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DESCRIPCION
Preparacién de muestras protedmicas utilizando perlas paramagnéticas

La presente invencién se refiere a un método para para unir polipéptidos de forma reversible a una fase sélida que
comprende una superficie hidrofila, en donde la fase sélida consiste en microperlas o microparticulas, y en donde el
método se lleva a cabo en un solo tubo, preferiblemente para su uso en proteémica basada en espectrometria de
masas, kits que proporcionan reactivos para el método de la invencion y los usos de dichos Kits.

Antecedentes de la invencion

La generacion actual de proteémica se esfuerza por obtener una caracterizacién completa del proteoma para una
variedad de sistemas, tipos y subtipos celulares (Lamond, A.L. y col, 2012). Esto incluye, pero no se limita a, el
examen, la sintesis, la degradacion, la abundancia y las modificaciones postraduccionales, tales como la fosforilacién
de todas las proteoformas (Smith, L. M. y col., 2013). Los rapidos avances en el hardware y el software han hecho que
la espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) se convierta en uno de los principales métodos de deteccion
utilizados en protedémica (Yates, J.R. y col.,, 2009). La diversidad y la complejidad de los proteomas celulares han
impulsado el desarrollo de una amplia gama de protocolos para respaldar su analisis mediante MS. Estos métodos
estan optimizados para mejorar la profundidad de la cobertura del proteoma mediante la generacién de condiciones
que son favorables para la digestion proteolitica y la recuperacion de muestras. Ya sea que se experimente in vivo, in
vitro 0 con extractos purificados, un punto en comun entre todos los protocolos de soporte es la seleccién cuidadosa
de las soluciones y los métodos de enriquecimiento durante la preparacion de la muestra para garantizar la
compatibilidad con los flujos de trabajo posteriores y las plataformas de deteccién. A pesar del hecho de que la mayoria
de los detergentes (p. ej., el SDS) son incompatibles con las digestiones enzimaticas y los analisis de MS posteriores,
frecuentemente se utilizan para lograr la solubilizacién de las proteinas. Ultrafiltracion (preparacién de muestras
asistida por filtro, FASP) (Wisniewski, J.R. y col., 2009) o protocolos basados en perlas (Hengel, S.M. y col., 2012;
Bereman, M.S. y col., 2011) son eficientes para la eliminacién de detergentes, pero tienen una flexibilidad minima y
requieren una manipulacién significativa de las muestras (filtracién, centrifugacion, concentracion), lo que resulta en
pérdidas de muestras y una reduccién de |a eficiencia general. Por lo tanto, el desarrollo de una plataforma adaptable
que mejore estas propiedades colectivas seria un avance considerable en el campo de la proteémica. La rapida
expansion de la secuenciacién de proxima generacion ha impulsado el desarrollo de protocolos aptos para la
preparacién de bibliotecas genémicas de alto rendimiento, facilitada en gran medida por la aplicacién de perlas
paramagnéticas en plataformas manuales y robotizadas (Hawkins, T.L. y col., 1994; DeAngelis, M.M. y col., 1995;
Wilkening, S. y col., 2013). La flexibilidad y la facilidad de manejo que ofrecen las perlas paramagnéticas promueven
la generacién de protocolos simplificados que obtienen una extendida utilidad. El uso de perlas paramagnéticas en
proteémica estd mucho menos extendido, y las aplicaciones principales se centran en enfoques especificos, como las
estrategias de inmovilizacion y desplegables basadas en la afinidad para proteinas recombinantes o enzimas
proteoliticas. Recientemente, se han desarrollado métodos basados en particulas de nanodiamantes funcionalizadas,
que facilita la eliminacion de sustancias contaminantes (p. ej., detergentes) y la mejora del analisis proteémico
especifico de los compartimentos (Chen, W.-H. y col., 2006). Sin embargo, las limitaciones relacionadas con las
condiciones requeridas para la union (SDS < 0,5 %) limitan la universalidad de este enfoque. Basandonos en los
desarrollos tecnolégicos pioneros por la inmovilizacion reversible en fase solida (SPRI, por sus siglas en inglés) para
la limpieza de &cidos nucleicos y las tecnologias de nanodiamante, hemos desarrollado una plataforma universal y
simplificada basada en perlas paramagnéticas, denominada en la presente memoria SP3 (preparacion de muestras
mejorada en fase sélida en un solo recipiente). El SP3 se basa en la inmovilizacion imparcial de proteinas y péptidos
en perlas funcionalizadas con carboxilato recubiertas con una superficie hidrofila. Las perlas utilizadas en SP3 estan
disponibles comercialmente y no requieren tratamiento previo en condiciones oxidantes, tales como con particulas de
nanodiamantes. La inmovilizacion se promueve atrapando proteinas y péptidos en una capa acuosa de solvatacion
sobre la superficie de la perla hidréfila mediante el aumento de la concentracién de aditivo organico en solucion. Una
vez en la superficie de la perla, las proteinas y los péptidos se pueden procesar y enjuagar en un formato flexible para
eliminar los contaminantes, como los detergentes. utilizando SP3, demostramos con éxito que las proteinas pueden
inmovilizarse en perlas paramagnéticas de forma imparcial en presencia de una variedad de compuestos, tales como
detergentes (hasta un 10 % de SDS), agentes reductores (DDT y BME, > 1 M), urea (8 M), y una variedad de otras
sales y reguladores. La tolerancia frente a altas concentraciones de detergente en el regulador de unién, p. €j., hasta
un 10 % de SDS, representa una ventaja significativa para el método de los nanodiamantes. Ademas, el método
permite la unién de proteinas de un modo no selectivo, al contrario de los métodos cominmente utilizados en donde
solo absorben las proteinas que muestran ciertas propiedades (p. €j., proteinas de unién a la membrana). Las
sustancias contaminantes se pueden eliminar enjuagando con una combinacién de solventes organicos. Las proteinas
purificadas se pueden eluir de las perlas mediante la adicion de una solucién acuosa y digerirse enzimaticamente
directamente. Los péptidos resultantes se pueden utilizar en métodos de fraccionamiento posteriores basados en
HPLC. Alternativamente, los péptidos se pueden volver a inmovilizar en las perlas paramagnéticas para la limpieza de
la muestra antes del analisis de MS, eliminando de este modo las etapas comunes de manipulacién de las muestras,
como la rotaevaporacién. Ademas, los péptidos inmovilizados se pueden fraccionar de las perlas e inyectar
directamente en una MS, por lo tanto permite un verdadero flujo de trabajo proteémico de un solo tubo. Ademas de
reducir las pérdidas de muestras al minimizar la manipulacién y la transferencia de las muestras, el flujo de trabajo
establecido también es rapido, ya que solo requiere 15 minutos cada uno para la limpieza de proteinas y péptidos y
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otros 15 minutos para el fraccionamiento. Aprovechando la sensibilidad que ofrece este flujo de trabajo de un solo
tubo, podemos realizar de manera eficaz una caracterizacion profunda del proteoma de grandes cantidades de
muestras, pero también detectar con confianza mas de 3000 proteinas Unicas mediante MS, a partir de solo 1000
células Hel a intactas. Esta profundidad de cobertura representa una mejora de 10 veces de los resultados publicados
actualmente y, al mismo tiempo, subraya la utilidad de este flujo de trabajo cuando se trata de aplicaciones donde hay
cantidades limitadas de muestra disponibles. Por lo tanto, este flujo de trabajo representa un avance significativo en
el analisis proteémico convencional, asi como en las aplicaciones ultrasensibles que utilizan tipos de células raras o
limitantes.

El documento US 2008/220532 A1 describe la separacién de solutos cargados mediante cromatografia de interaccion
hidrofila por repulsién electrostatica.

El documento WO 2008/138916 A1 describe el aislamiento de péptidos y la plataforma proteémica.

Calvano C D y col. describen en Journal of Proteomics, vol. 71, n.° 3, 21 de agosto de 2008, en las paginas 304-317,
la evaluacién de los protocolos de enriquecimiento basados en lectinas y HILIC para la caracterizacion de las
glicoproteinas séricas mediante espectrometria de masas.

Serena Di Palma y col. describen en Journal of Proteomics, vol. 75, n.° 13, 23 de abril de 2012, en las paginas 3791-
3813 los avances recientes en la separacion de péptidos mediante cromatografia liquida multidimensional para el
andlisis de proteomas.

US 6 649 419 B1 método y aparato para la manipulacién de proteinas.

Yeh Chia-Hao y col. describe in Journal of Chromatography A, vol. 1224, 2012, en las paginas 70-78, el
enriquecimiento selectivo de glucopéptidos en un solo tubo utilizando microperlas paramagnéticas recubiertas con
material HILIC zwitteridnico.

Resumen de la invencion

La presente invencion se define mediante las reivindicaciones independientes. Las reivindicaciones dependientes
representan otras realizaciones de la invencién.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método para unir polipéptidos de forma reversible a una
fase soélida que comprende una superficie hidréfila, en donde la fase sélida consiste en microperlas o microparticulas
paramagnéticas, y en donde el método se lleva a cabo en un Unico tubo, que comprende |a etapa de:

a) poner en contacto dicha fase sélida, una solucién que contiene dichos polipéptidos y una solucién de
deshidratacién y/o una solucién de precipitacion, en donde

(i) la solucién de deshidratacion comprende un disolvente organico polar seleccionado de acetonitrilo, acetona
y alcohol y/o un polimero higroscépico, siendo dicho polimero higroscépico polietilenglicol; y/o

(ii) la solucion de precipitacién comprende iones de alta fuerza iénica seleccionados del grupo que consiste en
amonio, potasio, sodio, fluoruro, sulfato, hidrogenofosfato, acetato, cloruro, y combinaciones de los mismos,

en donde dicha superficie hidréfila comprende ademas un resto cargado negativamente seleccionado del grupo que
consiste en un resto de acido carboxilico, un resto de silice, un resto de sulfato, y un resto de fosfato.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un kit que comprende:

(i) una fase sélida que comprende una superficie hidréfila, en donde la fase solida consiste en microperlas o
microparticulas paramagnéticas, y en donde dicha superficie hidrofila comprende ademés un resto de acido
carboxilico, y

(i) una solucién de deshidratacién que comprende un disolvente organico polar en donde dicho disolvente
organico polar se selecciona de acetonitrilo, acetona y alcohol

(iii} una proteasa.
En un tercer aspecto, la invencién proporciona el uso de
a. una fase solida, y

b.
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i) una solucion para la deshidratacion; y/o
(i) una solucién de precipitacion, en donde

la fase sélida comprende una superficie hidréfila, en donde la fase sélida consiste en microperlas o microparticulas
paramagnéticas que comprenden la superficie hidréfila, en donde dicha superficie hidréfila comprende ademas un
resto cargado negativamente seleccionado del grupo que consiste en un resto de acido carboxilico, un resto de silice,
un resto de sulfato y un resto de fosfato;

la solucién de deshidratacién comprende un disolvente organico polar seleccionado entre acetonitrilo, acetona y
alcohol y/o un polimero higroscépico, siendo dicho polimero higroscopico polietilenglicol; y/o

la solucion de precipitacion comprende iones de alta fuerza i6nica seleccionados del grupo que consiste en amonio,
potasio, sodio, fluoruro, sulfato, hidrogenofosfato, acetato, cloruro y combinaciones de los mismos;

para el analisis, la identificacion, la caracterizacion, la cuantificacién, la purificacion, la concentracion y/o la separacion
de polipéptidos llevados a cabo en un Unico tubo.

Lista de figuras

A continuacion, se describe el contenido de las figuras comprendidas en esta especificacion. En este contexto,
consulte también la descripcion detallada de la invencién anterior y/o posterior.

Figura 1: Enriguecimiento de proteinas y péptidos con SP3.

