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DESCRIPCION
Patron cuantitativo para espectrometria de masas de proteinas

La presente invencion se refiere a un método para determinar la cantidad absoluta de un polipéptido diana en una
muestra, comprendiendo dicho método las siguientes etapas: (a) afiadir (aa) un polipéptido de fusién a dicha
muestra, comprendiendo dicho polipéptido de fusioén (i) al menos una secuencia marcadora y (ii) una subsecuencia
del polipéptido diana; y (ab) una cantidad absoluta conocida de un polipéptido marcador que comprende o que
consiste en dicha secuencia marcadora de acuerdo con (aa) a dicha muestra, en el que dicho polipéptido de fusion
por un lado tiene la masa alterada en comparacion con dicho polipéptido diana y dicho polipéptido marcador por otro
lado, por ejemplo, dicho polipéptido de fusidon por otro lado y dicho polipéptido diana y dicho polipéptido marcador
por otro lado se marcan con is6topos de forma diferente; (b) realizar una digestion proteolitica de la mezcla obtenida
en la etapa (a); (c) someter el resultado de la digestion proteolitica de la etapa (b), opcionalmente después de
cromatografia, a analisis espectrométrico de masas; y (d) determinar la cantidad absoluta de dicho polipéptido diana
de (i) las intensidades pico en el espectro de masas adquirido en la etapa (c) de dicho polipéptido de fusion, dicho
polipéptido marcador y dicho polipéptido diana y (ii) dicha cantidad absoluta conocida de dicho polipéptido marcador.

La protedmica basada en espectrometria de masas (EM) se ha convertido en un método de eleccion para estudiar
proteinas de manera global (1-3). La espectrometria de masas no es intrinsecamente cuantitativa pero se han
desarrollado métodos que abordan esta limitacion hasta cierto grado. La mayoria de ellos se basan en is6topos
estables e introducen una versiéon con masa desplazada de los péptidos de interés, que después se cuantifican por
su relacion de “pesado” frente a “ligero”. Se consigue marcaje isotépico estable mediante la adicién quimica de
reactivos marcados, marcaje con is6topos enzimaticos o marcaje metabdlico (4-6). En general, estos enfoques se
usan para obtener informaciéon cuantitativa relativa en los niveles de expresion de proteoma en una muestra
marcada ligera y una pesada. Por ejemplo, el marcaje isotopico estable por aminoacidos en cultivo celular SILAC (7,
8) se realiza mediante la incorporacion metabdlica de aminoacidos marcados de forma diferente, tal como marcados
ligeros o pesados en el proteoma. Los proteomas marcados también pueden usarse como patrones internos para
determinar los niveles de proteinas de un proteoma celular o tisular de interés, tal como en el enfoque de SILAC con
adiciones (9).

La cuantificacion absoluta es técnicamente mas dificil que la cuantificacion relativa y hasta la fecha solo ha podido
realizarse con precision para proteinas individuales o para un numero pequefio de proteinas cada vez (10). Son
aplicaciones tipicas de cuantificaciéon absoluta la determinacién de numeros de copias celulares de proteinas
(importante para biologia de sistemas) o la concentraciéon de biomarcadores en fluidos corporales (importante para
aplicaciones médicas). Ademas, cualquier método preciso de cuantificacion absoluta, cuando se realiza en mas de
una muestra, también produce las cantidades relativas de la proteina entre estas muestras.

Durante los ultimos afios han surgido varios métodos para la cuantificacion absoluta, incluyendo AQUA (11),
QConCAT (12, 13), PSAQ (14), SILAC absoluto (15) y FlexiQuant (16). Todos ellos cuantifican la proteina enddgena
de interés por las relaciones de pesado con respecto a ligero hasta una cantidad definida del homdélogo marcado
afiadido a la muestra y se distinguen principalmente entre si, afiadiendo péptidos marcados pesados o proteinas de
longitud completa marcadas pesadas. La estrategia AQUA usa péptidos proteotipicos (17) que se sintetizan
quimicamente con is6topos pesados y se afiaden después de la preparacion de las muestras. Los péptidos AQUA
estan disponibles en el mercado pero son caros, especialmente cuando es necesario cuantificar muchos péptidos o
proteinas (véase, por ejemplo, Kettenbach et al., Nat Protoc. 2011, 6: 175-86). Ademas, la estrategia AQUA padece
incertidumbres de cuantificacion que se introducen debido a la adicidon del patrén peptidico después de la
preparacion de la muestra y la protedlisis enzimatica, que esta en un estadio tardio en el flujo de trabajo. Ademas,
cualquier pérdida de los péptidos, por ejemplo durante el almacenamiento, influiria directamente en los resultados de
cuantificacion. El enfoque de QconCAT se basa en proteinas artificiales que son concatémeros de péptidos
proteotipicos. Esta proteina artificial se expresa de forma recombinante en Escherichia coli y se afiade a la muestra
antes de la protedlisis. QconCAT permite la producciéon de péptidos marcados, pero no corrige ningin sesgo que
surja de los efectos de fraccionamiento de las proteinas o de la eficacia de la digestion. Los enfoques de PSAQ,
SILAC absoluto y FlexiQuant intentan abordar estas limitaciones marcando metabdlicamente proteinas de longitud
completa por versiones pesadas de los aminoacidos arginina y lisina. PSAQ y FlexiQuant sintetizan proteinas de
longitud completa in vitro en extractos de germen de trigo o en extracto de células bacterianas, respectivamente,
mientras que SILAC absoluto se describié con expresion de proteina recombinante en E. coli. El patrén proteico se
afade en un estadio temprano, tal como directamente al lisado celular. En consecuencia, puede realizarse
fraccionamiento de muestra en paralelo y la proteina SILAC se digiere junto con el proteoma que se investiga. Sin
embargo, estas ventajas se producen a expensas de tener que producir proteinas de longitud completa, lo que limita
el rendimiento y en general restringe estos métodos a proteinas solubles.

El documento WO 2006/128492 describe una proteina artificial para la cuantificacion absoluta de proteinas y usos de
las mismas. Nanavati et al. (Molecular and cellular proteomics, 7, 442-447 (2008)) describen la cuantificacion
estequiométrica y absoluta de proteinas con espectrometria de masas usando patrones peptidicos concatenados
marcados con fluorescencia y con is6topos.
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En consecuencia, existe una necesidad no cumplida de medios y métodos mejorados o alternativos de cuantificacion
absoluta basada en espectrometria de masas de péptidos y polipéptidos.

La presente invencion proporciona un método para determinar la cantidad absoluta de un polipéptido diana en una
muestra, comprendiendo dicho método las siguientes etapas: (a) afiadir (aa) un polipéptido de fusién a dicha
muestra, comprendiendo dicho polipéptido de fusioén (i) al menos una secuencia marcadora y (ii) una subsecuencia
del polipéptido diana; y (ab) una cantidad absoluta conocida de un polipéptido marcador que comprende o que
consiste en dicha secuencia marcadora de acuerdo con (aa) a dicha muestra, en el que dicho polipéptido de fusion
por un lado tiene la masa alterada en comparacion con dicho polipéptido diana y dicho polipéptido marcador por otro
lado, por ejemplo, dicho polipéptido de fusidn por un lado y dicho polipéptido diana y dicho polipéptido marcador por
otro lado se marcan con isétopos de forma diferente; (b) realizar una digestion proteolitica de la mezcla obtenida en
la etapa (a); (c) someter el resultado de la digestidon proteolitica de la etapa (b), opcionalmente después de
cromatografia, a analisis espectrométrico de masas; y (d) determinar la cantidad absoluta de dicho polipéptido diana
de (i) las intensidades pico en el espectro de masas adquirido en la etapa (c) de dicho polipéptido de fusion, dicho
polipéptido marcador y dicho polipéptido diana y (ii) dicha cantidad absoluta conocida de dicho polipéptido marcador.

La expresion “cantidad absoluta” tiene su significado habitual y debe considerarse distinta de las cantidades
relativas, es decir relaciones, como se determinan habitualmente en analisis de expresion, sea mediante perfil de
expresion de ARNm o métodos proteémicos. En particular, se entiende que la expresion “cantidad absoluta” se
refiere al nUmero de copias o a la cantidad de sustancia de una proteina o un polipéptido dado, por ejemplo, en una
célula, o la cantidad en un volumen definido, o en una muestra tal como ng/ml de un fluido corporal tal como orina o
plasma. En otras palabras, dicha cantidad absoluta puede expresarse en relaciéon con una concentracion, una masa
o cantidad de sustancia (en moles o numero de moléculas).

El término “polipéptido” esta bien establecido en la técnica y se refiere a un policondensado de aminoacidos,
preferentemente de los 20 aminoacidos convencionales. Se entiende que el término “polipéptido” como se usa en el
presente documento abarca también péptidos, en los que los péptidos tienen una longitud minima de dos
aminoacidos. Por otro lado el término “polipéptido” incluye proteinas, al menos en la medida en que dichas proteinas
consisten en una Unica cadena. Las proteinas a su vez también pueden comprender mas de una cadena
polipeptidica.

Se entiende que los métodos de acuerdo con la invencion son igualmente adecuados para determinar las cantidades
absolutas de proteinas, también en la medida en que las proteinas comprenden mas de una cadena polipeptidica.
En dicho caso, y suponiendo que se conocen las relaciones molares de las cadenas polipeptidicas comprendidas en
la proteina, puede ser suficiente determinar la cantidad absoluta de un polipéptido comprendido en la proteina de
interés. Como alternativa, la cantidad absoluta de mas de uno o de todos los polipéptidos comprendidos en la
proteina de interés puede determinarse por los métodos de acuerdo con la invencion

Un “polipéptido de fusién” de acuerdo con la invencion es un polipéptido que comprende al menos dos segmentos de
diferente origen. Mas especificamente, un polipéptido de fusion de acuerdo con la invencion requiere la presencia de
una secuencia de aminoacidos marcadora y de una subsecuencia del polipéptido diana comprendida, o que se
sospecha que esta comprendida, en la muestra indicada. Se contempla deliberadamente que esté presente mas de
una secuencia de aminoacidos marcadora. Este es el objeto de realizaciones preferidas analizadas adicionalmente
mas adelante. Ademas, esto se ilustra en los ejemplos incluidos y se representa en la Figura 1. Adicionalmente, mas
adelante, se describen realizaciones preferidas de los polipéptidos de fusion y se incluyen marcadores de
identificacion de epitopos proteicos (PrEST, del inglés protein epitope signature tags). Se prefiere que dicha
secuencia marcadora se elija de modo que la digestion proteolitica del proteoma diana por un lado y de la secuencia
marcadora por otro lado produzcan dos conjuntos distintos de péptidos o al menos dos conjuntos de péptidos que se
solapan en menos del 25 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 2 % o menos del 1 %. Un “proteoma diana”
es tipicamente un proteoma que se origina de una sola especie. Un proteoma diana comprende dichos polipéptidos
diana. Un proteoma preferido es un proteoma humano. Si esta presente mas de una secuencia marcadora, se
entiende que las secuencias marcadoras son diferentes entre si. En particular, el conjunto de péptidos obtenido por
digestion proteolitica de una primera secuencia marcadora presente en dicho polipéptido de fusion y el conjunto de
péptidos obtenido por digestion proteolitica de una segunda secuencia marcadora (y también cualquier secuencia
marcadora adicional) presente en dicho polipéptido de fusién son distintos, es decir, no comparten un péptido de la
misma secuencia. Siempre que en el presente documento se haga referencia a conjuntos distintos de péptidos
obtenidos por digestion proteolitica, se entiende que los conjuntos de péptidos son distintos en particular en cuanto a
péptidos que tienen una longitud minima o superior, siendo dicha longitud minima de al menos 4, 5, 6, 7, 8 0 9
aminoacidos.

El término “subsecuencia” en su forma mas amplia se refiere a cualquier secuencia parcial de un polipéptido diana a
detectar y ademas incluye la secuencia completa de dicho polipéptido diana. En una realizacién preferida, dicha
subsecuencia es una secuencia parcial del polipéptido diana, excluyéndose la secuencia completa de dicho
polipéptido diana. Adicionalmente, mas adelante, se analizan intervalos de longitud preferidos de dicha
subsecuencia.
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El término “is6topo” se refiere a dos o mas nuclidos con el mismo nimero de protones (niUmero atémico) pero con
diferente nimero de neutrones. Dicha diferencia en el nimero masico posibilita diferentes posiciones pico de un
compuesto o fragmento marcado con is6topo por un lado y su homologo no marcado por el otro en un espectro de
masas. Son isétopos preferidos deuterio, 3c y N,

El término “marcado” se refiere a una frecuencia de is6topos que se desvia de la frecuencia de origen natural. En
realizaciones preferidas, la expresion “marcado con isétopo” se refiere a un compuesto, resto, fragmento o molécula
que, en la medida en que se consideran atomos con el mismo nimero atémico, contiene exclusivamente un isétopo
dado. Por ejemplo, una lisina marcada con is6topo preferida tiene nuclidos de 3C en todas las posiciones de
carbono. En realizaciones preferidas, uno o mas aminoacidos especificos, tales como todas las lisinas y/o todas las
argininas, estan marcados con is6topos. Adicionalmente, mas adelante, se enumeran restos de aminoacidos
marcados con is6topos adecuados.

La expresién “marcado de forma diferente” o “marcado con isétopos de forma diferente” como se una en el presente
documento, se refiere a una pluralidad de esquemas de marcaje. En particular, para que dos polipéptidos estén
marcados de forma diferente basta con que uno de ellos esté marcado y el otro no. Igualmente se contempla que
uno de los polipéptidos esté marcado con isétopo de una manera especifica, mientras que el otro polipéptido esta
marcado con is6topo también, pero de una manera diferente, siendo la consecuencia que ambos polipéptidos no
muestran la frecuencia de origen natural de isétopos y pueden distinguirse en el espectro de masas. Se entiende
que “marcado con is6topos de forma diferente” de acuerdo con la invencién es tal que, después de la digestion
proteolitica, (i) se forma al menos un primer péptido a partir del polipéptido diana y se forma al menos un segundo
péptido a partir de la subsecuencia del mismo como esta comprendida en el polipéptido de fusidon de modo que el
primer y segundo péptido tienen una secuencia idéntica pero difieren en cuanto a su masa, y (ii) se forma al menos
un tercer péptido a partir del polipéptido marcador y se forma al menos un cuarto péptido a partir de la secuencia
marcadora como esta comprendida en el polipéptido de fusion de modo que el tercer y cuarto péptidos tienen una
secuencia idéntica pero difieren en cuanto a su masa. Esto puede conseguirse, por ejemplo, mediante los
polipéptidos marcados que comprenden marcadores internos, estando preferentemente cada aparicién de uno o
mas aminoacidos dados marcada,, siendo dichos aminoacidos dados preferentemente los que estan comprendidos
en el sitio de escision reconocido por la enzima usada para digestion proteolitica. Dichos aminoacidos preferidos
son, como se describe en alguna otra parte en el presente documento, lisina y/o arginina. Considerados en su
conjunto, se prefiere que dicho polipéptido de fusiéon por un lado y dicho polipéptido diana y dicho polipéptido
marcador por otro lado estén marcados con isétopos internamente de forma diferente. Se entiende que el término
“interno”, como se usa en el presente documento en relacion con marcadores, se distingue de marcadores
terminales.

