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UN NOBEL PER A LA QUIMICA BIOANALITICA DE PROTEINES

La Reial Acadeémia Sueca de Ciéncies ha atorgat el Premi
Nobel de Quimica d’enguany a tres cientifics que han impul-
sat avencos tecnologics amb aplicacions importants en el
camp de les biomolecules. El text oficial de ’Academia diu
que el Premi s’ha concedit «pel desenvolupament de metodes
per a la identificaci6 i analisi estructural de macromolecules
biologiques». Més especificament, la meitat del Premi
(5.000.000 de corones sueques) ha correspost a Kurt Wiith-
rich, «per haver desenvolupat I'espectroscopia de ressonancia
magnetica nuclear que permet la determinaci6 de I'estructu-
ra tridimensional de macromolecules biologiques en solucié»,
i, I'altra meitat, se I'han repartit John B. Fenn i Koichi Tana-
ka «per haver desenvolupat metodes d’ionitzacié suau per
desorcié que permeten 'analisi per espectrometria de massa
de macromolecules biologiques». En aquesta recensié posa-
rem I"accent en I'impacte que les metodologies enguany guar-
donades tenen en el camp especific de la quimica de protei-
nes. Aquest enfocament obeeix, d'una banda, a la propia
especialitzacio de 'autor, pero també, d’altra banda, al fet
que les proteines han estat no tan sols el primer i principal
camp de prova d’aquestes metodologies, siné que sén amplia-
ment reconegudes com les biomolecules on de manera més
fascinant es combinen la diversitat estructural amb la
rellevancia biologica.

RMN DE PROTEINES

El Premi Nobel a Kurt Wiithrich (1938) ha estat poc sorpre-
nent, ates I'amplissim consens sobre la importancia dels seus
treballs per a 'analisi conformacional de proteines en soluci6
per ressonancia magnetica nuclear (RMN). Wiithrich (figura 1)



es va llicenciar en quimica, fisica i
matematiques a la prestigiosa ETH
de Zuric, on des de 1980 és catedra-
tic de biofisica. Des del 2001 és tam-
bé professor visitant de biologia es-
tructural a una altra prestigiosa
institucio, 'Institut  de Recerca
Scripps de La Jolla (California).
Amb el Nobel a Wiithrich, I'Institut
Scripps aconsegueix una fita molt

FIGURA 1. Kurt Wiithrich. — jnusual: repetir dos anys seguits com
a institucié guardonada.

Fins fa uns anys, I'inica técnica disponible per a
determinar I'estructura tridimensional de les proteines era la
cristal-lografia de raigs X que, com el seu nom indica, reque-
reix que la proteina a estudiar es trobi en estat cristal-li. Els
treballs de Wiithrich han obert cami a 'estudi de proteines
en soluci, és a dir, en condicions que s’assemblen forca a les
que la proteina adopta en el medi cel-lular.

El paper fonamental de la RMN en la determinacid
d’estructures moleculars és ja ben conegut. Bona part de I'e-
xit de la seva aplicabilitat a la majoria de molécules organi-
ques i inorganiques de mida petita mitjana es deu als treballs
d’un altre quimic suis, Richard Ernst (Nobel de Quimica,
1991), que amb la introduccié de la RMN de polsos va fer
possible superar els problemes de sensibilitat de les versions
inicials d’aquesta teécnica.

Els notables progressos en RMN de molecules organi-
ques des dels anys seixanta, setanta, no resultaren gens facils
d’aplicar a biomolecules de mida gran com les proteines. Els
centenars, per no dir milers de protons d’aquestes donaven
lloc a veritables jungles de pics, I'assignacié dels quals, a
cadascun dels protons de la proteina, constituia a primera
vista un trencaclosques insoluble. A partir dels anys vuitan-
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ta, Wiithrich va encarar aquest repte formidable desenvolu-
pant els anomenats metodes d’assignacio seqiiencial, que
constitueixen la pedra angular de la moderna RMN de protei-
nes. Aquests meétodes, basats en la RMN bidimensional, fan
possible correlacionar no tan sols els protons de cadascun
dels residus de la proteina entre ells, siné també amb els dels
residus veins i, d’aquesta manera, anar progressivament esta-
blint a quin senyal déna lloc cada proté. L'assignacio seqiien-
cial, completada amb informacié sobre distancies espacials
entre determinats protons i amb altres parametres, permet
definir un conjunt de distancies interprotoniques que servei-
xen com a punt de partida per a determinar 'estructura tri-
dimensional de la proteina, utilitzant algorismes de geome-
tria de distancies. Una visi6 molt simplista de com té lloc

aquest procés la podem trobar a la figura 2.