Las mezclas de proteinas y péptidos se pueden unir, enjuagar, y eluir de manera eficiente utilizando perlas
paramagnéticas en el protocolo SP3. (a) Flujo de trabajo de preparacién de muestras del SP3. Las mezclas de
proteinas se unen mezclandolas con perlas paramagnéticas y agregando una cantidad especifica de acido férmico y
acetonitrilo (concentracion final del 50 % v/v). Después de la incubacion, las proteinas unidas a las perlas se pueden
enjuagar con soluciones organicas para eliminar contaminantes tales como los detergentes. Las proteinas purificadas
se pueden eluir mediante la adicién de una solucion acuosa a la mezcla de perlas. Las mezclas de péptidos se pueden
unir de la misma manera que las proteinas, utilizando un ajuste al 95 % (v/v) de acetonitrilo. Todas las etapas del
protocolo SP3 se pueden llevar a cabo en un solo tubo con un conjunto individual de perlas. (b) gel SDS-PAGE que
muestra la recuperacion de una mezcla de proteinas que no se traté (Control) o se traté con SP3. Los nlimeros en la
parte superior de los carriles representan la cantidad total de material de partida en microgramos. El grafico de la
derecha ilustra la superposicién de densitometria de bandas entre los carriles control de 37,5 ug y SP3. (c)
Cromatogramas de picos base del analisis de una mezcla de péptidos inyectada directamente (control) o tratada con
SP3 antes de la inyeccion en la MS. (d) La identificacién Gnica de proteinas se superpone entre conjuntos de datos
proteémicos detallados obtenidos de muestras tratadas con los protocolos SP3 o FASP.

Figura 2: Prote6mica ultrasensible con SP3.

El SP3 es compatible con el analisis de tipos de células raras o limitantes. Se lisaron diferentes nimeros de células
Hel.a (500000, 50000, 5000 y 1000) con SDS, se trataron con SP3 a nivel de proteinas y péptidos y se fraccionaron
utilizando una fase inversa de pH alto en una HPLC, una fase inversa de pH alto en una StageTip, 0 como una
inyeccion de una sola aplicacién. (a) Cromatogramas de picos base para inyecciones de una sola aplicacion en las
diferentes cantidades de células, donde (A} es de 50.000, (B) es de 5000 y (C) es de 1000. (b} Estimaciones de
abundancia de proteinas basadas en los valores del IBAQ. Con 5000 células y una inyeccién de una sola aplicacion,
en el analisis se toman muestras de proteinas de un amplio rango de abundancia de proteinas. (c) Recuperacién y
reproducibilidad Unicas de péptidos para diferentes tipos de fraccionamiento y nimero de células. La intensidad del
color indica el mayor porcentaje de superposicion entre réplicas basadas en secuencias peptidicas Unicas. Los
numeros indicados en cada recuadro representan el porcentaje de superposicion entre réplicas (arriba) y el nimero
total de péptidos Unicos identificados a partir de réplicas combinadas (abajo).

Figura 3: Unién de proteinas con el protocolo SP3.

Las proteinas pueden capturarse y enjuagarse de manera eficiente utilizando perlas paramagnéticas modificadas con
carboxilato en el protocolo SP3. Se trataron alicuotas equivalentes de un lisado de células enteras de levadura (~10
ug de proteina total) en regulador que contenia SDS en condiciones acidas (nanodiamantes), acetonitrilo (SP3) y sal
(SPRI). Las proteinas recuperadas se digirieron y los péptidos resultantes se procesaron en una MS con trampa de
iones HCT. (a) Cromatogramas de picos base de MS de lisados de levadura digeridos. Las mezclas de proteinas y
perlas se acidificaron con acido férmico o se ajustaron volumétricamente a una concentracion de acetonitrilo (ACN,
por sus siglas en inglés) al 50 %. Las proteinas unidas se enjuagaron, recuperaron, digirieron, e inyectaron de manera
equivalente en la MS. (b) Cromatogramas de picos base de MS de lisados de levadura ajustados volumétricamente al
50 % de ACN con o sin &cido férmico, o tratados con &cido férmico en presencia de una alta concentracion de perlas.
(c} Cromatogramas de picos base de MS de lisados de levadura tratados con alto contenido de sal (SPRI), ACN (SP3)
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o con FASP. Se inyectaron cantidades equivalentes de péptidos recuperados basandose en la cantidad de material
de partida. (d) Ejecuciones cromatograficas prolongadas de lisados de levadura tratados con el protocolo optimizado
para la proteina SP3 (50 % de ACN con acido férmico) y FASP.

Figura 4: Unién de péptidos con el protocolo SP3.

Los péptidos pueden capturarse y enjuagarse de manera eficiente utilizando perlas paramagnéticas modificadas con
carboxilato en el protocolo SP3. Se trataron alicuotas equivalentes de un lisado de células enteras de levadura digerido
con ftripsina y rLysC en condiciones acidas (nanodiamantes), acetonitrilo (SP3) y sales (SPRI). Los péptidos
recuperados se ejecutaron en una MS con trampa de iones HCT. (a) Cromatogramas de picos base de MS de lisados
de levadura digeridos. Las mezclas de péptido-perla se acidificaron con acido férmico o se ajustaron volumétricamente
a una concentracién del 20 % o 95 % de acetonitrilo (ACN). Los péptidos unidos se enjuagaron, recuperaron e
inyectaron de manera equivalente en la MS. (b} Cromatogramas de picos base de MS de péptidos ajustados
volumétricamente al 95 % de ACN, al 90 % de ACN con acido férmico o tratados con acido férmico en presencia de
una alta concentracién de perlas. (c) Cromatogramas de picos base de MS de lisados de levadura tratados con alto
contenido de sal (SPRI), ACN (SP3) o inyectados directamente sin tratamiento (sin SP3). (d) Ejecuciones
cromatograficas prolongadas de réplicas de péptidos tratadas con el protocolo peptidico SP3 optimizado (95 % de
ACN) o StageTips (Control).

Figura. 5: El SP3 puede enriguecer proteinas en diversas condiciones.

Las proteinas pueden capturarse y enjuagarse de manera eficiente utilizando perlas paramagnéticas modificadas con
carboxilato en el protocolo SP3, en solucién concentrada o diluida, o en presencia de detergentes. Se utilizaron
cantidades especificas de BSA reducida y alquilada en un regulador de SDS al 1 % para determinar la capacidad de
unién. Se utilizaron alicuotas equivalentes de un lisado de células de levadura para determinar la recuperacion en
soluciones diluidas y en presencia de detergentes. (a) La BSA (10 ug o 100 pug) se combindé con una cantidad
equivalente de perlas (1 ug) y se tratd con SP3. La proteina recuperada se digirié y los péptidos resultantes se
diluyeron para normalizar la concentracion entre las muestras en funcién de la cantidad inicial original antes de la
inyeccién en la MS. (b) Se trataron cantidades equivalentes de lisado de levadura con SP3 directamente o después
de la dilucién hasta un volumen total de 100 L. Se inyecté un volumen equivalente de los péptidos recuperados a la
MS. (c) El lisado de levadura que contenia un 1% o un 10 % de SDS (v/v) se tratd con SP3. Las mezclas se
enjuagaron, se digirieron y se inyectaron de manera equivalente en la MS. (d) El lisado de levadura que contenia SDS
al 1 % (v/v} o 1x regulador Laemmli se traté con SP3. Las mezclas se enjuagaron, se digirieron y se inyectaron de
manera equivalente en la MS.

Figura. 6: SP3 es equivalente a FASP para una proteémica profunda.

Se prepararon alicuotas duplicadas de un lisado de células enteras de levadura con SP3 o FASP antes de la digestion
con tripsina y RlysC. Los péptidos se fraccionaron con cromatografia de fase inversa de alto pH y se analizaron
mediante MS. (a) Métricas de identificaciéon de proteinas y péptidos a partir de los datos de FASP y SP3. (b) Grafico
de dispersion de la identidad entre los porcentajes de cobertura asignados a las proteinas coincidentes en los datos
de FASP y SP3. Los datos se representan en una escala logaritmica. (c) Grafico de dispersion de la identidad entre
los nimeros de PSM asignados a proteinas coincidentes en los datos de FASP y SP3. Los datos se representan en
una escala logaritmica.

Figura 7: Caracteristicas de los péptidos SP3 y FASP.

No hay ningun sesgo observable en los péptidos identificados con SP3 cuando se comparan con los del enfoque
FASP. Se prepararon alicuotas duplicadas de un lisado de células enteras de levadura con SP3 o FASP antes de la
digestion con tripsina y RlysC. Los péptidos se fraccionaron con cromatografia de fase inversa de alto pH y se
analizaron mediante MS. Los graficos representan histogramas del estado de carga (a), la masa molecular (b), el punto
isoeléctrico (c) y el indice GRAVY (d) de los péptidos Unicos identificados de cada método. Las propiedades de los
péptidos se determinaron utilizando la herramienta ProtParam de ExPASy llamada desde un script de Python
desarrollado internamente.

Figura 8: Etiquetado quimico de péptidos con SP3.

El SP3 es compatible con el etiquetado quimico de péptidos utilizando enfoques de dimetilo o TMT. Las digestiones
equivalentes derivadas de un lisado de células enteras de levadura se trataron con un protocolo de etiquetado de
dimetilo a TMT por triplicado. (a) El etiquetado quimico se aplica directamente después de |a limpieza de la proteina
SP3 en el mismo tubo. La limpieza del péptido SP3 se realiza sin modificacion y se eluye antes del analisis de MS. (b)
La eficiencia de etiquetado de los métodos de dimetilo y TMT cuando se combinan con el SP3, medida por el nimero
de péptidos identificados con (cuantificados) o sin (identificados) el etiquetado esperado en mediciones por triplicado.
(c) Reproducibilidad del etiquetado medida por la desviacidon de un cambio de log2 veces de 0. Las digestiones
replicadas de un lisado de levadura tratado con el protocolo SP3 se etiquetaron en una reaccion TMT 6-plex. Las
proporciones representan los céalculos del nivel de proteina determinados en el software PEAKS.
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Figura 9: Fraccionamiento con SP3.

Los péptidos se pueden fraccionar directamente de las perlas de SP3 utilizando condiciones de estilo HILIC y ERLIC.
Las digestiones equivalentes de un lisado de células enteras de levadura se trataron con el péptido SP3. Los péptidos
se eluyeron de las perlas utilizando un gradiente de ACN a pH 3 (HILIC) o pH 10 (ERLIC). (a) El fraccionamiento con
SP3 se aplica directamente después de la unién del péptido a las perlas. Los péptidos se eluyen mediante el enjuague
gradual de las perlas con un gradiente de fase moévil. (b} Cromatogramas de picos base de fraccionamiento y pH alto
y bajo. Los nimeros en la parte superior derecha de los cromatogramas representan el nimero de la fraccion, siendo
1 la primera etapa de elucién. (¢} Superposicion entre fracciones, como lo indica el nimero de fracciones en las que
un péptido se identifica con éxito. Los valores de las tablas representan el nimero de péptidos completamente
exclusivos de la fraccién enumerada en el formato: Unico para la fraccién (ndmero total identificado). (d) Nimero
acumulado de péptidos Unicos identificados mediante la combinacién de cada fraccidon que comienza con 1. Los
numeros totales en el circulo superior representan la suma de los péptidos identificados mediante la combinacion de
las cinco fracciones.

Figura 10: Caracteristicas del fraccionamiento con SP3.

Los péptidos identificados después del fraccionamiento con SP3 se eluyeron basandose en las propiedades de HILIC
o ERLIC. Las propiedades de los péptidos Unicos identificados en cada fraccidn se determinaron utilizando la
herramienta ProtParam de ExPASy llamada a partir de un script de Python desarrollado internamente. Los graficos
representan histogramas del estado de carga (a), la masa molecular (b), el punto isoeléctrico (c) y el indice GRAVY
(d). Las tablas de la derecha de cada grafico muestran los valores medios de todos los péptidos identificados para
cada fraccién para la propiedad especifica de interés.

Figura 11: Fraccionamiento ERLIC isocractico con SP3.