En términos generales, siempre que en la presente divulgacion se haga referencia a “marcado de forma diferente” o
a “marcado con isétopos de forma diferente”, se entiende que estas expresiones se refieren a una realizacion
preferida. Mas en general, se contempla cualquier medio de alteracion de la masa incluyendo, pero sin limitacion,
marcaje isotopico. Las expresiones “alteracion de la masa” y “de masa alterada” como se usan en el presente
documento, se refieren a todos los medios y métodos que proporcionan péptidos (o polipéptidos) obtenidos de
diferentes fuentes y de secuencia idéntica que difieran con respecto a su masa. El marcaje isotopico es un medio
preferido para conseguir este objetivo. Un método alternativo conocido en la técnica es el uso de marcadores
isobaricos para la cuantificacién relativa y absoluta (iTRAQ). Este método usa marcadores covalentes codificados
por isétopos; véase, por ejemplo Ross et al., Mol. Cell. Proteomics 3, 1154-69, 2004. Preferentemente, el método
iTRAQ se basa en un marcaje covalente del extremo N y de aminas de cadenas laterales de péptidos y polipéptidos.
En la técnica se conocen agentes adecuados, cuyos ejemplos incluyen agentes denominados cuadruples y éctuples.
Si en el presente documento se indica que una entidad A tiene masa alterada en comparacién con una entidad B, se
entiende que la entidad A o la entidad B se desvian de la forma de origen natural, por ejemplo, por diferente marcaje
de isétopo o debido a la presencia de marcadores covalentes en el sentido de iTRAQ.

Volviendo al requisito indicado en la realizacion principal de que “al menos dicho polipéptido de fusién por un lado y
dicho polipéptido diana y dicho polipéptido marcador por otro lado estan marcados con isétopos de forma diferente”,
se observa que dicho polipéptido diana y dicho polipéptido marcador pueden marcarse con is6topos del mismo modo
o de acuerdo con diferentes patrones de marcaje o, si dicho polipéptido de fusién estd marcado con isétopos, ambos
pueden estar no marcados. Mas especificamente, se aceptan al menos los siguientes esquemas de marcaje. (1)
Dicho polipéptido de fusién se marca con is6topo, y tanto dicho polipéptido diana como dicho polipéptido marcador
no se marcan con isotopo, (2) dicho polipéptido diana y dicho polipéptido marcador se marcan con isétopo, y dicho
polipéptido de fusion no se marca con isétopo, en el que el polipéptido diana y polipéptido marcador se marcan con
isétopo de la misma manera o de acuerdo con diferentes patrones de marcaje, (3) un polipéptido seleccionado de
polipéptido diana, polipéptido de fusion y polipéptido marcador no se marca con isétopo o se marca con is6topo de
acuerdo con un primer patron, un segundo polipéptido seleccionado del mismo grupo se marca con isétopo de
acuerdo con un segundo patron y el polipéptido restante del grupo se marca con isétopo de acuerdo con un tercer
patron. Los tres patrones (o dos patrones en el caso de que uno de los polipéptidos no esté marcado con isétopo) de
acuerdo con el esquema de marcaje (3) pueden implementarse, por ejemplo, usando dos o tres formas marcadas
con is6topo de uno o mas aminoacidos dados, difiriendo dichas dos o tres formas marcadas con is6topo en la masa
total. Un esquema de marcaje ejemplar de acuerdo con (3) es el siguiente: el polipéptido diana no esta marcado con
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isétopo, el polipéptido de fusion estd marcado con isétopo (forma de “peso pesado”) y el polipéptido marcador esta
marcado con un is6topo de acuerdo con un patrén diferente de modo que se proporciona, por ejemplo, en una forma
de “peso medio” o una forma de “peso extrapesado”. Dicho esquema de marcaje puede preferirse particularmente si
se sospecha que un producto proteolitico del polipéptido marcador también podria derivar de la digestion de la
muestra, por ejemplo si la muestra es humana y el marcador es una proteina humana o un dominio o segmento de la
misma.

La expresion “esquema de marcaje” como se usa en el presente documento distingue entre diferentes polipéptidos.
Para un esquema de marcaje dado, una clase de polipéptidos (siendo las clases polipéptidos diana, polipéptidos
marcadores y folipéptidos de fusién) se marca de la misma manera, por ejemplo por incorporacion de una lisina
marcada con "°C en todas las posiciones en las que aparece una lisina. Un esquema de marcaje posibilita marcar de
forma diferente diferentes clases. Por otro lado, la expresion “patron de marcaje” distingue entre formas marcadas de
forma diferente de un péptido dado. Por ejemplo, un polipéptido especifico puede marcarse reemplazando todas las
apariciones de lisina con lisina marcada con ®Co reemplazando todas las posiciones de arginina con arginina
marcada con °C 15N, haciendo de este modo a los patrones de marcaje diferentes.

Estan disponibles para los expertos en la materia diversos medios de marcaje con is6topos e incluyen adicion
quimica de reactivos marcados, marcaje con isétopos enzimaticos o marcaje metabdlico (4-6).

De acuerdo con la invencion se prefiere que el marcaje isotopico se introduzca mediante marcaje metabdlico. En
otras palabras, los polipéptidos para usar en los métodos de acuerdo con la invencién, en la medida en que se
requiere que se marquen, se obtienen preferentemente por medio de produccién en sistemas bioldgicos, tal como
sistemas sin células asi como celulares. Por ejemplo, puede usarse una célula hospedadora que es auxotréfica para
lisina y/o arginina, en la que al mismo tiempo se proporciona lisina y/o arginina marcada con isétopo en el medio de
cultivo. Un medio preferido de marcaje isotopico metabdlico es el marcaje isotépico estable con aminoacidos en
cultivo celular (SILAC stable isotope labeling with amino acids in cell culture). En la técnica se conocen
procedimientos de SILAC y se describen anteriormente en el presente documento en la seccion de antecedentes asi
como en las referencias citadas en relacion con la misma que se incorporan con la presente por referencia. Como se
ha mencionado anteriormente, en la medida en la que el marcaje isotopico hace uso de isétopos con mayores
numeros masicos, la forma marcada se denomina habitualmente forma “pesada”, mientras que el homdlogo de
origen natural o el homdlogo que esta libre o esencialmente libre del isétopo pesado en estudio, se denomina
habitualmente forma “ligera”.

La indicada “cantidad absoluta conocida de un polipéptido marcador” puede determinarse con métodos establecidos
en la técnica. Un método preferido es el analisis de aminoacidos. El analisis de aminoacidos se proporciona
tipicamente como un servicio por una diversidad de compariias. El método preferentemente incluye la hidrolisis total
de una muestra dada, la derivatizacion quimica de los aminoacidos libres obtenidos, la separacién de los
aminoacidos derivatizados, por ejemplo mediante HPLC de fase inversa, y la interpretacion posterior del resultado.
El método se describe en mas detalle, por ejemplo, en Moore y Stein, J. Biol. Chem. 176, 367-388 (1948) asi como
en Moore y Stein, J. Biol. Chem. 176, 337-365 (1948).

Los métodos de acuerdo con la invencién requieren, por un lado, que una primera subsecuencia del polipéptido de
fusion sea idéntica a una subsecuencia de la proteina diana, y por otro lado, que una segunda subsecuencia del
polipéptido de fusion sea idéntica al polipéptido marcador. Ademas, incluso aunque las secuencias de aminoacidos
sean idénticas, es necesario que las masas de la primera subsecuencia del polipéptido de fusién y su homdlogo en
el polipéptido diana sean distintas. De forma similar, también es necesario que las masas de la segunda secuencia
del polipéptido de fusién y el polipéptido marcador sean distintas. Esto puede conseguirse por los esquemas de
marcaje descritos anteriormente. Esto permite realizar comparaciones cuantitativas entre la secuencia marcadora
dentro del polipéptido de fusién y el polipéptido marcador asi como entre dicha subsecuencia comprendida en dicho
polipéptido de fusién y el polipéptido diana.

La etapa (b) proporciona digestion proteolitica que, como se ha establecido bien en la técnica, da lugar a fragmentos
que pueden manipularse convenientemente en espectroscopia de masas. Mas adelante también se describen
enzimas preferidas para usar para digestion proteolitica. Se prefiere que dicha digestion proteolitica sea especifica,
es decir, que se produzca escision en todos los sitios de escision de la enzima usada. Por otro lado, y como se
describe en el presente documento, los métodos de la presente invencion posibilitan la evitacion de sesgo
introducido por digestion incompleta.

Después de la digestion proteolitica, se realiza analisis de espectrometria de masas. Se transfieren moléculas
peptidicas ionizadas a los sistemas de vacio del espectréometro de masas. En un modo de funcionamiento preferido,
muy conocido por los profesionales de la técnica, el espectrometro de masas funciona de modo que realice una
exploracién espectrométrica de masas que registre un espectro de masas de los péptidos que entran en el
instrumento en ese momento. La cuantificacion se basa en los picos presentes en esta exploracién espectrométrica
de masas (o EM). Los ejemplos incluidos proporcionan una explicacién mas detallada de modos adecuados de
funcionamiento del espectrémetro de masas. Dependiendo de la naturaleza de las muestras para analizar, de los
polipéptidos que se sospecha que estan comprendidos en la muestra y de la instrumentacién disponible, el experto
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en la materia puede elegir modos de funcionamiento adecuados.

Dado que se realiza digestion proteolitica, el polipéptido marcador que comprende dicha secuencia marcadora de
acuerdo con (aa) o un polipéptido marcador que consiste en dicha secuencia marcadora de acuerdo con (aa)
pueden usarse indistintamente. Preferentemente, en cualquiera de los casos se produciran el mismo o los mismos
fragmentos marcadores durante la digestion proteolitica.

Antes de realizar analisis de espectrometria de masas, el resultado de digestion proteolitica puede someterse a
cromatografia como esta establecido en la técnica. Son medios preferidos de cromatografia, la cromatografia liquida
(CL). En un modo preferido de funcionamiento, la mezcla de péptidos se inyecta en una columna de cromatografia
liqguida, separada por un gradiente de disolvente organico que dura varios minutos o varias horas y se
electropulveriza en linea.

La etapa (d) combina la informacion obtenida en el espectro de masas (que puede verse como intensidades
relativas) con la cantidad absoluta conocida del polipéptido marcador para determinar cantidad absolutas, en
particular la cantidad absoluta del polipéptido diana comprendido en la muestra. Para explicar adicionalmente, y usar
la terminologia de primer a cuarto péptidos introducidos en el presente documento anteriormente, la cantidad
absoluta de un polipéptido diana dado, puede determinarse, por ejemplo, de la siguiente manera. Las relaciones de
cantidades de sustancias son idénticas a las relaciones de intensidades en el espectro de EM de los picos
correspondientes. Usando los numeros de 1 a 4 como designaciones abreviadas de primer al cuarto péptido, se
aplica lo siguiente. La cantidad de sustancia del cuarto péptido (fragmento proteolitico derivado de la secuencia
marcadora comprendida en el polipéptido de fusion) N(4) puede determinarse de acuerdo con N(4) = N(3) por I(4) /
I(3). N(3) es la cantidad absoluta conocida del polipéptido marcador. 1(3) e 1(4) son las intensidades pico
correspondientes. Dada la definicion del polipéptido de fusion, se aplica N(2) = N(4), es decir, las cantidades de
sustancia de los péptidos formados a partir de una de las partes del polipéptido de fusion son idénticas. La cantidad
de sustancia del polipéptido diana N(1) puede entonces determinarse de la siguiente manera: N(1) = N(2) por I(1) /
[(2). Haciendo uso de N(2) = N(4) y N(4) = N(3) por I(4) / I(3), se concluye que N(1) = N(3) [I(1) I(4) / 1(2) I(3)] que
permite la cuantificacion absoluta de los polipéptidos diana basandose en intensidades pico (1) a I(4) y la cantidad
absoluta conocida del polipéptido marcador N(3). Obsérvese que, en la practica, las relaciones se determinan
habitualmente como la media de las relaciones de varias intensidades peptidicas; es decir, mas de un par de
péptidos que abarcan la secuencia marcadora y la secuencia polipeptidica diana.

Los métodos de acuerdo con la invenciéon hacen uso de esquemas de marcaje especificos de tres especies distintas,
habiéndose descrito anteriormente los esquemas de marcaje. Una caracteristica clave de los métodos de la
invencion es el uso de polipéptidos de fusién, conteniendo dichos polipéptidos de fusidon al menos una secuencia
genérica, también denominada “secuencia marcadora” en el presente documento. El suministro conjunto de un
polipéptido marcador como se ha definido anteriormente en una cantidad absoluta conocida permite la calibracion de
una manera que es provechosamente independiente del polipéptido real para determinar cuantitativamente.

Desviandose de una diversidad de métodos de la técnica anterior como se ha analizado anteriormente, los métodos
de la presente invencion posibilitan la adicion temprana del patréon (en el caso de la realizacion principal de dicha
cantidad absoluta conocida de un polipéptido marcador) en el flujo de trabajo completo. Como consecuencia, se
aplican igualmente etapas corriente abajo que incluyen digestion proteolitica y opcionalmente cromatografia tanto al
patrén como a los constituyentes de la muestra para analizar. Cualquier variacion en la eficacia o rendimiento de, por
ejemplo, la digestion proteolitica, afectara igualmente a todos los constituyentes de la mezcla obtenida en la etapa
(a), evitando de este modo cualquier sesgo que pueda surgir de la misma. En una realizacion preferida, después de
dicha adicién, no se usa ningin método basado en el tamafio de las proteinas, tal como cromatografia de exclusion
por tamano.

Los profesionales de la protedmica conocen bien que la cuantificacion precisa de proteinas de muy baja abundancia
es dificil. Sin embargo, la precision de la cuantificacion del patron proteico de fusién en si mismo no depende de la
abundancia celular ni de otros atributos del polipéptido a determinar, observando que se usa la misma cantidad de
polipéptido de fusion preferentemente en cada caso de los métodos de acuerdo con la invencién. Ademas, la pureza
de una composicién que comprende dicho polipéptido de fusién para afiadir, no tiene ninguna influencia debido a
que los métodos determinan especificamente la cantidad de polipéptido de fusion y no de proteina total.

