQYFYLR peptidoak lagin diluituenean zarata allisgatik edo interferenteren baten

11
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ondorioz linealtasuna galtzen dueld. (irudia). Seguruenen interferentzia sortzen duen
molekularen masa peptidoarenaren antzekoa da @ita dduituenean bere seinalea besteetan
baino proportzionalki handiagoa denez bere eradiaadiagoa da. Aldiz, ioien kantitate

baxuegiaren hipotesia bazter daiteke lagin kontaardnean EALQYFYLR peptidoaren

seinalea altua delako.

1,0E+10 1,0E+11
a e NLQEIQQAGER — b i oeeo EALQYFYFLR
- Iz =
A 1.0E+08 RF=0,0075 a4 10509 R® = 0,0985
z 1.0E+07 z 1,0E+08 /
a 4 0E+06 — 2 1.0E+07 &
e' 1,0E+05 o | 1,0E+06
) e 1,0E+05
r 1.0E+04 + Peptido r 1.0E+04 « Peptido
a 1,0E+0D2 estandarra a. estandarra
1.0E+02 1,0E+03
Tomeon Tomon
-
1.0E+00 :
10E-04 10E-03 10E-02 10E-01 1.0E+00 1 UE+[‘]IU[]E 03 b0z 1ok 1 0m+00
X X X -
Diluzioak Diluzioak
1.0E+10 1,0E+10
€ 1oews LVPLNQESVEER d i oee0s LLSPVVPQISAPQSNK
R==0,9201 o : ==
1,0E+08 1 oE~08 R®= 0,992
A - Al
S 1.0E+07 5 1.0E+07 -
a 1.0E+06 a 1,0E+06 4
I 1,0E+05 I 1,0E+05
€ 1.0E+04 + € 1,0E+04
T 1.0E+03 * etndmma " 4,0E+03 * Peptido
a ' estandarra
1,0E+02 1,0E+02
1,0E+01 1,0E+01
1,0E+00 1,0E+00
1,0E-04 1,0E-03 1,0E-02 1,0E-01 1,0E+00 1,0E-04 10E-03 10E-02 1,0E-01 1,0E+00

Diluzioak Diluzioak

3. irudia. Peptido estandarren kalibraketa-kurbak, eskala logaitmikoak eginak. Irudikatutako seinalea (8 zatiki
intentsuenen pikoen azalera) peptido astunak HEX 2@lulen lisatuarekin nahastatzerakoan lortu dira

Peptido endogenoaren analisiari dagokionez, bi mmdoota atera daitezke: kuantifikagarria
den ala ez eta metodoaren errepikakortasuna. Ueheta behin, peptido endogenoa
kuantifikagarria izateko bere seinalea peptido relteraren tarte dinamikoan egon behar da.
Baldintza hori kasu guztietan betetzen da EALQYFYh&ptidoan izan ezikd( irudia), hain
zuzen ere linealtasuna lehenago galtzen duelakptid@ehorren azkeneko diluzioan bere
seinalea zarata edo interferente baten seinalearedhastatu dago eta ondorioz linealtasuna
galtzen da. Hortaz, EALQYFYLR endogenoaren seinkilemtifikatzeko fidagarria den leihotik
kanpo dagoenez ezin izango da Nup93 HEK 293T zalulkuantifikatzeko erabili, baina beste
3 peptidoak bai. Emaitza hauek proteomika ituratuastandarrekin bat datoz, izan ere arrunta

izaten da 3 peptido proteotipikoren erabilera jé&o proteina monitorizatzeko.

Bigarrenez, peptido endogenoa metodoaren errepileeskmaren erakuslea ere bada. Horrela, 5
laginetan zelulen lisatu kantitate bera gehitu derBluzio ezberdinetan peptido endogeno
berdinaren seinale berdintsua ikusi beharko likeatéSrafikoki berdintasun hori ikusi arren,
dimentsio kuantitatiboa eman behar zaio eta hotilegaptido endogeno bakoitzarentzako bere
aldakortasun koefizientea (CV) kalkulatu zeh ifudia). EALQYFYFLR peptidoaren kasuan

12
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izan ezik (% 12), beste hiru peptidoen aldakortdseefizienteak % 10 baino baxuagoak (% 6,
% 5 eta % 8) dira. Idealtasun % 10ean finkatutaodkagjakinda, emaitzak oso onak dira

errepikakortasunari dagokionez.

