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Resumen de la tesis que presenta Vareska Lucero Zarate Cérdova como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biomedicina y Biotecnologia.

Analisis protedmico comparativo entre tumores de mama benignos y malignos en mujeres mexicanas

Resumen aprobado por:

Dr. Aldo Moreno Ulloa Dr. Israel Ramirez Sanchez
Co-director de tesis Co-director de tesis

Cuando las células del seno proliferan sin control se da origen a la formacion de una masa celular o tumor
el cual se puede clasificar como benigno (TMB) o maligno (TMM), siendo que la presencia de este ultimo
en el seno diagnostica a un individuo con cdncer de mama. En México, el cancer de mama es la neoplasia
mas prevalente y mortifera en mujeres. Complicando el escenario es el hecho de que un TMB puede
transformarse en un TMM con el paso del tiempo. Sin embargo, los mecanismos involucrados en dicho
proceso se desconocen, principalmente porque existe una limitada informacion acerca de sus diferencias
a nivel molecular. Debido a que la funcidn celular es directamente dictada por la accién de las proteinas,
un estudio sobre el proteoma de los TMB y TMM puede proveer de informacion relevante que ayude a
comprender sus diferencias. Este estudio evalud y comparé el proteoma de los TMB (n = 10) y TMM (n =
6) de mujeres mexicanas. Para este fin, se utilizaron como herramientas de analisis la espectrometria de
masas, softwares especializados y analisis estadisticos multivariantes para cuantificar la abundancia de
proteinas entre ambos grupos. Mediante nuestro método, cuantificamos 2,168 proteinas con una
confiabilidad mayor al 99% y tasa global de descubrimientos falsos menor al 1%. Un total de 523 proteinas
mostraron una abundancia diferencial y significativa entre los TMM y TMB; 432 aumentaron y 86
disminuyeron en la cohorte de sujetos con TMM (1.5 fold change y p <0.05). Los analisis multivariantes
sugieren a cuatro proteinas como biomarcadores de malignidad incluyendo principalmente
proteoglucanos moduladores de la matriz extracelular. La abundancia diferencial de dichas proteinas fue
validada por Western blot. Ademas, el analisis de enriquecimiento por ontologia de genes de las proteinas
con un aumento significativo en los TMM sugiere una mayor activacion principalmente de los procesos
biolégicos relacionados a la regulacion de la expresién de SLIT y ROBO, enfermedades infecciosas,
metabolismo de ARN, degranulacion de neutrdfilos, ciclo del acido citrico y transporte de electrones, y
biogénesis y mantenimiento de organulos. Por otro lado, las proteinas con una disminucion significativa
sugieren una inhibicidn de procesos relacionados con el CHST6 defectuoso que causa MCDC1, organizacion
de la matriz extracelular, regulacién del transporte del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) y
absorcién por las proteinas de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBPS) y remodelacion
de lipoproteinas plasmaticas. En conclusidn, este es el primer estudio que evidencia diferencias a nivel
molecular entre los TMB y TMM en mujeres mexicanas sugiriendo a ciertas proteinas y vias de
sefializacion. No obstante, se requiere de un estudio con un mayor nimero de participantes para tomar
en cuenta la heterogeneidad de la poblacién mexicana.

Palabras clave: Benigno, maligno, mama, tumor, espectrometria de masas, swath-ms
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Abstract of the thesis presented by Vareska Lucero Zarate Cérdova as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Life Science with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology.

Comparative proteomic analysis of benign and malignant breast tumors of Mexican women

Abstract approved by:

Dr. Aldo Moreno Ulloa Dr. Israel Ramirez Sanchez
Thesis co-advisor Thesis co-advisor

Breast tumors are produced by an uncontrollable cell proliferation mechanism and can be classified as
benign (TMB) or malignant (TMM). TMM or breast cancer is the neoplasia with the highest incidence and
mortality in Mexican women. Over time, some types of TMB can transform into a TMM. However, the
mechanisms involved in such process remain elusive and limited studies have examined the molecular
differences between TMB and TMM. Hence, the aim of this study was to evaluate and compare the
proteomic profile of TMB (n = 10) and TMM (n = 6) of Mexican women. For this purpose, liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS) and multivariate statistical analysis were used to
compare the breast proteome among both cohorts. Also, bioinformatic tools were used to investigate
pathways associated with the proteins differentially abundant in TMM vs. TMB. Using our method, we
quantified 2,168 proteins with a confidence greater than 99% and global false discovery rate lower than
1%. A total of 523 proteins showed a significant differential abundance (+1.5-fold change and p-value
<0.05) between TMM and TMB; 432 were up-regulated and 86 down-regulated in the TMM cohort.
Multivariate analysis (PCA and PCVG) strongly suggested three proteins (i.e., extracellular matrix
modulating proteoglycans) as markers of malignancy. These proteins were validated by Western blot
analysis. In addition, the functional enrichment analysis of the up-regulated proteins in TMM using the
REACTOME Database suggests a greater activation of the regulation of expression of SLIT and ROBO,
signaling by ROBO receptors, and metabolism of RNA pathways (top-three). On the other hand, down-
regulated proteins in TMM were associated with the defective CHST6 causes MCDC1, extracellular matrix
organization, and regulation of Insulin-Like Growth Factor (IGF) and transport and uptake by Insulin-like
Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs) pathways (top-three). In conclusion, our study revealed molecular
differences at the protein level among TMB and TMM and strongly associated proteins of the extracellular
matrix with the malignancy of breast tumors. However, a study with a larger number of participants is
warranted to corroborate and extrapolate our findings.
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Capitulo 1. Introduccidon

1.1 Antecedentes

1.1.1 Tumores de mama (TM)

Los tumores, también conocidos como neoplasias, son una masa anormal de tejido que se origina
por la proliferacién incontrolada de las células de cualquiera de los tejidos del organismo. Las células
tumorales actlan como anarquistas celulares desobedeciendo las reglas bioldgicas conocidas, como la
capacidad de respuesta a los controles normales del crecimiento, lo que induce una desproporcionada y

excesiva multiplicacion celular (Cooper, 2000).

Los tumores se denominan de acuerdo al tipo de célula de la que provengan (originan). Los TM
generalmente se originan en las glandulas que producen la leche o los conductos que la llevan al pezén.
Segun las caracteristicas clinicas que presentan los tumores se pueden clasificar en benignos o malignos

(Instituto Nacional del Cancer, 2019.) (Figura 1).

Tumor Benigno

Glandula
mamaria

Tumor Maligno

Figura 1. Tipos de tumor de mama. Creado con Biorender www.biorender.com



1.1.2 TiposdeTM

1.1.2.1 Tumores de mama benignos (TMB)

Anatomicamente, los TMB se encuentran en una zona bien localizada y su crecimiento permanece
confinado en su ubicacion original; en consecuencia, no invaden el tejido circundante ni migran a otros
sitios del cuerpo. Los TMB conservan la integridad de la capsula fibrosa o membrana basal (también
llamada ldmina basal) que rodea el seno y lo mantiene separado de otros tejidos (National Breast Cancer
Foundation, 2019). La mayoria de los TMB no son potencialmente letales debido a que se pueden extirpar
quirdrgicamente. Sin embargo, otros TMB pueden llegar a serlo si se presentan en érganos delicados como
el cerebro o médula espinal. Los TMB no suelen ser recurrentes después de la cirugia, sin embargo, si esto

llegara a ocurrir su aparicidon se manifestaria en su mismo lugar de origen (Sinha, 2018).

1.1.2.2 Tumores de mama malignos (TMM)

Los TMM son comunmente conocidos como cancer de mama y se caracterizan por su capacidad
de propagarse por invasion y metastasis. Estas caracteristicas se deben a la fragmentacion y desaparicion
de la lamina basal producto de la secrecidn y actividad de enzimas proteoliticas (Snoj et al., 2010). Los
TMM crecen generalmente mas rapido que los TBM y suelen reaparecer luego de una cirugia (Sinha, 2018).
Se ha estimado entre un 15y 16% de recurrencia de los TMM en mujeres después 5 a 10 aiios de haber

recibido cirugia local como tratamiento (Holleczek et al., 2019), (Colleoni et al., 2016)

Estudios de oncologia molecular comparada indican que la morfologia de las células de los TMM
consta de un nucleo grande e irregular, gran cantidad de ribosomas, poca cantidad de peroxisomas y
disminucién del volumen de las mitocondrias. Ademas, presenta cambios de composicién de la membrana
basal y en el nimero de receptores de superficie, microvellosidades atipicas en la superficie celular,
anomalias en la glucdlisis y en el ciclo del acido tricarboxilico (TCA). Los TMM presentan la formacion de
vasos sanguineos nuevos, proceso conocido como angiogénesis tumoral y pérdida de diferenciacién que
hace que las células tumorales se asemejen a las células embrionarias del tejido huésped (Baba y Catoi,

2007).



1.1.2.3 Clasificacion de los TMM

Los TMM se suelen clasificar de acuerdo a caracteristicas anatdmicas, celulares y moleculares. Esta
clasificaciéon se realiza en funcién a su localizacidn, agresividad, capacidad de propagacion y subtipo
molecular. La clasificacién basada en la localizaciéon se divide en dos tipos, carcinoma ductal y lobulillar;
basada en la agresividad del tumor (grado de similitud del tumor al tejido normal en el microscopio) se
clasifica en grados del 1 al 3; basada en la capacidad de propagacion se clasifica en etapas del 0 al 4. Y
finalmente de acuerdo al perfil molecular, es decir en funcién a los patrones de expresidn génica se
clasifican en cinco subtipos intrinsecos, los cuales son el tipo luminal A, luminal B, positivo para el receptor
2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), tumores basales (triple negativo) y de tipo normal

(Dai et al., 2015) (Figura 2).
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Figura 2. Clasificacién de los TMM segun (A) la localidad o ubicacién (B) el grado (C) el estadio o (D) el subtipo
molecular. (NIH, 2019a, 2019b; Johns Hopkins Medicine Pathology, 2019; National Breast Cancer Foundation, 2016)



1.1.2.4 Epidemiologia de los TMM

Los TMM son una enfermedad que afecta principalmente a las mujeres, no obstante, los hombres
también pueden ser afectados (18 - 90y 0.16 - 1.24 por cada 100,000 mujeres y hombres a nivel mundial,
respectivamente) (Ly et al., 2013). Segun la Organizacién Mundial de la Salud, los TMM son el cancer con
mayor incidencia en la poblacion femenina a nivel global (World Health Organization, 2019; World Cancer
Research Fund International, 2012). En el 2018, las tasas de incidencia mas altas fueron calculadas para
América del Norte y Europa Occidental, con valores de 91.6 y 91.1 por cada 100, 000 personas,
respectivamente. Por otra parte, los valores de incidencia mds bajos fueron para Africa media y Asia

oriental (26.8 y 27 por cada 100, 000 personas, respectivamente) (Figura 3) (Ghoncheh, 2016).

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2018, breast, all ages
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Figura 3. Distribucion estandarizada para todas las edades de la tasa de incidencia de los TMM en el mundo.
(International Agency for Research on Cancer, 2018)

En Meéxico, los TMM son el principal tipo de neoplasia maligna en mujeres (IMSS, 2015). De
acuerdo con andlisis internacionales, la tasa de incidencia de los TMM en México fluctta entre 39.4y 51.4
por cada 100,000 personas (Ghoncheh, 2016). Por otro lado, estudios epidemiolégicos en México indican
2,039 casos nuevos de TMM en el 2019 (9 primeras semanas). Siendo los estados con mayor incidencia:

Baja California, Ciudad de México, Jalisco, Nuevo Ledn y Veracruz (DGE, 2019). Las diferencias en las
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incidencias podrian deberse a muchos factores entre ellos el estilo de vida, los factores genéticos y el

medio ambiente de cada region.

1.1.2.5 Etiologia de los TMM

La etiologia de los TMM es poco conocida, no obstante, estudios recientes sugieren que los TMM
son una enfermedad multifactorial, es decir, que su desarrollo estd estrechamente vinculado con varios
factores de riesgo (American Cancer Society, 2013). Estos factores se clasifican como extrinsecos e

intrinsecos y tienen distinta influencia estadistica en la incidencia de la enfermedad (Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de factores de riesgo: los factores intrinsecos y no intrinsecos o extrinsecos. Los factores extrinsecos
se subdividen en enddgenos y exégenos (Wu et al, 2018).

Factores de riesgo intrinsecos Factores de riesgo Extrinsecos

Factores endégenos Factores Exdgenos

No modificable

Parcialmente modificable

«+» Edad bioldgica «» Radiacion
' P s - - iy ..
& Errores aleatorios en |a : Susceptibilidad genética : Cgrcmogenos guimicos
replicacion del ADN ’:’ Hormonas o ’f V'“_JS )
** Factores de crecimiento % Estilo de vida como
% Inflamacion fumar, vida sedentaria o
% Etnia mala alimentacién

Modificable

Los factores intrinsecos se relacionan a las mutaciones espontaneas que surgen como resultado
de los errores aleatorios en la replicacion del ADN. Los factores extrinsecos (Tabla 2) se subdividen en
factores externos que son exdgenos para el individuo como el estilo de vida; y los factores endégenos
relacionados con las caracteristicas internas que influyen en el control del crecimiento celular y la
integridad del genoma como la edad y etnicidad (Tabla 2). Los factores extrinsecos son los que contribuyen

con mayor magnitud al riesgo de desarrollar TMM (64.5%) (Wu et al., 2016).