Como se analiza en mas detalle en los ejemplos incluidos con la presente memoria, los métodos de acuerdo con la
presente invencién, proporcionan una precision significativamente mejorada en la determinacion cuantitativa de los
niveles de expresion de proteina celular. Son ventajas adicionales del método que tipicamente da como resultado
varios péptidos cuantificables para cada polipéptido de fusién, tanto para la cuantificacién precisa del patrén como
para cuantificar de forma absoluta el polipéptido diana. Ademas, la produccion de patrén puede simplificarse porque
la expresion de proteinas puede realizarse en un sistema convencional (tal como E. coli) y debido a que puede
producirse un gran numero de polipéptido de fusidn en condiciones similares ya que solamente difieren en una Unica
secuencia relativamente corta en la realizacién preferida.
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En un segundo aspecto, la presente invencidon proporciona un método para crear un patron cuantitativo,
comprendiendo dicho método las siguientes etapas: (a) proporcionar una pluralidad de polipéptidos de fusion,
comprendiendo cada uno de dichos polipéptidos de fusidon (i) al menos una secuencia marcadora y (ii) una
subsecuencia de un polipéptido diana para determinar de forma cuantitativa, en el que todos los polipéptidos de
fusion comparten al menos una secuencia marcadora, obteniendo de este modo el patrén; (b) determinar las
cantidades absolutas de dichos polipéptidos de fusidn mediante (ba) la adicién a uno de dichos polipéptidos de
fusién a la vez una cantidad conocida de un polipéptido marcador que comprende o consiste en la secuencia
marcadora compartida entre los polipéptidos de fusion de acuerdo con (a), en el que dicho polipéptido de fusion tiene
masa alterada en comparacion con dicho polipéptido marcador, por ejemplo, dicho polipéptido de fusion y dicho
polipéptido marcador estan marcados con isétopo de forma diferente, (bb) realizar digestion proteolitica de la mezcla
de un polipéptido de fusion y dicho polipéptido marcador obtenido en la etapa (ba); (bc) someter el resultado de
digestion proteolitica de la etapa (bb), opcionalmente después de cromatografia, a analisis espectrométrico de
masas; y (bd) determinar la cantidad absoluta de dicho polipéptido de fusiéon de (i) las intensidades pico en el
espectro de masas de polipéptido de fusion y polipéptido marcador y (ii) dicha cantidad conocida de dicho
polipéptido marcador, obteniendo de este modo la cantidad absoluta de uno de dichos polipéptidos de fusién a la
vez.

Aunque el segundo aspecto posibilita la opciéon de multiplexar como se analiza adicionalmente mas adelante, debe
observarse que dicho segundo aspecto no se restringe al uso de una pluralidad de polipéptidos de fusion. En
consecuencia, la presente invencién también proporciona un método para crear un patrén cuantitativo,
comprendiendo dicho método las siguientes etapas: (a) proporcionar un polipéptido de fusién, comprendiendo el
polipéptido de fusion (i) al menos una secuencia marcadora vy (ii) una subsecuencia de un polipéptido diana para
determinar de forma cuantitativa, obteniendo de este modo el patrén; (b) determinar la cantidad absoluta de dicho
polipéptido de fusion mediante (ba) la adicion al polipéptido de fusién de una cantidad conocida de un polipéptido
marcador que comprende o consiste en la secuencia marcadora comprendida en el polipéptido de fusiéon de acuerdo
con (a) en el que dicho polipéptido de fusion tiene masa alterada en comparacién con dicho polipéptido marcador,
por ejemplo, dicho polipéptido de fusion y dicho polipéptido marcador estdan marcados con is6topos de forma
diferente, (bb) realizar digestion proteolitica de la mezcla de un polipéptido de fusion y dicho polipéptido marcador
obtenido en la etapa (ba); (bc) someter el resultado de digestion proteolitica de la etapa (bb), opcionalmente después
de cromatografia, a analisis espectrométrico de masas; y (bd) determinar la cantidad absoluta de dicho polipéptido
de fusion de (i) las intensidades pico en el espectro de masas de polipéptido de fusion y polipéptido marcador vy (ii)
dicha cantidad conocida de dicho polipéptido marcador, obteniendo de este modo la cantidad absoluta del
polipéptido de fusion.

En otras palabras, parte de una preparacién de polipéptidos de fusidon se combina con una cantidad conocida de un
polipéptido marcador, en el que el polipéptido de fusién tiene masa alterada en comparacién con el polipéptido
marcador. Esta mezcla binaria se somete a digestion proteolitica, a analisis espectrométrico de masas y a
cuantificacion para proporcionar la cantidad absoluta de la parte de polipéptidos de fusién, a partir de la que puede
calcularse la concentracion exacta del polipéptido de fusion en la preparacion. Por lo tanto, se ha proporcionado un
patrén cuantitativo de un unico polipéptido de fusién. Después, a la muestra a analizar, se la afiade al menos parte
de patrén cuantitativo, tras lo cual se realiza digestion proteolitica de la mezcla obtenida. El resultado de la digestion
proteolitica se somete a analisis espectrométrico de masas, opcionalmente después de cromatografia. La cantidad
absoluta del polipéptido diana se determina después a partir de (i) las intensidades pico en el espectro de masas del
polipéptido de fusion y el polipéptido diana vy (ii) las cantidades absolutas conocidas del polipéptido de fusién, en el
que dicho polipéptido de fusion tiene masa alterada en comparacién con dicho polipéptido diana.

Por lo tanto, se entiende que dicho segundo aspecto, que abarca de una forma mas concisa tanto el uso de un
polipéptido de fusién como una pluralidad de los mismos, se refiere a un método para crear un patréon cuantitativo,
comprendiendo dicho método las siguientes etapas: (a) proporcionar uno o una pluralidad de polipéptidos de fusion,
comprendiendo el polipéptido de fusion o cada uno de dichos polipéptidos de fusion, respectivamente, (i) al menos
una secuencia marcadora y (ii) una subsecuencia de un polipéptido diana para determinar de forma cuantitativa, en
el que, en la medida en que se proporciona dicha pluralidad de polipéptidos de fusion, todos los polipéptidos de
fusion comparten al menos una secuencia marcadora, obteniendo de este modo el patrén; (b) determinar las
cantidades absolutas de dichos polipéptidos de fusién (ba) afiadiendo al polipéptido de fusion o a uno de dichos
polipéptidos de fusién a la vez, respectivamente, una cantidad conocida de un polipéptido marcador que comprende
o consiste en la secuencia marcadora comprendida en el polipéptido de fusidon o compartida entre los polipéptidos de
fusion, respectivamente, de acuerdo con (a), en el que dicho polipéptido de fusion tiene masa alterada en
comparacioén con dicho polipéptido marcador, por ejemplo, dicho polipéptido de fusion y dicho polipéptido marcador
estan marcados con is6topo de forma diferente, (bb) realizando digestién proteolitica de la mezcla de un polipéptido
de fusion y dicho polipéptido marcador obtenido en la etapa (ba); (bc) sometiendo el resultado de digestion
proteolitica de la etapa (bb), opcionalmente después de cromatografia, a analisis espectrométrico de masas; y (bd)
determinando la cantidad absoluta de dicho polipéptido de fusién de (i) las intensidades pico en el espectro de
masas de polipéptido de fusidn y polipéptido marcador y (ii) dicha cantidad conocida de dicho polipéptido marcador,
obteniendo de este modo la cantidad absoluta del polipéptido de fusién o de uno de dicha pluralidad de polipéptidos
de fusion a la vez, respectivamente.
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En relacion con esto, en un tercer aspecto la presente invencion proporciona un método para determinar la cantidad
absoluta de uno o mas polipéptidos diana en una muestra, comprendiendo dicho método las siguientes etapas: (a)
opcionalmente realizar el método de acuerdo con el segundo aspecto; (b) afadir a dicha muestra el patréon
cuantitativo como se ha definido en el segundo aspecto; (c) realizar digestion proteolitica de la mezcla obtenida en la
etapa (b); (d) someter el resultado de digestion proteolitica de la etapa (c), opcionalmente después de cromatografia,
a analisis espectrométrico de masas; y (e) determinar las cantidades absolutas del polipéptido o los polipéptidos
diana de (i) las intensidades pico en el espectro de masas adquirido en la etapa (d) del polipéptido o polipéptidos de
fusion y polipéptidos diana vy (ii) la cantidad o las cantidades absolutas conocidas de dicho polipéptido o dichos
polipéptidos de fusién, en el que dicho polipéptido o dichos polipéptidos de fusién tiene/tienen la masa alterada en
comparacion con dicho polipéptido o dichos polipéptidos diana, por ejemplo, dichos uno o mas polipéptidos diana
esta/estan marcados con isétopos de forma diferente en comparacion con dicho polipéptido o dichos polipéptidos de
fusion.

Aunque la realizacion principal proporciona la cuantificacion absoluta de un polipéptido a partir de un Unico
experimento de masa, el segundo y tercer aspectos de la presente invencién se refieren a (i) la preparacion y
cuantificacion de un patron y (ii) al uso de este patron en la cuantificacion de uno o mas de una pluralidad de
polipéptidos comprendidos en una muestra. Resulta importante que dicho enfoque es susceptible de multiplexacion.
En otras palabras, no solamente uno, sino también una pluralidad de polipéptidos comprendidos en una muestra
puede determinarse conjuntamente de manera cuantitativa.

De acuerdo con el segundo aspecto, se proporciona uno o una pluralidad de polipéptidos de fusién. De acuerdo con
la etapa (b) del segundo aspecto, un polipéptido de fusién en el momento se combina con una cantidad conocida de
un polipéptido marcador. Esta mezcla binaria se somete a digestion proteolitica, a analisis espectrométrico de masas
y a cuantificacion para proporcionar la cantidad absoluta de uno de dichos polipéptidos de fusion a la vez.
Realizando la etapa (b) del segundo aspecto para uno, mas de uno o todos los polipéptidos de fusion comprendidos
en el patrén, el patrén se caracteriza cuantitativamente y puede usarse en un método de acuerdo con el tercer
aspecto de la presente invencion. EI método del segundo aspecto proporciona en la etapa (a) la fabricacion fisica del
patron cuantitativo y en la etapa (b) su caracterizacion en términos de cantidades absolutas del polipéptido o los
polipéptidos de fusion constituyentes. Los patrones cuantitativos preferidos también se denominan “mezcla maestra
PrEST” en el presente documento.

Un método de acuerdo con el tercer aspecto puede, de acuerdo con la etapa (a), incorporar el método para crear un
patron cuantitativo de acuerdo con el segundo aspecto de la invencion en su totalidad. Como alternativa, la etapa (a)
puede omitirse. En ese caso, se entiende que el patrén cuantitativo para afiadir de acuerdo con la etapa (b) se
caracteriza de acuerdo con la etapa (b) del segundo aspecto.

En consecuencia, en una realizacion, el patrén interno (es decir, el polipéptido de fusion) se cuantifica de este modo
en una primera etapa usando un patron interno del patron interno (es decir el polipéptido marcador), y una proteina
diana en una muestra se cuantifica en una segunda etapa posterior usando el patrén interno cuantificado (es decir el
polipéptido de fusiéon modificado en la primera etapa). La primera etapa puede llevarse a cabo en un sitio, tal como
en el local de la compaiiia proporcionando polipéptidos de fusion cuantificados, mientras que la segunda etapa se
lleva a cabo en otro sitio, tal como en un laboratorio en el que se cuantifican proteinas en muestras biolégicas para
fines de diagndstico.

Como se indica en el tercer aspecto, dichos uno o mas polipéptidos diana tienen la masa alterada, preferentemente
estan marcados con is6topo de forma diferente en comparacién con dichos polipéptidos de fusion. En otras palabras,
y en los casos en los que dichos polipéptidos de fusion no estén marcados con is6topos, es necesario preparar una
muestra en la que el o los polipéptidos diana comprendidos en la muestra estan marcados con isétopos. Por otro
lado, no surge un requisito para preparar una muestra marcada con isétopos para las realizaciones que quedan
dentro del tercer aspecto en el que dichos polipéptidos de fusién estan marcados con is6topo.

En una realizacion preferida se usa mas de un polipéptido de fusidon que comprende diferentes subsecuencias de un
polipéptido diana en dicha muestra. De acuerdo con esta realizacién, en la cuantificacién de un polipéptido diana
dado se usa mas de un polipéptido de fusion. Este aspecto se describe adicionalmente en los ejemplos incluidos con
la presente y proporciona precision mejorada y significacion estadistica.

En una realizacién preferida adicional, uno o dos marcadores estan presentes en dichos polipéptidos de fusion,
seleccionandose dicho marcador o dichos marcadores de un marcador de purificacion y un marcador de solubilidad.
Esta realizacion acepta la presencia conjunta de dos marcadores diferentes. Se describen adicionalmente
posteriormente realizaciones preferidas de uno de los marcadores. Se entiende que el marcador de solubilidad se
usa preferentemente como un marcador de cuantificacion (“secuencia marcadora”) de acuerdo con los métodos de
la presente invencion.

Dicha muestra puede comprender células y/o fluidos corporales. Dichas células pueden ser de diversos tipos o de un
solo tipo. Ademas, las células pueden incluirse en uno o mas tejidos. En la medida en que se prevén células
humanas, se prefiere que dicha célula humana no se obtenga de un embrién humano, en particular no mediante
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métodos que impliquen la destruccion de un embrién humano. Por otro lado, estan al alcance del experto en la
materia células madre embrionarias humanas. En consecuencia, la presente invencion puede realizarse con células
madre embrionarias humanas sin ninguna necesidad de usar o destruir un embrién humano. La muestra puede
comprender uno o mas fluidos corporales, seleccionandose preferentemente dichos fluidos corporales de sangre,
suero sanguineo, plasma sanguineo, leche materna, liquido cefalorraquideo, moco, liquido peritoneal, liquido
pleural, saliva, semen, sudor, lagrimas, secrecion vaginal y orina.

En una realizacién adicional preferida, dicha adicion se efectia antes de la digestion proteolitica de los polipéptidos.
Esta realizacion se refiere a los casos en los que la muestra a analizar comprende o consiste en células. Dicha
adicion se refiere a la adicion de un polipéptido de fusién y de un polipéptido marcador de acuerdo con la realizacion
principal, o a la adicién del patrén cuantitativo de acuerdo con el tercer aspecto de la invencién. En cualquier caso, la
adicién temprana de acuerdo con esta realizacion posibilita que los métodos compensen cualquier sesgo
posiblemente introducido por la preparacion y el procesamiento de muestras, en particular por la etapa de digestion
proteolitica. Esta es una ventaja adicional en comparacion con los métodos de la técnica anterior que requieren una
adicion tardia del patrén durante el flujo de trabajo.

En una realizacion adicional preferida se usan entre dos y 500 polipéptidos de fusiéon. Como se ha indicado
anteriormente, el segundo y tercer aspecto de la invencion proporcionan multiplexacion. Los numeros preferidos de
polipéptidos de fusién para usar en cada caso del método son entre 2 y 200, tal como entre 2 y 100, incluyendo
cualquier valor entero incluido por estos limites inferior y superior tal como 50 polipéptidos de fusion. Los ejemplos
incluidos con la presente proporcionan una explicacion de rendimiento excelente cuando se usan 43 polipéptidos de
fusion.

En una realizacién adicional preferida, en cada uno de dichos polipéptidos de fusién esta presente un marcador de
solubilidad. Un marcador de solubilidad preferido consiste en la secuencia de SEQ ID NO: 1. La secuencia de SEQ
ID NO: 1 es particularmente ventajosa porque las secuencias obtenidas por digestion triptica del proteoma humano
por un lado y de la SEQ ID NO: 1 por otro lado son distintas. En otras palabras, una digestion triptica de la secuencia
SEQ ID NO: 1 produce péptidos ninguno de los cuales se obtiene de una digestion triptica del proteoma humano. Lo
mismo se aplica a al menos la mayoria de péptidos obtenidos de la secuencia SEQ ID NO: 1 cuando las otras
enzimas preferidas, como se desvela en el presente documento, se usan para digestion proteolitica.