Ficura 2. Coneixent totes les mides d’un objecte (p. ex., una casa), hom
pot deduir-ne Uestructura en tres dimensions. De la mateixa manera,
mesurant un gran nombre de distancies entre els protons d’una proteina
és possible crear una imatge tridimensional de la seva estructura.

Wiithrich va publicar la primera determinaci6 estruc-
tural d’una proteina en solucié per aquests metodes el 1985.
Des d’aleshores, el nombre d’estructures elucidades ha cres-
cut notablement, fins al punt que actualment prop d’un 20 %



dels milers d’estructures dipositades al Protein Data Bank
s’han obtingut per técniques de RMN.

En molts sentits, la RMN ha de considerar-se com a
complementaria de la difraccié (també anomenada
cristal-lografia) de raigs X, 'eina més potent per a investigar
I'estructura tridimensional de proteines. Aixi, quan hom
estudia una mateixa proteina per ambdues técniques, el més
habitual és que la correlacié entre I'estructura en solucié
(RMN) i la cristal-lina (raigs X) sigui molt bona. D’altra
banda, la cristal-lografia de raigs X permet determinar a
molt elevada resolucié estructures de mida molt gran (p. ex.,
complexos entre diverses proteines) que, ara per ara, no son
facilment accessibles per RMN. En contrapartida, la RMN fa
possible explorar parts d’una proteina no estructurades o
molt mobils que en estat cristal-li son de dificil resolucié. Un
exemple particularment il-lustratiu en aquest sentit és la
resolucié de I'estructura de les proteines prioniques (desco-
bertes pel premi Nobel de Medicina de 1997, Stanley Prusi-
ner) implicades en malalties com la de les vaques boges.
Wiithrich i els seus collegues van provar, mitjancant la RMN,
que la proteina (figura 3) es pot considerar composta per
dues regions molt ben diferenciades, una ordenada i una
altra practicament gens.

Molt recentment, el mateix grup de Wiithrich ha
introduit una serie d’innovacions metodologiques, com ara la
RMN de relaxacié transversal optimitzada (TROSY) o les
teeniques CRINEPT (transferéncia de polaritzacié millorada
per la correlacié creuada), que, unides a la utilitzaci6 de
mostres enriquides isotopicament, permeten augmentar nota-
blement la franja de talles assolibles per RMN, i retallar
distancies respecte a la difraccié de raigs X. Per exemple, una
de les fites més espectaculars recentment aconseguides ha
estat 'estructura tridimensional del complex de chaperonines

GroEL-GroES d’Escherichia coli, de 900 kDa.
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FIGURA 3. Representacio de Uestructura tridimensional de la forma nor-
mal («saludable») de la proteina prionica, determinada per RMN en
solucié aquosa pel grup de Wiithrich. La cadena d’aminoacids s’estruc-
tura predominantment en forma helicoidal a la zona C-terminal (residus
121-231), mentre que la regic N-terminal (residus 23-120) és desorde-
nada i flexible.

ESPECTROMETRIA DE MASSES DE PROTEINES

En paral-lel amb els progressos en RMN de proteines, cal
situar també els avengos espectaculars que s’han produit
durant els darrers anys en espectrometria de masses biomole-
cular, il-lustrats pel guardé que Fenn i Tanaka enguany com-
parteixen, i novament amb les proteines com a prin(:ipal area
d’aplicacié.