Tabla 2. Factores de riesgo extrinsecos de los TMM. Modificado de Momenimovahed (2019).

Tipo de Factores de riesgo Caracteristica con mayor riesgo de desarrollar la
factores de individuales enfermedad
riesgo
Etnicidad :
Blancas no hispanas
Género .
e Femenino
Demografico Edad
250 afos

Grupo sanguineo

Ay Rhs positivos

Reproductivo

Edad de la menarquia

Temprana

Edad de la menopausia

Avanzada (> 50 afios)

Embarazo

Primer parto a edad avanzada o antes de las 33
semanas de gestacién

Aborto

Uno o mas casos de aborto

Uso de la pildora anticonceptiva oral, medicamentos

Hormonales Terapias hormonales estimulantes de la ovulacién o terapia hormonal
posmenopdausica
Mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2,
Hereditario Factores genéticos

polimorfismos de la metaloproteinasa de matriz, 3 o
mas casos de antecedentes familiares de TMM

Relacionados
con los senos

Lactancia

Corta duracion de la lactancia

Senos

Aumento de densidad o trastornos benignos

Obesidad y sobrepeso

Niveles altos de insulina en respuesta a la obesidad

Alcohol Consumo de alcohol
Fumar Tabaquismo activo y pasivo
Estilo de vida | Dieta Consumo excesivo de carnes y grasas saturadas
Actividad fisica Poca o nula actividad fisica
Vitamina D Deficiencia de vitamina D
Duracion del suefio Insomnio, poca duracién y mala calidad del suefio
La contaminacion del aire Areas urbanas con altos niveles de contaminacion
Aumento de los niveles de estrégeno a causa de la
Trabajo nocturno reduccion de la melatonina por la exposicion a la luz
Otros artificial durante la noche.

Estatus socioecondmico

Estatus socioecondmico alto

Diabetes

Diabetes en mujeres posmenopdausicas

Radiacion

Exposicidn a tratamientos con radiacién
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La edad y los antecedentes familiares han sido reportados como los factores de riesgos exégenos

mas importantes para las mujeres mexicanas (Calderén-Garcidueiias, 2000). Sin embargo, un estudio
realizado en el 2017 afirmd que eran los contaminantes ambientales los principales responsables de la
incidencia diferencial de TMM en distintas regiones del pais (Castrezana, 2017). Asimismo, se ha reportado
una relacién entre la edad y ciertos tipos de tumor en el estudio realizado por Wu et al. (2018) donde los
TMM con receptores de estrégenos parecen ser mas frecuentes que los TMM triple negativo y HER2

positivo en sujetos de edad avanzada.

La etnicidad ha sido vinculada con la incidencia de TMM. Las mujeres blancas no latinas tienen una
mayor incidencia en comparacion con las latinas estadounidenses y las mujeres indigenas de América
(141/89.9/54.8, respectivamente por cada 100, 000 personas) (Ci et al., 2002). Fejerman et al. (2008)
reportaron una asociacién entre la ascendencia genética en latinas estadounidenses y el riesgo de los TMM
y concluyeron que el riesgo de adquirir la enfermedad es mayor en las mujeres con una ascendencia
europea (odd ratio=1.79) en comparacion con las de ascendencia indigena americana. Sin embargo, en un
estudio realizado a mujeres procedentes de paises con bajo riesgo que migraron a E.E.U.U, se encontré
que la segunda y tercera generacién de los descendientes de estos migrantes, presentaron una tasa de
incidencia de TMM mas parecida a la de las mujeres de origen estadounidense que de su pais de origen

(Atkinson, 2018).

Asimismo, se ha reportado que las mujeres hispanas y afroamericas tienen una mayor
probabilidad de ser diagnosticadas con TMM en una etapa tardia (OR, 5.3) comparado con las mujeres
blancas (Kaminska et al., 2015). Existe evidencia de diferencias en la apariencia histoldgica, disminucion
de los niveles de expresidon del receptor de esteroides y un incremento de la expresidén de las proteinas
reguladoras del ciclo celular en los TMM de mujeres afroamericanas en comparacién con las mujeres
blancas, lo que podria estar contribuyendo al diagnéstico tardio (Porter et al., 2004). La expresidn de
ciertos genes en los TMM también puede estar asociado con el grupo étnico. Un estudio realizado por Lou
et al. (2018) demostré que el 89% mujeres afroamericanas con TMM expresan el gen homeobox BP1,

mientras que solo el 57% de las mujeres blancas caucasicas lo expresan (p = 0.04) (Chlebowski et al, 2005).

Estudios recientes han corroborado que las diferencias por causas genéticas siguen siendo
estadisticamente significativas incluso después del ajuste de variables socioeconémicas como el ingreso
econdmico, la educacion y el método de detecciéon (Daly y Olopade, 2015). Sin embargo, la mayoria de los
estudios realizados a nivel mundial involucran individuos de etnias distintas a las de nuestro pais lo que

restringe la interpretaciéon y la extrapolacion de los resultados a la poblacién mexicana.
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La poblacién mexicana tiene una gran cantidad de variacidon genética que puede ser la base de
fenotipos importantes en la investigacidn clinica. La ascendencia genética se ha asociado con numerosos
criterios de valoracion clinicos y riesgos de enfermedad como los recuentos de neutrdfilos, los niveles de
creatinina y la susceptibilidad al cAncer de mama lo cual es importante para el disefio e interpretacion de

los estudios médicos genéticos (Moreno-Estrada et al., 2014).

1.1.2.6 Diagnéstico de los TMM

El diagndstico clinico de los TMM y TMB actualmente se limita a técnicas de diagndstico por
contraste dptico (Figura 4). La mamografia de rayos X consiste en la medicion de la densidad de la mama
empleando rayos X y es considerada la técnica de diagndstico estdandar para la deteccion de TMM. Otros
métodos de diagndstico son la mamografia digital, que se diferencia de la tradicional por capturar de
manera digital la imagen de rayos X de la mama; el ultrasonido, que utiliza ondas sonoras para identificar
entre tejidos sdélidos o quistes inofensivos; la imagen por resonancia magnética (MRI), que mide la
respuesta del tejido de mama a un campo magnético; la tomografia dptica difusa de placa paralela (DOT),
gue mide la concentracion de ciertas moléculas como oxi y desoxi hemoglobina, oxigeno, lipidos o la
viscosidad de la matriz extracelular; la histopatologia que realiza el andlisis microscépico de los tejidos; y
otras nuevas tecnologias como la gammagrafia y tomografia por emision de positrones (PET), que analizan

la temperatura, propiedades dpticas, eléctricas o elasticas de la mama (Paci, 2002; Nounou et al., 2015).

Hasta la fecha, ninguna técnica dptica de diagndstico puede detectar con precisién todos los tipos
de anomalias en la mama, por lo que se recomienda el uso de multiples técnicas de imagen para un
diagnostico mas preciso. Ademas, se ha reportado que la mamografia de rayos x presenta una alta tasa de
falsos positivos de TMM (~ 22% en mujeres menores de 50 afios), baja sensibilidad a tumores pequefios
(< 5mm) en el diagnéstico por ultrasonidos y baja especificidad entre TMM y TMB utilizando la MRI. Estas
limitantes contribuyen a un sobretratamiento de anomalias inofensivas como los TMB y representa un
obstaculo para comenzar el tratamiento temprano en pacientes con tumores de mama (Choe et al., 2009;

Kukreti et al., 2009; Nabavizadeh et al., 2019; Yang et al., 2015; Drukteinis et al., 2013).



Figura 4. Métodos de diagndstico para los TMM (A) Mamografia, (B) Imagen por Resonancia Magnética, (C)
Tomografia Optica Difusa de Placa Paralela, (D) Histopatologia (Lehman y Schnall, 2005; Choe et al., 2009; Weigelt et
al., 2010).

El mal diagndstico podria atribuirse a la heterogeneidad tumoral incluyendo diversos
componentes moleculares desconocidos, innatos de cada tumor que no estan siendo tomados en cuenta
a la hora del analisis. Por ello, la informacién adicional de otras caracteristicas morfoldgicas y moleculares
mas precisas en ambos tipos de tumores podria mejorar el diagndstico (Lehman y Schnall, 2005: Choe et
al., 2009; Weigelt et al., 2010). Es asi que, el descubrimiento de marcadores de malignidad confiables de
los TMM se propone como una nueva estrategia que coadyuve a mejorar la sensibilidad, especificidad y
precision de los métodos convencionales, asi como ayudar a comprender la biologia del cancer y el

diagndstico mas preciso.

1.1.2.6.1 Proteinas como biomarcadores de malignidad de tumores de mama

Un biomarcador es una caracteristica bioldgica cuantificable de naturaleza molecular indistinta
(lipidos, proteinas, genes, etc) que indica de forma reproducible procesos biolégicos normales, patolégicos
o de respuesta a una exposicion farmacoldgica. Los biomarcadores pueden ser de diagndstico, monitoreo,
prediccidn, prondstico, riesgo, validacién, respuesta a farmacos, entre otros (FDA-NIH Biomarker Working

Group, 2017).
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Los genes por si solos no proporcionan un panorama completo de la biologia ni los cambios
relacionados al microentorno tumoral, porque el genoma de un organismo es estatico (Dias et al., 2016).
Conocer la secuencia completa del genoma no es suficiente para aclarar la funcién bioldgica debido a que

no existe una relacion linear determinante entre los genes y el proteoma de una célula.

El RNA mensajero es uno de los productos génicos involucrados en la dinamica celular (Pando-
Robles y Lanz-Mendoza, 2009), sin embargo, no permiten comprender de manera exacta los mecanismos
involucrados en la biologia del cancer debido a las modificaciones postraduccionales (PTM), empalmes
alternativos o tasas diferenciales de renovaciéon de proteinas. Ademas, la traduccién de ARNm a proteinas

es independiente a los niveles de abundancia de proteinas (Hixson et al., 2017).

Por el contrario, las proteinas son las principales biomoléculas que ejercen la funciéon celular y son
capaces de dar una imagen panoramica de los procesos biolégicos en funcién a su localizacion e
interaccion con otras proteinas (Liang, 2013). Los biomarcadores basados en proteinas son fundamentales
para el diagndstico fenotipico de los TMM. Sin embargo, no existe el conocimiento necesario de los perfiles
protedmicos asociados a los TMM; conocimiento que si existe en gendmica (De Gruttola et al., 2001;

Cassidy y Méndez, 2015; Fan et al., 2001; Nakagomi et al., 2017; Uribe et al., 2010; Sgrlie et al., 2001).

Por tanto, para comprender integralmente un sistema biolégico se debe estudiar al conjunto de
proteinas o proteoma que compone a dicho sistema, ya que las proteinas dictan de manera directa la

funcioén celular.

1.1.3 Protedmica

El término protedmica se refiere al estudio a gran escala de las proteinas que constituyen una
célula, tejido u organismo (proteoma) bajo condiciones definidas y especificas. En la protedmica, existen
dos metodologias para la identificacion de proteinas: el andlisis de proteinas intactas (de arriba hacia abajo
o top down) y el analisis de péptidos proteicos digeridos enzimaticamente (de abajo hacia arriba o bottom
up) (Figura 5). La espectrometria de masas (MS) es una tecnologia analitica esencial en el contexto de la
protedmica debido a su alta capacidad de analisis y sensibilidad, capaz de detectar hasta la diezmilésima

parte de la masa atémica (masa de un isdtopo individual) de las moléculas analizadas (Pleil & Isaacs, 2016).
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La MS puede emplear procedimientos experimentales adicionales como el analisis con marcaje isotdpico
(isotopic labelling) o sin marcaje (label free o basada en la intensidad de la MS) y la espectrometria de
masas en tdandem (MS/MS) para mejorar la sensibilidad y obtener mas informacién del analito (Hixson et
al., 2017). El analisis sin marcaje es la metodologia recomendada para el descubrimiento de biomarcadores

(Levin et al., 2007).

Desnaturalizacién
y solubilizacién de

Electroforesis ‘Vi{Escisién de“ Digestion Ti
proteinas

1Do2D bandas Enzimatica

Separacion de
péptidos por 2D
HPLC

. T Digestion
Precipitacion Desnaturalizacion g B
enzimatica

Proteémica

Digestion |
Enzimética |

fracciones

Figura 5. Diagrama de flujo de las dos metodologias asociadas a la proteémica LC-MS/MS: bottom up y top down.
Modificado de Hixson et al. (2017).

1.1.3.1 Protedmica tipo “shotgun”

Debido a la complejidad de los sistemas bioldgicos, la protedmica moderna o shot gun, se basa en
3 pilares tecnoldgicos que incluyen 1) un método para separar proteinas/péptidos de una muestra
compleja en funcién de sus propiedades quimicas o fisicas, 2) espectrometria de masas (MS, por sus siglas
en inglés) para adquirir los datos necesarios para la identificacién proteinas individuales y 3)
bioinformatica para analizar y ensamblar los datos proporcionados por la MS (Figura 6) (Shah y Misra,

2011; Yu et al., 2010).