La elucién de péptidos en un modo isocratico en condiciones de pH alto no es tan eficaz en el fraccionamiento de los
péptidos en comparacion con una elucion en gradiente. Las digestiones equivalentes de un lisado de células enteras
de levadura se trataron con el péptido SP3. Los péptidos se eluyeron de las perlas utilizando enjuagues repetidos de
un ACN al 90 % con una solucién de acido féormico 10 mM a pH 10. (a) La elucién se realiza directamente después de
la unién de los péptidos a las perlas en SP3, en 6 fracciones separadas, donde la etapa final es una elucién con agua.
(b) Cromatogramas de picos base del fraccionamiento en condiciones isocraticas. Los nimeros en la parte superior
derecha de los cromatogramas representan el nimero de la fraccién, siendo 1 la primera etapa de elucion. (c)
Superposicién entre fracciones, como lo indica el nimero de fracciones en las que un péptido se identifica con éxito.
Se incluyen graficos separados para ilustrar la alta superposicién entre las fracciones 1 a 5 y la diferencia con la
fraccion 6 (elucion con agua). (d) Tabla que muestra el nimero de péptidos completamente exclusivos de la fraccion
enumerada en el formato: exclusivo de la fraccion (ndmero total identificado). Ademas esta el nimero acumulado de
péptidos Unicos identificados mediante la combinacién de cada fraccién que comienza con 1. Los nUmeros totales en
el circulo superior representan la suma de los péptidos identificados mediante la combinacién de las seis fracciones.

Figura 12: Materiales y productos quimicos compatibles con SP3.

El SP3 se puede realizar en una amplia variedad de condiciones con perlas de diferentes fabricantes. (a) Analisis en
gel SDS-PAGE tefiido con Coomassie de un lisado de células de levadura (~ 50 ug de proteina) que no se traté (A), o
que se prepard con perlas de carboxilato de dos fabricantes distintos: Ampure XP de Beckman Coulter (B} y PCR
Clean de CleanNA (C y D). Las perlas CleanNa se utilizan en dos condiciones distintas, con polietilenglicol (C) como
un agente de precipitacién o sulfato de amonio (D). (b} Cromatogramas de picos base de MS a partir del analisis de
alicuotas de un lisado de células de levadura con dos tipos de perlas de Sera-Mag. (c) Tabla de concentraciones
compatibles con SP3 de reactivos comunes utilizados en estudios de proteémica. Se puede utilizar una amplia
variedad de enjuagues en combinacién con el SP3 para promover la eliminacién de sustancias contaminantes (datos
no mostrados).

Descripciones detalladas de la invencion

Debe entenderse que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene el proposito de describir Unicamente
realizaciones particulares, y no pretende limitar el alcance de la presente invencién, que estara limitado Unicamente
por las reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina de cualquier otro modo, todos los términos técnicos y
cientificos utilizados en la presente memoria tienen los mismos significados que entiende comidnmente un experto en
la técnica.

En caso de conflicto entre las definiciones o0 ensefianzas de tales referencias citadas y las definiciones o ensefianzas
citadas en la presente especificacion, el texto de la presente especificacién no tiene prioridad.

A continuacion, se describiran los elementos de la presente invencién. Estos elementos se enumeran con realizaciones
especificas. Cualquier permutacién y combinacién de todos los elementos descritos en esta solicitud debe
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considerarse descrita por la descripcion de la presente solicitud, a menos que el contexto indique de cualquier otro
modo.

Definiciones

A continuacion, se proporcionan algunas definiciones de los términos utilizados con frecuencia en esta especificacion.
Estos términos tendran, en cada caso de su uso, en el resto de la especificacion el significado definido y los significados
preferidos, respectivamente.

Tal como se utilizan en esta especificacion y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “a”, “una”, y “el”
incluyen referentes plurales, a menos que el contenido indique claramente de cualquier otro modo.

En el contexto de la presente invencién, el término “péptido™ se refiere a un polimero corto de aminoacidos unidos por
enlaces peptidicos. Tiene los mismos enlaces quimicos (peptidicos) que las proteinas, pero por lo general es mas
corto. El péptido mas corto es un “dipéptido” que consiste en dos aminoacidos unidos por un enlace peptidico.
También puede haber tripéptidos, tetrapéptidos, pentapéptidos, etc. Un péptido tiene un extremo amino y un extremo
carboxilo, a menos que sea un péptido ciclico.

El término “polipéptido™ se refiere a una Unica cadena lineal de aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos y
comprende preferiblemente al menos cinco aminoacidos. Un polipéptido puede ser una cadena o puede estar
compuesto por mas de una cadena, que se mantienen unidas mediante enlaces covalentes, p. gj., enlaces disulfuro
y/o enlaces no covalentes. Los polipéptidos que pueden purificarse con el método de la invencién tienen
preferiblemente una longitud de al menos cinco aminoacidos, méas preferiblemente una longitud de al menos 10
aminoacidos, 15 aminoacidos, 20 aminoacidos, 25 aminoéacidos, 30 aminoéacidos, 35 aminoacidos, 40 aminoacidos,
45 aminoacidos o0 50 amino&cidos o0 mas.

Tal como se utiliza en esta especificacion, el término “fase sélida” se utiliza para referirse a la fase heteréloga en
contacto con la solucién que comprende polipéptidos. La fase sélida permite la inmovilizacién de las fracciones
cargadas negativamente. Esto se puede efectuar proporcionando a la fase solida grupos de acoplamiento que pueden
formar enlaces covalentes con las fracciones hidréfilas que se van a unir. Preferiblemente, la fase soélida incluye
particulas en fase sélida, como microperlas, microparticulas o microperlas. Se prefiere que estas particulas en fase
solida se caractericen por la uniformidad de tamario, preferiblemente por un diametro promedio en el intervalo de 0,5
a 1,5 um, es decir, el diametro promedio puede ser de 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0; 1,1; 1,2; 1,3; 1,4; 1,5um.
Preferiblemente, la fase sélida comprende, consiste o consiste esencialmente en vidrio o un polimero organico. Los
polimeros organicos incluyen, pero no se limitan a, poliestireno, polimetilestireno, polietilestireno, y homélogos de los
mismos, acrilato de polimetilo, acrilato de polietilo, metacrilato de polimetilo, metacrilato de polietilo y homélogos de
los mismos, polimetacrilato modificado con carboxilato de polimetilmetacrilato y materiales de poliestireno y no estireno
modificados con carboxilato.

La fase solida también comprende una sustancia paramagnética, que permite la concentraciéon de una fase solida
dispersa heterélogamente en una solucion polipeptidica mediante un campo magnético. Preferiblemente, tal sustancia
magnética o paramagnética esta ubicada en el centro de una particula en fase sélida y no entra en contacto con la
solucién polipeptidica, p. €j., debido a una capa de polimero que cubre la sustancia magnética o paramagnética. Por
lo tanto, las microperlas o microparticulas paramagnéticas son fases sélidas para su uso en el método o kit de la
presente invencién. Las particulas en fase sélida muestran preferiblemente estabilidad coloidal en la ausencia de un
campo magnético. La fase solida es, preferiblemente, estable en sistemas reguladores fisiologicos y de lisis en un
amplio intervalo de pH. Se pueden sonicar y termociclar a altas temperaturas (> 90 °C), p. €j., con el propésito de la
lisis celular.

El término “superficie hidrofila” se refiere a una superficie a la que los compuestos hidrofilos estan unidos
covalentemente o0 no covalentemente o que estd formada por un polimero que tiene propiedades hidrofilas.
Preferiblemente, el polimero con propiedades hidréfilas es un polimero organico, los polimeros preferidos son
poliacrilamida, acido poliacrilico, poliacrilimida, polielectrolitos, polietilienimina, polietilenglicol, polietilenéxido, alcohol
polivinilico, &cido polivinilpirrolidon poliestirenosulfénico, copolimeros de estireno y acido maleico, copolimero de
vinilmetil éter malico, y acido polivinilsulfénico.. Los ejemplos preferidos de compuestos hidréfilos que estan unidos a
una superficie, preferiblemente una superficie de polimero organico, comprenden metacrilato de aminoetilo,
carbohidratos, hidrato de cucurbita[n]uril, metacrilato de dimetilaminometilo, acido fumarico, acido maleico, acido
metacrilico, isopropilacrilamida, &acido itacénico, N-vinilcarbazol, acido 4-pentenoico, polialquilenglicoldiamina, pirol,
metacrilato de t-butilaminoetilo, acido undecilénico, acido vinilacético, y vinilpirdidina.

El término “fracciones cargadas negativamente”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un compuesto
organico o inorganico. Preferiblemente, el compuesto organico o el compuesto inorganico lleva al menos una carga
negativa. Los ejemplos de compuestos organicos cargados negativamente incluyen, pero no se limitan a, acidos
carboxilicos, preferiblemente &acidos monocarboxilicos saturados alifaticos como el &acido acético; acidos
monocarboxilicos insaturados alifatados como el acido acrilico; acidos dicarboxilicos saturados alifaticos como acido
oxalico, acido succinico; acidos tricarboxilicos saturados alifaticos como el acido citrico; acidos dicarboxilicos alifaticos

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2998 535 T3

insaturados como é&cido fumarico, acido maleico; acidos carboxilicos aromaticos como el acido benzoico, el acido
salicilico; acidos carboxilicos heterociclicos como el acido nicotinico, el &cido pirrolidina-2-carboxilico; acidos
monocarboxilicos ciclicos insaturados alifaticos como el acido abiético; acidos grasos como el acido araquiddnico, el
acido linoleico o el &cido oleico. Ademas, las fracciones cargadas negativamente incluyen derivados de acido
carboxilico tales como ésteres, amidas, aminas, haluros, anhidridos, hidrazidas, acidos tiocarbénicos, écidos
peroxicarbdnicos, y acidos hidroxamicos. Los compuestos inorganicos cargados negativamente incluyen, pero no se
limitan a, acido de silice y derivados del mismo, sulfato, nitrato, fosfato, acido fosférico, acido sulfdrico, acido sulfénico,
acido sulfuroso, acido nitrico, acido borico y sus derivados tales como ésteres, amidas, aminas, haluros, anhidridos,
hidrazidas. Ademas, una o mas fracciones cargadas negativamente pueden inmovilizarse en la superficie de la fase
so6lida mediante un enlazador. Esto proporciona una interaccién mejorada entre las fracciones cargadas negativamente
y los polipéptidos en la solucién. Preferiblemente, la molécula enlazadora puede ser un carbohidrato C1-Czo lineal o
ramificado, preferiblemente alquilo, alquenilo o alquinilo. EL resto cargado negativamente se puede sintetizar en una
reaccion de una etapa, pero también puede requerir etapas de reaccion adicionales, p. €j., una etapa de acoplamiento.

En el contexto de la presente invencién, se utiliza una “solucién de precipitacion” para referirse a una solucién que
contiene sales que tienen la capacidad de precipitar proteinas o polipéptidos. Una solucion de precipitacion comprende
iones con alta fuerza idnica que incluyen, pero no se limitan a, amonio, potasio, sodio, litio, magnesio, fluoruro, sulfato,
hidrogenofosfato, acetato, cloruro, nitrato, bromuro, cloruro, yoduro y perclorato y combinaciones de los mismos. Se
prefiere particularmente una solucién que comprende iones amonio. Los iones con alta fuerza iénica aumentan las
interacciones hidréfobas entre proteinas o polipéptidos y, por lo tanto, cambian la solubilidad de tales polipéptidos o
proteinas. Si la solucién de precipitacién que contiene sales en una concentracion adecuada se expone a una solucién
que contiene proteinas o polipéptidos, comienza la formacién de agregados y se forman proteinas y polipéptidos y
precipitados (Current Protocols in Protein Science, 1997). La concentracion de los iones con alta fuerza iénica en la
solucién de precipitacion es tal que la concentracion en la mezcla resultante con la solucién de proteina es suficiente
para precipitar las proteinas. El experto en la técnica entiende que la concentracién final después de la mezcla es
decisiva y, por lo tanto, la concentracion inicial requerida se determinara por las cantidades relativas de la solucién de
precipitacion y la solucién polipeptidica mezcladas. En general, se prefiere utilizar soluciones de precipitacién con una
concentracién tan alta de iones de alta fuerza iénica como sea posible para agregar el menor volumen posible a la
solucién polipeptidica. Por consiguiente, la concentracién del ion de alta fuerza iébnica comprendido en la solucién de
precipitacion esta cerca o en la concentracion de saturacién en condiciones de almacenamiento regulares, p. €]., entre
4 °C y 30 °C de la solucién de precipitacion. Las soluciones de precipitacion preferidas comprenden sulfato de amonio
al 10 % en peso.