Recordem que l'espectrometria de masses (EM) és una
técnica analitica que ens permet identificar una substancia
en virtut de la seva massa. Tot i que el terme engloba un
ampli ventall de dispositius instrumentals, cadascun amb
aplicacions for¢a diverses, tots comparteixen un mateix fona-
ment (figura 4): convertir la mostra a analitzar en ions i
separar-los d’acord amb les seves diferents relacions
massa/carrega (m/z). Totes les varietats d’EM es caracterit-



zen també per la rapidesa d’adquisicié de dades i per una
elevada sensibilitat. Avui dia, 'EM s’utilitza de manera
rutinaria en arees tan diverses com I'analisi ambiental, la far-
macologia, el control antidopatge o I'arqueologia.

Les bases de 'EM es van establir fa ja més d'un segle,
amb els treballs de Joseph J. Thomson (Nobel de Fisica,
19006), Frederick Soddy i Francis W. Aston (Nobel de Quimi-
ca 1921 1 1922, respectivament). Alguns altres premis Nobel
de Quimica del segle XX han estat també directament relacio-
nats amb 'EM, com ara el descobriment del deuteri per Urey
(1934) o el dels fullerens per Curl, Kroto i Smalley (1996).

Fins a la darrera part del segle passat, la practica
totalitat de les aplicacions de 'EM se centraven en analits de
«vol facil», és a dir, molecules primordialment de tipus orga-
nic, de mida petita o mitjana i, per tant, relativament facils
d’ionitzar. Amb tot, el repte de poder ionitzar i analitzar
macromolécules biologiques atreia els cientifics des de feia
temps. L'elevada grandaria d’aquestes biomolécules —en
relacié amb els analits habituals en EM— no ha de fer obli-
dar que, de fet, segueixen essent estructures extraordinaria-
ment petites, amb masses conseglientment mindscules. La
molécula d’hemoglobina, per exemple, pesa 101 ¢ (1). Liob-
jectiu de 'EM és «pesar» molécules com aquestes, i el primer
pas en aquest sentit és el que anomenem lonitzacio per
desorcio: aconseguir que les molecules individuals de protei-
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Ficura 4. Fonament de Uespectrometria de masses. Comunicant lener-
gia apropiada a una molecula, hom aconsegueix ionitzar-la, la qual
cosa permet separar-la en el si d’un camp electric, on experimenta una
acceleracio determinada per la relacié massa/carrega.




na passin d’associar-se les unes amb les altres (i amb el dis-
solvent) a una fase dispersa, formant un navol de molecules
ionitzades. Un cop assolit aixo, els ions podran separar-se
aprofitant I'acceleracié que la relacié massa/carrega els per-
met adquirir: els més lleugers i/o de carrega més alta seran
més rapids que els més pesants i/o de carrega inferior, la
qual cosa fara possible I’analisi.

Als anys setanta es van aconseguir els primers eéxits en
la transformacié de biomolecules (peéptids, principalment)
en els seus ions en fase gasosa. La revolucié que ha experi-
mentat el camp de I'EM en les dues darreres décades s’ha
basat fonamentalment en el desenvolupament de metodes de
desorcié suficientment suaus per a la ionitzacié de biomole-
cules labils, com ara proteines o acids nucleics. El descobri-
ment que I"Academia sueca ha considerat mereixedor de la
meitat del Premi Nobel d’enguany és precisament el d’a-
quests metodes d’ionitzacié per desorcio, en particular dels
dos actualment més utilitzats: electroesprai i MALDI.

[ONITZACIO PER ELECTROESPRAI

John B. Fenn (figura 5) ha estat pre-
miat per la seva contribucié fona-
mental al desenvolupament de la io-
nitzacié per electroesprai. Fenn
(1917), un dels historics de I'EM, és
un cientific tan brillant com atipic,
capag de projectar la seva curiositat
en nombroses direccions. Format a
Yale com a quimic, va comencar la
seva carrera professional a la indas-
FIGURA 5. John B. Fenn. triq quimica i, uns anys després, s’in-