La metodologia de la proteédmica shotgun comienza con la extraccién de las proteinas de la
muestra y su posterior digestion enzimatica generalmente con tripsina. Generalmente se utiliza una
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para la separacion de los péptidos digeridos que son
posteriormente ionizados. Existe una gran variedad de fuentes de ionizacién disponibles para MS como la
lonizacion por Electrospray (ESI), lonizacién Quimica a Presion Atmosférica (APCI), Fotoionizacién a Presion
Atmosférica (APPI) e lonizacién por Desorcidn Laser Asistida por Matriz (MALDI), de las cuales la técnica
mas usada para ionizar proteinas es la ESI. La ESI consiste en pasar el analito a través de un capilar al que

se aplica un alto potencial eléctrico, luego la solucidn se dispersa en forma de spray formado por pequefias
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gotas cargadas, las cuales se evaporan rapidamente por un proceso de desorcién o evaporacion del
solvente obteniendo péptidos o proteinas protonadas preferentemente en los aminodacidos histidina,

arginina y lisina y en su extremo N-terminal (Siuzak, 2004).

Proteomica Shotgun

1. Separacion de proteinas 2. Espectrometria de masas 3. Bioinformatica
apte,

Péptidos Pephidos ionizados as®,
s 0y

N PR Yty
BB BB e@® S i

Fragmentos de

pephdos ionizados|

Cromatogramas | - A
HPLC MS/MS y espectros | - I “ ,

Figura 6. Esquema de los 3 pilares tecnolégicos de la protedmica shotgun que incluyen 1) la separacién de péptidos
2) espectrometria de masas y 3) bioinformatica. Creado por Biorender. www.biorender.com

Los péptidos o proteinas ionizadas, también conocidos como iones parentales o precursores (MS1)
son direccionados al analizador de masa. Existe una gran variedad de analizadores de masas, cada uno con
su propio nicho de aplicacidn especifico, que incluye el Cuadrupolo (Q), Tiempo de vuelo (TOF), Trampa
de lones, Trampa de Paul (3D), Trampa de lones Linear (2D), Trampa Electrostatica (Orbitrap), Trampa de
Resonancia Ciclotrénica (ICR) e Hibridos en Tandem, como los Q-Trap, Q-TOF y Q-Orbitrap. Asimismo, los
analizadores hibridos se caracterizan por presentar dos o mds analizadores de masa diferentes separadas
por una celda de colisién que genera iones de fragmentacién (MS2) (Clarke, 2017). El espectrometro de
masas AB Sciex TripleTOF5600+ (SCIEX, Framingham, MA) presenta un analizador hibrido TOF unido a un
triple Q que se destaca por su alto poder de resolucion (30k) y una precision de masa (<3 ppm) con altas
tasas de adquisicidn espectral MS2 (20Hz) que permiten una potente plataforma de descubrimiento para

mezclas complejas (Andrews et al., 2011).



13

Los MS1 y MS2 individuales son seleccionados de acuerdo a la relacién de su masa y carga (m/z)

en el analizador de masas y finalmente detectados por el sistema de deteccién. Como resultado, se genera
un cromatograma con informacién de la abundancia relativa de un ion especifico en funcién al tiempo
para realizar la cuantificacién de proteinas. Finalmente, los datos proporcionados por el MS son analizados

por herramientas bioinformaticas.

1.1.3.2 Tipos de cuantificacion protedmica

Existen dos tipos de medicidon cuantitativa usando MS. La cuantificaciéon absoluta, donde el
objetivo es medir la concentracién real de la proteina o péptido en la muestra; y la cuantificacién relativa
donde la concentracion relativa de proteina/péptido es comparado entre dos o mas muestras. La
cuantificacion absoluta se utiliza cuando se analizan pocos y conocidos péptidos o proteinas de interés, de

lo contrario se utiliza la cuantificacion relativa (Hixson et al., 2017).

1.1.3.3 Tipos de adquisicion de datos

Tradicionalmente, los métodos de adquisicién de datos MS2 se han dividido en dos tipos: La
adquisicion dependiente de datos (DDA) o protedmica de descubrimiento, y la adquisicién dirigida que
incluye 3 su analisis, el monitoreo de reaccion multiple (MRM), la SRM (Selected Reaction Monitoring,
Monitorizacién de Reaccidn Seleccionada) y la PRM (Parallel Reaction Monitoring, o Monitorizacién de

Reaccién Paralela) (Figura 7) (Fernandez, 2016).

En la DDA los iones precursores o MS1 son elegidos estocasticamente en funcion de su
abundancia. Los MS1 mdas abundantes se aislan y fragmentan individualmente en iones de fragmentacion
o0 MS2 que luego son analizados con algoritmos de busqueda. Este enfoque disminuye la reproducibilidad
y evita la medicion de péptidos de baja abundancia, en consecuencia, existe una pérdida de informacion.
Sin embargo, la DDA tiene una gran amplitud de deteccion, es decir, permite identificar y cuantificar un
enorme numero de proteinas y no requiere ningun tipo de conocimiento previo acerca de la composicion
de la muestra (Aebersold & Mann, 2016). Por otra parte, el monitoreo de reaccion multiple (MRM)

selecciona los iones precursores o MS1 que coinciden con un péptido de interés especificado previamente.
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Los MS2 se enfocan en el pequefio conjunto de péptidos predeterminados. Este enfoque se utiliza cuando
los objetivos principales del analisis es la cuantificacion precisa, la reproducibilidad y la validacidn (Garcia,

2017).

Recientemente, se ha desarrollado otro método de muestreo llamado adquisicién independiente
de datos (DIA) donde todos los MS1 dentro de un intervalo de masa seleccionado se aislan, fragmentan y
analizan en MS2 (Hu et al., 2016). La cuantificacién se basa en la comparacion de espectros DIA con
bibliotecas espectrales que muestran patrones de fragmentacion precisos y determinados empiricamente
para cada péptido en la biblioteca (Amodei et al., 2019). Un enfoque alternativo para la cuantificacion del
proteoma que combina un método DIA de alta especificidad con una nueva estrategia de extraccién de
datos dirigida para extraer los conjuntos de datos de fragmentos de iones resultantes es la cuantificacion

SWATH — MS (Gillet et al., 2012)

Adquisicion dependiente de datos Adquisiciéonindependiente de datos

A B
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Figura 7. Tipos de adquisicion de datos de la protedmica cuantitativa (A) Adquisicion dependiente de datos (DDA) (B)
Adquisicion independiente de datos (DIA) (C) La informacidn del MS2 para el MS1 VLENTEIGDSIFDK ++ (D) Extraccidn
de los MS2 en el tiempo de los datos de DIA. Modificados de (Hu et al., 2016).
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1.1.3.4 Cuantificacion SWATH - MS

La adquisicion secuencial de ventanas de todos los espectros de masas teéricos (SWATH — MS) es una
variante de los métodos de DIA. Este esquema de adquisicidn fragmenta sistemdticamente todos los MS1
en intervalos de masa especifico consecutivas y que son denominadas como ventanas de aislamiento. Esto
da como resultado un conjunto de MS2 multiplexados continuos en la intensidad como en las dimensiones
del tiempo de retencién que son utilizados en la cuantificaciéon junto con una biblioteca de analisis
generada previamente. La biblioteca de proteinas proporciona informacidn cromatografica vy
espectrométrica de masas de los péptidos de interés en forma de los llamados parametros de consulta de

péptidos (PQP, por sus siglas en inglés) (Ludwig et al., 2018; Rosenberger et al., 2014).

1.1.3.5 Aplicacion de la proteémica a la biologia del cancer

En las ultimas décadas, el desarrollo de tecnologias proteédmicas ha permitido un gran avance en
la caracterizacién molecular de los TMM mediante la identificacion de nuevos biomarcadores que han
ayudado a comprender las vias de sefializacién que gobiernan su desarrollo, progresion y diferenciacién
entre subtipos de TMM. Por ejemplo, se han identificado fenotipos de los TMM ERa+ y ERa que indican
un aumento de abundancia en proteinas relacionadas principalmente con el metabolismo de los
aminodcidos, el proteasoma y el metabolismo de los acidos grasos en los TMM ERa+; y un aumento en
aquellas relacionadas con la ruta de la glucdlisis en los TMM ERa- (Rezaul et al., 2010). Del mismo modo,
se han identificaron diferencias a nivel de abundancia de proteinas entre los subtipos de TMM luminal A,

Her2 y triple negativo (Tyanova et al., 2016).

Sanders et al. (2008) reportaron que la Ubiquitina, Calciclina y proteina de unién al Calcio S100 A8
(5100-A8) presentan una disminucidon estadisticamente significativa en el tejido tumoral (n=122) en
comparacién con el tejido normal (n=167). También se han sugerido diferencias a nivel de proteinas entre
TMM de tipo ductal infiltrante y tejido de mama normal de mujeres tunecinas (n=10), donde se
identificaron una serie de proteinas como la Enolasa 1, Fosfoglicerato quinasa 1, Desoxihemoglobina, Mn-
superoxido dismutasa. La Cadena B de alfa-cristalina (CRYAB), Proteina de choque térmico 27 (HSP27),
Proteina inhibidora de la quinasa Raf (RKIP), Ribonucleoproteina nuclear heterogénea A2/B1, Cofilina 1y

Peptidilprolil isomerasa con una abundancia aumentada en los TMM; y a las Proteinas inmunoglobulina
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pesada gamma 1 (IGHG1) y Componente C3 del complemento (C3) con abundancia disminuida (Kabbage

etal., 2008).

Se ha estudiado el proteoma de TMM en otros grupos étnicos. Un estudio realizado en mujeres
coreanas, reportd diferencias a nivel de proteinas entre tejido normal y los TMM ductal in situ (n=1) e
invasivo (n=2). Las proteinas Calreticulina (CRT) y la proteina Disulfuro isomerasa A3 (PDIA3) aumentaron
su abundancia en los TMM ductal in situ e invasivos con respecto al tejido de mama normal (Song et al.,
2012). Por otro lado, un estudio realizado a mujeres brasilefias comparé el proteoma de TMM ductal
invasivo y el tejido no tumoral circundante; e identific6 161 proteinas desreguladas de las cuales 33
proteinas relacionadas al citoesqueleto y proteinas de unién a la actina disminuyeron su abundancia en
los TMM respecto al tejido normal; mientras que 128 proteinas relacionadas a enzimas metabdlicas
aumentaron su abundancia (Da Costa et al., 2015). En mujeres mexicanas, se ha reportado aumentada la
abundancia de la proteina Gluoxalasa 1 (GLO1) en TMM (n=98) en comparacion del tejido de mama normal
circundantes del mismo paciente, una enzima involucrada en la desintoxicacién del Metilglioxal, un

producto Citotdxico de la glucdlisis. (Fonseca-Sanchez et al., 2012).

Ademas de analisis protedmicos en tejido tumoral, se han reportado estudios en lineas celulares
humanas. Calderén-Gonzalez et al. (2015) sugieren que las proteinas con mayor abundancia en los TMM
incluyen proteinas mitocondriales involucradas en la fosforilacién oxidativa. Otro estudio compard 16
lineas celulares y 4 tejidos tumorales de tipo triple negativo, y reporté una disminucién en la abundancia
de la Proteina fosfatasa 1A (PPM1A) y aumento en Periostina (POSTN), Miosina cadena ligera quinasa
(MYLK) y complejo de antigeno leucocitario humano (HLA-A) en los TMM (Lawrence et al., 2015). En
México se ha reportado un estudio en lineas celulares MCF-7 y biopsias de TMM de tipo triple negativo
(n=6) que reveld la existencia de 16 proteinas con mayor abundancia en los TMM entre la cuales destacan
el Inhibidor de disociacion Rho GDP 2 (RhoGDI-2), la Proteina de choque térmico 27 (HSP27), el superdxido
dismutasa 1 (SOD1), la Enzima conjugadora de ubiquitina E2 N (UBE2N), Complejo activador del
proteasoma subunidad 1 (PSME1) y la Cadena ligera de ferritina (FTL) (Mufiz Lino, et at., 2014).

Los estudios protedmicos relacionados al cdncer de mama han estado enfocados a la
diferenciacidn de los subtipos de los TMM y comparacién con el tejido de mama normal. Sin embargo, los
analisis entre TMB y TMM son escasos. Ademas, el tipo de muestra analizada generalmente corresponde
a lineas celulares de cancer de mama, asi como tejidos de mama de mujeres de etnias diferentes a las de
México debido a lo cual existe la necesidad de estudiar TBM y TMM para conocer cudl es la diferencia a

nivel de proteinas entre estos tipos de tumor en la poblacion mexicana.
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1.2 Justificacion

Se ha demostrado que los factores genéticos y ambientales contribuyen a la incidencia de los
TMM, lo cual sugiere heterogeneidad molecular de la patologia en funcién a la etnia y localizacidn
geografica. Sin embargo, en México, no hay estudios que describan un perfil proteémico de TMM y TMB
a pesar de que el cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia entre las neoplasias malignas en las

mujeres.

Comprendiendo la biologia de los TMM Y TMB se podria mejorar la sensibilidad y precisién de los
métodos de diagndstico cuya alta tasa de falsos positivos contribuye a que los tratamientos y

procedimientos clinicos sean inadecuados e inespecificos para el tipo de tumor de los pacientes.