El término “solucion de deshidratacién” se refiere a una solucién capaz de deshidratar la solucién polipeptidica
mediante la unién a las moléculas de agua que hidratan los polipéptidos en la solucioén. Esta eliminacion del agua
conduce a la agregacién/precipitacioén de los polipéptidos. Preferiblemente, la solucion de deshidratacién comprende,
esencialmente comprende o consiste en un disolvente organico polar y/o un polimero higroscépico. Como se
establecié anteriormente con respecto a la solucioén de precipitacién, la concentracion del disolvente organico polar y/o
el polimero higroscopico se determina por la concentracién requerida para promover la interaccién entre los
polipéptidos y la superficie de la perla después de mezclarlos con la solucién polipeptidica y variara con las cantidades
relativas mezcladas en el método de la invencién. En general, se prefiere utilizar una solucién de deshidrataciéon con
la cantidad maxima de disolvente organico polar y/o polimero higroscopico comprendido en la misma, lo que conducira
a una solucion estable.

El término “disolvente organico polar”, tal como se utiliza en la presente memoria, significa un carbohidrato que
disuelve un soluto liquido, sélido o gaseoso quimicamente diferente en una cierta cantidad, lo que da como resultado
una solucién que es soluble en un cierto volumen de disolvente a una temperatura especifica y una constante
dieléctrica (también denominada “permitividad relativa™) a 25 °C de al menos 6, preferiblemente de al menos 10. El
disolvente organico polar es preferiblemente aprético o protico, méas preferiblemente el disolvente organico polar es
aprotico. Los ejemplos de disolventes apréticos polares incluyen, pero no se limitan a, acetona, tetrahidrofurano (THF),
acetato de etilo, acetona, diclorometano (DCM), dimetilformamida (DMF), sulféxido de dimetilo y carbonato de
propileno, un disolvente aprético particularmente preferido es el ACN. Los ejemplos de disolventes préticos polares
incluyen, pero no se limitan a, acido acético, metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol y acido férmico.

El término “polimero higroscépico”, tal como se utiliza en la presente solicitud, se refiere a un polimero de
carbohidratos que es capaz de unirse a moléculas de agua mediante la interaccion de van der Waals. Los ejemplos
preferidos de polimeros higroscépicos comprenden polietilenglicol (PEG), polielectrolitos sintéticos, polielectrolitos
semisintéticos, protaminas y polisacaridos de origen natural o no natural (Current Protocols in Protein Science, 1997).
Mediante la unién de agua que solubiliza los polipéptidos en la solucién, los polimeros higroscépicos conducen a un
precipitado reversible de polipéptidos a ciertas concentraciones. Los ejemplos de polielectrolitos sintéticos incluyen,
pero no se limitan a, acido poliacrilico, polimeros vinilicos tales como poliacrilato (PAA), polimetacrilato (PMA), sales
acidas (polianiones), y polietilenimina (PEIl). Los polielectrolitos semisintéticos incluyen, pero no se limitan a,
carboximetilcelulosa (CMC), celulosa sulfatada, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), dietilaminoetilcelulosa (DEAE-C),
y dextranos sulfatados. Los polisacaridos de origen natural incluyen, pero no se limitan a, glucégeno, sulfato de
heparina, sulfato de condroitina, alginatos, quitina y acido hialurénico.
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El término “concentracion de polipéptido”, tal como se utiliza en la presente solicitud, describe la cantidad de
polipéptido utilizada para los estudios presentes en esta solicitud y tipicamente se indica como ng por ml. La
determinacion de las proteinas o péptidos se puede realizar mediante métodos conocidos en la técnica, que incluyen,
p. €j., el ensayo de Bradford. En este ensayo de determinacion de proteinas, la muestra de interés (que contiene la
solucion de proteina o polipéptidica) se mezcla con una solucion de Coomassie-Brilliant-Blue y la absorcion se mide a
una longitud de onda de 595 nm.

El término “solucién de lavado”, tal como se utiliza en la presente solicitud, se refiere a una solucién que elimina los
compuestos no polipeptidicos de los polipéptidos unidos sin disolver sustancialmente los polipéptidos.
Preferiblemente, la solucién de lavado comprende, consiste esencialmente en o consiste en un disolvente organico
polar o una sal que comprende al menos un ion que aumenta las interacciones hidréfilas de los polipéptidos. El
disolvente organico polar es preferiblemente aprotico o prético, mas preferiblemente prético. Los ejemplos de
disolventes aproticos polares incluyen, pero no se limitan a, DCM, THF, acetato de etilo, acetona, DMF, ACN, DMSQO,
carbonato de propileno. Los ejemplos de disolventes proéticos polares incluyen, pero no se limitan a, acido acético,
metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol y acido férmico. La sal que comprende iones con alta fuerza i6nica
incluye, pero no se limita a, amonio, potasio, sodio, litio, magnesio, fluoruro, sulfato, hidrogenofosfato, acetato, cloruro,
nitrato, bromuro, cloruro, yoduro y perclorato y combinaciones de los mismos, preferiblemente el ion es amonio.

El término “desnaturalizante de proteinas™ se utiliza en la presente solicitud para indicar un compuesto que es capaz
de alterar la estructura terciaria y, dependiendo de la concentracion, también la secundaria de un polipéptido nativo
sin cambiar la estructura primaria del polipéptido. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, detergentes aniénicos
que comprenden carboxilatos, sulfonatos y sulfatos, preferiblemente dodecilsulfato de sodio. (SDS); detergentes
cationicos que comprenden compuestos de amonio cuaternario como el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB);
detergentes zwitteriénicos que comprenden combinaciones de compuestos de amonio cuaternario y carboxilatos;
urea, sales de guanidinio, sales de &cidos biliares, como el colato o el desoxicolato (DOC).

El término “etiquetado”, tal como se utiliza en la presente solicitud, se refiere a un método para unir un resto detectable
a polipéptidos o introducir un resto detectable en los polipéptidos. Se prefieren las etiquetas, marcadores o las marcas
que proporcionan la cuantificacion de los polipéptidos etiquetados en el analisis de espectrometria de masas. El
método de etiquetado de is6topos estables implica reemplazar atomos especificos de los polipéptidos, p. €j., C, O, N
0 S, por sus is6topos. Esto incluye, pero no se limita a, métodos como el etiquetado de is6topos estables mediante
aminoacidos en cultivo celular (SILAC), el etiquetado con '® O catalizado por tripsina, el etiquetado de afinidad
codificado por isétopos (ICAT) y las marcas isobaricas para la cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ). Un método
comun en el campo del etiquetado con is6topos estables es el etiquetado con dimetilo, que comprende un reactivo
para la generacién de una base de Schiff con una amina primaria, un agente reductor y un regulador adecuado. Otro
método muy extendido se denomina etiquetado de masa en tdndem (TMT), que comprende un reactivo etiquetado,
un regulador adecuado, un disolvente organico, un reactivo desnaturalizante, un reactivo reductor, un reactivo
alquilante, un reactivo de extincién y una proteasa.

Realizaciones

En los siguientes pasajes se definen diferentes aspectos de la invencién con mas detalle. En el trabajo que condujo a
la presente invencién, se demostré sorprendentemente que los polipéptidos pueden agregarse en una fase solida que
comprende una superficie hidréfila.

Basandose en estos resultados, la presente invencién proporciona en un primer aspecto un método para unir
polipéptidos de forma reversible a una fase sélida que comprende una superficie hidrofila, en donde la fase solida
consiste en microperlas o microparticulas paramagnéticas y en donde el método se lleva a cabo en un Unico tubo, que
comprende ademas la etapa de poner en contacto la fase sélida con una solucién que contiene los polipéptidos y una
solucion de deshidratacién y/o una solucién de precipitacion.

En un primer aspecto de la invencién, la superficie hidréfila de la fase soélida comprende o consiste en un polimero que
tiene propiedades hidréfilas, en donde la solucion de deshidratacién comprende un disolvente organico polar
seleccionado entre acetonitrilo, acetona y alcohol y/o un polimero higroscopico, siendo dicho polimero higroscépico
polietilenglicol; y/o la solucién de precipitacion comprende iones de alta fuerza iénica seleccionados del grupo que
consiste en amonio, potasio, sodio, fluoruro, sulfato, hidrogenofosfato, acetato, cloruro y combinaciones de los mismos,
en donde dicha superficie hidréfila comprende ademas un resto cargado negativamente seleccionado del grupo que
consiste en un resto de acido carboxilico, un resto de silice, un resto de sulfato y un resto de fosfato. El término
“hidréfilo” se utiliza para referirse a la tendencia de un compuesto a interactuar con o a disolverse en agua y otras
sustancias polares. Preferiblemente, el polimero con propiedades hidréfilas es un polimero orgénico. Los polimeros
preferidos son poliacrilamida, acido poliacrilico, poliacrilimida, polielectrolitos, polietilenimina, polietilenglicol,
polietilendxido, alcohol polivinilico, acido polivinilpirrolidona poliestirenosulfénico, copolimeros de estireno y acido
maleico, copolimero de vinilmetil éter malico, y acido polivinilsulfénico. Los ejemplos preferidos de compuestos
hidréfilos que se unen a una superficie para formar una superficie hidrofila comprenden metacrilato de aminoetilo,
carbohidratos, hidrato de cucurbita[n]uril, metacrilato de dimetilaminometilo, acido fumarico, acido maleico, acido
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metacrilico, isopropilacrilamida, &cido itacénico, N-vinilcarbazol, acido 4-pentenoico, polialquilenglicoldiamina, pirrol,
metacrilato de t-butilaminoetilo, acido undecilénico, acido vinilacético, y vinilpirdidina

En una realizacién preferida de la presente invencion, la sal o las sales se aplican a la solucién de proteina a una
concentracién que conduce a una concentracidon que precipita el polipéptido en la mezcla resultante. Las sales
preferidas son sulfato de amonio, cloruro de amonio y cloruro de sodio. En realizacién preferida adicional, la
concentracién de amonio, preferiblemente sulfato de amonio, en la composicion final que comprende el polipéptido
esta en el intervalo de 1-95 % de solucion saturada. La concentracién final de sodio, preferiblemente cloruro de sodio,
en la composicion que comprende el polipéptido varia de 100 mM a 3 M, es decir, preferiblemente 100 mM, 200 mM,
300 mM, 400 mM, 500 mM, 600 mM, 700 mM, 800 mM, 900 mM, 1 M, 1,2, 1,4, 1,5, 1,6, 1,8, 2,0, 2,2, 2,4, 2,6, 2,8 0
3,0 M.

La solucién que contiene dichos polipéptidos también puede comprender un detergente. Los detergentes se utilizan
tipicamente cuando se preparan soluciones de proteinas para mejorar la solubilizacién de proteinas, en particular
proteinas lipofilas. Sin embargo, la presencia de detergentes frecuentemente interfiere con la absorcién posterior de
las proteinas y, por lo tanto, con las etapas de purificacién. Por ejemplo, la absorcion de proteinas en nanocristalitos
de diamante funcionalizados en la superficie se ve afectada significativamente si las concentraciones de detergente
en la solucién de proteina superan el 0,5 % de SDS (véase, p. gj., Chen, W.-H. y col., 2006, Anal. Quimica. 78: 4228).
La tolerancia frente a altas concentraciones de detergente en el regulador de unién es una ventaja adicional del método
de la presente invencién. Por lo tanto, se prefiere que la soluciéon que contiene un detergente comprenda al menos
1%, 1,5 %, 2%, 2,5 %, 3,0 %, 3,5 %, 4,0 %, 4,5 %, 5,0 %, 5,5 %, 6,0 %, 6,5 %, 7,0 %, 7,5 %, 8,0 %, 8,5 %, 9,0 %,
9,5 %, 10,0 % o mas de detergente. Los detergentes preferidos que pueden incluirse en la solucién que comprende
las proteinas son detergentes idnicos, detergentes no idnicos o mezclas de los mismos. Los detergentes preferidos se
seleccionan del grupo que consiste en carboxilatos, sulfonatos, sulfatos, preferiblemente dodecilsulfato de sodio
(SDS); detergentes catidnicos que comprenden compuestos de amonio cuaternario como el bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB); detergentes zwitteridonicos que comprenden combinaciones de compuestos de amonio
cuaternario y carboxilatos; urea, sales de guanidinio, sales de acidos biliares, como el colato o el desoxicolato (DOC);
y detergentes no idnicos que comprenden copolimeros en bloque de polioxipropileno-polioxietileno, p. ej. Pluronic o
tetrapolioles, o detergentes de polisorbato que comprenden polisorbato 20 (Tween® 20) o detergentes que
comprenden polioxetileno y un grupo hidréfobo, p. e]. Triton X-100 o NP-40. Si Triton®-X100 estd comprendido en la
solucion de proteina, se prefiere que la solucién de unidon comprenda mas del 1,0 % de Triton®-X100, més
preferiblemente méas del 1,5 % de Triton®-X100, ain més preferiblemente del 2,0 % de Triton®-X100, mas del 3,0 %
de Triton®-X100, mas del 4,0 % de Triton®-X100 y con la maxima preferencia del 5,0 % o mas de Triton X-100. Si el
NP-40 esta comprendido en la solucién de proteina, se prefiere que la solucién de unién comprenda mas del 1,0 % de
NP-40, mas preferiblemente mas del 1,5 % de NP-40, aun con mayor preferencia mas del 2,0 % de NP-40, mas del
3,0 % de NP-40, mas del 4,0 % de NP-40 y, lo méas preferiblemente, el 5,0 % o mas de NP-40. Si el DOC esta
comprendido en la solucion de proteina, se prefiere que la solucién de unién comprenda mas del 0,2 % de DOC, mas
preferiblemente mas del 0,4 % de DOC, aun con mayor preferencia mas del 0,6 % de DOC, mas del 0,8 % y con la
maxima preferencia 1,0 % o mas de DOC. Con la maxima preferencia, la solucién de proteina utilizada en la etapa a)
del método de la presente invencién comprende mas del 2,0 %, mas preferiblemente mas del 2,5 % de SDS, aun con
mayor preferencia mas del 3,0 % de SDS, mas del 4 %, mas del 5 %, mas del 6 %, mas del 7,0 %, mas del 8,0 %,
mas del 9,0 % y con la maxima preferencia el 10 % o mas de SDS.