volucra en programes de recerca ae-



roespacial. D’aci prové probablement el seu interes pels siste-
mes de projeccié de fluids (jets, esprais, etc.), i com a expert
en aquest camp va ser que es produi el seu retorn al mén
academic, primer a Princeton (1959), com a catedratic de
ciencia aeroespacial, i després de retorn a Yale (1967), ara
com a catedratic d’enginyeria quimica (Fenn plantejaria un
veritable maldecap als qui s’ocupen de classificar els cientifics
per arees de coneixement!). Quan, després de vint anys en ac-
tiu i set com a emerit, Yale va proposar-1i una jubilacié hono-
rable, pero inapel-lable (decisid, sens dubte, molt lamentada a
hores d’ara!), Fenn va refusar retirar-se i va acceptar una po-
sicié de professor d’'investigaci6 en quimica analitica a la més
modesta Virginia Commonwealth University, que ha rebut
amb la logica satisfacci6 la noticia del seu guardé.

En la ionitzaci6 per electroesprai, els ions es generen
directament d’una soluci6 (aquosa o amb un cosolvent orga-
nic) que es nebulitza en forma de gotes molt petites, les
quals, en presencia d’un camp electric fort (3-3.5 kV, figu-
ra 60), queden carregades. La primera descripcié de I'efecte
electroesprai va fer-la Dole (1968), que va proposar també el
model fisicoquimic (charge residue model), que avui conti-
nua essent acceptat com a explicacid per a aquest encara
forca enigmatic procés. Segons aquest model, les gotes ten-
deixen a perdre volum —a causa de 'expansié brusca que
comporta el procés de nebulitzacié i de 1'as d'un gas inert
que facilita, per arrossegament de vapor, la dessolvatacié de
I'analit—, la qual cosa fa augmentar la densitat de carrega
superficial. La repulsié matua entre carregues del mateix
signe, a la superficie decreixent de la microgota, acaba supe-
rant les forces de tensié superficial i provocant 'anomenada
explosic de Rayleigh, en la qual es generen microgotes enca-
ra més petites. En dltima instancia, les gotes acaben allibe-
rant ions que, gracies al camp eléctric, es poden dirigir cap a
un analitzador de massa.
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FIGURA 0. Representacio esquematica de la ionitzacio per electroesprai
d’una proteina. La solucic de proteina, injectada per un capil-lar (p.
ex., un sistema de nano-HPLC) a la cambra d’ionitzacio, genera un
aerosol en expandir-se bruscament. El camp eléctric que hi ha entre el
capil-lar i les parets de la cambra provoca la ionitzacié de les microgo-
tes generades, que progressivament van perdent volum (vegeu el text) (
acaben donant ions amb carrega miltiple, separables en un analitzador
de massa en funcic de les seves relacions m/=.

El procés d’electroesprai genera un ampli ventall
d’ions, la majoria de carrega multiple, que donen lloc a
patrons espectrals complexos, a primera vista poc atractius.
Fenn va intuir, empero, que, lluny d’ésser un problema,
aquesta multiplicitat d’ions permetia determinar la massa
molecular amb gran exactitud. En una reuni6 a San Francis-
co el 1988, va descriure per primera vegada 'aplicacié de
I'EM d’electroesprai per a identificar, amb una exactitud del
0,01 %, peptids i proteines de pesos moleculars fins a 40
kDa. Aixo ho aconseguia desconvolucionant el complex
patré de senyals (requadre, figura 6) que resulta de les
diverses especies multicarregades de 1'analit (part superior



del requadre, figura 6) per un sistema d’equacions simulta-
nies. En I'exemple de la figura 6, els més de quaranta pics de
Iespectre primari (requadre) corresponen al conjunt d’espe-
cies ioniques del tipus [M + nH]"*, on M i H sén, respectiva-
ment, la massa de la proteina i del prot6, i n pot agafar
valors entre 20 i 60, aproximadament. La desconvolucié
d’aquest espectre condueix a un pic essencialment unic, de
massa 47.342 Da.

Un aspecte particularment atractiu de I'EM d’electro-
esprai és que els pics de I'espectre primari solen ocupar un
rang de m/z entre 1 000 i 2 000 (figura 6), assequible a ana-
litzadors senzills, com ara els quadrupols (desenvolupats per
Wolfgang Paul, premi Nobel de Fisica, 1989). Aquest fet ha
tingut una incidéncia molt positiva en I'espectacular desen-
volupament d’aquesta técnica, que, com que es pot imple-
mentar en plataformes instrumentals relativament senzilles,
resulta assequible a costs notablement inferiors als de la
major part de la instrumentacié d’EM.

