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Introduccion

La identificacion de péptidos a partir de espec-
tros MS/MS vy la cuantificacién usando is6topos
estables en experimentos de alto rendimiento re-
quieren algoritmos de proceso de datos altamente
automatizados. Nuestro laboratorio ha desarrolla-
do herramientas para validar las identificaciones,
pRatio (Martinez de Bartolomé et al, in review),
y para calcular el ratio de expresion y la eficiencia
de marcaje de los péptidos marcados mediante 20,
QuiXoT (Ramos et al., 2007). Recientemente he-
mos observado que el analisis de un experimento
control a gran escala (hipétesis nula) mediante los
modelos estadisticos convencionales da lugar a fal-
sos cambios de expresion que resultan estadistica-
mente significativos. El objetivo de este trabajo es
perfeccionar nuestras herramientas bioinformaticas
actuales y la incorporacion de un modelo estadistico
adecuado.

Material y métodos

Los programas utilizados, pRatio y QuiXoT, han
sido desarrollados integramente en nuestro laborato-
rio y han sido programado en C#.

Resultados

El experimento control es el analisis compa-
rativo de un proteoma obtenido a partir de células
endoteliales HUVEC contra si mismo. Se identi-
ficaron mas de 2700 péptidos, correspondientes a
1400 proteinas, de los que se consiguieron cuanti-
ficar mas de 1500 péptidos correspondientes a mas
de 800 proteinas. Hemos introducido mejoras en
pRatio que aumentan sus prestaciones, que supe-
ran las de otros métodos reconocidos publicados
muy recientemente (Elias et al, 2007). También
hemos desarrollado un modelo jerarquico lineal
que ha permitido estudiar en detalle las diferentes

fuentes de error que influyen en los experimentos
de cuantificacién masiva mediante marcaje isoto-
pico estable usando 0. No se detectaron falsos
cambios de expresion cuando el nuevo modelo
se aplicé al anélisis estadistico del experimento
control.

Figura 1: Se muestra el flujo del andlisis de datos en un
experimento de identificacion y cuantificacion de péptidos
mediante marcaje isotdpico estable de 2O. Los espectros MS/
MS de los archivos correspondientes a las diferentes carreras
del experimento fraccionado mediante intercambio catiénico
(SCX) son buscados en una base de datos mediante un motor
de busqueda (SEQUEST). Los archivos de resultados de esta
blsqueda son validados por el software pRatio, resultando
en un Unico archivo de identificaciones validas que es
introducido en el programa de cuantificacion (QuiXoT),
el cual consulta los espectros ZoomScan asociados a cada
identificacion validada. Posteriormente se realiza el anélisis
estadistico que determina aquellos cambios de expresion
que son estadisticamente significativos.

Conclusiones

Las herramientas bioinforméticas desarrolla-
das permiten un flujo de trabajo completo (Fi-
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gura 1) y automatizado para la identificacion y
cuantificacion masiva de péptidos mediante mar-
caje isotopico estable con 80, ofreciendo unas
prestaciones superiores en cuanto a identificacion
(mayor nimero de identificados con la misma tasa
de error) y en cuanto a robustez en la deteccion
de cambios de expresion estadisticamente signi-
ficativos.
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Introduccion

El estudio de la expresion de genes mediante
técnicas de alto rendimiento, como los microarrays de
ADN, obligd a un cambio de paradigma en la inter-
pretacion de los resultados obtenidos con respecto a
la experimentacion clésica empleada en biologia. La
bioinformética tiene entre sus principales objetivos
dar respuesta a estas nuevas necesidades desde multi-
ples disciplinas, como son la estadistica y la informa-
tica. En protedmica las necesidades computacionales
han surgido principalmente de los experimentos de
identificacion de proteinas mediante geles 2D y es-
pectrometria de masas, es decir, han estado orientadas
a la gestion de grandes cantidades de informacién, el
procesado de imagen y de espectros y la busqueda en
bases de datos. Sin embargo, la aplicacion de méto-
dos ya empleados en gendmica a estos datos, o la apa-
ricién de nuevas tecnologias como los microarrays de
proteinas o el SELDI-TOF, abren nuevas expectativas
en el area de la protedmica, tanto en el ambito cienti-
fico como en el ambito clinico.

Material y métodos

El analisis de los datos obtenidos en un experi-
mento de microarrays de ADN requiere una serie de
procesos independientemente de la plataforma o del
objetivo del estudio (Hoheisel, 2006): calculo de los
niveles de expresion utilizando el método de norma-
lizacion adecuado, acondicionamiento de la matriz
de expresidn, y la aplicacion del método de seleccion

(foldchange, estadistica t, modelos lineales, etc), con
el fin de identificar los genes de interés. A partir de
esta lista de genes existe una gran diversidad de op-
ciones para la interpretacion de los resultados: ana-
lisis de los perfiles de expresion, andlisis funcional,
estudio de factores de transcripcion, o la integracion
de informacién mediante redes de genes con progra-
mas como Ingenuity (www.ingenuity.com).

En el ambito de la proteémica, con el empleo
de nuevas tecnologias como los microarrays de an-
ticuerpos (Madoz-Gurpide et al, 2007) o el SELDI-
TOF (Vorderwilbecke, 2005), el analisis precisa de
métodos similares a los empleados en gendmica,
ya sea para el proceso de normalizacién, o para la
seleccion, mediante métodos estadisticos y herra-
mientas bioinformaticas apropiadas, de las proteinas
alteradas o de la expresion diferencial de péptidos.

Conclusiones

La bioinformatica permite, con datos prove-
nientes de la experimentacion en protedmica, el
desarrollo de nuevas aplicaciones, como son la iden-
tificacion de biomarcadores o de nuevas dianas tera-
péuticas para el desarrollo de medicamentos.
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