Las propiedades de unién de las proteinas en la solucién también dependeran del pH de la solucion. Para una
recuperacién maxima, se debe utilizar un valor de pH de la solucion de 3 para maximizar la hidrofilia de las proteinas
y los péptidos tripticos. En los casos donde se desee el fraccionamiento fuera de las perlas, se debe utilizar un valor
de pH de 10 para promover la repulsion electrostatica de las perlas. Por lo tanto, se prefiere que la soluciéon comprenda
un regulador que mantenga el pH en el valor deseado, preferiblemente el pH de la solucién sea 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5,
6,6,5,7,7,5,8,8,5,9,950 10.

Preferiblemente, el disolvente organico polar se agrega a la composicién a una concentracién final del 60 % (v/v) para
los polipéptidos, mas preferiblemente a una concentracién final del 40 % (v/v) e incluso mas preferiblemente a una
concentracién final del 50 % (v/v). Preferiblemente, el disolvente organico polar se agrega a la composicién a una
concentracién final del 90 % (v/v) para los péptidos, mas preferiblemente a una concentracion final del 95 % (v/v).

En una realizacion preferida adicional del primer aspecto de la invencién, la solucion de deshidratacion comprende
opcionalmente un polimero higroscopico, que se utiliza para la precipitacion de proteinas o polipéptidos,
preferiblemente polietilenglicol. Mas preferiblemente, el polietilenglicol utilizado posee un peso molecular en el intervalo
entre 4000 y 8000 Da. Se agrega a la composicién para conducir a una concentracién final en el intervalo del 1 al
30 %.

Una vez precipitados y/o unidos a la fase sélida, los polipéptidos precipitados y/o unidos al polipéptido se lavan una
vez 0 mas con soluciones de lavado adecuadas. Estas soluciones de lavado pueden ser idénticas o de diferentes
composiciones. El lavado se lleva a cabo tipicamente separando la fase solida de la solucion y retirando la solucién lo
mas completamente posible y aplicando la solucion de lavado a la fase sélida. Si la fase sélida comprende particulas
solidas, las particulas se resuspenden en la solucién de lavado. Las soluciones de lavado pueden comprender los
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componentes de la solucién de proteina indicados anteriormente, p. €j., detergentes y sales, en concentraciones
iguales o superiores a las indicadas anteriormente.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la “solucion de lavado™ es etanol. Mas preferiblemente, se utiliza
en una concentracién final del 70 % (v/v) y acetonitrilo en una concentracién final de hasta el 100 %.

En una realizacién en la que la solucién de lavado comprende una sal, se prefiere que la concentracién de sal en la
solucién de lavado varie de 1 a 3 M, es decir, 1, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0. Se prefiere particularmente que la sal sea cloruro
de sodio, mas preferiblemente cloruro de sodio de 2,0 a 2,5 M. Un aumento en la concentracion de sal aumenta la
solubilizacién de los contaminantes que pueden adherirse a las proteinas.

En una realizacion preferida adicional, la solucién de lavado comprende un caétropo o una sal que comprende al
menos un ion que aumenta la interaccién hidréfoba de los polipéptidos, preferiblemente en un intervalo de
concentracién de 1 M a 8 M, preferiblemente 1, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 u 8,0. En una
realizacién en la que la solucion de lavado comprende un cadtropo, se prefiere que este cadtropo sea urea. Las
cantidades particularmente preferidas de urea comprendidas en la solucién de lavado estan entre los intervalos de 6
a 9 M, preferiblemente 8 M.

En una realizacion preferida adicional, la soluciéon de lavado comprende opcionalmente un desnaturalizante de
proteinas, un detergente o una sal, que ayudan a eliminar los componentes no polipeptidicos del precipitado
polipeptidico. Dado que la mayoria de los desnaturalizantes y detergentes (p. gj., el SDS) son incompatibles con las
digestiones enzimaticas y los analisis de MS posteriores, se prefiere que estos se eliminen antes de la elucién o el uso
posterior de los polipéptidos precipitados y/o unidos. Para ello, al menos la Ultima etapa de lavado se lleva a cabo en
ausencia de detergente y/o desnaturalizante para eliminar el desnaturalizante y/o detergente residual del precipitado.
Aunque la ultrafiliracion (FASP); Wisniewski, J.R. y col., 2009) o protocolos basados en perlas (Hengel, S.M. y col.,
2012; Bereman, M.S. y col., 2011) son eficientes para eliminar los detergentes, tienen una flexibilidad minima y
requieren una manipulacién significativa de las muestras (filtracion, centrifugacién, concentracién), que reduce su
eficiencia general. Por lo tanto, la presente invencién proporciona una manera facil de eliminar los desnaturalizantes
y/o detergentes de los polipéptidos unidos de forma reversible. Por consiguiente, el protocolo de precipitacion de la
presente invencién es compatible con el uso de un lisado celular que contiene SDS vy la digestion de los polipéptidos
eluidos y el posterior analisis de MS. El protocolo de precipitacion de la presente invencién conduce a una mayor
eficacia en la recuperacion de polipéptidos en comparacion con los protocolos estandar para la eliminacién de
detergentes. Ademas, el método de la presente invencion conduce a un aumento en la intensidad del péptido de MS,
es decir, a una recuperacion mejorada, y al nimero de proteinas identificadas.

La “solucién de elucién acuosa” utilizada en el contexto del método de la presente invencién comprende agua en una
cantidad que es suficiente para redisolver la mayoria de los polipéptidos precipitados y/o unidos, preferiblemente al
menos el 80 %, mas preferiblemente al menos el 85 % y aun con mayor preferencia al menos el 90 % de los
polipéptidos precipitados y/o unidos. La solucién acuosa de elucion comprende preferiblemente agua y
sales/acidos/bases que proporcionan un sistema regulador tal como, pero sin limitarse a, solucion salina regulada con
fosfato (PBS), acido 4-2-hidroxietil-1-piperazinetanosulfonico (HEPES), regulador a base de potasio (KCI), tris
(hidroximetil) metilamina (TRIS), acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES), acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico
(MOPS), piperazina-N,N'-bis(acido 2-etanosulfénico) (PIPES), citrato de sodio salino (SSC), N-
tris(hidroximetilymetilglicina  (tricina), acido 3-{[tris(hidroximetilymetillamino}propanosulfénico (TAPS), N,N-bis(2-
hidroxietil)glicina (bicina), acido 3-[N-Tris(hidroximetil) metilamino] -2-hidroxipropanosulfonico (TAPSO), acido 2-
{[tris(hidroximetilymetillamino}etanosulfénico (TES), y &cido dimetilarsinico (cacodilato).

Se prefiere que el pH esté entre 5 y 10, preferiblemente 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 9,5 0 10. Mas preferiblemente,
para una recuperacién maxima, se debe utilizar un valor de pH de la solucion de 8 para minimizar la hidrofilia de las
proteinas y los péptidos para promover la elucion.

En esta realizacion, se prefiere agregar una proteasa a la “solucién de elucién acuosa”, mas preferiblemente tripsina
o LysC. La adicién de una proteasa permite la digestién de los polipéptidos en presencia de la fase sélida.
Posteriormente, pueden precipitarse nuevamente y/o unirse por unién a la fase sélida, lo que permite otra etapa de
purificacién, p. €j., antes de someter las digestiones de polipéptidos a un analisis de MS. Para ello, la solucion de
deshidratacién o precipitacion descrita anteriormente se puede agregar a las perlas y a la solucion de elucién acuosa
que contiene los polipéptidos digeridos.

Si se utilizan perlas magnéticas, las perlas pueden concentrarse con un campo magnético, enjuagarse y
posteriormente eluirse tras la adicién de la solucion de elucion acuosa. En este caso, todo el flujo de trabajo de
purificacion solo requiere 15 minutos, lo que representa una mejora significativa en el rendimiento en comparacion con
otros protocolos de flujo de trabajo establecidos (p. gj., FASP).

En una realizacion adicional del método de la invencién, la solucién de elucién acuosa que contiene los polipéptidos

(digeridos) puede someterse a espectrometria de masas para la identificacién, caracterizacion, cuantificacion,
purificacién, concentracién y/o separacion de los polipéptidos sin etapas adicionales de preparacién de la muestra. Si
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bien la obtencién de una cobertura proteémica profunda y confiable sigue siendo un objetivo central en muchos analisis
proteémicos, esta tarea es un desafio para las muestras donde se dispone de una cantidad limitada de material
(Altelaar, A. y col., 2012). Estos analisis se complican por las pérdidas durante las etapas de manipulacién de las
muestras presentes en practicamente todos los flujos de trabajo proteémicos. Dado que todo el método de la invenciéon
para el enriquecimiento de polipéptidos se puede realizar en un solo tubo sin etapas de filtrado, precipitacion o
resolubilizacion, facilita el analisis eficiente de muestras limitadas por células.

La alta recuperacion de los polipéptidos hace que el método de la invencion sea adecuado para estudios exhaustivos
del proteoma mediante analisis comparativos con FASP. Ademas, no hubo ningun sesgo observable relacionado con
el enriquecimiento de proteinas. Por lo tanto, el método de la presente invencion es adecuado para la generacion de
muestras donde el analisis de MA puede producir una cobertura proteémica profunda y reproducible. Esto permite una
caracterizacion y cuantificaciéon del proteoma en profundidad incluso de tamarfios de muestra pequefios, lo que promete
que la invencién puede encontrar su lugar en aplicaciones clinicas.

En una implementacién adicional de la presente descripcién, los polipéptidos se pueden etiquetar para el analisis de
espectrometria de masas. Preferiblemente, el etiquetado se lleva a cabo después de que los polipéptidos se unan,
laven y liberen de forma reversible, es decir, se purifiquen. Un método preferido de etiquetado es el etiquetado isotdpico
estable. Mas preferiblemente, los reactivos de etiquetado se seleccionan del grupo que comprende componentes
adecuados para el etiquetado con dimetilo, como un reactivo para la generacién de una base de Schiff con una amina
primaria, mas preferiblemente una solucién de formaldehido al 1 %; un agente reductor, mas preferiblemente una
solucién de cianoborohidruro 155 mM; un regulador adecuado, mas preferiblemente acido 2-(4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil}-etansulfénico (HEPES) 50 mM, pH 8 con &cido desoxicolico (DOC) al 1 %. En otra realizacion preferida
del sexto aspecto, los péptidos se tratan adicionalmente mediante etiquetado masivo en tandem que comprende un
reactivo etiquetado, un regulador adecuado, preferiblemente un regulador de bicarbonato de trietilamonio en una
concentracién 1 M; un disolvente organico, preferiblemente acetonitrilo; un reactivo desnaturalizante, preferiblemente
una solucién de SDS al 10 %; un reactivo reductor, preferiblemente tris(2-carboxietil)-fosfina (TCEP); un reactivo
alquilante, preferiblemente yodoacetamida; un reactivo de extincion, preferiblemente una solucién de hidroxilamina al
50 % y una proteasa, preferiblemente tripsina.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un kit que comprende:

(i) una fase sélida que comprende una superficie hidréfila, en donde la fase solida consiste en microperlas o
microparticulas paramagnéticas y en donde dicha superficie hidréfila comprende ademas un resto de acido carboxilico,

y

(i) una solucién de deshidratacion que comprende un disolvente organico polar, en donde dicho disolvente
orgéanico polar se selecciona entre acetonitrilo, acetona y alcohol, y

(iii) una proteasa.