a 1,0E+10 b 1,0E+11
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A 10E+08 — @ A 1OER09 ———————
L 10E+07 u ; T0Es0B ui
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1,0E+02 || CV(endogenoa)="%6,02 1,0E+02 | CV (endogenoa)=% 12
1,0E+01 — 1,0E+01 —
1,0E+00 1,0E+00
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C e VPLNQESVEER . | d  Joes  LLSPVWPQISAPQSNK [ |
A 1,0E+08 — A 1,0E+08 - =
. 1,0E+07 — Z 1,0E+07 —
2 4 0E+06 | mPeptido a 4 0E+06 | mPeptido
e! 1,0E+05 | | estandara & 1,0E+05 | estandarra
r 1,0E+04 —- mPeptido r 1,0E+04 — mPeptido
a 10E+03 | endogenoa a 1.0E+03 | endogenoa
1:0E+02 || CV(endogenoa)=%53 1,0E+02 — CV(endogenoa)=% 3.5
1,0E+01 - 1,0E+01 —
1,0E+00 1,0E+00
1,0E-04 1,0E-02 1,0E-02 1,0E-01 1,0E+00 1.0E-04 1,0E-03 1,0E-02 1.0E-071 1,0E+00
Peptido astunaren diluzioak Peptido astunaren diluzioak

4. irudia: Peptido estandar eta endogenoaren kuantifikazioaHistograma hauek eraikitzeko berriz erey Jatiki
intentsuenen azalerak erabili dira, bai peptidoogedoarentzako (gorriz), bai eta peptido estandartzako (berdez) ere.
Lagin bakoitza izendatzeko dagokion peptido astuti@izioa aukeratua da, peptido endogeno bakeitzd&antitatea
berdina delako laginen artean. Berdintasun horntifikatzeko eta beraz teknikaren errepikakortaseelaazteko peptido
arin bakoitzari bere aldakortasun koefizientea (€3kulatu zaio.

Laburbilduz, Nup93 totala eta bere 1go isoforma HEB3T zeluletan fidagarritasunez
identifikatzeko eta monitorizatzekd taulan bildutako peptidoak eta m/z erlazioak proposatzen
dira. Hala ere, 2.isoforma monitorizatzea nahiklithhaondo purifikatutako eta kuantifikatutako
peptidoak erabiliz Nup93 kantitate totalari lehege@isoformari dagokiona kendu ahalko zen 2.
isoformaren kantitatea lortzeko. Beraz, isoformetek® bereizmena ez da diseinu honen

benetako muga.

Proteina Peptidoa (2+) Zatikiak (1+)

Nup93-1 (1go isoforma) | NLQEIQQAGER y8 (930,46/940,47), y7 (801,42/811,42), y6 (688,33/698,34)
(643,32/648,33)

Nup 93 (2 isoformak) LVPLNQESVEER y10 (1200,58/1210,59), y8 (990,44/1000,45), y5
(706,87/711,87) (619,30/629,31)
LLSPVVPQISAPQSNK y10 (1069,56/1077,57), y7 (731,36/739,28), y5
(839,48/843,48) (573,29/581,31)

2. taula. Kuantifikazio erlatiboa egiteko erabili daitezkeen 3 peptidoak eta bere trantsizioak NLQEIQQAGER
peptidoa Nup93 proteinaren lehenengo isoformareg&dfezifikoa denez, honako 3 peptido hauek lehenisafporma zein
isoforma biak batera monitorizatzeko baliogarrialani daitezke. Legenda: Karga kopurua (2+, 1+)ie&n m/z
(arina/astuna).
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4. Ondorioak

Proiektu honetan aurkeztutako PRM metodoa gai di RE3T zeluletatik eratorritako 1,59

proteinan Nup93-ren peptidoak kuantifikatzeko iRolafrakzionamendurik gabe. Gainera,
honako analisi hau errepikakortasun maila han@dizehagnitudeko tarte dinamikoa eraikiz egin
ahal izan da. Horretarako peptido astunak erali, dnetodo fidagarria eta normalizatua

baimentzen dutenak.

Etorkizunari begira, proiektu honetan aurkeztutasirategia gehiago garatu daiteke. Alde
batetik, proteina honen peptido puruagoak eta Xthazantifikatutakoak erabilizZimit of

quantification (LOQ) etaLimit of detection (LOD) baloreak kalkulatu daitezke. Hauek zehatuko
lukete teknikaren sentikortasuna noraino heltzem gleteinaren peptidoak lagin konplexuetan
detektatzeko eta kuantifikatzeko. Horretaz gainp®8ik biomarkatzaile modura izan dezaken
baliozkotasuna ere frogatu daiteke. Horretarakmone zeluletan eta ehun berdineko zelula
osasuntsuetan Nup93 proteinaren adierazpen bexexiisa espektrometriaz kuantifikagarria
den ala ez aztertu beharko litzateke. Proteina tumuoreen erakuslea balitz, tratamendu
ezberdinen aurrean proteina honen gorabeherak ifikaiut ahal izango lirateke tratamendu
bakoitzaren baliozkotasuna testatzeko. Bai protbatatumoreen erakuslea den finkatzeko, bai
eta minbiziaren kontrako tratamenduen baliozkotasuogatzeko ere, proteomika diferentzial

erlatiboak lagin ugariren analisi fidagarria ahd#tzen du.
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