En una realizacion preferida adicional, dicha subsecuencia de un polipéptido (a) consiste en de 15 a 205
aminoacidos; (b) comprende un péptido proteotipico; y/o (c) se selecciona para tener identidad de secuencia minima
con otras proteinas, excluye péptidos sefial y/o excluye secuencias de regiones transmembrana. La subsecuencia
indicada en esta realizacion es la subsecuencia de un polipéptido diana comprendida en el polipéptido de fusién de
acuerdo con la presente invencion. La caracteristica (a) proporciona un intervalo de longitud preferido de dicha
subsecuencia. En el presente documento se desvelan longitudes e intervalos de longitud preferidos adicionales, en
particular en la descripcion del cuarto aspecto de la invencién. Dicha divulgacion se aplica cambiando lo que deba
cambiarse a la presente realizacion preferida. Debe observarse que dicho intervalo de longitud esta por encima del
intervalo de longitud observado para péptidos tripticos. Como consecuencia, la presente invencion se diferencia de
los métodos de la técnica anterior en que utilizan, por ejemplo, péptidos tripticos u otros péptidos que no son
susceptibles de escision por la enzima proteolitica a usar para digestion proteolitica. Provechosamente, y como se
ha indicado anteriormente, las subsecuencias en este intervalo de longitud dan lugar a una pluralidad de péptidos
tras digestion proteolitica, potenciando de este modo la precision de la cuantificacion.

El término “proteotipico” como se usa en este contexto especifico, se refiere a péptidos que se observan
frecuentemente o siempre en el espectro de masas de un polipéptido dado que comprende dicho péptido
proteotipico.

De acuerdo con la parte (c) de esta realizacion preferida, se proporcionan caracteristicas adicionales que se refieren
a la individualidad de dicha subfrecuencia (identidad de secuencia minima con otras proteinas, en particular con
otras proteinas de mismo proteoma) o a la manipulacién y/o deteccion facil (exclusion de péptidos sefial y
segmentos transmembrana).

Dicha cantidad absoluta conocida de dicho polipéptido marcador puede determinarse por analisis de aminoacidos.
Anteriormente en el presente documento se han descrito medios y métodos de analisis de aminoacidos preferidos.

En una realizacion preferida, dicho polipéptido de fusién consiste en de 35 a 455 restos de aminoacidos y
comprende (i) una region diana, que es un fragmento del polipéptido diana y (ii) una regién marcadora, que no es un
fragmento del polipéptido diana, dicha region diana consiste en de 15 a 205 restos de aminoacidos y comprende al
menos dos regiones de identificacion; dicha region diana consiste en de 20 a 250 restos de aminoacidos y
comprende al menos dos regiones de identificacion; y cada region de identificacion tiene la estructura Y-Z-Xs.08-Y-Z,
en la que todas las Y se seleccionan de uno de (i)-(iv), en los que (i) es Ro K, (ii)es Y, F, Wo L, (iii) es E y (iv) es D,
y cada X y cada Z son de forma independiente cualquier resto de aminoacido, siempre que los Z no sean P silos Y
se seleccionan de (i)-(iii); cada region de identificacion comprende al menos un resto de aminoacido que comprende
un is6topo pesado.
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Como a lo largo de la memoria descriptiva, el polipéptido diana puede ser cualquier polipéptido, en particular un
polipéptido de origen natural en el proteoma de cualquier organismo o célula en cualquier estado. Las dos regiones
comprendidas en el polipéptido de fusidén de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencion se seleccionan de modo
que cada una de ellas comprenda al menos dos elementos estructurales especificos denominados “regiones de
identificacion”. Resulta importante que los aminoacidos N y C terminales de cada region de identificacion se
seleccionan de modo que se reconozcan por una proteasa adecuada para el protocolo de espectrometria de masas
descrito en el presente documento. Los aminoacidos de (i)-(iv) se basan por lo tanto en la selectividad de las
siguientes proteasas: tripsina, que escinde en el lado carboxilo de restos de arginina (R) y lisina (K) a no ser que
esté seguido de prolina (P); quimotripsina, que escinde el lado carboxilo de restos de tirosina (Y), fenilalanina (F),
triptéfano (W) y leucina (L) a no ser que esté seguido de prolina (P); Lys-C, que escinde en el lado carboxilo de
restos de lisina (K) a no ser que esté seguido de prolina (P); Glu-C, que escinde en el lado carboxilo de restos de
glutamato (E) a no ser que esté seguido de prolina (P); Arg-C, que escinde en el lado carboxilo de restos de arginina
(R) a no ser que esté seguido de prolina (P); y Asp-N, que escinde en el lado amino de restos de aspartato (D). Este
principio de disefio de los polipéptidos de fusion asegura que, tras la digestion proteolitica, se obtienen al menos dos
productos proteoliticos con masa alterada de la region diana y marcadora, respectivamente. Debe entenderse que el
mismo resto Y puede constituir el extremo carboxilico de una primera region de identificacion y el extremo amino de
una segunda region de identificacion.

La expresion general “de masa alterada” se usa en el presente documento como se ha definido anteriormente.
Preferentemente, se refiere a una frecuencia de al menos un is6topo que se desvia de la frecuencia o las
frecuencias de origen natural del mismo, preferentemente para la aparicién exclusiva de al menos un isétopo
pesado, seleccionandose preferentemente isétopos pesados de D, 3c y N,

En una realizacion preferida del polipéptido de fusién de la invencion, dicha regiéon marcadora o dicho polipéptido
marcador, respectivamente, corresponde a, es decir, comprende o consiste en un marcador de solubilidad o un
fragmento del mismo, seleccionandose dicho marcador de solubilidad de proteina de uniéon a maltosa (MBP,
acrénimo del inglés Maltose-Binding Protein), glutation-S-transferasa (GST), tiorredoxina (Trx), sustancia de
utilizacion de N (NusA), modificador de ubiquitina pequefio (SUMO, acrénimo del inglés Small Ubiquitin-Modifier), un
marcador potenciador de solubilidad (SET, acronimo del inglés Solubility-Enhancing Tag), una proteina C formadora
de disulfuro (DsbC, acrénimo del inglés Disulfide forming protein C), proteina de diecisiete kilodalton (Skp, acréonimo
del inglés Seventeen kilodalton protein), proteina quinasa de fago T7 (T7PK), dominio B1 de proteina G (GB1),
dominio de repeticion ZZ de IgG de proteina A (ZZ) y proteina de unién a albumina (ABP, acrénimo del inglés
Albumin Binding Protein). En la técnica se conocen las estructuras de estos marcadores de solubilidad y los expertos
en la materia disponen facilmente de ellas. A partir de la definicion anterior se deduce que el marcador de solubilidad
(o fragmento del mismo) tiene la masa alterada cuando constituye la region marcadora del polipéptido de fusion del
cuarto aspecto.

Preferentemente, dicho fragmento se elige de modo que las propiedades que confieren solubilidad se conserven o
no se comprometan significativamente. El experto en la materia puede determinar si esto sucede sin mas dilacion,
por ejemplo, realizando ensayos de solubilidad con respecto a construcciones de fusion que comprenden un
polipéptido de ensayo por un lado y el marcador de solubilidad en cuestidon o un fragmento del mismo por otro lado.
Comparando la solubilidad de construcciones que comprenden el marcador de solubilidad completo con
construcciones que comprenden un fragmento del mismo, se puede determinar si se conservan, y en qué medida,
las propiedades que confieren solubilidad por parte del fragmento en cuestion.

Por las razones analizadas anteriormente, las secuencias de las al menos dos regiones de identificacion de la region
marcadora son, de acuerdo con una realizacion, distintas de cualquier secuencia derivable del proteoma humano por
medio de protedlisis.

El polipéptido de fusion puede usarse, por ejemplo, en un diagndstico de una afeccion médica en un sujeto que
comprende la cuantificacion ex vivo de un polipéptido diana en una muestra del sujeto. Siempre que se analicen
muestras humanas, puede ser beneficioso si la region marcadora no es un polipéptido humano. Por lo tanto, en una
realizacion del cuarto aspecto, la secuencia de aminoacidos de la region marcadora no es una secuencia de
aminoacidos de una proteina humana o un fragmento de la misma. Como las proteinas humanas pueden tener alta
homologia con las proteinas de otros eucariotas, puede preferirse particularmente si la region marcadora tiene la
secuencia de aminoacidos de una proteina procariota (por ejemplo bacteriana) o un fragmento de la misma.

Como ya se ha indicado anteriormente, una regién marcadora o un polipéptido marcador particularmente preferidos
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1.

Se describe que dicha regiéon marcadora consiste en de 40 a 150 aminoacidos, e independientemente dicha region
diana consiste en de 20 a 150 aminoacidos, tal como de 25 a 100 aminoacidos. Ademas, se prefiere que el
polipéptido de fusién consista en 80 a 300, mas preferentemente de 100 a 200 aminoacidos.

Se describe que dicha regién diana, independientemente dicha regiéon marcadora, comprende al menos 3, tal como
al menos 4, 5, 6, 7 u 8 regiones de identificacion. Estas realizaciones preferidas proporcionan un nimero creciente
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de productos proteoliticos para formar a partir de cada una de dichas regiones cuando dicho polipéptido de fusion se
pone en contacto con una enzima proteolitica, detallandose adicionalmente mas adelante enzimas proteoliticas.

Se describe que cada region de identificacion comprende independientemente al menos 2, tal como al menos 3 o0 4
restos de aminoacidos que comprenden un isétopo pesado.

Se ha descubierto que LysC y tripsina son enzimas proteoliticas particularmente adecuadas (véase, por ejemplo, los
ejemplos posteriores). De acuerdo con una realizacion preferida adicional, dichas Y se seleccionan por lo tanto de R
y K.

Como se ha indicado anteriormente, los is6topos pesados preferidos deben seleccionarse de deuterio (D), °C y "N.

Normalmente, los restos de aminoacidos que comprenden un is6étopo pesado del polipéptido de fusion comprenden
mas de un isétopo pesado. Puede preferirse un nimero mayor de is6topos pesados incorporados, ya que
proporciona un mayor desplazamiento de masa. El al menos un resto de aminoacido que comprende un isétopo
pesado puede seleccionarse de L-arginina-1306, L-arginina-130615N4, L-ar inina-130615N4D7, L-arginina-15N4D7, L-
arginina-'°Ns, L-lisina-">Cs'°Ny, L-lisina-"°N,, L-lisina-">Cs, L-lisina-"3Cs'°NyDo, L-lisina-'°N2Dg, L-lisina-Da, L-
metionina-”CDg, L-tirosina-1309, L-tirosina-"°N y L-tirosina-"Co'°N. Dichos aminoacidos marcados con isétopos
pesados se conocen bien en la técnica y estan disponibles de una diversidad de fabricantes. El uso de uno o mas de
estos aminoacidos se prefiere para cualquier esquema de marcaje y patrones de acuerdo con la presente invencion.
En un modo preferido, todas las lisinas y argininas se marcan de modo que los péptidos tripticos contengan
tipicamente un aminoacido marcado ya que la tripsina se escinde especificamente en direccion C terminal en
arginina y lisina.

El polipéptido de fusién comprende ademas un marcador de purificacion.

Ademas, para permitir una expresion eficaz del polipéptido de fusion, se prefiere que la regién diana del polipéptido
de fusion no corresponda a una region transmembrana del polipéptido diana. Ademas, también se prefiere que la
region diana del polipéptido de fusion no corresponda a un péptido sefial del polipéptido diana, ya que los péptidos
sefal con frecuencia se escinden en una versién madura del polipéptido diana.

Los marcadores de purificacion preferidos deben seleccionarse de marcador His, marcador FLAG, marcador SBP,
marcador myc y marcador OneStrep.

Para un usuario que cuantifica una o mas proteinas o polipéptidos diana de una muestra de acuerdo con la presente
divulgaciéon, puede ser conveniente obtener el polipéptido o los polipéptidos de fusion necesarios para la
cuantificacion precargada en una fase soélida adecuada para la digestion proteolitica. Dicha fase sélida puede ser un
soporte soélido, una columna o un filtro. Preferentemente, la cantidad de polipéptidos de fusién en dicho soporte en la
columna esta predeterminada. Por lo tanto, la etapa de anadir a la muestra el polipéptido o los polipéptidos de fusiéon
no esta en manos del usuario, lo que también reduce el riesgo de error humano en el procedimiento. Se describe por
tanto una columna en o sobre la que se dispone al menos un polipéptido de fusién. Los medios de disposicion estan
dentro de la experiencia del experto en la materia e incluyen union covalente asi como adsorcidon o absorcion no
covalente.

Una enzima proteolitica tal como tripsina, quimotripsina, Lys-C, Glu-C o Asp-N también puede disponerse en o sobre
la columna. Cuando se usa dicha columna, el usuario no tiene que afadir la enzima proteolitica para la digestion, lo
que puede ser conveniente y reducir adicionalmente el riesgo de error humano. De acuerdo con una realizacion, el
polipéptido o los polipéptidos de fusién se separan de la enzima proteolitica en el soporte/en la columna para
prevenir cualquier digestion proteolitica antes de afiadirse la muestra.

También se describe un kit que comprende: (a) al menos un polipéptido de fusion de acuerdo con el cuarto aspecto;
y (b) (i) un segundo polipéptido que comprende o consiste en la misma secuencia de aminoacidos que la region
marcadora como se define de acuerdo con el cuarto aspecto pero que tiene marcaje isotépico diferente en
comparacioén con dicha regién marcadora y/o (ii) una enzima proteolitica, tal como tripsina, quimotripsina, Lys-C, Glu-
C o Asp-N. La combinacién de los productos necesarios para el protocolo de cuantificacion descrito en el presente
documento en un kit puede proporcionar reproducibilidad aumentada y riesgo reducido de error humano por parte de
los usuarios. El segundo polipéptido del sexto aspecto puede estar, por ejemplo, “no marcado”. También puede ser
de “peso medio” o “peso extrapesado”. Dichas realizaciones se han analizado anteriormente en relacién con los
aspectos del método.

El al menos un polipéptido de fusiéon puede disponerse en o sobre una columna como se describe anteriormente.
Dicho segundo polipéptido puede proporcionarse en una cantidad absoluta conocida.

Se describe el uso de un patrén cuantitativo como se define en el segundo aspecto o de un polipéptido de fusion

como se describe anteriormente como una referencia en una cuantificacion de polipéptido diana. Dicha
cuantificacion puede efectuarse por espectrometria de masas.
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Las figuras muestran:

Figura 1: Flujo de trabajo esquematico para la determinacion precisa de concentraciones de PrEST. La
ABP pesada o ligera se expresa de forma recombinante en una cepa de E. coli auxotréfica y se purifica usando
el marcador OneStrep C terminal. La ABP marcada pesada, cuya concentracion se mide por separado por
analisis de aminoacidos, y el PrEST se mezclan entre si y se realiza una digestion en solucion. Los péptidos se
miden con un procesamiento de CL EM/EM corto en un espectrometro de masas de mesa y la concentracion de
PreEST se determina con precision por la relacion de SILAC de los péptidos de ABP que se originan del PrEST y
la ABP.