1.3 Hipétesis

Existe una diferencia en la abundancia de proteinas entre los TBM y TMM de mujeres mexicanas.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar cambios en la abundancia de proteinas entre los TMB y TMM de mujeres mexicanas.

1.4.2. Objetivos especificos

1.4.2.1 Estandarizacién de un método de deteccidn y cuantificacion de proteinas por LC-MS/MS

para tejido tumoral de mama.
1.4.2.2 Creacion de una biblioteca informatica espectral de proteinas de tejido tumoral de mama.
1.4.2.3 Cuantificacion de la abundancia de las proteinas de TBM y TMM.

1.4.2.4 Identificacion de redes proteinicas y vias de sefalizacion asociadas a las proteinas

diferencialmente abundantes entre TBM y TMM.

1.4.2.5 Optimizacién de la biblioteca informatica espectral de proteinas del tejido tumoral de
mama.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Diseiio del estudio y obtencion de muestras

En este estudio piloto, se analizaron dieciséis muestras de mujeres mexicanas diagnosticadas con
tumor de mama (TMM n=6 y TMB n=10). Todas las muestras se obtuvieron del Hospital General Zona
Norte de Puebla de la Secretaria de la Salud del Estado de Puebla. La aprobacidn ética para la recoleccion
de muestras de las pacientes fue aceptada por la Junta de Revisidn Institucional de acuerdo con la Ley de
Portabilidad y Responsabilidad de Seguros Médicos (HIPAA, por sus siglas en inglés) y todos los
participantes firmaron formularios de consentimiento informado. Las muestras se obtuvieron de un
estudio previo (Perez-Ortiz et al, 2017). Las mujeres diagnosticadas con TMM recibieron un tratamiento
previo de 80 mg/m2 de paclitaxel por 12 semanas como quimioterapia neoadyuvante. Todas las muestras
fueron obtenidas por cirugia conservadora de mama (tumorectomia) y posteriormente congeladas a -80
°C. Las muestras recolectadas se evaluaron y agruparon en el analisis de acuerdo con el informe
histopatoldgico después del diagndstico. Las caracteristicas histopatoldgicas y clinicas se resumen en la

Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas histopatoldgicas y clinicas de los TBM y TMM

Tipo del tumor TBM T™MM

Edad 22-68 40-72

Diagnostico Mastitis, fibroadenoma HER2Neu, Triple Negativo y Luminal B
Terapia Sin terapia Paclitaxel

Diametro del tumor | Mayora2cm Mayor a2 cm

La metodologia empleada en este estudio se ilustra en resumen en la Figura 8.
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Figura 8. Diagrama de flujo generalizado de la metodologia empleada en este estudio

2.2 Preparacion de las muestras

2.2.1 Extraccion de proteinas

Las dieciséis muestras de tejido mamario fueron maceradas con un homogenizador eléctrico
(Polytron) en un tubo de vidrio y lisadas con 150-400 pul de buffer para lisis preparado con 0.5 M de
NH4HCOs a pH 8.0, 8 M de urea, 150 mM de NaCl, 3 mM MgCl, y 0.5% de Triton X-100 suplementado con
inhibidores de proteasas (IMm-2mM NasVO,, 1mM NaF, 1mM PMSF, coctel inhibidor de proteasas [Sigma
Aldrich] y coctel inhibidor de proteasas HALT [Sigma Aldrich]).

Posteriormente, se sonicaron por 5 minutos dos veces. Entre cada sonicacidén se realizd una
agitacién vigorosa con un vértex por 30 segundos. Adicionalmente, las muestras se agitaron por inversion
por 30 min a 4 °Cy se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 min. El sobrenadante (proteinas) fue recolectado
y almacenado a -80 °C. Las muestras fueron manejadas en bafio de hielo durante todos los pasos.

Finalmente, la determinacién de la concentracién proteinica se realizé mediante el ensayo de Bradford.



20

2.2.2 Obtencion de péptidos tripticos

Los péptidos se obtuvieron con el kit comercial de digestion de proteinas Pierce™ Mass Spec
Sample Prep Kit for Cultured Cells de la marca Thermo Fisher Scientific. Este procedimiento consistié en la
dilucién de las muestras en buffer de lisis celular a un volumen final de 100 ul y la posterior reduccién de
las proteinas con 2.1 ul de ditiotreitol (DTT) incubandolas por 45 min a 50 °C. Las proteinas se alquilaron
con 11.5 ul de iodoacetamida (IAA) incubandolas protegidas de la luz a temperatura ambiente por 20 min.
Posteriormente, las proteinas se precipitaron con 460 ul de acetona al 100% durante toda la noche. Se
agregd 50 ul de acetona al 90%, se centrifugd a 14,000 rpm a 4 °C por 5 min y se removid el sobrenadante.
Se dejé secar atemperatura ambiente y después se le agregd 50 ul de buffer de digestidn a los precipitados
(proteinas). Finalmente, se agregaron 2 y 4 ul de las endoproteinasas Lys-C y tripsina y se incubaron por 2
y 3 horas, respectivamente. Las muestras fueron congeladas a -80 °C y secadas mediante centrifugacién y

alto vacio utilizando un Sistema SpeedVac (Savant, Thermo Fisher Scientific).

Después de la digestidn de proteinas, se continud con el proceso de extraccidon de detergente con
acetato de etilo siguiendo el protocolo de Yeung Yee-Guide (Yee-Guide y Stanley, 2011). Luego, las
muestras fueron secadas utilizando el sistema SpeedVac y resuspendidas en 95:5 agua:acetonitrilo con
acido férmico al 0.1%. La concentracién de los péptidos tripticos obtenidos se determind mediante el
empleo del kit Pierce™ Quantitative Colorimetric Peptide Assay de la marca Pierce de Thermo Fisher
Scientific y un Espectrofotometro UV-VIS-multiplaca 96 EPOCH (Biotek, Winooski, EE.UU) (absorbancia a
480 nm).

2.3 Estandarizacion del método de LC-MS/MS

Antes de analizar los péptidos resultantes de las muestras de TBM y TMM por LC-MS/MS, se
estandarizé el método utilizando muestras de proteina provenientes de células endoteliales de la arteria
coronaria bovina (BCAEC) y tejidos de retina de ratén. Los parametros que se evaluaron se describen a

continuacion.

Para corroborar que la deteccidn de la abundancia de proteinas estaba vinculada intrinsecamente
a la cantidad de muestra inyectada al equipo y no a alguna falla o sesgo del equipo de detencidn, se

inyectaron dos cantidades distintas de péptidos tripticos de BCAEC (0.5 y 1 ug) por triplicado al equipo LC-
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MS/MS y se evalud su respuesta de deteccidn. Por otro lado, se evaluaron la capacidad de adquisicion de
datos con dos tiempos de elucidn diferentes (120 y 150 min) y la especificidad de cuantificacién SWATH-
MS con dos tamafios minimos de ventana variable (10 y 14 Da) utilizando los péptidos tripticos de retina

de raton.

2.4 Cuantificacion SWATH - MS

2.4.1 Analisis LC-MS/MS

Los péptidos tripticos de TBM y TMM fueron analizados por LC-MS/MS. La LC se llevd a cabo
utilizando un sistema Eksigent nanoLC® 400 (Eksigent, Dublin, CA) que consiste en una columna analitica
HALO Fused-Core C18 (0.3 x 150 mm de ntcleo sélido, 2.7 pm y un tamafio de poro de 90 A, Eksigent AB
Sciex, Foster City, CA, EE. UU). La velocidad de flujo fue de 5 uL/min y la cantidad de muestra inyectada de
4 uL. La separacidn de péptidos se realizé utilizando un gradiente de elucion de 150 min con 0.1% de acido
formico en agua (fase movil A) y 0.1% acido formico en acetonitrilo (fase moévil B). El gradiente comenzé
con 95-5% A-B por 5 min, manteniéndose constante por 35 min, cambiando a 90-10% A-B por 60 min.
Después, la composicion se cambid a 70-30% A-B por 35 min y por ultimo a 0-100% A-B por 15 min. Dos
muestras blanco (solvente) fueron inyectadas entre muestras para minimizar el arrastre de remanentes
(carryover). El eluyente fue dirigido directamente al MS AB Sciex TripleTOF5600+ (SCIEX, Framingham, MA)
usando ionizacién por electrospray (ESI) con las siguientes condiciones lonSpray Voltage Floating (ISVF),
5500 V; Temperatura de fuente, 450 ° C; Cortina de gas (CUR), 30; Fuente de iones Gas 1 (GS1), 25; Fuente
de iones Gas 2 (GS2), 35.

2.4.2 Creacion de una biblioteca espectral de proteinas

La creacion de la biblioteca espectral SWATH-MS se realizé mezclando todos los péptidos tripticos
de las muestras de TBM y TMM en un Unico pool y sometiéndolos a un andlisis LC-MS/MS, como se
mencioné anteriormente, operado en modo de DDA. El pool de proteinas se inyectd por triplicado al

espectrometro de masas TripleTOF5600+ cambiando automaticamente entre el modo de adquisicion
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completa MS y MS/MS. El tiempo de acumulacion para el analisis MS fue de 0.25 s en el intervalo m/z de
350-1200 Da y para el analisis MS/MS fue de 0.05 s en el intervalo m/z 50-1200 Da (tiempo de ciclo 1.3 s).
Las configuraciones de la IDA fueron: estado de carga +2 a +4, intensidad 150 cps, excluir isétopos dentro
de 6 Da, tolerancia de masa 50 mDa y un nimero maximo de iones candidatos 20. Se seleccioné "excluir
iones objetivo anteriores" 20 s después de dos eventos y también se selecciond "restar fondo dindmico"
(Dynamic Background Subtraction). Esto significa que los 20 iones mds intensos (intensidad > 150) con
estados de carga de +2 a +4 se aislaron y fragmentaron secuencialmente dentro de la trampa de iones
lineal usando CID y finalmente se excluyeron dindmicamente durante 20s para evitar la seleccion repetitiva
del mismo péptido. El instrumento se calibré automaticamente utilizando soluciones de calibracién TOF
MS y MS / MS positivas antes y después de las inyecciones (<3.5 horas) para garantizar una precision de

masa de <5 ppm para los datos MS y MS/MS.

La identificaciéon de proteinas se llevd a cabo mediante el algoritmo Paragon™ incluido en el
Software Protein Pilot™ (version 4.2, AB Sciex, Foster City, CA, EE. UU.) que se basa en la alineacion de los
datos LC-MS/MS con las secuencias de proteinas de la base de datos del proteoma humano revisado en
formato FASTA (20,360 entradas) obtenido de Uniprot (http://www.uniprot.org). Los parametros de
busqueda fueron los siguientes: tipo de muestra: identificacidn; alquilacion de Cys: yodoacetamida;
digestion: tripsina; instrumento: TripleTOF 5600; factores especiales, ninguno; especie: Homo sapiens; sin
modificaciones bioldgicas ni sustituciones de aminodcidos; un minimo de un péptido Unico y una tasa de
descubrimiento falso (FDR) de software con cut off >1.3 (95% de confianza). La biblioteca de proteinas
generada fue exportada en formato group. Adicionalmente, la biblioteca fue cargada en el programa

PeakView (V2.1 con el complemento SWATH Quantitation) y exportada en formato CSV.

2.4.3 Analisis de enriquecimientos de ontologia de genes GO de la biblioteca de proteinas.

El analisis de enriquecimientos de ontologia de genes GO es una forma de estructurar u organizar
un conjunto de proteinas en términos de los procesos bioldgicos, componentes celulares o funciones
moleculares asociados entre ellas; es decir, se clasifican las proteinas seguin su ontologia genética. En este
estudio, se utilizé el software ClueGO (version 2.5.1) de la plataforma Cytoscape para identificar la
localizaciéon dentro de la célula de las proteinas de la biblioteca espectral y evaluar la cobertura celular del
método de creacidn de la biblioteca. Porque a mayor cobertura celular, mayor probabilidad de encontrar

biomarcadores y mejora sensibilidad de deteccidn.


http://www.uniprot.org/
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2.4.4 Cuantificacion diferencial de proteinas de los TBM y TMM

La DIA se generd con 56 ventanas de aislamiento variables utilizando SWATH Variable Window
Calculator (AB Sciex, Foster City, CA, USA) basada en las frecuencias de precursores m/z en las muestras
de DDA, con un minimo ancho de ventana de 5 m/z. El tiempo de acumulacion para el analisis MS TOF fue
de 0.15 s en el intervalo 350-1200 Da y los datos MS/MS se obtuvieron de 350-1200 Da con un tiempo de
acumulacién de 0.05 s (tiempo de ciclo 3 s). Los demas parametros fueron los mismos que el usado para

el analisis DDA.