En el contexto del segundo aspecto de la invencién, todos los reactivos descritos en detalle anteriormente en el
contexto del método de la presente invencién también pueden incluirse en el kit de la presente invencion.

En una realizacién preferida, el kit comprende ademas:

(i) reactivos para etiquetar polipéptidos, que incluyen preferiblemente componentes de etiquetado isotopico
estables;

(i) reactivos para eluir polipéptidos, preferiblemente reguladores acuosos;

(iii) reactivos para la digestion de polipéptidos, preferiblemente proteasas y detergentes;

(iv) reactivos adecuados para el fraccionamiento de polipéptidos;

(v) reactivos para determinar la concentracién de proteinas;

(vi) reactivos adecuados para el enriquecimiento de glucopéptidos o fosfopéptidos, y/o

(vii) reactivos adecuados para la lisis celular.

En una implementacion preferida de la descripcion, los reactivos para etiquetar polipéptidos se seleccionan del grupo
que consiste en:

(i) componentes adecuados para el etiquetado con dimetilo, preferiblemente un reactivo para la generacion de
una base de Schiff con una amina primaria, un agente reductor, un regulador adecuado y/o
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(i) componentes adecuados para el etiquetado quimico de masa isobarica, preferiblemente un reactivo
etiquetado, un regulador adecuado, un disolvente organico, un reactivo desnaturalizante, un reactivo reductor, un
reactivo alquilante, un reactivo de extincién y una proteasa y/o

(iii) componentes adecuados para el etiquetado quimico codificado por neutrones.

En un tercer aspecto, la presente invencion comprende el uso de

a. una fase solida, y

b.

() una solucién para la deshidratacion; y/o
(i) una solucién de precipitacion, en donde

la fase sélida comprende una superficie hidréfila, en donde la fase sélida consiste en microperlas o microparticulas
paramagnéticas que comprenden la superficie hidréfila, en donde dicha superficie hidréfila comprende ademas un
resto cargado negativamente seleccionado del grupo que consiste en un resto de acido carboxilico, un resto de silice,
un resto de sulfato y un resto de fosfato, la solucién de deshidratacién comprende un disolvente organico polar
seleccionado entre acetonitrilo, acetona y alcohol y/o un polimero higroscopico, siendo dicho polimero higroscépico
polietilenglicol; y/o la solucién de precipitacion comprende iones de alta fuerza iénica seleccionados del grupo que
consiste en amonio, potasio, sodio, fluoruro, sulfato, hidrogenofosfato, acetato, cloruro, y combinaciones de los
mismos; para el andlisis, la identificacién, la caracterizacion, la cuantificacién, la purificacién, la concentracién y/o la
separacion de polipéptidos realizados en un Unico tubo.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacién de la perla

En todos los experimentos con SP3 utilizamos perlas disponibles comercialmente que portan un resto carboxilato.
Hemos probado y verificado los protocolos utilizados en este estudio con perlas de Beckman Coulter (Ampure XP, n.°
de CAT A63880), CleanNA (Clean PCR, n.° de CAT CPCR1300), y Thermo Fisher (Sera-Mag Speed Beads, n.° de
CAT 09-981-121, 09-981-123) (Figura complementaria 9). En todos los casos, las perlas tienen un diametro promedio
de 1 um y estan recubiertas con una superficie hidrofila. Para todos los experimentos de SP3 de este manuscrito se
utiliza una combinacién 1:1 de los dos tipos de perlas rapidas Sera-Mag. Las perlas se enjuagan con agua antes de
su uso y se almacenan a 4 °C. Las rejillas magnéticas utilizadas en todos los experimentos se prepararon
internamente.

Ejemplo 2: Cultivo celular.

La cepade levadura YALGB (MATa, his3A leu2A met15A lys1:KanMX6 argd::KanMX4)' se cultivé en medio rico (YPD)
para todos los experimentos. Los cultivos replicados se recolectaron a una densidad 6ptica (DO600) de ~ 0,8. Las
células se recolectaron mediante centrifugacion, se enjuagaron con PBS enfriado con hielo y se congelaron
rapidamente hasta su uso. Las células HelLa Kyoto se cultivaron en DMEM con Glutamax suplementado con suero
bovino fetal al 10 % y 1x con amino&cidos no esenciales. Las células se cultivaron a 37 °C en un ambiente de CO:2 al
5 %. Las células se recolectaron mediante incubacién con una solucién de tripsina-EDTA al 0,05 % y se centrifugaron.
Las células recuperadas se enjuagaron y se contaron antes de dividirlas en alicuotas hasta el nimero de células
deseado por tubo. Los recuentos celulares aproximados se adquirieron utilizando un hemocitémetro. Los sedimentos
de células siempre se lisaron directamente sin congelacién instantanea. Todos los reactivos de cultivo celular se
obtuvieron de Life Technologies a menos que se indique de cualquier otro modo.

Ejemplo 3: Preparacién de muestras y FASP (protocolo de separacién asistida por filtro)

Los sedimentos de células de levadura congeladas se lisaron utilizando una combinacién de enfoques de disrupcion
mecanicos y basados en soluciones. El regulador de lisis estaba compuesto por SDS al 1 % (Bio-Rad), ditiotreitol
(DTT) (Bio-Rad) 5 mM, 1x coctel completo de inhibidores de proteasa (EDTA) (Roche), preparado en regulador HEPES
50 mM a pH 8,5 (Sigma). Se combiné un sedimento equivalente a 50 ml de - 0,8 células OD 600 con 500 pl de
regulador de lisis en un tubo con tapén de rosca de 2 ml que contenia un equivalente de 500 pl de perlas de vidrio
lavadas con acido (Sigma, 425 a 600 um, n.® de CAT G8772). Los tubos se incubaron durante 5 minutos a 95 °C y
posteriormente se colocaron en hielo durante 5 minutos. Los tubos se agitaron vigorosamente en un instrumento Fast-
Prep (MP Biomedical) durante 45 segundos a velocidad 5. Después, los viales se sonicaron en un Bioruptor
(Diagenode) durante 15 ciclos (30 segundos encendidos, 30 segundos apagados) en la configuracion “alta” con un
enfriamiento ajustado a 4 °C. Los lisados se recuperaron después en tubos de 2 ml perforando el fondo del tubo con
tapén de rosca con una jeringa calentada y centrifugando durante 1 minuto a 3000 g. Los restos celulares se
sedimentaron con centrifugacién adicional a 15.000 g durante 10 minutos. Los lisados recuperados se almacenaron a
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-80 °C hasta su uso. Las células Hela se lisaron utilizando un procedimiento basado en solucién sin interrupcién
mecanica. Un nimero especifico de células recolectadas se diluyd en solucién salina regulada con fosfato (PBS) de
tal modo que la concentracién no superara las 25.000 células en 5 pl. El regulador de lisis estaba compuesto por SDS
al 1 % (Bio-Rad), 1x coctel completo de inhibidores de proteasa EDTA (Roche), preparado en regulador HEPES 50 mM
a pH 8,5 (Sigma). La lisis se indujo mediante la adicién de un volumen igual de regulador de lisis. Las mezclas se
calentaron durante 5 minutos a 95 °C y posteriormente se colocaron en hielo durante 5 minutos. A cada tubo, se
agregaron 25 unidades de nucleasa benzonasa (Novagen, n.°de CAT 70664) por cada 500.000 células para degradar
la cromatina. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 30 minutos en un termociclador. Este es una etapa critica en el
protocolo de lisis, ya que el exceso de cromatina en el lisado interrumpira el protocolo SP3. Las proteinas en las
soluciones de levadura, HelLa y drosophila se redujeron mediante la adicién de 5 ul de DTT 200 mM (Bio-Rad) por
100 pl de lisado. Los tubos se incubaron a 45 °C durante 30 minutos en un termociclador para facilitar la reduccion del
disulfuro. La alquilacién se realizé mediante la adicién de 10 [mu] | de yodoacetamida (IAA) 400 mM por cada 100 [mu]
| de lisado. Los tubos se incubaron a 24 °C en la oscuridad durante 30 minutos en un termociclador. Las reacciones
se interrumpieron mediante la adicion de 10 [mu] | de DTT 200 mM por cada 100 [mu] | de lisado. La FASP se llev) a
cabo como se describié anteriormente con modificaciones menores (Wisniewski, J., Zougman, A., Nagaraj, N. y Mann,
M. Método universal de preparacidon de muestras para el analisis de proteomas. Nat. Métodos 6, 3 - 7, 2009).
Brevemente, cada mezcla de proteinas reducidas y alquiladas se diluyé hasta un volumen final de 30 pl con HEPES
50 mM a pH 8. A esto, se agregaron 200 pl de urea 8 M a la muestra de proteina y se centrifugaron en filtros de corte
de peso molecular Vivacon (Sartorius) de 30 kDa durante 10 minutos a 14.000 g. Esta etapa se repitié 3 veces mas.
Después, los filtros se enjuagaron 3 veces con 100 ul de HEPES 50 mM, pH 8, mediante centrifugacion. La protedlisis
se llevé a cabo durante la noche en un filtro en una camara hiumeda a 37 °C con una mezcla de tripsina de RlysC en
una proporcién de enzima a sustrato de 1:25. Los péptidos se eluyeron con enjuagues secuenciales de HEPES 50 mM
(2 veces) y NaCl 200 mM (1 vez). Los péptidos eluidos se desalaron utilizando SepPaks (Waters) antes del andlisis
de MS.