Figura 2: Precision de la cuantificacion de ABP. (A) Representacion de densidad de la distribucién global de
los 43 coeficientes de variacion (CV) de los péptidos de ABP medidos en un espectrometro de masas de mesa
Exactive. (B) Proteinas ejemplares representativas que muestran las relaciones de los péptidos de ABP y sus
coeficientes de variacion (CV).

Figura 3: Relacion de péptidos a lo largo de las secuencias de PrEST. La mezcla maestra de PrEST se
afnadié al lisado de una linea celular de cancer y se midié frente a la proteina enddégena. Las relaciones de
péptidos se extrajeron para cuantificar las proteinas. Se representa la variacion de las relaciones de péptidos a lo
largo de la secuencia. Los péptidos solapantes se deben a escisiones ausentes.

Figura 4: Reproducibilidad del procedimiento de cuantificacion absoluto. Se realizaron tres experimentos
de cuantificacion independientes para ejemplos representativos, en los que la preparacion de mezcla maestra asi
como la cuantificacion de PrEST se realizaron de forma independiente. Las barras reflejan la mediana de las
relaciones de péptidos para cada proteina.

Figura 5: Numeros de copias de proteinas determinados por célula de HelLa. La representacion de puntos
muestra los niUmeros de copias de proteinas por célula medidos en tres experimentos independientes. Las barras
de error corresponden a los CV. Se cuantificaron proteinas con nimeros de copias que variaban de 4.000 a
20.000.000 por célula (véase también la Tabla 2).

Figura 6: Cuantificacion directa de una unica proteina en lisado celular de HelLa. (A) Principio de la
estrategia “individual” para la cuantificacion directa de una uUnica proteina. En el mismo experimento, las
relaciones de péptidos de SILAC que se mapean en el marcador de cuantificacion de ABP determinan la
cantidad de PrEST mientras que las relaciones de SILAC que se mapean en la region especifica de proteina de
la construccion de PrEST determinan el nivel de las proteinas enddgenas. El experimento puede realizarse con
células marcadas pesadas de SILAC, construccion de PrEST no marcado y marcador de ABP marcado pesado
(lado izquierdo) o viceversa (lado derecho). (B) Determinacion individual de cantidad de proteina absoluta. En el
flujo de trabajo representado en el presente documento, una construccion de PrEST no marcada asi como un
marcador de ABP marcado pesado se afiaden ambos a lisado celular de HelLa antes de la digestion. (C)
Comparacion de numeros de copias obtenidos del experimento de “mezcla maestra” con los de los experimentos
individuales para tres proteinas diferentes. Las barras de error son desviaciones tipicas de la media de
mediciones por triplicado.

Figura 7: Cuantificacion absoluta usando PrEST pesados. (A) Comparacién de los ndmeros de copias
obtenidos cuantificando PrEST ligeros frente a lisado celular pesado marcado con SILAC (simbolos negros)
frente a cuantificacion de PrEST pesados frente a lisado celular no marcado (simbolos rojos). (B) Valores
mostrados en A pero representados como una grafica de dispersion.

Figura 8: Comparacion de cuantificacion basada en SILAC-PrEST y ELISA. Se cuantificé el protooncogén c-
Fos (A) y la Estratifina (B) mediante ELISA para evaluar la cuantificacion absoluta de SILAC-PrEST. Se
compararon diferentes tampones compatibles con ELISA y lisados celulares filtrados frente a no filtrados.

Figura 9: Cuantificacion absoluta de la integrina beta 3, talina 1 y kindlina 3 en ratones diferentes. (a) La
integrina y sus coactivadores agrupados entre si. (b) Los niveles de expresion decrecientes de kindlina 3 en
comparacioén con los ratones de tipo silvestre.

Los ejemplos ilustran la invencion:
Ejemplo 1: materiales y métodos

Marcadores de identificacion de epitopos proteicos - Los fragmentos proteicos cortos, es decir, las subsecuencias de
polipéptidos diana, se produjeron con alto rendimiento por el Human Protein Atlas en el que se usan como antigenos
para la produccion de anticuerpos (18, 19). Brevemente, se disefiaron marcadores de identificacion de epitopos
proteicos (PrEST) adecuados que representan regiones Unicas de cada proteina diana usando la secuencia del
genoma humano como molde (EnsEMBL). Se seleccionaron PrEST unicos con un tamafio entre 50 y 150
aminoacidos y baja homologia con ofras proteinas humanas, incluyendo similitudes de tamafio de epitopo y dominio
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con otras proteinas, péptidos sefial y regiones transmembrana (18). La clonacién, expresion y purificacion de
proteinas se realizaron como se ha descrito previamente (19, 20). Para almacenamiento éptimo se liofilizaron PrEST
y se disolvieron en urea 8 M y se almacenaron a -20 °C hasta su uso posterior. Para determinar que los PrEST
tenian un homologo enddégeno en células Hela, se seleccionaron 50 proteinas distribuidas sobre el intervalo de
abundancia de un proteoma de HelLa que se habian medido a una profundidad de aproximadamente 4.000
proteinas. Las proteinas se seleccionaron independientemente de clases de proteinas especificas, localizaciones
celulares o funciones. De estas 50 proteinas, 43 estaban facilmente disponibles del proceso de Protein Atlas en
forma expresada de forma recombinante. Para experimentos de multiplexacion estos 43 PrEST se mezclaron entre
si, cada uno a la concentracién apropiada. Esta “mezcla maestra” después se afiadio a lisados celulares.

Cultivo celular - Para marcaje de SILAC, se cultivaron células HeLa en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(Invitrogen) que contenia suero bovino fetal dializado al 10 % (Gibco) y penicilina/estreptomicina (Gibco). Se
afadieron arginina pesada (Arg10 de alta pureza, Cambridge Isotope Laboratories) y lisina pesada (Lys8 de alta
pureza, Cambridge Isotope Laboratory) a una concentracion final de 33 pug/ml o 76 pg/ml, respectivamente. Después
de seis pases las células se marcaron completamente como se evalud por espectrometria de masas. Las células se
contaron usando un contador celular Countess (Invitrogen) y se congelaron instantdneamente alicuotas de 106
células y se almacenaron a -80 °C.

Expresion de proteinas de purificacion de ABP (proteina de union a albumina) - el vector de expresion pAff8c
(Human Protein Atlas) se modificdé mediante clonacion de SLIC (21) insertando un marcador de afinidad OneStrep en
el extremo C terminal de la proteina de unién a albumina (ABP). Para expresar ABP marcado pesado en E. coli, se
usO una cepa de expresion auxotrofica para arginina y lisina (33). Los cultivos se dejaron crecer en medio de
autoinduccion minimo PA5052 como se ha descrito previamente en (22) pero con la adicion de 18 aminoacidos
normales (“ligeros”) y arginina y lisina pesada. Los cultivos se dejaron crecer durante una noche y se recogieron a
una DO600 de aproximadamente 5,7. Se lisaron células E. coli en Tris 100 mM, NaCl 150 mM e inhibidor de
proteasa (Roche) usando un Bioruptor (Diagenode). Se retiraron los residuos celulares por centrifugacion y se
purificd ABP soluble usando cromatografia de afinidad en una columna StrepTap Hitrap (GE Healthcare) acoplada a
un sistema de AKTA. La pureza de la proteina se evalué por espectrometria de masas mediante una digestién en
solucion seguida de CL EM/EM. Las abundancias de ABP y contaminantes se estimaron afiadiendo la sefal para
sus péptidos mas intensos. ABP se dializé en PBS, se separd en alicuotas, se congeld instantaneamente y se
almacend a -80 °C. La concentracion de ABP purificada se midié por analisis de aminoacidos (Genaxxon BioScience
GmbH).

Preparacion de muestras - Se lisaron células HelLa en Tris 100 mM, SDS 4 %, DTT 100 mM, se incubaron durante
5min a 95 °C y se rompieron usando un Bioruptor. El lisado se elimind por centrifugacion mediante filtros SpinX
(22 ym, Corning). Los PrEST se afiadieron a concentraciones apropiadas (véase texto principal) a células HelLa
marcadas y las muestras se procesaron adicionalmente por el método de FASP (23). Brevemente, se capturaron
proteinas en un filtro de 30 kDa y se intercambié SDS con un tampdn que contiene urea. Las proteinas se alquilaron
con yodoacetamida y se tripsinizaron (Promega). Se realizdé separacion de péptidos adicional usando fraccion seis
basada en pipeta SAX como se describe (24).

Los PrEST y ABP se mezclaron y se solubilizaron en tampén de desnaturalizacion (urea 6 M, tiourea 2 M en HEPES
10 mM, pH 8), se redujeron con DTT y se alquilaron posteriormente con yodoacetamida. La mezcla de proteinas se
digirié con LysC (Wako) durante 3 h, se diluyé con bicarbonato de amonio y se digirié adicionalmente con tripsina
durante una noche. La digestion se detuvo acidificando con TFA y se desalé en StageTips de disco Empore -Cig
(25).

Cromatografia liquida y espectrometria de masas - Se realizé analisis de los PrEST ligeros afiadidos a células HelLa
en un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) acoplado a una nano—-HPLC Easy mediante
una fuente de iones de nanoelectropulverizacion (Proxeon Biosystems, ahora Thermo Fisher Scientific). Los péptidos
se separaron en un emisor de silice fusionado de 15 cm empaquetado de forma interna con material de fase inversa
resina ReproSil-Pur 120 C18-AQ de 3 ym (Dr. Maisch GmbH) y se eluyd con un gradiente de 205 min de tampén B
5-35 % (acetonitrilo 80 %, acido acético 0,5 %). El espectrometro de masas se operd de una manera dependiente de
los datos para medir automaticamente EM y EM/EM consecutivas. Se adquirieron espectros de EM de exploracion
completa de LTQ-Orbitrap (desde 300 a 1650 m/z) con una resolucion de 60.000 a m/z 400. Los siete iones mas
abundantes se aislaron secuencialmente y se fragmentaron en la trampa de iones lineal usando disociacién inducida
por colisién (CID) seguida de andlisis en la trampa de iones lineal.

El analisis de los PrEST afadidos a las células HelLa se realizé en un espectrémetro de masas LTQ-Orbitrap Velos
(Thermo Fisher Scientific) acoplado a una nano-HPLC Easy mediante una fuente de iones de
nanoelectropulverizacion (Thermo Fisher Scientific). Los péptidos se separaron en una columna de 20cm
empaquetada de forma interna usando resina C18-AQ de 1,8 uym (Dr. Maisch GmbH) y se eluyeron con un gradiente
de 205 min de tampdn B 5-35 %. El espectrémetro de masas se operd de una manera dependiente de datos para
medir automaticamente EM y 10 EM/EM consecutivas aplicando disociacion de colision de mayor energia (HCD)
(34). Se adquiriendo espectros de EM de exploracion completa LTQ-Orbitrap (de 100 o 300 a 1650 m/z) con una
resolucion de 60.000 a m/z 400.
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Los péptidos PrEST-ABP se analizaron en linea con el instrumento Exactive con opcion de HCD (Thermo Fisher
Scientific) usando la misma preparacion de nano-HPLC que se ha descrito anteriormente. Los péptidos se eluyeron
con un gradiente lineal con tampdn B 5-30 % durante 40 min. El espectrometro de masas Exactive identifico péptidos
con fragmentacion de todos los iones (AIF) realizando exploraciones de EM alternantes (300-1.600 m/z) de los iones
precursores y todas las exploraciones de fragmentacion de iones (100-1.600 m/z) usando fragmentacién de HCD por
etapas (26). Ambas exploraciones se adquirieron a una resolucién de 100.000 a m/z 200.

Anélisis de datos - Se analizaron datos adquiridos con MaxQuant (27) (version 1.1.1.36) usando la base de datos IPI
humana (v 3.68 — 87.083 entradas). Se afiadieron contaminantes habituales y la secuencia del marcador de
solubilidad de ABP a esta base de datos. Para identificacion de péptidos se usé Andromeda, un motor de busqueda
probabilistico incorporado en el marco de MaxQuant (28). Se incluy6 la carbamidometilacion de cisteina en la
busqueda como una modificacion fija y se incluyeron oxidacion de metionina asi como acetilacion N terminal como
modificaciones variables. Se permitieron dos escisiones erroneas y se requirid un minimo de seis aminoacidos por
péptido identificado. La tolerancia de masa inicial para iones precursores o iones de fragmentos se establecié en
6 ppm y se permitid que las masas de fragmentos se desviaran hasta 0,5 Th. Para evaluacion estadistica de los
datos obtenidos, se usaron la probabilidad de error posterior y tasa de falso descubrimiento (FDR). La FDR se
determind buscando en una base de datos inversa y se establecié a 0,01 para identificacion de péptidos.

Los datos de AIF se procesaron como se ha descrito anteriormente excepto que se analizaron hasta 50 picos por
100 m/z con una tolerancia de 15 ppm. La masa de ion precursor se igual6 a los candidatos de iones de fragmentos
posibles basandose en el valor de correlacion de coseno de al menos 0,6 (26).

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas - Se llevaron a cabo mediciones de cantidades absolutas de
protooncogén c-Fos y estratifina (14-3-3 o) por ELISA. Los kits se obtuvieron de USCNK Life Science y se realizaron
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células HelLa se lisaron en PBS, RIPA 1 (Tris 50 mM pH 7,5,
NaCl 150 mM, NP-40 1 %) o RIPA 2 (Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, NP-40 1 %; SDS 0,1 %) con inhibidores de
proteasa. Las células se rompieron por 3 ciclos de congelacidon-descongelacion y sonicacion usando el Bioruptor.
Para el ELISA las muestras se diluyeron 1:10. La actividad de fluorescencia se midié por un lector de microplacas
(Tecan) y se convirtié a concentracion real por una curva patron.

Ejemplo 2: cuantificacion absoluta de proteinas en células HeLa

A diferencia de la cuantificacion relativa, puede efectuarse cuantificacion absoluta como un proceso de dos etapas
que requiere en primer lugar la medicion de la cantidad absoluta del patron y en segundo lugar la cantidad relativa
del patrén en comparacion con el analito de interés. La determinacién y el control posterior del nivel del patron no
son de ninguna manera ftriviales y puede ser facilmente la etapa que limite la precision global del enfoque.
Posteriormente, se describe en primer lugar un método genérico para determinar la cantidad absoluta de cada
PrEST con alta precision.

Después se construye una “mezcla maestra” de diferentes PrEST y se evalla la capacidad del método de SILAC -
PrEST para cuantificar con precision proteinas celulares. Después se aplica la mezcla maestra para determinar los
numeros de copias de 37 proteinas en una linea celular de cancer. Finalmente, se describe un flujo de trabajo
alternativo para la cuantificacion de proteinas individuales de interés, en el que las dos etapas se combinan en un
analisis de CL EM/EM.