TONITZACIO INDUIDA PER LASER I ASSISTIDA PER MATRIU
(MALDI)

L’altra meitat de la meitat del

Nobel d’enguany destinada a EM

ha estat per a Koichi Tanaka

(1959), vinculat amb Shimadzu

Corporation, una companyia japo-

nesa d’instrumentacio cientificome-

dica, al llarg de tota la seva vida

professional (figura 7). Aixi com el

o Nobel a Fenn ha estat poc sorpre-

FIGURA 7. Koichi Tanaka. nent, el de Tanaka ha suscitat pot-
ser una mica més d’enrenou entre
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els experts pel seu perfil «atipic» (enginyer, sense doctorat;
industrial, sense vincles académics; jove) i, sobretot, pel fet
que la seva contribucié al desenvolupament de la técnica
MALDI fos relativament primerenca, sense gaire continuitat
bibliografica posterior, i fins a cert punt eclipsada per altres
aportacions que alguns han considerat més substantives.
Deixant de banda si aquesta agitacié és o no justificada, el
que hom pot afirmar és que, amb la distincié atorgada a
Tanaka, I’Académia sueca ha volgut, com en altres ocasions,
premiar per sobre de tot la idea primigeénia (el que els
anglosaxons anomenen seminal contribution), més que no
pas els refinaments posteriors que hagin contribuit a donar-
li la gran aplicacié que avui dia té.

[’any 1987, en un simposi sinojapones celebrat a
Osaka, Tanaka va presentar per primera vegada I’analisi
d’una proteina intacta per EM. En dues publicacions de
I'any segiient va ampliar aquest resultat inicial descrivint la
ionitzaci6 i posterior analisi de proteines com el quimotripsi-
nogen (25.717 Da), la carboxipeptidasa A (34.472 Da) i el
citocrom c¢ (12.384 Da). Tanaka havia aconseguit el que
hom anomena avui desorcio suau per laser (SLD, soft laser
desorption), a copia de fer incidir llum laser de baixa ener-
gia (laser de N,) sobre una mostra de proteina impregnada
en una matriu de glicerol i particules colloidals. Tanaka va
poder demostrar que en aquestes condicions la mostra es
volatilitzava formant ions amb m/z corresponent a la massa
de la proteina.

Abans de Tanaka hi havia hagut ja intents infructuo-
sos d’utilitzar el laser per tal de solucionar el problema de la
volatilitzacié/ionitzacié de proteines. Per exemple, un grup
rus havia aconseguit ionitzar aminoacids per bombardeig
amb laser, i n’havia evitat la degradaci6é quimica. EI 1985, a
la universitat de Miinster (Alemanya), Michael Karas i Franz
Hillenkamp (més mereixedors que Tanaka del viatge a Esto-



colm, en opinié d’alguns sectors, pero no pas de 'Academia
sueca) havien descrit una matriu organica capa¢ d’absorbir
la radiaci6 laser i transferir-ne I'energia a analits que, com a
resultat, s’ionitzaven. Karas i Hillenkamp havien aconseguit
aixi ionitzar diverses molecules de baix pes molecular amb
un laser YAG de 266 nm i matrius d’acid nicotinic, pero en
aplicar aquestes condicions a proteines de talla superior no
van tenir exit.