Para realizar la cuantificacién diferencial de proteinas, los datos obtenidos de la extraccién de
datos dirigida (DIA) junto con la biblioteca de proteinas generada por DDA se analizaron con la aplicacion
de cuantificacion SWATH ®Adquisicion de MicroApp 2.0 en PeakView versién 1.2 (AB Sciex, Foster City, CA,
USA). PeakView extrae el drea de los picos SWATH MS y obtiene los valores de intensidad, m/z y tiempo
de retencion de todas las proteinas para realizar la cuantificacion. La alineacién de las proteinas fue
realizada por una curva de calibracion del tiempo de retencién de las proteinas mas intensas que fueron
seleccionadas manualmente. La configuracién usada para la cuantificaciéon SWATH-MS fue un ndmero
maximo de 6 péptidos por proteina que se incluirdn de la biblioteca de iones importados, 6 espectros de
fragmentacion o iones producto por péptido, un umbral de confianza de péptidos de 99%, una tasa de
falsos descubrimientos (FDR) menor al 1%, una ventana de tiempo de retencién XIC de 50 ppm, 10 miny
se excluyeron los péptidos modificados. Finalmente, las areas se exportaron a Markerview (AB Sciex,

Foster City, CA, USA) para un analisis estadistico adicional.

2.5 Analisis estadistico

Las areas de los MS2 de los péptidos tripticos de las proteinas fueron exportadas de PeakView a
formato del software MarkerView™ (AB Sciex) para el analisis estadistico. Las intensidades de las areas de
los MS2 de los péptidos se normalizaron frente a la intensidad total (factor de la escala logaritmica de la
abundancia de la muestra). La comparacion de la abundancia de las proteinas entre el grupo de TBM y
TMM se realizé6 mediante la prueba t de Student no preada de dos colas (varianza desigual, Welch). Las
proteinas que fueron consideradas con un cambio significativo en la abundancia fueron las que
presentaron un valor de p menor a 0.05 y un fold-change (proporcion de cambio) de la abundancia de

proteinas de TMM vy la abundancia de proteinas de TBM, mayor a 1.5 y menor a 0.66 (aumento o
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disminucién en la abundancia de proteinas, respectivamente). Para visualizar las proteinas
diferencialmente abundantes entre ambos grupos, se realizé una grafica de volcan utilizando el software
comercial GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.). Adicionalmente se realizaron dos analisis
multivariados, el analisis de componentes principales (PCA) y analisis de componentes principales por
agrupacion de variable (PCVG) para reconocer la tendencia de los grupos dentro del conjunto de datos y

el descubrimiento de potenciales biomarcadores.

2.6 Identificacion de vias de sefalizacion asociadas a las proteinas

diferencialmente abundantes en el TMM

Para facilitar la interpretacion biolégica y visualizar las redes proteinicas, se realizé un analisis de
enriquecimiento de genes utilizando el software ClueGO y la base de datos REACTOME

(https://reactome.org). Las proteinas cuya abundancia presenté un cambio significativo en el grupo de los

TMM con respecto a los TBM fueron analizadas por separado. Los parametros utilizados para las proteinas
que disminuyeron y aumentaron significativamente en los TMM fueron los siguientes: Prueba estadistica
utilizada = Enrichment/Depletion (prueba hipergeométrica de dos lados); Método de correccion utilizado
= Reduccion de Bonferroni; Nivel minimo de GO = 3; Nivel maximo de GO = 8; Numero de genes = 3;
porcentaje minimo = 2.0 Grupo de fusion = false; Umbral de puntaje Kappa = 0.4 y Sharing Group
Porcentage = 50.0. Donde el nivel minimo y maximo determina el intervalo en la los niveles jerarquicos
GOy el grupo de fusion que reduce la redundancia mediante la seleccidn de las relaciones jerdrquicas en

la red de proteinas que comparten genes asociados mds representativos.
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2.7 Optimizacion de la biblioteca de proteinas

2.7.1 Modificacion de los parametros utilizados en la identificacion y cuantificacion de

proteinas de la biblioteca espectral

La extension de proteinas de la biblioteca es una limitante para la cuantificacion SWATH-MS
debido a lo cual se incrementé el numero de proteinas y péptidos identificados en la biblioteca de
proteinas tumorales obtenida en este estudio mediante la modificacion de la tasa de descubrimiento falso
(FDR), unos de los parametros de busqueda del Software Protein Pilot™. La identificacidn de las proteinas
de la biblioteca fue evaluada con 95% de confianza y la cuantificacion SWATH-MS con un nimero maximo
de péptidos por proteina de 6 y 100; y un XIC de 50 y 75 ppm. Asimismo, la influencia del numero de
péptidos utilizados para la creacion de la curva de calibracién del tiempo de retencién de las proteinas

mads intensas fue evaluado con 17, 18, 19 y 40 péptidos.

2.7.2 Extension de proteinas de la biblioteca espectral

Se realizd6 un proceso de extensidon de proteinas de la biblioteca espectral tomando como
referencia el método descrito por Wu et al. (2016). En resumen, esta metodologia consistid en la union de
la biblioteca de proteinas de este estudio (biblioteca interna) y las proteinas de una biblioteca externa del
proteoma humano del repositorio SwathAtlas (10,316 proteinas) obtenida con el mismo instrumento y la
misma condiciéon de cromatografia que la biblioteca interna. La biblioteca interna y la extendida se
sometieron a un proceso de limpieza que elimind los péptidos de baja confianza (99%) y los iones de baja
intensidad (5). Posteriormente, se realizé una evaluacion de la correlacion de la intensidad relativa de los
fragmentos idnicos (correlacion de Spearman, p) y el tiempo de retencién de las proteinas de ambas
bibliotecas. Finalmente, la construccion de la biblioteca extendida se obtuvo con la funcién
buildSpectralibPair del paquete SwathXtend. Asimismo, se modificaron y evaluaron el parametro de corte

para los iones de baja intensidad (5 y 2000) en el proceso de limpieza de bibliotecas.
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2.7.3 Analisis de enriquecimientos de ontologia de genes y cuantificacion diferencial

utilizando la biblioteca extendida

La cuantificacion SWATH-MS y el anadlisis de enriquecimientos de ontologia de genes utilizando la
nueva biblioteca extendida fueron analizados con los mismos parametros utilizados en el analisis de la

biblioteca interna.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Estandarizacion del método de LC -MS/MS

La cobertura de deteccién de datos se evalud con dos tiempos de elucion de LC diferentes. En el
analisis a 120 min se observd un flujo de datos interrumpido. En contraste, en el analisis a 150 min de
elucion se observé una continua deteccidn de datos con una disminuciéon de péptidos detectados después
de los 110 min hasta una completa ausencia de detencidn a los 150 min. Lo que sugiere que a 150 min de

elucion la cobertura de adquisicion de datos es mayor que 120 min (Figura 9)

1150 .
1100 | i Ciige g | . s
1050 150 . > B _‘. 1100 3 120 . j
1050 | min r S 3

Masa/Carga, Da
g
Masa/Carga, Da

4 Ve < s *58e 5 o
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Tiempo, min Tiempo, min

Figura 9. Comparacion de los gradientes de elucidon de péptidos tripticos BCAEC analizados por LC-MS/MS. MS2
generados con los gradientes de elucidn de (A) 150 y (B) 120 min de tiempo de corrida, respectivamente. Cada circulo
azul representa un MS2 proveniente de un péptido precursor

Con respecto a la etapa de cuantificacion, se evaluaron dos cantidades de péptidos (0.5 y 1 ug).
Las muestras fueron inyectadas por triplicado en el anélisis LC-MS/MS. La evaluacion de la respuesta de
deteccion reveld que existe un cambio evidente en la magnitud de respuesta respecto a la concentracion

de las muestras (Figura 10).
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Figura 10. Comparacién de las intensidades detectadas de 6 proteinas representativas al inyectar 0.5 ug y 1 ug de los
extractos proteinicos de BCAEC en el LC-MS/MS. Las muestras fueron inyectadas por triplicado

Para adquirir datos de alta calidad y generar datos cuantitativos de mayor especificidad en la
cuantificacion proteémica tipo SWATH — MS se requiere el uso de ventanas de masa de tamafio variable.
Trabajos previos han demostrado que la reduccién del tamafio de la ventana puede proporcionar una
mayor especificidad, menor interferencia y mejorar la cantidad de datos cuantitativos extraidos para
aumentar finalmente la cobertura de deteccidn. Las ventanas mas pequefias son deseables, especialmente
en las regiones densas m/z donde se encuentran muchos MS1. En consecuencia, se evaluaron dos tamafios
minimos de ventana variable (10 y 14 Da) para el péptido VNFTVDQIR de la proteina Factor de Elongacion
2 en muestras de retina de ratén. En la Figura 11 se muestra claramente que la disminucidn de la ventana

variable de 10 a 14 Da mejora considerablemente la sefial de los péptidos detectados.
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Figura 11. Comparacién de la sefial de la abundancia del péptido VNFTVDQIR de la proteina Factor de Elongacion 2
utilizando tamafios de ventana variables (intervalo de masa especifico) de (A) 14 Y (B) 10 Da en la cuantificacion
SWATH-MS. Se muestra que la disminucion del tamafio de ventana mejora considerablemente la sefal de los
péptidos.

3.2 Analisis de enriquecimientos de ontologia de genes GO de la biblioteca de

proteinas interna y extendida

Se identificaron un total de 1,355 y 10,204 proteinas utilizando la biblioteca interna y extendida
respectivamente con 95% de confianza. De las cuales se cuantificaron 1,221y 2,168 proteinas (biblioteca
interna y extendida, respectivamente) con un nimero maximo de péptidos por proteina 100, un XIC de 75
ppm y 13 péptidos en la curva de calibracion del tiempo de retencion. Se realizé un anélisis de
enriquecimiento de ontologia de genes por componente celular de ambos andlisis. En la grafica se observa
la agrupacion de las proteinas por colores (clusters) en funcidn a su localizacién en la estructura celular. El
analisis ClueGO realiza automaticamente el calculo de la significancia de los términos y grupos mediante
la prueba Exacta Fisher y su correccion mediante Bonferroni. El tamafio de los nodos representa la

significancia estadistica de cada término y los circulos aislados representan los términos no asociados. La
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red creada representa los términos como nodos que estan vinculados en funcion de un nivel de puntaje

kappa de 0.4.

Las proteinas identificadas con la biblioteca interna se clasifican segin sus ubicaciones
subcelulares en 12 grupos de los cuales el 21.43% de sus proteinas se encuentran asociados al lumen de
vesiculas citoplasmatica,14.29% a la mitocondria, 11.9% al lumen del reticulo endoplasmatico, 11.9% a la
actina del citoesqueleto, 9.52% a nucleo, 9.52% a los ribosomas citosélicos, 7.14% a las vacuolas, entre
otras (Figura 12). En cambio, las proteinas identificadas con la biblioteca extendida se clasificaron en 17
grupos de los cuales se destacaron el lumen de las vesiculas secretoras (14.67%), la mitocondria (12%), el
citoesqueleto (12%), el lumen del reticulo endoplasmatico (10.67%), los cromosomas )8%), vesiculas

citoplasmaticas (6.67%), complejo spliceosomal (1.33%), el aparato de Golgi (1.33) entre otras (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama circular que muestra el porcentaje de proteinas de la biblioteca extendida asociadas a un
Componte Celular.

3.3 Analisis SWATH-MS utilizando la biblioteca interna y extendida

Los datos obtenidos de la cuantificacion SWATH-MS se utilizaron para calcular la magnitud o
proporcién de cambio (FC, de sus siglas en inglés Fold Change) de la abundancia de las proteinas del TMM
en relacién a las del TBM (TMM/TBM). Solo las proteinas con un FC menor al 0.66 y mayor al 1.5 (es decir,
una disminucion del 60% o un aumento de 50% de abundancia) y un valor de significancia p <0.05, fueron

consideradas como aquellas que tuvieron un cambio significativo.

El andlisis estadistico t de Student no pareado de dos colas (varianza desigual, Welch) revelé que
524y 523 proteinas de TMM que cambiaron significativamente utilizando la biblioteca interna y extendida,
respectivamente. De las cuales 34 proteinas disminuyeron y 490 aumentaron su abundancia en relacion
con los TBM con la biblioteca interna. Por otro lado, 86 proteinas disminuyeron y 432 aumentaron su

abundancia utilizando la biblioteca extendida como se observa en las gréficas de volcan (Figural4).
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Figura 14. Gréfica de volcan que muestra las proteinas que modificaron su abundancia en los TMM (n=6) con relacién
a los TBM (n=10) en la cuantificacion SWATH-MS utilizando la biblioteca interna (A) y extendida (B). Clasificacion
basada en analisis a nivel de proteina con un FC >1.5 y <0.6; y un pval <0.05

El PCA permitié la visualizacion bidimensional de la variabilidad o similitud entre las muestras de

TBM y TMM en funcidn a la abundancia de proteinas representado por la separacién horizontal de las

muestras. El PC1 y PC2 separan a los grupos en funcién a la abundancia de todas las proteinas de cada

paciente. La variabilidad que muestra el PCA con los componentes principales PC1 y PC2 fue de 60.6% y

53.6% para la biblioteca interna y extendida, respectivamente. El analisis sugiere un patron del

comportamiento diferencial de las muestras de TBM y TMM, exceptuando al paciente 14 (TMM) (Figura

15).
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Figura 15. Analisis de componentes principales utilizando la biblioteca interna (A) y extendida (B). El paciente 14 fue
excluido del analisis.
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El PCVG es mostrado en la figura y muestra la correlacién entre las abundancias relativas de las
proteinas analizadas de las muestras de tumor benigno y maligno. EI PCVG sugirié una disminucidn en la
abundancia de las proteinas Mimecan, Decorina, Lumican, Serotransferrina y Cadena de colageno alfa-1
(XIV) en los TMM con respecto a los TMB. Asimismo, sugirid un incremento en la abundancia de las
proteinas Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, Triosa fosfato isomerasa, Factor de elongacién 1-alfa

1, Prosaposina y Piruvato quinasa isozimas M1 / M2 Tabla 1 (Figura 16) (Tabla 4).
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Figura 16. Anadlisis de componentes principales por agrupacion de variables PCVG para las proteinas cuantificadas
con la biblioteca interna (A) y extendida (B). Las proteinas relacionadas con la sangre y el paciente 14 fueron excluidos
del analisis.