Medicién precisa de concentraciones de PrEST - Cada PrEST ya esta fusionado con el dominio de unién a albumina
(ABP), un marcador de solubilizacién de 120 aminoacidos. La digestién por ordenador de ABP da como resultado 40
péptidos dipticos con una longitud de entre 6 y 30 aminoacidos (Tabla Complementaria 1). Se expres6 de forma
recombinante una versién marcada con SILAC pesado del marcador proteico ABP. Cuando fue necesario, se usé un
enfoque de afinidad doble, basado en un marcador de His en el N terminal y un marcador de OneStrep en el C
terminal para generar un fragmento proteico muy purificado y para asegurar que solamente se obtenia ABP de
longitud completa. La concentracion absoluta de fragmento de proteina ABP se determind por andlisis de
aminoacidos, que es el método mas preciso para la cuantificaciéon de proteinas, pero que solamente es aplicable a
proteinas muy purificadas en cantidades relativamente grandes. La incorporacion de SILAC pesado en ABP fue del
99 % y su pureza fue de aproximadamente el 97 %, como se valoré por espectrometria de masas (véase
procedimientos experimentales). Debido a que estos dos factores actuan en una direccion compensatoria y debido al
pequefo tamafo del efecto, la concentracion medida de ABP no se ajusté para ellos.

Tabla Complementaria 1: todos los péptidos ABP detectados en los ciclos de AIF. Todos los péptidos por
ordenador del marcador de solubilidad ABP asi como los péptidos identificados cuando se determind la
concentracion precisa del PrEST (véase Figura 1) para las tres mezclas maestras.

Secuencia peptidica Longitud Masa  Escision ausente Detectado
TVEGVK 6 631,354 0 X
NLINNAK 7 785,440 0 X
SIELAEAK 8 859,465 0 X
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Secuencia peptidica Longitud Masa  Escision ausente Detectado
YGVSDYHK 8 967,440 0 X
YGVSDYYK 8 993,444 0 X
VLANRELDK 9 1056,593 1 X
SQTPAEDTVK 10 1074,519 0 X
DLQAQWESAK 11 1186,619 0 X
GSHMASIAEAK 11 1100,528 0

DLQAQWESAKK 12 1314,714 1 X
EIDKYGVSDYHK 12 1452,689 1 X
ELDKYGVSDYYK 12 1478,693 1 X
ISEATDGLSDFLK 13 1394,693 0 X
NLINNAKTVEGVK 13 1398,783 1

SIELAEAKVLANR 13 1412,799 1
DLQAQWESAKKAR 14 1541,853 2
ARISEATDGLSDFLK 15 1621,831 1 X
YGVSDYHKNLINNAK 15 1734,869 1
YGVSDYYKNLINNAK 15 1760,873 1
GSHMASLAEAKVLANR 16 1653,862 1
KARISEATDGLSDFLK 16 1749,926 2 X
MGSSHHHHHHSSGLVPR 17 1898,882 0
SIELAEAKVLANRELDK 17 1898,047 2 X
TVEGVKDLQAQWESAK 17 1799,963 1 X
VLANRELDKYGVSDYHK 17 2006,022 2 X
VLANRELDKYGVSDYYK 17 2032,027 2 X
SQTPAEDTVKSIELAEAK 18 1915,974 1 X
TVEGVKDLQAQVVESAKK 18 1928,058 2 X
ELDKYGVSDYHKNLINNAK 19 2220,118 2
ELDKYGVSDYYKNLINNAK 19 2246,122 2
GGGSGGGSGGSAWSHPQFEK 20 1845,803 0
GSHMASLAEAKVLANRELDK 20 2139,111 2
YGVSDYHKNLINNAKTVEGVK 21 2348,213 2
YGVSDYYKNLINNAKTVEGVK 21 2374,217 2
ISEATDGLSDFLKSQTPAEDTVK 23 2451,202 1 X
SQTPAEDTVKSIELAEAKVLANR 23 2469,308 2
NLINNAKTVEGVKDLQAQWESAK 24 2567,392 2
ARISEATDGLSDFLKSQTPAEDTVK 25 2678,34 2 X
AUDEILAALPGTFAHYGSAWSHPQFEK 28 3068,54 0
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASLAEAK 28 2981,4 1

La CL EM/EM de ABP revelé de hecho muchos péptidos tripticos facilmente detectables (véase posteriormente).
Cada uno de los 43 PrEST del proyecto de Protein Atlas se mezcld por separado con una cantidad conocida de ABP
marcado como se perfila esquematicamente en la Figura 1 para permitir un experimento de CL- EM/EM de SILAC.
Como este experimento requiere un ciclo de CL EM/EM separado para cada PrEST era probable que fuera limitante
de la velocidad para el proyecto general.

Se decidi6 por lo tanto realizar este analisis en un instrumento Orbitrap de sobremesa robusto y econémico en lugar
de un instrumento Velos. El instrumento Exactive no puede aislar precursores peptidicos, por lo tanto se identificaron
los péptidos por la fragmentacion de todos los iones (AIF) (26) en ciclos de 1 h. Tipicamente se pudieron cuantificar
al menos ocho péptidos ABP marcados frente a los péptidos ABP correspondientes de los PrEST, lo que condujo a
un coeficiente de variacion (CV) mediano de 7 % para cuantificacion de PrEST (Figura 2A).

Para superar la etapa de medicion de la concentracion de PrEST, que limita el rendimiento general, los PrEST
pesados se midieron por nanoelectropulverizacién estatica en un sistema basado en microplaca automatico
(TriVersa Nanomate). Esto permiti6 mayores mediciones de rendimiento de estas mezclas sencillas de péptidos de
ABP usando consumo de muestras bajo. La relacion de péptidos mostrd un coeficiente mediano de variacion 5,5 %,
una mejora sobre la medida basada en Exactive de 7 %.
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Es importante que pueda repetirse una cuantificacion de PrEST particular en este estadio hasta que se consiga una
precision deseada. Aqui, esto no se realizd, ya que se estimo que la precision de cuantificacion de PrEST era mayor
que la de las otras etapas en el flujo de trabajo. Se muestran algunos ejemplos tipicos de resultados de la
cuantificacion de PrEST en la Figura 2B. Obsérvese que la precision de cuantificacion no depende de la abundancia
celular o ninguin otro atributo de la proteina diana, ya que se usan las mismas cantidades de PrEST en cada
experimento de cuantificacion de PrEST. Resulta importante que la precision de cuantificacion en el flujo de trabajo
tampoco dependa de la pureza del PrEST porque el método de los inventores mide especificamente la
concentracion de PrEST y no de proteina total.

Mezcla maestra de PrEST y cuantificacion de proteina endégena - Habiendo cuantificado las cantidades de PrEST
se procedié a medir los niveles de expresiéon de proteinas en una linea celular de cancer humano. Por conveniencia
se usaron PrEST no marcados y se cuantificaron frente a células HeLa marcadas con SILAC pesado. Ya que los
lisados celulares totales digeridos consisten en cientos de miles de péptidos tripticos, la adicion de un Unico PrEST o
incluso un gran numero de PrEST no cambia la complejidad general de la mezcla. Basandose en las cantidades
cuantitativas establecidas anteriormente, se han mezclado aqui 43 PrEST entre si. En experimentos iniciales se
usaron mezclas equimolares de PrEST, que se afiadieron a lisado de HelLa en diferentes cantidades. Las relaciones
de SILAC medidas establecieron niveles apropiados de cada PrEST en la mezcla maestra, de modo que las
relaciones de SILAC estaban dentro del intervalo cuantificable de forma mas precisa, es decir relativamente cerca
entre si.

La mezcla maestra con niveles apropiados de los 43 PrEST se afiadié al lisado de células marcadas con SILAC. La
mezcla se digirié de acuerdo con el protocolo de FASP seguido de fraccionamiento de SAX y dando como resultado
seis fracciones que se midieron por separado con gradientes de 4 h en un espectrometro de masas LTQ Orbitrap.
Se pudieron cuantificar 37 de las 43 proteinas a las que se dirigia la mezcla maestra de PrEST de los inventores.

Las proteinas se cuantificaron en general con varios péptidos derivados de PrEST (promedio 3,7 y mediana 3), lo
que condujo a un CV mediano general de 18 % (Tabla Complementaria 2). Los resultados para estas 37 dianas
proteicas se muestran en la Figura 3 y se describe la identificacion completa e informacion de cuantificacion en la
Tabla Complementaria 2. Como ejemplo, la proteina de adhesion IQGAP1 se cuantificd con cinco péptidos, que
proporcionaron cada uno resultados de cuantificacion casi idénticos (CV 10,6 %). Seis de los siete péptidos tripticos
cuantificados de ATP5B (subunidad beta de ATP sintasa mitocondrial), tuvieron relaciones de SILAC muy cercanas,
sin embargo, un péptido tenia una relacién que diferia el 38 % de la mediana. Este péptido es claramente un valor
atipico y su valor de desviacion contribuye sustancialmente al valor de CV, elevandolo del 8,2 % al 27,2 %.
Obsérvese, sin embargo, que se basa la cuantificacion de proteinas en la mediana de los valores peptidicos; por lo
tanto el péptido atipico apenas contribuye al valor de expresion de proteina medido y el valor de CV por lo tanto
subestima la precisién de hecho obtenida en este experimento. Por la misma razén las modificaciones de las
proteinas enddgenas en la region abarcada por el PrEST podrian provocar relaciones de péptidos atipicos, lo que
contribuiria poco a la relacién de proteina medida.
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Para evaluar de forma independiente la precision de esta etapa de cuantificacion de proteinas absoluta, se
compararon las relaciones determinadas a partir de “péptidos tripticos limite” (los que no tenian arg o lys internas)
con las determinadas a partir de las versiones mas largas del péptido que contiene uno o dos sitios de escision
tripticos ausentes. Estos péptidos son muy problematicos para métodos basados en patréon peptidico tales como
AQUA, pero en las mediciones de los inventores se midieron relaciones muy similares para dichos péptidos. Esto
muestra que la digestion continia de forma idéntica para PrEST y proteina enddgena (Tabla 1). Por lo tanto, lejos de
introducir incertidumbre, en el enfoque de SILAC - PrEST estos péptidos pueden proporcionar informacién de
cuantificacion adicional.

Tabla 1: Comparacion de péptidos tripticos limite y péptidos con sitios de escision triptica ausentes. Se
representan péptidos con una o dos escisiones ausentes asi como sus relaciones. Las relaciones de las dos
versiones varian en promedio en 19 %, lo que esta en el intervalo normal de variacion de péptidos derivados de una

proteina.
Nombres Secuencia Escisione Relacion CV Relacion CV Relacion CV
de genes s H/L de (%) H/Lde (%) HI/Lde (%)
ausentes mezcla mezcla mezcla
maestra 1 maestra 2 maestra 3

HSPA4 ELAILLGMLDPAEK 0 0,707 16,2 0,803 6,7 1,072 19,7
HSPA4 ELAILLGMLDPAEKDEK 1 0,562 0,730 1,418

HSPA4 EDQYDHLDAADMKT 0 0,220 9,2 0,132 25,8 0,558 35,6
HSPA4 NKEDQYDHLDAADMTK 1 0,193 0,191 0,933

ATP5B VKDSGAPIK 0 0,738 11,8 0,452 46,9 1,009 6,5
ATP5B VLDSGAPIKIPVGPETLGR 1 0,872 0,901 1,107

PPIB DKPLKDVIIADCGK 2 0526 6,9 0,436 14,6 0,889 23,2
PPIB DVIIADCGK 0 0,580 0,354 1,237

FASN QQEQQVPILEK 0 0,627 18,6 1,040 13,9
FASN RQQEQQVPILEK 1 0,481 0,853

FEN1 LDPNKYPVPENWLHK 1 0,680 8,1 0,632 0,3 1,279 14,4
FEN1 YPVPENWLHK 0 0,607 0,629 1,043

SFN EKVETELQGVCDTVLGLLDSHLIK 1 0,442 6,3 0,389 6,4 1,188 1,2
SFN VETELQGVCDTVLGLLDSHLIK 0 0,483 0,426 1,168

SFN SNEEGSEEK 0 0,286 11,0

SFN SNEEGSEEKGPEVR 1 0,334

SFN YLAEVATGDDK 0 0,371 1,3 0,395 19,7 1,012 8,5
SFN YLAEVATGDDKK 1 0,364 0,299 1,142

TPR LESALTELEQLR 0 0,139 17,4 0,121 13,0 1,243 10,9
TPR LESALTELEQLRK 1 0,177 0,145 1,064

VCP DHFEEARMR 0 0,187 11,1 0,134 35,7 1,712 59,7
VCP RDHFEEAMR 1 0,218 0,224 0,696

VCP YEMFAQTLQQSR 0 0,169 4,4 0,146 6,6 1,584 37,1
VCP KYEMFAQTLQQSR 1 0,159 0,133 0,926

VIM QVDQLTNDK 0 0,620 8,50 0,813 2,3

VIM RQVDQLTNDK 1 0,699 0,788

VIM LQEEMLQR 0 0,868 3,9 0,834 65,0

VIM EKLQEEMLQR 1 0,821 0,309

Para evaluar el grado de variabilidad asociado con ambas etapas del procedimiento de cuantificacién absoluta, se
repitié el flujo de trabajo completo dos veces mas, incluyendo cuantificacion de PrEST y generacion de mezcla
maestra asi como medicién de abundancia celular de las proteinas diana. Este analisis mostré que los errores
tipicos de la media asociados con todas las etapas juntas son en promedio 24 %. Este valor es excelente y hasta
donde alcanza el conocimiento de los inventores la determinacién mas precisa de niveles de expresion celular
indicados hasta la fecha. Lo que es aun mas importante, los errores de cada una de las etapas en el flujo de trabajo
para cada una de las proteinas son inmediatamente aparentes a partir de los CV individuales. Por lo tanto todas las
mediciones del nivel de expresion de proteinas pueden clasificarse y aceptarse o descartarse de acuerdo con la
confianza de las mediciones. La Figura 4 presenta ejemplos tipicos de determinacién de expresion de proteinas a
partir de las mediciones por triplicado. La comparacién de las distribuciones de relacion de péptidos con respecto a
la variabilidad de los valores de proteina medios revel6 que la preparacion de la mezcla maestra contribuia a la
mayor variabilidad mientras que los errores debidos a determinacion de relacion de SILAC fueron algo menores. La
preparacion automatica de la mezcla maestra podria conducir por lo tanto a mejoras adicionales en el futuro.

Determinacién del nimero de copias de proteinas en células HeLa — A continuacion se usaron los valores absolutos
para cantidades de proteinas en el lisado de células HelLa de los inventores para calcular los nimeros de copias
correspondientes en células. Los nimeros de células HelLa se determinaron automaticamente en un contador celular
(véase Procedimientos Experimentales). Dada la cantidad conocida de cada PrEST y sus relaciones de SILAC con
respecto a las proteinas endogenas se determinaron los nimeros de copias celulares de 37 proteinas diferentes. Se
consiguié una precision muy alta de cuantificacion absoluta hasta una distancia de un error tipico del 25 % para 30
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de 37 proteinas (Tabla 2).