Els resultats de Tanaka van posar en relleu la
importancia d'una combinacié adequada entre la longitud
d’ona i I'energia del laser, la capacitat d’absorcié d’energia de
la matriu i 'estructura de I'analit. Aixi, el laser de nitrogen
de Tanaka tenia una longitud d’ona (A = 330 nm) a la qual
les cadenes laterals d’aminoacids aromatics com Phe, Tyr o
Trp, no absorbien, la qual cosa resultava essencial per a evi-
tar la fragmentacié de la proteina. Per la seva banda, la
matriu de glicerol i particules col-loidals originalment empra-
da per Tanaka no ha tingut practicament acceptacio, tot
i que hom continua descrivint matrius fisicoquimiques amb
aplicacions interessants. En la practica, pero, la versié que ha
anat progressivament implantant-se (figura 8) és una [usio
d’ambdues aproximacions: fa servir, com Tanaka, un laser de
nitrogen amb longitud d’ona encara més baixa (A = 336 nm),
i utilitza, com Karas i Hillenkamp, matrius organiques ba-

sades en composts aromatics amb A, ;. coincident amb la

‘max
del laser.
En els instruments comercials actuals, la descarrega

de la font laser s’efectua de manera pulsativa, unes vint

vegades per segon. Els paquets d’ions generats en cada
descarrega, accelerats aplicant un voltatge entre la placa de
suport de la mostra i I'extrem de la cambra d’ionitzacié, se
separen en un tub de vol, un dispositiu analitzador classic
que mesura el temps de vol (TOF, time of flight) dels diver-

S0s ions. AunStS tcmps es pOdCIl relacionar amb els corres-
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FIGURA 8. Representacié esquematica de la ionitzacié per desorcic amb
laser assistida per matriu (MALDI) d’una proteina. La irradiacié amb la-
ser d’una matriu (un cromofor amb A, coincident amb la del laser), on
s’ha dispersat previament la proteina, provoca la volatilitzacid/ionitzacio
de la matriu, que permet la ionitzacio de Uanalit proteic per desorcio suau.
En contrast amb Uelectroesprai, la proteina ionitzada assoleix nivells de
carrega baixos; a Uespectre (requadre) poden observar-se pics correspo-
nents a especies monomoleculars amb carrega +1 (m/z=25700) i +2 (m/=
=12 800), aixi com un dimer no covalent amb carrega +1 (m/z =51 500).

ponents valors m/z mitjancant una senzilla expressio: 7" =
k(m/=z)"2, on k és una constant de I'instrument. Els equips
d’espectrometria de masses MALDI-TOF, que combinen la
ionitzaci6 per desorcié suau amb laser i 'analisi de massa
per temps de vol, s’han convertit en una eina imprescindible
d’analisi biomolecular i, de retruc, en un pilar fonamental en
els estudis de proteomica.



EL PAPER FONAMENTAL DE L’EM EN PROTEOMICA

Tot i la sensible millora en exactitud que comporta respecte
als metodes convencionals, I'EM de proteines no hauria asso-
lit el seu actual predicament si s’hagués circumscrit a la
mesura de masses moleculars. En contrast amb I’'EM de
molecules organiques petites, que provoca la fragmentaci6
quimica de 'analit i 'aprofita per a extreure’n informacié
estructural, les técniques que acabem de veure no indueixen
nivells de fragmentacié substancials i permeten accedir,
almenys en primera instancia, tan sols a la massa global de la
proteina, una informacié valuosa, pero totalment insuficient
per a identificar-la de manera inequivoca.

Ben poc després que Fenn, Tanaka i altres introduis-
sin 'EM de biomolecules que acabem de veure, empero, va
fer-se avinent la percepci6 que el veritable potencial d’aques-
tes tecniques rauria no tant en la determinacié de pesos
moleculars, com en la seva aplicacio a I'elucidacio d’estructu-
res primaries de proteines, és a dir, com a alternativa al
mapatge peptidic classic.

Els procediments classics de determinacio d’estructu-
ra primaria de proteines (que encara perviuen, en forma d’e-
xercicis, a la majoria de texts de bioquimica) solien iniciar-se
amb una digestié de la proteina amb proteases que lescin-
dien en posicions especifiques. Els fragments peptidics resul-
tants de cada digestié se separaven per cromatografia i se
sotmetien cadascun a seqiienciacié d’Edman. El conjunt d’a-
quests mapes peptidics permetia, amb no poc esforg. recons-
truir estructura primaria i caracteritzar aixi la proteina.