Tabla 4. Lista de proteinas diferencialmente abundantes en los TMM que contribuyen en mayor medida a la
separacion de los grupos

Proteinas UniProt ID TMM/TMB
Fold change(T/N)* Abundancia

Mimecan P20774 0.1154 NE
Decorina P07585 0.2167 J
Lumican P51884 0.3230 J
Serotransferrina P02787 0.3555 J
Cadena de colageno alfa-1 (XIV) Q05707 0.1214 N
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa P04406 4.9047 ™
Triosa fosfato isomerasa P60174 2.6716 ™
Factor de elongacion 1-alfa 1 P68104 3.6964 ™
Isoenzimas M1/ M2 de piruvato cinasa P14618 3.6311 ™
Prosaposina P07602 2.7415 ™

*Fold change es la proporcion de la abundancia media de los tumores maligno/benigno. Los péptidos
correspondientes a cada proteina fueron cuantificados con el software SWAHT-MS.
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Posteriormente, se graficd la abundancia diferencial de las proteinas responsables de la
separacion de los grupos, propuestas por el andlisis PCVG tomando los valores de la cuantificacion SWATH-

MS (Figura 17 y 18). Y posteriormente las proteinas Mimecan, Decorina y Lumican fueron validadas por

Western blot como se observa en la Figura 19.
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Figura 17. Comparacion de las proteinas con abundancia disminuida en los TMM responsables de la separacién de
grupos sugeridas por el andlisis PCVG para (A) la biblioteca interna y (B)extendida. Analisis no paramétrico con
correccion T-test Welch. TMB, tumor de mama benigno. TMM, tumor de mama maligno. Los valores son media y

rango percentil (10-90). * p <0.05.
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Figura 18. Comparacion de las proteinas con abundancia aumentada en los TMM responsables de la separacion de
grupos sugeridas por el analisis PCVG para la (A) biblioteca interna y (B) extendida. Analisis no paramétrico con
correccion T-test Welch. TMB, tumor de mama benigno. TMM, tumor de mama maligno. Los valores son media y

rango percentil (10-90). * p <0.05.
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Figura 19. (A) Abundancia de las proteinas Mimencan, Decoria y Lumican analizadas por Western blot para las
muestras de tumor maligno (TMB) y tumor benigno (TMM). Los valores son media y rango percentil (10-90). * p
<0.05

3.4 Identificacion de vias de sefalizacion asociadas a las proteinas

diferencialmente abundantes en el TMM

Para profundizar la interpretacion de los datos, se realizé un andlisis de enriquecimiento de genes a
las proteinas cuya abundancia cambid significativamente en los TMM utilizando aplicaciéon ClueGo del
software Cytoscape. El analisis utilizando la biblioteca interna, indicé que el 48.67% de las 34 proteinas
gue disminuyeron en los TMM estaban asociadas con la organizacién de la matriz extracelular; el 26.67%
con la regulacién del transporte y captacion del factor de crecimiento de tipo insulina (IGF) por las
proteinas de unién al factor de crecimiento de tipo insulina (IGFBP); el 20% con desérdenes del
metabolismo de los glicosaminoglicanos y el 6.67% con los proteoglicanos de la matriz extracelular (6.67%)

(Figura 20).

Por otro lado, el andlisis de enriquecimiento de ontologia de genes utilizando la biblioteca
extendida, correlaciond a las 86 proteinas con menor abundancia en los TMM con términos de REACTOME
que incluyen la CHST6 defectuosa que causa la distrofia corneal macular tipo 1 (36.71%); organizacion de
la matriz extracelular (32.14%); regulacién del transporte y captacion del factor de crecimiento de tipo
insulina (IGF) por las proteinas de unién al factor de crecimiento de tipo insulina (IGFBP) (28.57 %) y

metabolismo de las lipoproteinas (3.57%) (Figura 21).

Como se observa en la Figura 22, las proteinas con mayor abundancia en los TMM utilizando la
biblioteca interna (490 proteinas) se asociaron principalmente con procesos biolégicos como la regulacion
de la expresién de glicoproteina SLIT y roundabout ROBO (36.52%), sefializacién de receptores ROBO
(36.52%), metabolismo de RNA (15.65%), traduccion (3.48%), desgranulacién de neutréfilos (3.48%),
transporte mediado por vesiculas (1.74%), entre otros. En cambio, las proteinas con mayor abundancia

utilizando la biblioteca extendida se relacionaron a la regulacion de la expresién de glicoproteina SLIT y
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roundabout ROBO (49.33%), metabolismo de RNA (18.67%), enfermedades infecciosas (16%). Transicion
G2/M (6.67%), degranulacidon de neutrdéfilos (6.67%), el ciclo del acido citrico (TCA) y la cadena de

transporte de electrones (1.33%), y el mantenimiento y biogénesis de los organelos (1.33%) (Figura 23).
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Figura 20. Andlisis de enriquecimiento de ontologia de genes utilizando las proteinas de la biblioteca interna. (A)
Representacion de las vias de sefializacion relacionadas a las proteinas con menor abundancia en los TMM (B)
Diagrama pastel del porcentaje de las proteinas con menor abundancia en los TMM asociadas a un término de
REACTOME PATHWAY. p<0.05.
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Figura 21. Analisis de enriquecimiento de ontologia de genes utilizando las proteinas de la biblioteca extendida. (A)
Representacién de las vias de sefializacién relacionadas a las proteinas con menor abundancia en los TMM (B)
Diagrama pastel del porcentaje de las proteinas con menor abundancia en los TMM asociadas a un término de

REACTOME PATHWAY. p<0.05.
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Figura 22. Analisis de enriquecimiento de ontologia de genes utilizando las proteinas de la biblioteca interna. (A)
Representacion de las vias de sefializacion relacionadas a las proteinas con mayor abundancia en los TMM (B)
Diagrama pastel del porcentaje de las proteinas con mayor abundancia en los TMM asociadas a un término de
REACTOME PATHWAY. p<0.05.
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Figura 23. Andlisis de enriquecimiento de ontologia de genes utilizando las proteinas de la biblioteca extendida. (A)
Representacién de las vias de sefializacién relacionadas a las proteinas con mayor abundancia en los TMM (B)

Diagrama pastel del porcentaje de las proteinas con mayor abundancia en los TMM asociadas a un término de
REACTOME PATHWAY. p<0.05.
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Figura 24. Esquema representativo que resume los hallazgos de este proyecto. En esta figura se muestran las vias de
sefializacidn alteradas en los TMM. Se sugiere una mayor activacion en las vias en color rojo e inhibicién en las de
azul.

3.5 Creacion de una biblioteca extendida y modificacion de los parametros para

la optimizacidn de la cuantificaciéon de proteinas.

La biblioteca de proteinas interna de este estudio y una biblioteca externa del proteoma humano
del repositorio SwathAtlas se sometieron a un proceso de limpieza antes de su combinacién. Se eliminaron
los péptidos de baja confianza (99%) y los iones de baja intensidad (5) de ambas bibliotecas y se evalué su
correlacion. Para la correlacidn respecto al tiempo de retencion (RT) se obtuvo un valor de 0.94 y para la
correlaciéon de la intensidad relativa de iones (RIl), 0.94. Cabe destacar que dichos valores se encuentran

dentro del intervalo de valores considerados para una buena correlacion y calidad entre bibliotecas
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(R2>0.8 y RII> 0.6). Se identificaron 10,204 proteinas de las cuales 413 pertenecian a la biblioteca interna

(Figura 25).
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Figura 25. Creacién de una biblioteca de proteinas extendida. (A) Evaluacidn de la compatibilidad entre la biblioteca
interna y extendida. (B) Correlacion del tiempo de retencidn, R2 = 0.95. (C) Prediccion del error promedio del tiempo
de retencidn (RT) Correlacidn de la intensidad relativa de iones, (D) Correlacion de Spearman, RIl = 0.65 Comparacion
de la cantidad de proteinas y péptidos obtenidos entre la biblioteca interna y la extendida

Los resultados de la cuantificacion SWATH usando la biblioteca extendida (2168 proteinas)
duplicaron la cobertura de péptidos y proteinas cuantificadas con la biblioteca interna (1221 proteinas)
con un FDR<0.01. En la Figura 26A se observa que las proteinas cuantificadas disminuyen a medida que el
FDR se vuelve mas estricto debido a lo cual la confianza en las identificaciones de las proteinas
cuantificadas aumenta a medida que aumenta el limite de pase del FDR. Asimismo, la grafica de barras
con las distribuciones FDR indican que las identificaciones de los péptidos de alta confianza (por ejemplo,

FDR <0.01, gris oscuro) aumentaron a medida que el filtrado FDR se vuelve mas estricto (Figura 26 y 27).
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La consistencia de la cuantificacion se midié por el coeficiente de variacion (CV) donde se observa

que a medida que aumenta el valor de corte de FDR, el CV disminuye (Figura 28).
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Figura 26. Resultados de la cuantificacion SWATH con la biblioteca interna y extendida (A) Cantidad de proteinas y
péptidos con diferentes FDR y (B) FDR<0.01.
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Figura 27. Porcentaje de numero de proteinas cuantificadas con diferentes FDR. El color gris oscuro indica el
porcentaje de péptidos identificados con alta confianza (FDR 0-0.1).



A Correlacion de la cuantificacion de proteinas de la biblioteca interna y extendida medida por su

coeficiente de variacion

46

0.03 |

@

©

§ 0.02

[5]

> o :

8 :

2 001 1 | —
0.00 I\ )

cor of log peak area

bland.altman of log peak area

o
©
©

o
©
3

o
[{=]
~

o
©
o

0.95

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

0.00

fdr pass 1
fdr pass 2
fdr pass 3

Correlacion de la cuantificacion de proteinas de la biblioteca interna y extendida medida por su
coeficiente de correlacion de intensidades

— — —
= . < 7
. .
| .
| |
| |
| |
i B
o] o] o]
T T T
-~ [a] ™
[2] (2] (2]
[%] [%] (%]
@ @ @
Q Q Q
2 2 =2

Correlacion de la cuantificacidn de proteinas de la biblioteca interna y extendida medida por
bland.altman

P

u
v
M

fdr pass 1 -
fdr pass 2
fdr pass 3 4

Figura 28. Evaluacion de la cuantificacién de proteinas utilizando la biblioteca interna y extendida. (A) Medicién de
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Capitulo 4. Discusion

En México, los TMM ocupan el primer lugar de incidencia de las neoplasias malignas en las mujeres
y hasta hoy, poco se sabe de su biologia molecular. En consecuencia, existen dificultades en el diagndstico
de los distintos tipos de tumores y su tratamiento, ya que se entiende poco de los mecanismos que ocurren
en las células malignas y que diferencian a estas de las células no malignas. Con el objetivo de profundizar
en la biologia del cancer y comprender a nivel molecular los procesos que ocurren en las células malignas,
este andlisis prospectivo evalué el proteoma de los TMM y los TMB en mujeres mexicanas utilizando la LC-

MS/MS y softwares especializados.

Con la finalidad de reducir la dimensionalidad de los datos obtenidos de la LC-MS/MS, se realizo
un analisis multivariante que incluyé un PCA y PCVG. Estos andlisis son herramientas esenciales para la
interpretacion de los datos protedmicos y la identificacién de biomarcadores (Long, 2013). Tomando en
cuenta los resultados del PCA y PCVG de nuestro estudio, se sugieren a las proteinas Mimecan, Lumicany
Decorina como potenciales biomarcadores de malignidad de los tumores de mama. Estas tres proteinas
pertenecen a la familia de los pequefios proteoglicanos ricos en leucina (SRLP). Los SRLP son componentes
de la matriz extracelulary participan en la organizacion estructural, proliferacién, angiogénesis y migracion

de las células malignas en varios tipos de tumores (Appunni et al., 2019).

Como se muestra en la Tabla 4, las proteinas Mimecan, Lumican y Decorina presentaron una
abundancia disminuida en los TMM. Mimecan, también conocido como Osteoglicina o Factor
Osteoinductivo, es un SRLP involucrado en la homeostasis de la matriz extracelular, proliferacion y
procesos inflamatorios en la mama. Se ha reportado una abundancia disminuida de Mimecan en TMM (Hu
etal., 2018a, 2018b; Moriggi et al., 2018; Deckx et al., 2016). Ademds, la disminucion de su abundancia en
los TMM, en mujeres de Paises Bajos, se ha asociado a la recurrencia de varios tipos de TMM (Braakman,
2017). Estos datos coinciden con nuestros resultados a pesar de haber sido evaluados en mujeres de etnias

diferentes a la de México, lo que sugiere un papel clave de esta proteina en células malignas.