Ejemplo 4: Optimizacién de SP3: Proteinas

La mezcla de perlas Sera-Mag SP3 que se habia enjuagado se diluy6é hasta una concentracion de trabajo final de
10 ug/pl. A cada mezcla de proteinas a tratar, se agregaron 2 il de esta mezcla de perlas y se mezclaron para generar
una solucién homogénea. En los métodos de optimizacién donde se utilizé albimina sérica bovina (BSA, por sus siglas
en inglés), se prepar6 una solucién madre de 50 mg/ml en SDS al 1 % (Bio-Rad), 1 x céctel completo de inhibidores
de proteasa (EDTA) (Roche), preparado en regulador HEPES 50 mM a pH 8,5 (Sigma). La BSA se calent6é a 95 °C
durante 5 minutos, se colocé en hielo, se redujo con DTT y se alquilé con IAA como anteriormente. En los métodos de
optimizacién donde se utilizé el lisado de células enteras de levadura, se utilizaron 5 uL (~10 pg de proteina) de la
mezcla reducida y alquilada en todos los casos. Para determinar las condiciones éptimas para la unién a proteinas, el
lisado de células enteras de levadura se traté con una variedad de condiciones. En las muestras de control, se
procesaron cantidades equivalentes de lisado directamente con SDS-PAGE o se trataron con FASP. Para determinar
el entorno 6ptimo para la unién, el lisado de levadura (~10 ug de proteina) se mezcld con 2 pl de un stock de perlas
de 10 pg/pl y se traté con una de las siguientes condiciones: 1. Se agregd un volumen igual de una solucién de acido
férmico al 5 % para acidificar la mezcla (condiciones de nanodiamantes), 2. Se agreg6 un volumen predeterminado
de acetonitrilo al 100 % para lograr una solucién porcentual final especifica, 3. Se agregé un pequefio volumen de
acido férmico al 5 % en combinacioén con un volumen predeterminado de acetonitrilo al 100 % para lograr una solucion
porcentual final especifica, 4. Se agregd un volumen equivalente de una solucién de NaCl 2,5 M y sulfato de amonio
al 20 % (condiciones SPRI). Las condiciones de enjuague en el SP3 son las mismas que las que se describen a
continuacioén. En las condiciones 2 y 3, se debe alcanzar una concentracion especifica de acetonitrilo. Para determinar
estos niveles, se probd la recuperacién del lisado de levadura en un intervalo de concentraciones de acetonitrilo (del
20 al 95 %). Como resultado de la recuperacion en estos experimentos, las proteinas eluidas de las perlas se digirieron
directamente y se procesaron en MS. La intensidad de la sefial y la complejidad entre las ejecuciones se compararon
para determinar el porcentaje 6ptimo de acetonitrilo. Estas curvas se completaron tanto en presencia como en
ausencia de acido férmico (datos no mostrados). Se encontrdé que una concentracién final del 50 % de acetonitrilo en
condiciones acidas proporcionaba la recuperacién mas alta y reproducible. Para determinar la capacidad de unién, se
prepard 1 ug de perlas de una solucién madre de 10 ug/ul con 1 pg, 100 pg, 200 ug y 400 pug de BSA reducida y
alquilada en SDS que contenia regulador de lisis. Las mezclas se trataron con SP3 utilizando acetonitrilo al 50 % en
condiciones acidas. La proteina recuperada se digirié y los péptidos resultantes se diluyeron de tal modo que la
concentracién fuera igual en funcién de la cantidad inicial de BSA. La recuperacion se midié utilizando la intensidad
de MS y la coincidencia de picos entre las muestras. Para probar la unién en presencia de sustancias contaminantes,
se utilizaron lisados de levadura reducidos y alquilados. Antes del tratamiento con SP3, los lisados se enriquecieron
con la sustancia contaminante especifica (p. gj., SDS al 10 %). Las proteinas recuperadas se digirieron y los péptidos
resultantes se inyectaron en MS. La recuperacion se compar6 utilizando la intensidad de MS y la complejidad del
cromatograma entre las muestras.

Ejemplo 5: Protocolo SP3: Proteinas
La mezcla de perlas Sera-Mag SP3 que se habia enjuagado se diluy6é hasta una concentracion de trabajo final de

10 ug/pl. A cada mezcla de proteinas a tratar, se agregaron 2 ml de esta mezcla de perlas y se mezclaron para generar
una solucién homogénea. A menos que se indique de cualquier otro modo, las mezclas de proteinas se ajustaron a
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acetonitrilo al 50 % en condiciones acidas en todas las muestras. Las soluciones de perlas y proteinas se mezclaron
para garantizar una distribucién homogénea de las perlas y se incubaron durante un total de 8 minutos a temperatura
ambiente. Después de la incubacion, los tubos se colocaron en una rejilla magnética durante 2 minutos. Mientras
estaba en el iman, el sobrenadante se retiré y se desechd. Las perlas se enjuagaron mediante la adicién de 200 ml de
etanol absoluto al 70 %. Esta etapa se repitié una vez mas, y en ambos casos se desechd el etanol. Después, las
perlas se enjuagaron una vez mas con 180 ul de acetonitrilo al 100 % y se desecho el sobrenadante. Todos los
enjuagues se llevaron a cabo en la rejilla magnética. Las perlas enjuagadas se reconstituyeron en regulador acuoso
para eluir las proteinas que dependian del experimento posterior.

Ejemplo 6: Optimizacién de SP3: Péptidos

La mezcla de perlas Sera-Mag SP3 que se habia enjuagado se diluy6é hasta una concentracion de trabajo final de
10 pg/pl. A cada mezcla de péptidos a tratar, se agregaron 2 m | de esta mezcla de perlas y se mezclaron para generar
una solucién homogénea. Para determinar las condiciones éptimas para la union a las proteinas, se trataron alicuotas
de las derivadas de una sola digestién del lisado de células enteras de levadura con una variedad de condiciones. En
las muestras de control, se procesaron cantidades equivalentes de lisado directamente con SDS-PAGE o se trataron
con FASP. Para determinar el entorno 6ptimo para la unién, los péptidos de levadura (~1 pg de péptido) se mezclaron
con 2 pulde un stock de perlas de 10 ug/ul y se trataron con una de las siguientes condiciones: 1. Se agregé un volumen
igual de una solucién de acido férmico al 5 % para acidificar la mezcla (condiciones de nanodiamantes), 2. Se agregd
un volumen predeterminado de acetonitrilo al 100 % para lograr una solucién porcentual final especifica, 3. Se agregd
un pequefio volumen de &cido férmico al 5 % en combinacién con un volumen predeterminado de acetonitrilo al 100 %
para lograr una solucién porcentual final especifica, 4. Se agregé un volumen equivalente de una solucion de NaCl 2,5
M y sulfato de amonio al 20 % (condiciones SPRI). Las condiciones de enjuague en el SP3 son las mismas que las
que se describen a continuaciéon. En las condiciones 2 y 3, se debe alcanzar una concentracion especifica de
acetonitrilo. Para determinar estos niveles, se prob6 la recuperacion de la mezcla de péptidos en un intervalo de
concentraciones de acetonitrilo (del 20 al 95 %). A medida que se leia la recuperacién, los péptidos eluidos de las
perlas después del tratamiento se procesaron directamente en MS. La intensidad de la sefial y la complejidad entre
las ejecuciones se compararon para determinar el porcentaje 6ptimo de acetonitrilo. Estas curvas se completaron tanto
en presencia como en ausencia de acido férmico (datos no mostrados). Se encontré que una concentracion final del
95 % de acetonitrilo en condiciones de pH neutro proporcionaba la recuperacién mas alta y reproducible.

Ejemplo 7: Protocolo SP3: Péptidos.

Las soluciones de péptido-perla se mezclaron para volver a suspender las perlas que se habian sedimentado durante
el procedimiento de digestién. A cada tubo, se agregé acetonitrilo al 100 % para lograr una concentracioén final > 95 %
(p. €j., 5 ul de proteina digerida, 195 pl de acetonitrilo al 100 %). Las mezclas se incubaron durante 8 minutos a
temperatura ambiente y, a continuacion, se colocaron en una rejilla magnética durante 2 minutos mas. El sobrenadante
se deseché y las perlas se enjuagaron una vez con 180 ul de acetonitrilo al 100 %. Las perlas enjuagadas se
reconstituyeron para eluir los péptidos en un volumen de DMSO al 4 % apto para el analisis de MS. Las mezclas se
mezclaron con pipeta y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los tubos se colocaron en una rejilla
magnética y se recuperaron los péptidos eluidos. Antes del analisis con MS, las soluciones de péptidos se acidificaron
con acido férmico.

Ejemplo 8: Etiquetado de dimetilo SP3.

Se prepararon soluciones de trabajo de formaldehido al 1 % (Thermo Scientific) y cianoborohidruro de sodio 155 mM
(Sigma) en agua. Las soluciones peptidicas derivadas de las digestiones con SP3 estaban contenidas tipicamente en
un volumen total de 5 pl de regulador de digestién. A cada tubo, se agregé 1 ul de formaldehido al 1 % (ligero).
Ademas, se agreg6 1 pl adicional de cianoborohidruro de sodio 155 mM y se mezcld con una pipeta de reaccion. Las
reacciones de etiquetado se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las reacciones se interrumpieron
mediante la adicion de 1 ul de una mezcla de lisina 10 mM (Sigma) y 50 mM de bicarbonato de amonio (Sigma). Los
péptidos etiquetados se trataron directamente con la limpieza del péptido SP3 antes del analisis de MS.

Ejemplo 9: Etiquetado TMT SP3.

Los kits de etiquetado TMT se obtuvieron de Thermo Scientific. Cada etiqueta de TMT (0,8 mg por vial) se reconstituyé
en 40 ul de acetonitrilo. Las soluciones peptidicas derivadas de las digestiones con SP3 estaban contenidas
tipicamente en un volumen total de 5 pl de regulador de digestion. Las reacciones de etiquetado se llevaron a cabo
mediante la adicion de 20 ug de etiquetado TMT por cada 10 pug de péptido en dos etapas volumétricamente iguales
de 1 pg, con 30 minutos de diferencia. Las reacciones de etiquetado con TMT se llevaron a cabo en la cremallera
magnética en todo momento para evitar posibles interacciones entre los péptidos y las perlas debido a la adicién de
acetonitrilo. Las reacciones se interrumpieron mediante la adicién de 1 m | de una mezcla de lisina 10 mM (Sigma) y
50 mM de bicarbonato de amonio (Sigma). Los péptidos etiquetados se trataron directamente con la limpieza del
péptido SP3 antes del analisis de MS.

Ejemplo 10: Fraccionamiento de fase inversa de alto pH.
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El andlisis de fase inversa de alto pH se realizé en un sistema de HPLC Agilent 1200 equipado con un detector de
longitud de onda variable (254 nm) o en StageTips. En la HPLC, el fraccionamiento se realizé en una columna XBridge
BEH C18 (1 x 100 mm, 3,5 um, 130 A, Waters). La elucion se realizé a una velocidad de flujo de 0,1 ml por minuto
utilizando un gradiente de fase mévil A (formiato de amonio 20 mM, pH 10) y B (acetonitrilo), del 1 % al 37,5 % durante
61 minutos. Las fracciones se recogieron cada 2 minutos a lo largo de toda la longitud del gradiente y se concatenaron
en 10 muestras finales como se describié anteriormente (Yang, F. & Shen, Y. y col., 2012). Las fracciones se secaron
en una centrifuga SpeedVac y se reconstituyeron en &cido férmico al 0,1 % antes del andlisis de MS. Para el
fraccionamiento StageTip, las puntas se enjuagaron 2 veces con metanol al 100 % y 2 veces con formiato de amonio
20 mM (pH 10) antes de cargar la muestra. Las fracciones se eluyeron por etapas a concentraciones de acetonitrilo
del 11,1 %, 14,5 %, 17,4 %, 20,8 %y 85 % en formiato de amonio 20 mM (pH 10). Las fracciones 1 y 5 se combinaron
antes del andlisis. Cada fraccién se sec6 en un SpeedVac y se reconstituy6 en acido férmico al 0,1 % antes del analisis
de MS.

Ejemplo 11: Andlisis de espectrometria de masas.