Els espectaculars avengos de la biologia molecular en
els darrers anys han fet assequibles els genomes de molts
organismes, i d’act les estructures primaries de les correspo-
nents proteines, recopilades en bases de dades informati-
ques. Aquest veritable tresor d’'informaci6, junt amb la sen-
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sibilitat, exactitud i —sobretot— rapidesa amb qué es poden
determinar les masses de peptids per MALDI-TOLF, fan pos-
sible identificar proteines amb molta fiabilitat i, sobretot,
notable estalvi de temps i esfor¢ respecte als procediments
convencionals. Tot aixo ha suposat un impuls extraordinari
per a la proteomica, definida (per analogia amb la genomi-
ca) com el conjunt de técniques analitiques que permeten
identificar i quantificar el proteoma, és a dir, el perfil de
proteines d'una cel-lula, un organisme o un teixit en condi-
cions especificades.

A tall d’exemple, ja que el tema excedeix for¢a 'ambit
d’aquesta ressenya, considerem breument una de les técni-
ques proteomiques més habituals, I’analisi de perfils proteoli-
tics per EM MALDI-TOF, també conegut com a PMF (peptide
mass fingerprint) (figura 9). En aquesta aproximacié, una
proteina d’una determinada espécie biologica (p. ex., d’'Homo
sapiens) es digereix amb una proteasa (habitualment tripsi-
na) i la barreja de peptids resultants, sense ulterior separaci6,
s’analitza tot seguit per EM MALDI-TOF. El caracter anic de
cada seqtiencia proteica (¢és a dir, el fet que el nivell de dege-
neracio d’una seqiiéncia respecte a la resta de proteines d’una
mateixa especie sigui molt baix) fa que el conjunt de masses
que defineixen els peptids resultants de la digestié constituei-
xi una caracteristica intrinseca de la proteina, una mena
d’empremta digital que permet identificar-la.

Aixo s’aconsegueix per metodes bioinformatics, com-
parant l'espectre experimental (del conjunt de peptids pro-
duits en la digestié) amb cadascun dels espectres de massa
teorics que s’obtindrien en digerir in silico el proteoma com-
plet d’H. sapiens disponible a la base de dades. Aquesta
comparacié permetra detectar proteines amb un perfil pro-
teolitic in silico més o menys coincident amb I'experimental.
Aix0 permetra ordenar, de millor a pitjor encaix amb les
dades experimentals, les diverses proteines i identificar-ne la
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més plausible. Tot i el seu caracter probabilistic, el métode és
d’elevada fiabilitat.

En altres modalitats d’analisi proteomica per EM,
hom arriba a efectuar una seqiienciacié real de la proteina, a
copia de fragmentar —en un compartiment especialitzat de
I'instrument— algun dels peptids obtinguts en la digesti6
anterior. Novament, el caracter tnic de les seqiiéncies a que
feiem referéncia, fa possible una identificacié inequivoca (en
contrast amb el caracter probabilistic de 1’assignacié a partir
del PMF), a partir d’'un segment relativament curt (al voltant
de vuit aminoacids) de la seqiiéncia. Técniques com aquesta
i altres de relacionades han fet augmentar espectacularment
la fiabilitat, sensibilitat i rapidesa amb qué poden avui ana-
litzar-se les proteines. En aquest sentit, la proteomica ha
esdevingut rapidament una eina fonamental en els estudis
biologics i biomedics.

En resum, els dos processos d’ionitzacié suau premiats
amb el Nobel de Quimica del 2002 i que aqui hem ressenyat
succintament han protagonitzat, per la seva eflicacia i com-
plementarietat, un veritable canvi de paradigma —en termes
kuhnians— que ha permes que I'espectrometria de masses
transcendis els limits de la fisica i la quimica on, fins no fa
gaire, es desenvolupava i irrompés amb forca en el camp de
les biomolecules. Una situacié, d’altra banda, molt paral-lela
a l'experimentada per la RMN, gracies a les aportacions de
Wiithrich i altres. En definitiva, dos escenaris de progrés
espectacular en arees de la quimica, amb forta projeccié
sobre les ciencies de la vida, que la Fundacié Nobel, amb el
Premi d’enguany, ha volgut reconeixer adequadament.
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