La abundancia baja de Lumican en el estroma tumoral se correlaciona a la rdpida progresiéon de
los TM (Karamanou et al., 2017), lo que coincide con los resultados de este estudio donde la disminucién
de la abundancia de Lumican demostro ser responsable de la diferenciacién molecular entre los TMM y
TMB. Sin embargo, se ha reportado que la abundancia de Lumican podria estar variando en funcién al tipo
de TMM (Nikitovic et al., 2014) como lo sugiere el estudio de Gdmez-Pozo et al. (2017). En dicho estudio

los autores demostraron que la abundancia de Lumican aumentd en los TMM ER+ en comparacion con los
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TMM triple negativo. Ademas, se ha demostrado que una mayor abundancia de Lumican en la matriz
extracelular de los TMM se correlaciona con mayor agresividad tumoral y menor expresiéon de los
receptores de estrégenos en los TMM (Ishiwata et al., 2007). En nuestro estudio se analizaron tumores
HER2Neu, Triple Negativo y Luminal B en el grupo de los TMM, de manera que se infiere una menor

abundancia de Lumican para estos tipos de TMM.

Decorina compite con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) por la unién al EGFR, siendo que
ambas proteinas se sobreexpresan en diversos tipos de cancer. Al unirse al EGFR, Decorina se dimeriza y
posteriormente sufre una internalizacidn y degradacién. El interactoma de Decorina abarca procesos
relacionados a la unidn a la matriz, sefalizacién protumorigénicas y proangiogénicas y procesos
catabdlicos intracelulares lo que sugiere su potencial funcién como agente oncosupresor (Neill & lozzo,
2016). Sin embargo, los datos publicados en la literatura respecto a la abundancia de Decorina en los TMM
son contradictorios. Una mayor abundancia de Decorina se ha relacionado con la resistencia a la
qguimioterapia de los TMM, pero también a la reduccion del desarrollo y progresién del tumor (Bi & Yang,
2013). Se ha demostrado que la expresién del gen que codifica a Decorina aumenta en la matriz
extracelular, pero disminuye dentro de las células de mama malignas. Ademas, las células MCF7
transducidas con Decorina exhiben una cohesién celular y tasa de mitosis disminuida, asi como
caracteristicas apoptoéticas aumentadas (Bostrom et al., 2013). Nuestros resultados infieren que la
abundancia disminuida de Decorina favorece la malignidad celular, por consiguiente, apoya su papel como

agente oncosupresor en los TMM.

La variacion de las abundancias de Mimecan, Lumican y Decorina entre los TMB y TMM, que se
reportaron en este estudio, demostraron que las alteraciones en la estructura y de la matriz extracelular
desempeian un rol importante en la malignidad tumoral. Para extrapolar nuestros resultados, realizamos
un analisis de enriquecimientos de ontologia de genes. Este andlisis consiste en relacionar un conjunto de
proteinas en funcién a un término que incluye procesos bioldgicos, componentes celulares o funciones

moleculares.

Las tres principales vias de sefializacion que se relacionaron con las proteinas que disminuyeron
en los TMM, en el andlisis de enriquecimiento de ontologia de genes, fueron la CHST6 defectuosa que
causa la distrofia corneal macular tipo1, organizacion de la matriz extracelular, y regulacién del transporte

y captacién del IGF por las IGFBP.
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En efecto, se ha reportado que las mutaciones en el gen que codifica la proteina CHST6 ocasionan

que el queratan sulfato (KS) no sea sulfatado. Debido a que la sulfatacion de los carbohidratos influye en
la hidratacion corneal, el KS no sulfatado pierde su hidrofilia, lo que contribuye a la opacidad corneal y a
la pérdida de la agudeza visual (Wang et al., 2017). Por otro lado, se ha reportado que los TMM son la
fuente mas comun de metdstasis en el globo ocular (Antosz et al., 2014). La baja abundancia de las
proteinas que estan relacionadas a la via CHST6 defectuosa que causa la distrofia corneal macular tipo 1
infieren que este proceso esta vinculado a la malignidad tumoral de las mujeres diagnosticadas con TMM

en este estudio.

Se ha reportado que la matriz extracelular cumple un papel crucial en la progresién, invasién y
metastasis de los TMM (Jena & Janjanam, 2018; Walker et al., 2018; Insua & Oskarsson, 2016; Oskarsson,
2013). Los resultados del analisis de enriquecimiento de ontologia de genes demostraron que el 32.14 %
de proteinas que disminuyeron su abundancia en los TMM, estdn relacionadas a la matriz extracelular lo
gue apoya los resultados obtenidos por el analisis multivariante. Asimismo, se ha demostrado en este
estudio que el 28.57% de proteinas que disminuyeron su abundancia en los TMM estdn vinculadas a la
regulaciéon del transporte y captacion del IGF por las IGFBP, lo que sugiere que hay una disminucién en la
actividad de esta via de sefializacién. El IGF desempeiia un papel importante en la funcién y el
mantenimiento de la glandula mamaria y es un punto de convergencia para las principales vias de
sefializacion implicadas en el crecimiento del cancer de mama. La unidn del IGF al receptor IGF
desencadena una cascada de sefializacion que conduce a eventos proliferativos y antiapoptdticos
(Christopoulos et al., 2015). Por lo tanto, este evento seria una de los principales procesos celulares

alterados en los TMM.

Por otro lado, los principales términos de la base de datos REACTOME que se relacionaron con las
proteinas que aumentaron en los TMM, fueron la regulacidn de la expresidn de la glicoproteina SLIT y
ROBO, enfermedades infecciosas, metabolismo de RNA, degranulacion de neutroéfilos, el TCA y la cadena

de transporte de electrones.

Varios estudios sugieren que la via de sefializacién SLIT y ROBO estd relacionada a procesos
antitumorales debido a que se ha encontrado una menor abundancia de estas proteinas en los TMM.
Ademas, una mayor presencia de SLIT y ROBO se ha relacionado con una mayor tasa de supervivencia en
pacientes con varios tipos de cancer, mientras que la baja presencia de estas proteinas se asocia a un
aumento de la metastasis (Gara et al., 2015). En contraste, en nuestro estudio se revelé una mayor

abundancia de estas proteinas en los TMM.
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El 22.67% de proteinas que aumentaron su abundancia en los TMM se relacionaron a los términos
enfermedades infeccionas y la degranulacién de neutréfilos de la base de datos REACTOME. En respuesta
a una infeccidn, los neutréfilos abandonan la circulacién y migran hacia el foco inflamatorio. Los
neutrdéfilos contienen varios subconjuntos de granulos que se movilizan para fusionarse con la membrana
celular lo que resulta en la exocitosis. Se ha descrito en la literatura que la liberacién de estos granulos
ocasiona la activacion celular asociada con la progresién tumoral. Los neutrdfilos pueden promover la
proliferacién de células tumorales, estimulando la angiogénesis y la remodelaciéon de la matriz y
desactivando la inmunidad antitumoral dependiente de las células T (Mollinedo,2019). Ademds, se ha
reportado un incremento de los neutréfilos en sangre de pacientes con TMM avanzadas o agresivos. Por
lo tanto, se infiere que las vias de sefalizacidon asociadas a la degranulacidon de neutrdfilos estarian
participando activamente en procesos relacionados a los tumores HER2Neu, Triple Negativo y Luminal B

de mujeres mexicanas.

En el mismo sentido, el 16% de proteinas que aumentaron su abundancia en los TMM sugieren un
incremento en la activacidon del metabolismo del RNA y solo un 1.33% sugiere una mayor activacion en el
TCA. Nuestros resultados sugieren un mayor proceso metabdlico oxidativo en células malignas. A pesar de
que se ha reportado que las células cancerosas eluden el ciclo TCA y utilizan principalmente la glucdlisis
anaerdbica (Efecto Warburg), la evidencia emergente demuestra que ciertas células cancerosas como los
TMM si estarian utilizando esta via aerobia (Anderson et al., 2018). Se ha investigado el metabolismo de
la glutamina a través del ciclo TCA en los TMM triple negativos y se ha demostrado que la anaplerosis de

glutamina es critica para la supervivencia y el crecimiento de este tipo de tumores (Febg, 2018).

En resumen, con base en los resultados de este estudio, se observa que existe una diferencia a
nivel proteédmico entre los TBM y TMM de mujeres mexicanas. No obstante, nuestro estudio presenta
algunas limitaciones que incluyen el analisis de un pequefio nimero de muestras en ambos grupos (TBM
y TMM), lo que limita la extrapolacién de nuestros resultados en la poblacién general. Ademas, la terapia
neoadyuvante de paclitaxel que fue administrada a los pacientes con TMM es un factor que podria estar

interfiriendo en los resultados obtenidos.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los resultados de este estudio sugieren que existe una diferencia molecular —a nivel de
proteinas— entre los TBM y TMM en mujeres mexicanas. Se propone por primera vez a un grupo de
proteinas (mimecan, decorina y lumican) que en conjunto podrian ser indicadores de malignidad en
tumores de mama. La funcién que resulta de la interaccidén entre estas proteinas podria explicar el proceso

fisioldgico o bioldgico de los TMM y su diferenciacién con los TBM.

Basados en nuestros andlisis de enriquecimiento de ontologia de genes se infiere la presencia de
una mayor activacion en los procesos bioldgicos principalmente relacionados a la regulacién de la
expresion de la glicoproteina SLIT y ROBO, desgranulacidn de neutrdfilos, del metabolismo de RNA y TCA
y el transporte respiratorio de electrones, entre otros. Por otra parte, se sugiere una menor actividad de
los procesos celulares relacionados al CHST6 defectuosa que causa la distrofia corneal macular tipo 1,
organizacion de la matriz extracelular y regulacién del transporte y captacién del factor de crecimiento de
tipo insulinico (IGF) por las proteinas de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico (IGFBP) en los

TMM.

Por ello, concluimos que la LC-MS/MS sin etiquetado junto con la cuantificacion SWATH-MS es una

herramienta util para determinar diferencias entre los proteomas de los TMB y TMM.

Perspectivas futuras: Conociendo los mecanismos moleculares involucrados en cada tipo de tumor se
podria desarrollar nuevos tratamientos que no se enfoquen en la supresidn o activaciéon de una sola
molécula de interés sino de un conjunto de biomoléculas cuyo cambio en abundancia reflejaria el
panorama global de la patologia. Se requiere de un estudio con un mayor nimero de participantes para

tomar en cuenta la heterogeneidad de la poblacién mexicana.
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Paragon Method: IBRE,&ST_C,&NCER
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Figura 29. Pardmetros utilizados en la creacién de un método con el algoritmo Paragon para la identificacion de

proteinas de TM con el software Protein Pilot.

Tabla 5. Configuracidn utilizada en la cuantificacién SWATH-MS con el software Peakview.

Filtracion de péptidos

Numero de péptidos por proteina 100
Numero de transiciones (iones de fragmentacion) por péptido 6

% de confianza 99
FDR 1.0
Exclusion de péptidos modificados si
Cromatogramas de iones extraidos (XIC)

Tamafio de la ventana de extraccidn (min) 10
Anchura del XIC (ppm) 75

Tabla 6. Configuracidn utilizada para el analisis multivariante PCVG en el software Markerview

Numero de PCs 4

Angulo delta (grados) 40
Distancia minima desde el origen 0.2
Asignacién de grupos automaticamente si
Distancia minima del origen para comenzar un nuevo grupo 0.05
Ordenar por Magnitud
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> rm(list=Is())

> library(SwathXtend)

> filenames <- c("Lib2.txt", "Lib3.txt")

> libfiles <- paste(system.file("files",package="SwathXtend"),
+ filenames,sep="/")

> Lib2 <- readLibFile(libfiles[1], clean=TRUE)

> Lib3 <- readLibFile(libfiles[2], clean=TRUE)

> Lib2 <- cleanLib(Lib2, intensity.cutoff = 2000, conf.cutoff = 0.99,
+ nomod = FALSE, nomc = FALSE)

> Lib3 <- cleanLib(Lib3, intensity.cutoff = 2000, conf.cutoff = 0.99,
+ nomod = FALSE, nomc = FALSE)

> checkQuality(Lib2, Lib3)

> plotAll(Lib2, Lib3, file="allplots.xIsx")

> Lib2_3 <- buildSpectraLibPair(libfiles[1], libfiles[2], clean=T,

+ nomc=T, nomod=T, plot=F,

+ outputFormat = "peakview",

+ outputFile = "Lib2_3.txt")

> outputLib(Lib2_3, filename="Lib2_3.txt", format="peakview")

Figura 30. Codigo R utilizado con el paguete SwathXtend para extender la biblioteca interna con el proteoma de
humano del repositorio SwathAtlas. El cédigo permite la integracion de las bibliotecas en formato .txt (Wu, 2019).

Tabla 7. Criterios utilizados en el analisis de enriquecimiento de ontologia de genes con la aplicacién ClueGO del

software Cytoscape.