Para la optimizacion del protocolo SP3, las muestras se procesaron en una trampa de alta capacidad (HCT, por sus
siglas en inglés) Ultra lon Trap MS (Bruker Daltonics). Los espectros MS de escaneo completo se adquirieron con un
rango de masa de 350 a 1500 m/z en modo perfil. El tiempo maximo de llenado se establecié en 200 milisegundos
con un valor objetivo de 2e5. Los espectros de Fragment-MS se adquirieron en el rango de masas de 100 a 2000 m/z
con un tiempo de llenado maximo de 30 milisegundos. Todos los datos del HCT se procesaron manualmente sin
conexion utilizando scripts internos. Para el analisis utilizando el QExActive MS (Thermo Scientific) con fragmentacion
por disociacién por colision (HCD, por sus siglas en inglés) de mayor energia, las muestras se introdujeron utilizando
un sistema Ultimate 3000 LC (Dionex). Los péptidos inyectados quedaron atrapados en columnas PepMap C18 de
Acclaim (75 um x 20 mm, 3 um, 100 A, Dionex). Después la captura, la elucién en gradiente de los péptidos se realizd
en una columna C18 (Reprosil-Pur, Dr. Maisch, con un tamafio de particula de 3 um) empaquetada internamente en
capilares de 100 um de diametro interno, donde se tird de un extremo con un extractor laser para que funcionara como
nano-emisor. La elucién se realizé con un gradiente de fase movil A (99,9 % de agua y 0,1 % de acido formico) a 25 %
de B (99,9 % de acetonitrilo y 0,1 % de acido férmico) durante 50 minutos, y a 40 % de B durante 15 minutos, para
una duracién final de 90 minutos. Alternativamente, el gradiente se incrementd hasta un 25 % de B durante 100
minutos, y un 40 % de B durante 24 minutos, durante una duracion final de 145 minutos. Para las muestras etiquetadas
con TMT, el gradiente se ajusté para alcanzar una concentracion del 27 % de fase mévil B en la etapa de 100 minutos.
La adquisicion de datos en el QExActive MS se llevé a cabo utilizando un método dependiente de los datos. Los 12
precursores principales se seleccionaron para el analisis en tandem-MS/MS (MS2) después de la fragmentacién del
HCD. Los escaneos topograficos que cubrian un rango de masa de 300 a 1600 se adquirieron con una resolucion de
35.000 (2 m/z 200), con un tiempo de llenado maximo de 30 milisegundos, y un valor objetivo de control automatico
de ganancia (AGC, por sus siglas en inglés) de 1e6. Los escaneos MS2 se adquirieron con una resolucion de 17.500
(a m/z 200}, con un tiempo de llenado maximo de 200 milisegundos, y un valor objetivo de AGC de 5e4. En todos los
experimentos se aplicé una ventana de aislamiento de 2,0 m/z con una primera masa fija de 110,0 m/z. La
fragmentacién del HCD se indujo con una energia de colision normalizada (NCE, por sus siglas en inglés) de 25 para
las muestras no etiquetadas y de dimetilo y de 33 para los péptidos TMT. La proporcién de llenado insuficiente se
establecié en el 40 % para lograr un umbral de intensidad de 1e5. La exclusion dinamica se configuré para excluir los
precursores previamente seleccionados durante un total de 30 o 60 segundos, dependiendo de la longitud del
gradiente. La exclusién del estado de carga se configuré para ignorar los cargos no asignados, de 1, 5a 8,y >8. Se
habilité la exclusion de isétopos y se deshabilité la coincidencia de péptidos. Todos los datos se adquirieron en modo
perfil. Los experimentos que implicaban el analisis de cantidades limitadas de material (HeLa y drosophila) se llevaron
a cabo en un sistema Orbitrap Velos Pro MS (Thermo Scientific) equipado con un sistema de cromatografia liquida
NanoAcquity (Waters). Los péptidos inyectados quedaron atrapados en columnas Symmetry C18 (180 um x 20 mm).
Después del atrapamiento, la elucién en gradiente de los péptidos se realizd en una columna C18 (NanoAcquity
BEH130 C18, 75 um x 200 mm, 1,7 um). Para las muestras de una sola aplicacién donde se us6 un analisis
prolongado, la elucién se realizé con un gradiente de fase movil A (99,9 % de agua y 0,1 % de acido férmico) hasta
25 % de B (99,9 % de acetonitrilo y 0,1 % de acido férmico) durante 190 minutos, y hasta 40 % de B durante 40
minutos, durante una duracién final de 265 minutos. Para las muestras fraccionadas con fase inversa de pH alto, se
utilizaron ejecuciones de gradiente de 145 minutos, como se ha descrito anteriormente. La adquisicion de datos en el
Orbitrap Velos Pro MS se llevo a cabo utilizando un método dependiente de los datos. Los 15 principales precursores
se seleccionaron para el analisis de la MS2 después la fragmentacion inducida por colisiones (CID, por sus siglas en
inglés). Los escaneos topograficos que cubrian el intervalo de masa de 300 a 1500 se adquirieron con una resolucion
de 30.000 (a m/z 400) con un tiempo de llenado maximo de 500 milisegundos y un valor objetivo de AGC de 1e6. Los
escaneos MS2 se adquirieron con una resolucion de 7500 (a m/z 400) con un tiempo de llenado maximo de 50
milisegundos y un valor objetivo de AGC de 1e4 con una ventana de aislamiento de 2,0 m/z. La fragmentacion del CID
se indujo con una NCE de 40, un tiempo de activacion de 10 milisegundos, y una Q de activacion de 0,250. La exclusién
dinamica se configur6 para excluir los precursores previamente seleccionados durante un total de 6 a 90 segundos,
dependiendo de la longitud del gradiente. La exclusion del estado de carga se configuré para ignorar los cargos no
asignados, 1y 4 y superiores. Los datos de la MS 1 se adquirieron en modo perfil, mientras que los de la MS2 se
obtuvieron en formato centroide.
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Ejemplo 12: Andlisis de datos proteémicos

Los datos dependientes de los datos se analizaron utilizando el software PEAKS (ver. 7) (soluciones bioinformaticas)
o MaxQuant (ver. 1.4.1.2). Con PEAKS, los datos sin procesar se importaron y refinaron mediante los siguientes
ajustes: Fusion de escaneos - verdadero, ventana de tiempo de retencién - 1 minuto, tolerancia m/z del precursor -
5 ppm, precursor correcto - verdadero, solo en masa, escaneos de filtro: -verdadero, valor de calidad superior a 0,65.
Los datos se secuenciaron de novo utilizando ventanas de tolerancia de masa de precursores y fragmentos de 20 ppm
y 0,06 dalton, respectivamente, para los datos de QExActive. Con el Orbitrap Velos Pro MS, se utilizaron ventanas de
tolerancia de 20 ppm y 0,6 dalton para la masa de precursores y fragmentos. En ambos casos, la especificidad
enzimatica se establecié como tripsina, con la carbamidometilacién como una modificacién fija y la oxidacion de la
metionina como una modificacion variable. La modificacion postraduccional variable (PTM, por sus siglas en inglés)
maxima permitida por péptido se establecié en 3, con hasta 5 candidatos reportados por espectro. Las busquedas en
la base de datos PEAKS se realizaron utilizando las mismas tolerancias de masa de precursores y fragmentos que
con la secuenciacion de novo. La especificidad enzimatica se establecié como tripsina, con 2 escisiones omitidas
permitidas y una escisidén no especifica en un extremo del péptido. Las modificaciones fueron como en la
secuenciacion de novo, con 5 PTM variables por péptido. La identificacion y cuantificacién se realizaron en MaxQuant
(Cox, J. y Mann, M. MaxQuant permite altas tasas de identificacién de péptidos, precisiones de masa individualizadas
en el rango de p.p.b.) y cuantificacién de proteinas en todo el proteoma, Nat. Biotechnol. 26, 1367-72, 2008). Los datos
sin procesar se buscaron utilizando una tolerancia inicial de 20 ppm vy, posteriormente, se volvieron a buscar a 6 ppm
tras la recalibracion. En todas las busquedas se utilizé una tolerancia a los iones de fragmentos de 20 ppm. Los datos
se buscaron utilizando el motor Andromeda integrado en MaxQuant (Cox, J. y col. Andrémeda: un buscador de
péptidos integrado en el entorno MaxQuant. J. Proteome Res. 10, 1794-805, 2011). La carbamidometilacion de la
cisteina se especificé como una modificacion fija, con la oxidacién de la metionina y la acetilacién del extremo N de la
proteina como variables. En las busquedas con muestras etiquetadas con TMT y dimetilo, se especificaron
modificaciones variables del extremo N y la lisina para masas de +28,0313 (dimetilo) y +229,1629 (TMT). En las
muestras que requerian cuantificacion, se habilité la recuantificacion. Se habilité la coincidencia entre ejecuciones en
todas las busquedas con ventanas de coincidencia y tiempo especificadas de 2 y 20 minutos, respectivamente. Las
bases de datos buscadas eran proteomas completos que incluian isoformas de UniProt (Human: 88933, Drosophila:
41509, levadura: 6767 secuencias en total). Se adjunt6 a todas las bases de datos una lista de contaminantes comunes
(CrAP, The GPM). La tasa de error se estimo utilizando una estrategia de base de datos concatenada de objetivo y
sefiuelo en PEAKS y una base de datos invertida en MaxQuant. Los datos se filtraron hasta una tasa maxima de falsos
descubrimientos de 0,01 para proteinas y péptidos. Se requirié que cada proteina estuviera emparejada por un minimo
de 2 péptidos Unicos. Los conjuntos de datos resultantes se exportaron y analizaron con una combinacién de scripts
creados en Python y R disefiados internamente.
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REIVINDICACIONES

Un método para unir polipéptidos de forma reversible a una fase sélida que comprende una superficie
hidréfila, en donde la fase sélida consiste en microperlas 0 microparticulas paramagnéticas y en donde el
método se lleva a cabo en un Unico tubo, que comprende la etapa de:

poner en contacto dicha fase sélida con una solucién que contiene dichos polipéptidos y una solucion
de deshidratacién y/o una solucién de precipitacion, en donde

(i) la solucién de deshidratacién comprende un disolvente organico polar seleccionado de
acetonitrilo, acetona y alcohol y/o un polimero higroscopico, siendo dicho polimero
higroscépico polietilenglicol; y/o

(i) la solucién de precipitacién comprende iones de alta fuerza ionica seleccionados del
grupo que consiste en amonio, potasio, sodio, fluoruro, sulfato, hidrogenofosfato, acetato,
cloruro, y combinaciones de los mismos,

en donde dicha superficie hidréfila comprende ademas un resto cargado negativamente
seleccionado del grupo que consiste en un resto de acido carboxilico, un resto de silice, un resto de
sulfato, y un resto de fosfato.

El método de la reivindicacién 1, en donde la fase sélida consiste en microperlas paramagnéticas
carboxiladas.

El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde la fase solida consiste en microperlas paramagnéticas
carboxiladas y en donde la solucién de deshidratacién comprende acetonitrilo.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la solucién de deshidratacion o la solucién
de precipitacién se agrega en una cantidad que da como resultado la unién reversible de al menos el 90 %
de los polipéptidos de dicha solucién.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde |a solucién que contiene dichos polipéptidos
se selecciona de un extracto de células enteras, una digestion de extracto de células enteras, proteinas
derivadas de tejidos, proteinas purificadas recombinantes, proteinas purificadas, una digestion de proteinas,
una digestién de proteinas purificadas y una biblioteca de péptidos.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la fase s6lida que comprende polipéptidos
unidos de forma reversible se separa de la solucién.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la fase sélida se lava con una solucién
de lavado que comprende un disolvente organico polar o una sal que comprende al menos un ion o un
caotropo que comprende al menos un ion que aumenta la interaccidon hidrofoba de los polipéptidos,
preferiblemente en un intervalo de concentracién de 1 M - 8 M.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende la etapa adicional de agregar una
proteasa.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde los polipéptidos se liberan de la fase sélida
con una solucién de elucién acuosa.

El método de la reivindicacion 8 o 9, que comprende la etapa adicional de someter la solucion acuosa a
espectrometria de masas.

Un kit que comprende
a. una fase solida que comprende una superficie hidrofila, en donde la fase solida consiste en
microperlas o0 microparticulas paramagnéticas y en donde dicha superficie hidréfila comprende
ademas un resto de acido carboxilico; y
b. una solucién de deshidratacion que comprende un disolvente organico polar, en donde dicho
disolvente orgéanico polar se selecciona entre acetonitrilo, acetona y alcohol; y
C. una proteasa.

El kit de la reivindicacién 11, en donde dicho kit comprende ademas uno o ambos de los siguientes:

a. un polimero higroscopico que es polietilenglicol; y
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b. una solucién de precipitacion que comprende iones de alta fuerza iénica seleccionados entre
amonio, potasio, sodio, fluoruro, sulfato, hidrogenofosfato, acetato, cloruro o combinaciones de los
mismos.

a. una fase sélida, y
b.

(i) una solucién para la deshidratacion; y/o
(i) una solucién de precipitacién, en donde

la fase solida comprende una superficie hidréfila, en donde la fase solida consiste en microperlas o
microparticulas paramagnéticas que comprenden la superficie hidréfila, en donde dicha superficie
hidréfila comprende ademas un resto cargado negativamente seleccionado del grupo que consiste
en un resto de &cido carboxilico, un resto de silice, un resto de sulfato y un resto de fosfato;

la solucion de deshidratacién comprende un disolvente organico polar seleccionado entre
acetonitrilo, acetona y alcohol y/o un polimero higroscépico, siendo dicho polimero higroscopico
polietilenglicol; y/o

la solucion de precipitacién comprende iones de alta fuerza iénica seleccionados del grupo que
consiste en amonio, potasio, sodio, fluoruro, sulfato, hidrogenofosfato, acetato, cloruro y
combinaciones de los mismos;

para el andlisis, la identificacion, la caracterizacioén, la cuantificacion, la purificacion, la concentracion
y/o la separacion de polipéptidos llevados a cabo en un Unico tubo.
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Bt Digestion de levadura (10 1)

v BSA (10 ug)
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