Tabla 2: nimeros de copias de proteinas por célula HeLa

Nombres de proteinas Nombres deMediana ETM (%)* Mezcla Mezcla Mezcla maestra 3
genes maestra 1 maestra 2
Proteina sigma 14-3-3 SFN 2.104.742 9,57 2.128.717 1.562.390 2.104.742
Subunidad reguladora de proteasa 26S 6A PSMC3 1.009.040 6,71 1.009.040 985.010 1.211.206
Proteina ribosémica 28S S23, mitocondrial MRPS23 202.529 19,64 202.529 161.109 308.977
Proteina ribosémica 28S S35, mitocondrial MRPS28 516.278 15,46 586.618 337.285 516.278
Proteina ribosémica 39S L50, mitocondrial MRPL50 212.893 20,00 170.320 255.465
Proteina de tipo AFG3 2 AFG3L2 335.545 20,37 335.545 363.149 173.343
Subunidad beta de ATP sintasa, mitocondrial ATP5B 4.870.803 5,63 5.431.604 4.870803  4.476.459
Carbonil reductasa [NADPH] 3 CBR3 101.019 63,47 101.019 60.715 498.397
Proteina de cuerpo multivesicular con carga 6 CHMP6 133.137 24,10 154.946 61.839 133.137
Suounidad 5 de complejo de signalosomacopss 27189 13,59 287.189 211517  343.078
Citocromo b5 reductasa 4 CYB5R4 10.537 ** 10.537
Subunidad 1 de complejo de citocromo b-¢lyqoret 1032315 8,96 1032.315 808.601  1.099.145
Acil coenzima A tioéster hidrolasa citosdlica ACOT7 455.871 0,46 457.985 453.757

Proteina asociada a balsa lipidica de reticulo

PO ERLIN2 135.785 18,00 218.008  127.563 135.785
endoplasmico 2

EnoikCoA hidratasa, mitocondrial ECHS1 2.162.058 1520 2705599 1574948 2.162.058
:L"j‘gm difj ihicio de la traduccion eucariota 3grqr 1.298.361 9,85 1009294 1298361 1422955
Subunidad SSPR1 del complejo de FACT ~ SSRP1 1.054.400 443 1.086.956 937.213  1.054.400
Acido graso sintasa FASN 3.361.337 13,11 4093238 2.575577  3.361.337
Endonucleasa Flap1 FEN1 2215232 6,87 2215232 2220140 1.789.805
Proteina de choque térmico de 70 kDa 4 HSPA4 1719.164 11,22 1855515 1.258.240 1.719.164

Antigeno asociado a carcinoma hepatocelular
59

Proteina de armazén de proteina quinasa
activada por mitégeno 1

C9orf78 140.949 19,08 1.577.757 140.949 114.844

MAP2K1IP1 160.325 10,12 160,25 205.536 148.606

Nucleoproteina TPR TPR 306.362 14,08 343.837 208.601 306.362
Peptidil-proplil cis-trans isomerasa B PPIB 11.155.435 17,40 14.871.0408.035.119  11.155.435
Peroxirredoxina 6 RPDX6. 8.815.042 3,13 9.010.737 8.118.496 8.815.042
Subunidad de prefoldina 1 PFDN1 358.511 22,03 383.937  358.511 171.199
\I;«’v(?'x:jador de corte y empalme pre ARNmWTAP 721999 - 79199 : :
gg;\l(zgelicasa dependiente de ATP probableDDX20 268.121 ) 268.121 - )
Protooncogén c-Fos FOS 3.651 15,95 4.559 2.575 3.651
Purina nucledsido fosforilasa NP 1.618.680 10,11 1.832.987 1.284.556  1.618.680

Proteina de tipo activadora de GTPasa Ras

Py IQGAP1  1.322.762 1542 1.667.348 963468  1.322.762
Proteina de unién a ARN de interaccion tallo-c,0t156 1482399 1525 1557.983 919.914  1.482.399
bucle SRA, mitocondrial

Subunidad beta de proteina de complejo T1 ~ CCT2 4.352.706 29,38 8.283.044 3.162.779  4.352.706
Subunidad 1 de complejo THO THOCH 191319 9,53 211.743 151702 191.319
ATPasa de reticulo endoplasmico transicional VCP 2.343.243 10,89 2.343.24231.716.701  2.493.783
Vimentina VIM 20.600.599 8,73 20.600.59917.557.991 23.805.318
Proteina de dedo de zinc 828 Cl3orf8 167150 20,45 117.929  216.371

*Error tipico de la media (ETM) para las tres repeticiones en porcentaje.
**sin datos validos obtenidos

Los numeros de copias celulares se conocen solamente para muy pocas proteinas y por lo tanto es interesante
relacionar estos numeros de copias con las funciones conocidas de las proteinas (Tabla Complementaria 3). La
proteina citoesquelética vimentina forma filamentos intermedios y fue la proteina mas abundante con 20 millones de
copias por célula. En el otro extremo, el factor de transcripcion y oncogén FOS esta presente en aproximadamente
4.000 copias en la muestra de células HelLa de los inventores. Como se esperaba, las proteinas implicadas en la
sefializacion celular se expresan en general a valores mas bajos, como ejemplo incluso el factor de armazén
proteina de armazén de proteina quinasa activado por mitégeno 1 (MAP2K1IP1) esta presente en solamente
160.000 copias. Sin embargo, factores de sefalizacion ubicuos con un papel de tipo chaperona, tales como
isoformas 14-3-3 (14-3-3 sigma; 2,1 millones de copias) se expresan en muy alta medida. Dos miembros del
ribosoma mitocondrial tienen aproximadamente 200.000 copias en esta linea celular (L23 y L5), mientras que un
tercero (L35) tiene aproximadamente 500.000 (obsérvese que no todas las subunidades proteicas ribosémicas
tienen la misma estequiometria). EI genoma mitocondrial solamente codifica 13 genes por tanto es quizas
sorprendente que las proteinas implicadas en su traduccién sean necesarias en numeros de copias tan altos. Un
miembro de la cadena respiratoria, ATP5B, tiene aproximadamente 5 millones de copias por células Hela,
aproximadamente cinco veces mayor que PSMC3, un componente regulador del proteasoma. El complejo T es un
miembro de un sistema de chaperona y como se esperaba tiene un nimero de copias muy alto (aproximadamente 4
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millones). La acido graso sintasa, una enzima clasica, se expresa a 3,4 millones de copias, mientras que otra enzima
acil coenzima A tioéster hidrolasa (ACOT7) se expresa aproximadamente siete veces menos (450.000 copias).
Dichos numeros de expresion podrian ser interesantes para modelizacion de rutas metabolicas. Estos son ejemplos
anecdoticos pero ilustran que el conocimiento de los niveles de expresion absolutos de proteinas celulares puede
contribuir al entendimiento de sus papeles en la célula.

Tabla Complementaria 3: enlace de UniProt correspondiente para las 43 proteinas usadas para la
determinacion del numero de copias de proteinas.

Nombres de proteinas Nombres de Funcion
genes

Proteina sigma 14-3-3 SFN http //www.uniprot.org/uniprot/P31947
Subunidad 6A reguladora de proteasa 26S PSMC3 http //www.uniprot.org/uniprot/P17980
Proteina ribosémica 28S S23, mitocondrial MRPS23 http //www.uniprot.org/uniprot/Q9Y3D9
Proteina ribosémica 28S S35, mitocondrial MRPS28 http //www.uniprot.org/uniprot/Q9Y2Q9
Proteina ribosémica 35S L50, mitocondrial MRPL50 http //www.uniprot.org/uniprot/Q8NSN7
Proteina de tipo AFG3 2 AFG3L2 http //www.uniprot.org/uniprot/Q9Y4W6
Subunidad beta de ATP sintasa, mitocondrial ATP5B http //www.uniprot.org/uniprot/P06576
Carbonil reductasa [NADPH] 3 CBR3 http //www.uniprot.org/uniprot/O75828
Proteina de cuerpo multivesicular con carga 6 CHMP6 http //www.uniprot.org/uniprot/Q96FZ7
Subunidad 5 de complejo de signalosoma COP9 COPS5 http //www.uniprot.org/uniprot/Q92905
Citocromo b5 reductasa 4 CYBSR4 http //www.uniprot.org/uniprot/Q7L1T6
Subunidad 1 de complejo de citocromo b-c1, mitocondrial UQCRC1 http //www.uniprot.org/uniprot/P31930
Acil coenzima A tioéster hidrolasa citosélica ACOT7 http //www.uniprot.org/uniprot/O00154
Proteina asociada a balsa lipidica de reticulo endoplélsmicoERLINZ http //www.uniprot.org/uniprot/O94905
2
Enoil-CoA hidratasa, mitocondrial ECHS1 http //www.uniprot.org/uniprot/P30084
Factor de inicio de la traduccién eucariota 3 subunidad 6 EIF3E http //www.uniprot.org/uniprot/P60228
Subunidad SSPR1 del complejo de FACT SSRP1 http //www.uniprot.org/uniprot/Q08945
Acido graso sintasa FASN http //www.uniprot.org/uniprot/Q6PJJ3
Endonucleasa Flap1 FEN1 http //www.uniprot.org/uniprot/P39748
Proteina de choque térmico de 70 kDa 4 HSPA4 http //www.uniprot.org/uniprot/P34932
Antigeno asociado a carcinoma hepatocelular 59 C9orf78 http //www.uniprot.org/uniprot/Q9NZ63
Proteina de armazoén de proteina quinasa activada POTMAP2K 1 IP1 http //www.uniprot.org/uniprot/QOUHA4
mitdégeno 1
Nucleoproteina TPR TPR http //www.uniprot.org/uniprot/P12270
Peptidil-proplil cis-trans isomerasa B PPIB http //www.uniprot.org/uniprot/P23284
Peroxirredoxina 6 PRDX6 http //www.uniprot.org/uniprot/P30041
Subunidad de prefoldina 1 PFDN1 http //www.uniprot.org/uniprot/O60925
Regulador de corte y empalme pre ARNm WTAP WTAP http //www.uniprot.org/uniprot/Q15007
ARN helicasa dependiente de ATP probable DDX20 DDX20 http //www.uniprot.org/uniprot/QOUHI6
Protooncogén C-Fos FOS http //www.uniprot.org/uniprot/P01100
Nucledsido fosforilasa de purina NP http //www.uniprot.org/uniprot/P00491
Proteina de tipo activadora de GTPasa Ras IQGAP1 IQGAP1 http //www.uniprot.org/uniprot/P46940
Proteina de unién a ARN de interaccion tallo-bucle SRA,C14 http //www.uniprot.org/uniprot/Q9GZT3

. - orf156
mitocondrial
Subunidad beta de proteina de complejo T 1 CCT2 http //www.uniprot.org/uniprot/P78371
Subunidad 1 de complejo THO THOC1 http //www.uniprot.org/uniprot/Q96FV9
ATPasa de reticulo endoplasmico transicional VCP http //www.uniprot.org/uniprot/P55072
Vimentina VIM http //www.uniprot.org/uniprot/P08670
Proteina de dedo de zinc 828 C13orf8 http //www.uniprot.org/uniprot/Q96JM3

Cuantificacién absoluta usando PrEST pesados — anteriormente se han usado PrEST ya expresados y purificados y
se han cuantificado frente a proteina ABP pesada y lisado celular marcado con SILAC pesado. Aunque es
conveniente determinar los nimeros de copias en lineas celulares, en otras aplicaciones seria mas apropiado
expresar PrEST marcados pesados, que pueden después mezclarse en cualquier proteoma elegido, incluyendo
muestras tisulares y de fluido corporal clinico. Para aplicar el enfoque de cuantificacion absoluta a muestras no
marcadas se expresaron 28 de los PrEST en E. coli marcado con SILAC pesado, se purificaron y se prepardé una
mezcla maestra pesada. Para simplificar la cuantificacion de niveles de PrEST, se desarrollé un conjunto automatico
que empleaba nanoelectropulverizacion estatica (Advion NanoMate; véase Ejemplo 1). Como se esperaba, la
adicion de la mezcla maestra pesada a células normales, no marcadas con SILAC permitié una cuantificacion
igualmente sencilla de las proteinas diana con buena correlacion con el experimento previo (Figura 7). Se
proporciona informacién detallada acerca de la identificacion y cuantificacion de las proteinas en la Tabla
Complementaria 4.
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Cuantificacion absoluta en experimentos individuales — También se desed desarrollar una variacion de la estrategia
de SILAC-PrEST para cuantificar dianas proteicas individuales. En este caso, las dos etapas experimentales
implicadas en la cuantificacion de proteinas absolutas pueden colapsarse en una sola como se perfila
esquematicamente en la Figura 6A. Se mezcla una cantidad conocida con precisién del marcador de solubilidad ABP
en lisado celular junto con el PrEST marcado. El analisis de CL-EM/EM de la muestra proporciona después
relaciones de SILAC de marcador de solubilidad de ABP ligero con respecto a péptidos de ABP PrEST marcados.
Estas relaciones cuantifican con precesién la cantidad de PrEST que se usd. Los mismos datos de CL EM también
contienen las relaciones de péptidos de PrEST marcados con respecto al homologo de proteina endégena no
marcada. Juntas, estas relaciones cuantifican la cantidad absoluta de proteina enddégena en un unico experimento.
Obsérvese que no se requiere marcaje de triple SILAC en este enfoque debido a que las relaciones se determinan
frente a regiones diferentes de la construccion de PrEST, concretamente la region marcadora de solubilidad de ABP
comun (para cuantificar el PrEST) y la region de PrEST especifica de proteina (para cuantificar la proteina
enddgena).

Este método individual para cuantificacién se realizé para tres proteinas HelLa diferentes en las que el lisado celular
marcado con SILAC y ABP marcada con SILAC se cuantifico frente a los PrEST no marcados. Como se muestra en
la Figura 6C, se obtuvieron valores uniformes en estas mediciones basandose en experimentos por triplicado. Los
niveles absolutos generalmente coincidieron bien con los niUmeros de copias determinados de forma independiente
en el experimento multiple de PrEST - SILAC descrito anteriormente (la diferencia maxima entre las medias de
40 %), validando ambos enfoques.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas - ELISA es un método convencional en la investigacién bioquimica para
determinar cantidades absolutas o al menos para determinar de forma reproducible niveles de proteinas. Se
comparo por lo tanto el método de SILAC - PrEST con esta tecnologia establecida. Cuando se realiza el ensayo de
ELISA para estratifina (14-3-3 g) en condiciones tipicas, lisado celular filtrado y solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) como se recomienda por el fabricante, el ELISA registré menos del 20 % de la cantidad cuantificada
por EM. (Obsérvese que no hay ninguna interferencia por las isoformas 14-3-3 porque estos péptidos son
diferentes). La recomendacion del fabricante fue que PBS no podria solubilizar el sedimento. La solubilidad se
aumento afiadiendo el detergente no idnico NP-40, que fue capaz de disolver la mayoria del sedimento de muestra.
Afadiendo una baja concentracion de dodecilsulfato sddico (SDS), un detergente anidnico mejoré adicionalmente la
cantidad de proteina medida significativamente aumentada (Figura 8B). Las cantidades absolutas aun se
subestimaron el doble en comparacion con el analisis de espectrometria de masas, supuestamente debido a que el
protocolo de FASP permite la solubilizacion completa mediante el uso de dodecilsulfato sédico al 4 %.