Tipo de ontologia

REACTOME Pathways

pVv <0.05
Intervalo GO Tree 3-8
Numero de genes minimo por cluster 3/20
Porcentaje de genes del nimero minimo de genes por cluster (%) 2
Kappa Score 0.4

Tipo de andlisis estadistico

Enrichment/Depletion (prueba
hipergeométrica de dos lados)

Correccion

Bonferroni

Disefio de visualizacién

Orgénico
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Figura 31. Histograma de barras que representa el porcentaje de proteinas que se relacionaron con un término (vias
de sefializacion REACTOME) en el analisis de enriquecimiento de genes de las proteinas con menor abundancia en

los TMM utilizando la biblioteca extendida.
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Figura 32. Histograma de barras que representa el porcentaje de proteinas que se relacionaron con un término (vias
de sefializacion REACTOME) en el andlisis de enriquecimiento de genes de las proteinas con mayor abundancia en

los TMM utilizando la biblioteca extendida.
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Tabla 8. Lista de ID Uniprot de las proteinas que modificaron su abundancia en los TMB y TMM utilizando la biblioteca
interna y externa en la cuantificacion SWATH-MS. El paciente 14 fue excluido del anélisis.

Proteinas con Proteinas con | Proteinas con abundancia aumentada en los TMM Proteinas con abundancia aumentada en los
abundancia abundancia con la biblioteca interna TMM con la biblioteca extendida
disminuida en | disminuida en
los TMM con los TMM con
la biblioteca la biblioteca
interna extendida
AOAOC4DH72 P02652 P09497 P31943 P51659 Q9H930 P52907 P61254
P01042 PODOX2 P30041 Q15046 Q8NFV4 Q13442 Q9UKM9 P31943
P35749 PODOX7 Q99497 P62258 P62277 P12277 P25788 P55084
P39060 P04217 P00568 Q9uL46 P13667 P67809 Q96HJ9 P60903
P00734 P01619 075323 Q12905 P12268 P04792 Q16576 P27348
P02652 AOA087WSZ0 P29401 P17844 P43686 Q9H910 Q9Y2w1 Q15185
P00747 P43652 P05114 Q15435 Qoun7 Q9H444 P25205 Q99829
P04433 P13716 P43034 P37108 P40227 Q16629 P11021 000299
015061 P02749 Q9HC38 P62714 Q9UKM9 075150 P61970 P05455
Q9NRN5 P05546 P20042 P51149 P09234 Q16630 Q10567 Q9BS26
P51888 P01031 P49755 075947 P62333 P46783 Qoul7 P49321
P02774 Q06828 Q16836 Q12874 Q01518 P49903 P06744 P54578
P02766 P00747 Q9Y3C6 P17980 P30040 Q9Y2A7 P17174 P61981
P02768 P51948 P18206 P68036 P07910 P84103 P62277 P14866
P39059 P01700 Q09666 060832 Q9UMS4 P45880 P14209 Q13510
P01008 P39060 075531 P27816 P43304 P17096 P13667 P49458
Q15746 QOVvD83 Q9Y3D6 Q13561 Q07666 Q9BRP8 P10253 P29590
P02787 P01042 P07942 P48047 Q9NP97 Q00765 P62851 QINYL9
P02765 P60228 Q15942 P11279 P62316 P04406 Q9H299 060749
P51884 Q96CT7 P14854 P23284 P29590 095881 P04080 Q12874
P23946 P04433 P22061 Q15819 P20340 Q99623 P38919 Q92574
P12110 P00734 P30048 Q04637 Q08211 P19971 QINTKS P24752
P01591 Q567U6 P11177 P55072 P52597 P36405 P08708 P12956
Q9UBX5 AOAO0B4J1X5 P62873 014818 P06744 Q92882 P60953 Q1KMD3
P51911 Q9GZR2 043639 P67870 P11940 P09914 Q8N5N7 P07686
P07585 P51888 P46459 P62750 P14314 P54577 P28066 P29966
Q8N474 Q92609 P27348 P40939 P28838 075347 P43307 P30044
P22105 Q9H582 P62937 P25787 P55036 Q04917 Q9UNZ2 P43243
P08294 Q9uJV9 P00505 P07602 095292 P07858 P05387 014773
Q07507 P02774 Q9BRA2 P10606 P62308 P25774 Q15121 P17987
Q9BXN1 Q6UXG2 P30046 Q14126 P08579 Q08380 P09669 P61960
Q05707 QINWV8 P31937 P46109 Q00839 Q9uJ70 P06576 P09211
P20774 Q96RU2 P31946 Q13177 Q10567 P10809 P15880 P25705
P12273 014578 P18669 P07203 Q15459 Q8TF72 Q13151 P54727
QINRN5 014773 P50991 Q9HDC9 P21796 P62306 P27824
P02766 P20700 Q9Y265 Q15233 P09651 Q9uUJU6b Q7z3U7
P09001 P61026 P61960 Q14498 P23588 Q16718 Q13615
Q13433 P27695 P13804 Q15084 P41250 Q15717 P04083
075529 Q96199 P08865 P61978 P22392 Q99436 QINRV9
P12109 Q13162 P05198 Q99873 P40121 P62847 Q99832
Q96HS1 075915 Q9Y678 E9PAV3 P62266 P63104 P23246
P39059 QINQG5 P61019 P07737 P61956 Q13561 P68402
P49792 P38117 P00491 P30626 Q13885 Q16543 P06733
P02768 P11586 P62942 Q9Y5z4 Q15417 Q00688 P09417
Q6UWY5 P24752 P61247 095197 P15311 Q9yY3us Q96MM6
P40818 P17858 P31942 Q32Mz4 P22307 P43304 P25398
P02787 P07355 P09661 P10599 P01034 P37108 075369
P02765 Q9P258 P47914 P48444 060506 Q92841 P52943
Q7Kz17 014979 P27797 P39019 P52272 P40926 P31040
Q9UM54 P61586 000233 076003 Q96AG4 P46782 P62140
Q6UWP2 P07741 Q04837 P08708 P04075 Q71U19 Q9H1E3
P15088 P78417 075348 P24534 P29692 P13473 P00387
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P51884
P16671
P11171
P23946
P61601
P12110
Q15746
Q8TET4
P01008
Q96117
Q8IX12
Q07866
Q8NBN7
P51911
Q9UBX5
Q9Y570
P01591
Q96CW1
QewcQl
Q9Y3E5
P35606
P07585
Q15654
P22105
Q8N474
P29762
P08294
Q9BXN1
Q05707
Q07507
P05090
P20774
P12273
Q13127

P48643
P09622
Q9BS26
QouLz3
Q9BT78
P40925
Q15370
Q8NEV1
P26440
QouQso
P37837
Q99832
P63173
P51397
Q14847
P25398
Q14974
Q61BSO
Q14103
P30084
P51148
P50570
075874
P13284
P07384
P08758
P62888
Q9Y490
P00387
Q96KP4
P68402
P09417
Q92499
060234
QI9NX63
000231
043175
Q8N163
Q14697
P23246
P63208
P04083
P23396
P30044
P14625
P31040
Q16563
Q9UHD8
P09104
P09211
075369
P60866
P27824
P25705
060749
P12956
P43243
P42126
P20073
P52943
P54727
P13010
Q1KMD3
Q9NRV9
P06733
P61981
Q99829
P14866
P00736

075964
P17931
P36957
P10515
Q02878
P49368
P39656
P52565
P15880
Q92945
P51991
060888
Q92734
P50990
P22314
060664
Q8I1zQ5
P62318
P08571
P49411
P36542
Q96HC4
Q9H3K6
Q12906
P46782
Q13263
P50995
Q5JTV8
Q13510
P13639
P58546
Q07065
P45974
Q99714
P00492
Q15843
P62899
P62861
P62826
075131
Qoulue
075390
P30101
P60174
P13473
P60468
Q9UNZ2
P50454
P17174
Q15121
P05388
Q16576
P62314
P20618
Q71U19
Q9BVG4
P04843
Q9Y6N5
Q99436
P40926
Q13011
043242
075396
Q9Y3U8
P54819
P50502
Q00341
Q96PK6
Q15717

P20810
P22626
Q99584
P26599
Q8NC51
060841
P07339
P22087
Q96HIJ9
Q9UHX1
P38646
P78371
P23528
P46777
Q15181
P50213
P06748
P20290
Q01130
015511
Q9Y2W1
P62306
P35244
Q14444
P62304
P61106
Q96QK1
Qo9NQW7
Q9P1F3
060869
P11142
P14618
Q9NQC3
P07900
P62269
Q96AE4
Q02818
P35659
P43487
P98179
P49321
Q96C19
P35232
P61923
P13073
P24539
P68104
P41236
P07437
Q96AG4
P04075
P38159
P19525
Q9Y4z0
Q13247
060506
P54577
P41250
Q99729
Q15102
P07996
P09874
P52272
P29692
P01034
Q15056
P60842
P08962
P09651

Q92688
P07996
P62081
015260
Q99729
P19525
Q15102
P09874
Q15056
P07437
P11142
Q96AE4
Q13247
P98179
P60842
P38159
P13073
P41236
P08962
P68104
P24539
P09234
060869
P35232
P43487
Q9NQC3
Q15181
P14618
Q13435
P26599
P14174
P10599
P62820
P30050
Q96C19
P62304
P13693
Q01518
P50213
P50454
Q9Y6WS
P62269
Q02818
P07900
Q9Y5K6
P54920
015511
P07339
P06748
Q00839
Q13011
E9PAV3
P17844
P63241
076003
Qo9NQW7
P23528
P20810
Q8NC51
P11940
P24534
P61978
Q9Y574
P07737
P78371
Q16832
P07910
P22087
P51659

P04843
P35268
Q9Y6N5
P31948
075390
P61247
P22314
P26641
P05388
075964
Q01844
Q99714
P08579
P62899
P60468
P50502
Q9Y678
P21912
Q15365
P62861
Q00341
P62318
P30101
P62258
P62829
P39656
P36542
Q13263
Q5JTV8
P51397
Q92945
Q15843
Q13409
P17931
Q8I1zQ5
Q12906
Q96HC4
Q5HYI8
P61019
P08567
P13639
P62942
P60174
P36957
Q02878
000629
P31942
P55072
Q15233
P49411
P20618
P25787
P62750
P63220
P00491
P62495
P54819
P13804
P51991
075947
P27797
P50995
000233
P46109
075348
P50990
Q93050
P10606
P09661

Q92499
Q14103
Q96KP4
P08758
P63208
P14625
Q9BVG4
QINX63
P07741
P17980
P37837
P49368
Q14847
P09104
P51148
QouQ80
Q04637
Q8NEV1
P55769
P63173
Q9Y265
P40925
P11177
P20290
Q16563
P02746
P41252
P78417
014979
Q32Mz4
P07954
P04424
P45974
P30084
075746
Q15370
P62937
Q5GJ75
Q9BWH6
P30046
P31937
P31946
P22061
P00505
Q96199
P30048
Qs8Ix01
043639
Q9Y3D6
075531
Q09666
Q14790




P54578
PODMV9
Q13409
P31483
P60903
QO9NYL9
Q16891
043809
Q15907
P49458
P05455
P12830
P63104
P02747
P29966
Q9H1E3
P62495
P35998
000299
P28070
Q13838
P07686
P61254
P61916
P62140
043707
Q13185
P63220
Q15185
P55084
Q13148
Q9BWD1
Q14108
P34932
060493
P67936
Q16698
P17987
043143
015260
P07954
P62913
P25788

Q16543
P06576
P35268
043390
Q00688
P62847
000193
P09669
P30050
Q01844
P09525
P28066
P60953
P26641
Q16718
P05387
P10253
Q92841
P04632
Q9H299
P43307
P61970
P13693
P38919
QONTKS
P14209
Q9NR45
P62851
P31948
P52907
P63241
Q8WWX9
P12236
P04080
P20674
P05386
P54920
P11021
Q9Y224
Q99426
P00558
P30085
Q13442

Q92688
P22307
P62081
P62820
P61956
P62266
Q13885
000764
P22392
P40121
P23588
Q08380
P15311
P10809
P21796
Q04917
Q14764
Q99623
075347
P25774
Q9Y6WS
P04406
Q13435
Q16630
Q92882
095881
Q00765
P49903
P36405
P19971
P84103
QouJ70
P06703
P17096
P46783
P45880
Q9BRP8
Q9H444
Q9H910
P67809
Q16629

P30626
P46777
P62314
P38646
P22626
P40227
P55036
Q9NP97
P28838
P39019
P80404
Q14498
043451
P62308
Q15084
Q13242
Q01130
P52597
P04632
B2RTY4
095197
P62826
095292
P20340
P19878
P00558
P14314
Q08211
P12268
Q9umMs4
Q07666
P20674
P30040
P30085
Q9BRA2
Q9Y224
Q99426
015061
Q99584
Q15459
P12236
Q8WWX9
Q13185

Q15819
P48047
P08865
P67870
P05198
043707
P52565
P47914
P00492
060664
P07203
P62888
P23284
P50991
043390
Q15907
P27816
Q13838
Q16698
043143
Q15435
P61088
P55735
Q9Y490
P68036
Q13148
P10515
014818
060832
060493
P09525
Q14108
P20073
P28070
P62714
PODMV9
P31483
P11279
P67936
P34932
P13010
Q09028
Q9Y3Co6