También se investigaron los niveles del factor de transcripcion y protooncogén FOS por ELISA, la proteina de menor
abundancia cuantificada en la mezcla. Aqui la solubilizacién no parecia ser un problema y se recibié un excelente
acuerdo entre los valores cuantitativos determinados por EM y por ELISA usando diferentes condiciones de tampdn
(Figure 8A).

Ejemplo 3: cuantificacion absoluta usando PrEST de raton

Procedimiento experimental — Los PrEST de ratén fusionados con un marcador de His N terminal se expresaron en
una cepa de E. coli auxotréfica usando un medio minimo, complementado con lisina *Cs "°N, -Lisina (Lys8) y
3Cs'°N4 -Arginina (Arg10) marcadas con is6topos (Cambridge Isotopes Laboratories) para obtener proteinas
marcadas “pesadas”. Las bacterias se recogieron por centrifugacion, se lisaron en cloruro de guanidinio 7 M,
Na;HPO,4 47 mM, NaH.PO4 2,65 mM, Tris HCI 10 mM, NaCl 300 mM, beta-mercaptoetanol 10 mM, pH 8,0 y los
PreST fusionados con His se enriquecieron en una columna Cobalt Talon (Clontech) y se eluyeron en urea 6 M,
NaH2P04 50 mM, NaCl 100 mM, acido acético 30 mM, acetato Na 70 mM pH 5 (29).

Se extrajeron muestras de sangre de ratones en tubos que contenian heparina. La sangre se centrifugé dos veces a
70 g y cada vez se conservd el sobrenadante, el plasma rico en plaquetas (PRP). Se afiadieron apirasa y
prostaciclina (PGlz) al PRP para inhibir la agregacion plaquetaria. La muestra se centrifugd y el sedimento se lavo
dos veces con 1 ml de tampon de Tyrode (sin Ca®*, que contenia BSA, apirasa y PGly). Con el tiempo el sedimento
se resuspendié en 300-400 pl de tampodn de Tyrode y se incub6 durante 30 min a 37 °C. Se realiz6 un analisis
hematolégico convencional usando el Hemavet 950 (Drew Scientific Inc.) para contar plaquetas.

Las plaquetas aisladas se lisaron en SDS 4 %, Tris 100 mM pH 8,5, DTT 100 mM, se hirvieron durante 5 min a 95 °C
y se afadieron los PrEST purificados al lisado en la cantidad apropiada. Las muestras se prepararon de acuerdo con
el método de FASP previamente descrito (30). Los péptidos se recogieron por centrifugacion y se eluyeron con agua.
Los péptidos se desalaron en stages tips empore C18 y se eluyeron en tampon B (acetonitrilo 80 %, acido acético
0,5 %), se retird disolvente organico por uso de speed-vac y la muestra se resolvié en A* (acetonitrilo 2 %, acido
acético 0,5 %). Los péptidos se cargaron sin prefraccionamiento en una columna de 20 cm empaquetada de forma
interna (75 ym de diametro interno) empaquetada con resina C18 de 1,8 ym (Dr. Maisch GmbH) y se separé usando
un EASY-nLC 1000 (Thermo Fisher Scientific) en un gradiente de tampo6n B de 2-25 % de 200 min. Los péptidos
separados se pulverizaron mediante una fuente de iones de nanoelectropulverizacion (Proxeon Biosystems) a un
espectrometro de masas Q Exactive (Thermo Fisher Scientific). El espectrémetro de masas adquirié exploraciones
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de sondeo y los 10 iones mas abundantes superiores se fragmentaron secuencialmente con disociacion de colision
de mayor energia y exploraciones de EM/EM adquiridas. Los datos sin procesar se analizaron usando el software
Max Quant como se describe en el Ejemplo 1 excepto que los datos se buscaron en la base de datos IPI de raton
version 3.68 que contenia 56.743 entradas.

Resultados- Para ampliar adicionalmente el enfoque a otras especies se disefiaron PrEST que se dirigian a
proteinas de raton. Se disefiaron PrEST para abarcar una region de 125-200 aminoacidos, produciendo muchos
péptidos tripticos e incluyendo numerosos péptidos que se observaron en el espectrometro de masas en mediciones
previas. Para cada proteina diana se disefiaron dos PrEST para abarcar diferentes regiones de las proteinas y para
asegurar la precision de cuantificacion. Se disefiaron PrEST para medir los niveles de expresion de integrina beta 3
y sus coactivadores talina 1 y kindlina 3 en plaquetas de raton. La activacion de la integrina heterodimérica allb3
(que desplaza de un estado de baja afinidad a un estado de alta afinidad) desempefia un papel esencial en la
adhesion y agregacion de plaquetas (31). Los ratones deficientes en kindlina 3 padecen hemorragia grave y mueren
en un periodo de varios dias. Se determinaron los niveles de expresion de integrina beta 3, talina 1 y kindlina 3 en
ratones de tipo silvestre (Kind3""), Kind3 *™, Kind3 " y Kind3"™". ‘n’ indica una insercion de un casete de neomicina
en un intrén del gen, lo que afecta al corte y empalme de kindlina 3. Para dilucidar adicionalmente la funcionalidad
de activacion de integrina se dese6 medir la estequiometria de integrina beta 3, talina 1 y kindlina 3 en los ratones de
tipo silvestre.

La integrina beta 3 y sus coactivadores son proteinas muy abundantes en plaquetas e Itgh3 tiene en promedio
300.000 copias por célula, mientras que sus coactivadores, talina 1 tiene 470.000 copias y kindlina 3 tiene en
promedio 430.000 copias por plaqueta, (Tabla 3, Figura 9a). Se midieron nimeros de copias de las proteinas diana
en los diferentes ratones por duplicado y usando dos PrEST diferentes. La diferencia entre muestras de plaquetas
fue en promedio 20 %, mientras que la diferencia entre PrEST es del 22 %. Para el calculo de kindlina 3 solamente
se consider6é un PrEST ya que este se dirige a la region de interés bioldgico, el extremo C terminal de kindlina 3
interacciona con la cola citoplasmatica de integrina beta 3.

Ademas de las copias por célula también se observé la reduccion del nivel de expresion de kindlina 3 en los
diferentes desactivados (Figura 9b). En comparacion con los ratones de tipo silvestre la kindlina 3 se redujo como se
esperaba hasta el 50 % en los ratones Kind3+/”, hasta el 15 % en los ratones Kind3"™" y hasta el 6 % en los ratones
Kind3"" y la tendencia esta de acuerdo con las observaciones de Moser et al. (32).

Tabla 3: Numeros de copias por plaqueta. Cada una de las cantidades absolutas de las proteinas de interés se
midié usando dos PrEST en dos muestras de ratones.

Integrina beta 3 Talina 1 Kindlina 3 %
Kind3+/+ 345.000 531.000 433.000 100
Kind3 +/n 306.000 445.000 242.000 55
Kind3 n/n 313.000 490.000 68.000 15
Kind3 n/- 268.000 409.000 26.000 6

Usando la cantidad absoluta se determiné que la estequiometria de las tres proteinas (Tabla 2) en los ratones de
tipo silvestre era de 1:1,5:1,3 y esta informacion de estequiometria ayuda a entender adicionalmente la union de
coactivadores y la activacion de integrinas.

Tabla 4: Estequiometria de la proteina calculada en ratones de tipo silvestre usando los niveles de expresion
absolutos.

Integrina beta 3 Talina 1 Kindlina 3
Numero de copias 345.000 531.000 433.000
Estequiometria 1 1,5 1,3
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la cantidad absoluta de un polipéptido diana en una muestra, comprendiendo dicho
método las siguientes etapas:

(a) afiadir

(aa) un polipéptido de fusién a dicha muestra, comprendiendo dicho polipéptido de fusién (i) al menos una
secuencia marcadora y (ii) una subsecuencia del polipéptido diana; y

(ab) una cantidad absoluta conocida de un polipéptido marcador que comprende o consiste en dicha
secuencia marcadora de acuerdo con (aa)

a dicha muestra, en el que dicho polipéptido de fusion por un lado tiene masa alterada en comparacién con
dicho polipéptido diana y dicho polipéptido marcador por otro lado, por ejemplo, dicho polipéptido de fusion
por un lado y dicho polipéptido diana y dicho polipéptido marcador por otro lado estan marcados con isétopos
de forma diferente;

(b) realizar una digestion proteolitica de la mezcla obtenida en la etapa (a);

(c) someter el resultado de la digestion proteolitica de la etapa (b), opcionalmente después de cromatografia, a
un analisis espectrométrico de masas; y

(d) determinar la cantidad absoluta de dicho polipéptido diana de (i) las intensidades pico en el espectro de
masas adquirido en la etapa (c) de dicho polipéptido de fusién, dicho polipéptido marcador y dicho polipéptido
diana y (ii) dicha cantidad absoluta conocida de dicho polipéptido marcador.

2. Un método para crear un patron cuantitativo, comprendiendo dicho método las siguientes etapas:

(a) proporcionar uno o una pluralidad de polipéptidos de fusion, comprendiendo el polipéptido de fusion o cada
uno de dichos polipéptidos de fusion, respectivamente, (i) al menos una secuencia marcadora y (ii) una
subsecuencia de un polipéptido diana para determinar de forma cuantitativa, en el que, en la medida en que se
proporciona dicha pluralidad de polipéptidos de fusion, todos los polipéptidos de fusion comparten al menos una
secuencia marcadora, obteniendo de este modo el patrén;

(b) determinar las cantidades absolutas de dichos polipéptidos de fusion

(ba) ahadiendo al polipéptido de fusién o a dichos polipéptidos de fusidon a la vez, respectivamente, una
cantidad conocida de un polipéptido marcador que comprende o consiste en la secuencia marcadora
comprendida en el polipéptido de fusién o compartida entre los polipéptidos de fusién, respectivamente, de
acuerdo con (a), en el que dicho polipéptido de fusién tiene masa alterada en comparacion con dicho
polipéptido marcador, por ejemplo, dicho polipéptido de fusion y dicho polipéptido marcador estan marcados
con isétopos de forma diferente,

(bb) realizando digestion proteolitica de la mezcla de un polipéptido de fusion y dicho polipéptido marcador
obtenido en la etapa (ba);

(bc) sometiendo el resultado de la digestion proteolitica de la etapa (bb), opcionalmente después de
cromatografia, a analisis espectrométrico de masas;

y

(bd) determinando la cantidad absoluta de dicho polipéptido de fusion de (i) las intensidades pico en el
espectro de masas del polipéptido de fusién y polipéptido marcador y (ii) dicha cantidad conocida de dicho
polipéptido marcador,

obteniendo de este modo la cantidad absoluta del polipéptido de fusién o de uno de dicha pluralidad de
polipéptidos de fusién a la vez, respectivamente.

3. Un método para determinar la cantidad absoluta de uno o mas polipéptidos diana en una muestra, comprendiendo
dicho método las siguientes etapas:

(a) opcionalmente realizar el método de la reivindicacion 2;

(b) afadir a dicha muestra el patron cuantitativo como se ha definido en la reivindicacion 2(a);

(c) realizar digestion proteolitica de la mezcla obtenida en la etapa (b);

(d) someter el resultado de la digestion proteolitica de la etapa (c), opcionalmente después de cromatografia, a
analisis espectrométrico de masas; y

(e) determinar las cantidades absolutas del polipéptido o los polipéptidos diana de (i) las intensidades picos en el
espectro de masas adquirido en la etapa (d) de polipéptido o polipéptidos de fusién y polipéptido o polipéptidos
diana y (ii) la cantidad o las cantidades absolutas conocidas de dicho polipéptido o dichos polipéptidos de fusion,
en el que dicho polipéptido o dichos polipéptidos de fusion tienen la masa alterada en comparaciéon con dicho
polipéptido o dichos polipéptidos diana, por ejemplo, dichos uno o mas polipéptidos diana estan marcados con
isétopos de forma diferente en comparacion con dichos polipéptidos de fusion.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que uno o dos marcadores estan

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2602033 T3

presentes en dicho polipéptido o dichos polipéptidos de fusidn, seleccionandose dicho marcador o dichos
marcadores de un marcador de purificacion y un marcador de solubilidad.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 o0 4, en el que dicha adiciéon se efectia antes de dicha
digestion proteolitica.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que se usan entre dos y 500 polipéptidos de
fusion.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que en cada uno de dichos polipéptidos de
fusion esta presente un marcador de solubilidad.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha subsecuencia de un polipéptido

(a) consiste en de 15 a 205 aminoacidos;

(b) comprende un polipéptido proteotipico; y/o

(c) se selecciona para tener identidad de secuencia minima con otras proteinas, excluye péptidos de sefial y/o
excluye secuencias de regiones transmembrana.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho polipéptido o polipéptidos de fusién se
definen de la siguiente manera:

dicho polipéptido de fusion consiste en 35-455 restos de aminoacidos y comprende

(i) una region diana, que es un fragmento del polipéptido diana y (ii) una region marcadora, que no es un fragmento
de polipéptido diana,

dicha region diana consiste en 15-205 restos de aminoacidos y comprende al menos dos regiones de identificacion;
dicha regién marcadora consiste en 20-250 restos de aminoacidos y comprende al menos dos regiones de
identificacion;

cada region de identificacion tiene la estructura Y-Z-Xs28-Y-Z,

en la que

todas las Y se seleccionan de uno de (i)-(iv), en los que () es Ro K, (ii)es Y, F, Wo L, (iii)es E y (iv) es D, y cada X
y cada Z son de forma independiente cualquier resto de aminoacido, siempre que las Z no sean P si las Y se
seleccionan de (i)-(iii); cada region de identificacion comprende al menos un resto de aminoacido que comprende un
isétopo pesado, y

el mismo resto Y puede constituir el extremo carboxilico de una primera region de identificacion y el extremo amino
de una segunda region de identificacion.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que dicha regiéon marcadora corresponde a un marcador de
solubilidad o a un fragmento del mismo, seleccionandose dicho marcador de solubilidad de proteinas de unién a
maltosa (MBP), glutation-S-transferasa (GST), tiorredoxina (Trx), sustancia de utilizacion de N (NusA), modificador
de ubiquitina pequefio (SUMO), un marcador potenciador de solubilidad (SET), una proteina C formadora de
disulfuro (DsbC), una proteina de diecisiete kilodalton (Skp), una proteina quinasa de fago T7 (T7PK), un dominio B1
de proteina G (GB1), un dominio de repeticion ZZ de IgG de proteina A (ZZ) y proteina de unién a albumina (ABP).

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, en el que dicha regién marcadora consiste en o comprende la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que las Y se seleccionan de Ry
K.
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Figura 5

Numero de copias de proteinas por célula (log10)
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Figura 6b
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Figura 6¢
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